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RESUMO

Em vista das crescentes dificuldades no controle de mosquitos com
inseticidas quimicos sintéticos em fungdo do surgimento de resisténcia e da
toxicidade em mamiferos, tem sido dada énfase a busca por novos compostos
oriundos de plantas, estes acreditam-se poder oferecer maior seletividade aos
mosquitos, uma baixa toxicidade e maior biodegradabilidade, além de estarem
amplamente disponiveis na natureza. Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade larvicida de diversos compostos de origem natural.

A metodologia utilizada nos bioensaios larvicida segue a recomendada pela
WHO. Os bioensaios iniciais, foram realizados com larvas do Aedes aegypti 4°
instar, feitos em quatro repeticbes com 25 larvas, em copos descartaveis de 250 mL
contendo 25 mL de solugdo. As larvas foram consideradas mortas quando nao
conseguiam atingir a superficie da solugdo quando o recipiente foi agitado.

Dando continuidade ao objetivo do LPqRN de desenvolver um larvicida para
controle do A. aegypti, avaliamos extratos de plantas, compostos isolados de origem
sintética na busca de candidatos a larvicida para uso no controle do mosquito na sua
forma larval.

No primeiro capitulo & descrito a atividade de quatro diterpenos isolados da
Xylopia langsdorfiana St-Hil & Tul, dentre estes destacaram-se os acidos ent-7a-
acetoxitraquiloban-18-6ico e o] ent-7o-hydroxitraquilobano-18-éico, que
demonstraram alto potencial larvicida apresentando concentragdes letais
comparaveis a da rotenona, inseticida de origem vegetal bastante conhecido. No
segundo capitulo foi verificado a atividade larvicida de onze quinonas. Estas
representam, uma excelente alternativa para o controle do Aedes aegypti. A 3-
Bromo-5-hidroxy-1,4-naftoquinona destacou-se entre as quinonas testadas,
apresentando menor concentragao letal.

Ja no terceiro capitulo foi avaliado a atividade dos extratos etandlicos obtidos
a partir da folha, caule, raiz, ramos novos e tubérculos da Turbina cordata.
Destacaram-se os extratos etanodlicos da folha e do caule mesmo assim os valores

sdo baixos quando comparados a atividade de outros extratos de plantas da
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mesma familia. Entretanto no quarto capitulo foi avaliado a atividade larvicida dos
terpendides e fenilprapondides, componentes comumente encontrado em diversos
Oleos essenciais. Das substancias avaliadas destacou-se o limoneno.

Estes resultados ressaltam as potencialidades de alguns dos compostos

avaliados como possiveis agentes larvicidas naturais.
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ABSTRACT

In face of the increasingly difficult control of mosquitoes with synthetic
chemical insecticides due to the appearance of resistance and their toxicity to
mammals, the search for new phytocompounds has been emphasized as it is
believed that they may offer a larger selectivity to mosquitoes with lower toxicity and
larger biodegrability, besides being largely available in nature. Thus, the objective of
this work was to evaluate the larvicidal activity of several natural compounds.

The methodology used in the larvicidal bioassays followed WHO'’s
recommendations. The initial bioassays were carried out with 25 4™-instar Aedes
aegypti larvae in four repetitions in 250-mL disposable plastic cups with 25 mL of
solution. The larvae were considered dead if they could not reach the surface of the
solution when the recipient was agitated.

In consonance with the objective of the LPqRN of developing a larvicidal for
the control of A. aegypti, we evaluated the plants extracts, synthetic and isolated
compounds from plants in the search of a potential larvicidal for use in the control of
the mosquito in its larval phase.

In the first chapter, it is described the activity of four diterpenes isolated from
Xylopia langsdorffiana St-Hil & Tul. The acids ent-7-a-acetoxytrachiloban-18-oic and
ent-7-a-Hidroxytrachiloban-18-oic stood out, demonstrating high larvicidal potential
and lethal concentrations comparable to that of rotenone, a well-known vegetable
insecticide.The second chapter describes the evaluation of the larvicidal activity of
eleven quinones. They represent an excellent alternative for the control of Aedes
aegypti. Compound 3-bromo-5-hydroxy-1,4-naphthoquinone stood out among the
quinones tested for its low lethal concentration.

The third chapter reports on the evaluation of the activity of the ethanolic
extracts obtained from the leaves, stem, roots, twigs, and tubers of Turbina cordata.
Despite the low activity values of the leaf and stem ethanol extracts comparatively to
those of other extracts of the plants of the same family, they still are outstanding.
Furthermore, the fourth chapter reports on the larvicidal activity of terpenoids and
phenylpropanoids, compounds commonly found in several essential oils. Limonene

stood out among the substances evaluated.
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These results point to the potential of some of the compounds evaluated as

natural larvicidals.



Ribeiro Jr., K.A.L.Produtos Utilizados no Controle...2007

I-INTRODUGAO

O mosquito Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) foi introduzido no Brasil durante
o periodo colonial. Devido a sua importancia como vetor da febre amarela, foi
intensamente combatido em nosso territorio tendo sido considerado erradicado em
1955 (Consoli & Oliveira, 1994). Porém o mesmo combate ndo foi realizado nos
paises vizinhos. O que proporcionou sua reintrodugdo no Brasil em 1967, e do
primeiro registro de ocorréncia do Aedes albopictus (Skuse), no Brasil, em 1986, o
estudo dos mosquitos pertencentes a familia Culicidae tornou-se mais necessario.
Além disso, o recrudescimento da malaria e os surtos freqlentes de arboviroses
transmitidas especialmente por dipteros das tribos Sabethini e Culicini, faz com que
se priorize o estudo dos culicideos (Neves, 2000). A disperséao do A. aegypti
acompanhou a movimentacdo humana e a sua proliferacdo foi beneficiada pelas
modificagdes antropicas do meio ambiente. Esse mosquito € o mais associado ao
homem, criando-se nos mais diversos ambientes artificiais resultantes, na maioria
das vezes, do lixo urbano.

O A. aegypti atua como vetor da febre amarela na América Central, na
América do Sul e no Oeste da Africa. Este mosquito é também um dos vetores da
dengue, que é endémica no Sudoeste da Asia, ilhas do Pacifico e Américas (Ciccia &
Mongelli, 2000).

A dengue é uma doenga infecciosa causada por um arbovirus e transmitida de
uma pessoa doente a uma pessoa sadia através da picada da fémea do mosquito A.
aegypti contaminada (Santiago et al, 2005). A dengue é considerada atualmente a
arbovirose mais importante no mundo, com estimativa de 50 milhdes de infec¢des
por ano. Varios fatores sao responsaveis pelo ressurgimento dessa doengca em
varios paises: crescimento sem precedente da populagédo humana, urbanizagdo nao
controlada, abastecimento de agua e tratamento de residuos inadequados, aumento
da densidade e da distribuicdo dos mosquitos vetores e também disseminacao dos
virus da dengue, auséncia de um controle efetivo do mosquito e deterioracdo da

infra-estrutura da saude publica (Torres, 2005).
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Devido a sua grande dispersdao no ambiente urbano, o A. aegypti tem sido
amplamente combatido com inseticidas quimicos. O wuso de inseticidas
organoclorados ou organofosforados de acgao residual, como o Dicloro-Difenil-
Tricloroetano (DDT), Hexaclorocicloexano (BHC), e posteriormente Dieldrin, para
ataque de formas adultas do vetor, mostraram no inicio bons resultados, mas em
pouco tempo esses produtos tornaram-se ineficazes contra os vetores (Neves,
2000). A elasticidade e a adaptabilidade da natureza sdo a principal causa do
fracasso dos inseticidas de largo espectro. Os inseticidas naturais degradam-se com
maior velocidade que os sintéticos; ndo deixando residuos no alimento ou no
ambiente. Inseticidas naturais como o piretro, originalmente extraido das folhas de
Chrysanthemum apresentam baixa toxicidade em mamiferos e agao contraria em
insetos; os rotendides extraidos de plantas do género Derris e Lonchocarpus; € 0s
limondides que possuem agao fagoinibidora e podem também interferir no
crescimento do inseto, sdo encontrados nas familias Meliaceae e Rutaceae (Macédo
et al.,1997 ; Ferreira et al., 2001).

Em vista das crescentes dificuldades no controle de mosquitos com
inseticidas quimicos sintéticos em fung&o do surgimento de resisténcia, da toxicidade
em mamiferos, tem sido dada énfase a busca por novos compostos oriundos de
plantas, estes acreditam-se poder oferecer maior seletividade aos mosquitos, baixa
toxicidade em mamiferos e maior biodegradabilidade, além de estarem amplamente

disponiveis na natureza.



Ribeiro Jr., K.A.L.Produtos Utilizados no Controle...2007

II - Revisao Bibliografica

2.1 Sistematica e Biologia do Aedes aegypti (Linnaeus , 1758)

O Aedes aegypti (figura 1) € o principal transmissor do virus da dengue e da
febre amarela urbana no mundo (Neves, 2000). Ele é facilmente identificado pelo
escudo com faixas branco-prateada formando um desenho em forma de lira, e
possui clipeo com dois tufos de escamas branco-prateadas (Marcondes, 2001). Os
adultos sédo escuros ou praticamente negros embora de tonalidade um tanto variavel
desde a marrom claro (Forattini, 2002). Pertence ao filo Arthropoda, a classe
Insecta, que comporta o maior numero de espécie deste filo e dos demais
conhecidos, compreendendo cerca de 60% das espécies de animais. A ordem de
maior importancia médica e veterinaria, a Diptera, se enquadrando na Familia
Culicidae e Subfamilia Culicinae (Leventhae & Cheadle, 1997).

A sistematica do A. aegypti ¢é a seguinte:

Filo Arthropoda
Classe Insecta
Ordem Diptera
Subordem Nematocena
Familia Culicidae
Sub familia Culicinae
Tribo Culicini

Género Aedes

Espécie Aedes aegypti L. i

Figura 1. Fémea adulta de A. aegypti Fonte: www.med.sc.edu:85/mhunt/ dengue-aedes.jpg
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A familia Culicidae (latim Culex = mosquito) apresenta 0 maior numero e as
mais importantes espécies hematofagas, além de possuirem grande adaptabilidade
bioldgica, variabilidade genética, e ampla valéncia ecolégica. E uma familia com
grande numero de espécie (cerca 3600), distribuidas por todas as regides do globo.
Algumas dessas espécies sao membro da sub familia Culicinae, pertencentes a
tribos Culicini, Sabethini e Aedini que atinge de forma mais grave os paises pobres e
os em desenvolvimento, principalmente nos tropicos. A tribo culicini possui dois
géneros importantes, Haemagogus e Aedes, respectivamente, vetor da febre
amarela silvestre e urbana e da dengue (Consoli & Oliveira, 1994). No Brasil, existem
cerca 500 espécies descritas,das quais pouco mais de 20 tém importancia médico-

veterinario, podendo estas serem vetores de algumas doengas (Neves, 2000).

2.2 Biologia

O vetor da dengue é um inseto holometabdlico, passa por quatro estagios
bioldgicos distintos (Figura 2): ovo, larva (com quatro estadio = L4, Lo, L3 € L4), pupa
e adulto (Marcondes, 2001).

A
Y aa
<l : e
Adulto

Larva g Pupa

TS

Figura 2. Ciclo biolégico do Aedes aegypti Fonte: www.cdc.gov//dvbid/dengpics htm.
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Apos a copula, as fémeas armazenam os espermatozoides em
espermatecas. A fecundacédo dos 6vulos vai-se processando a medida que a fémea
necessita. As fémeas fecundadas tém a necessidade de alimento sanguineo, para
que ocorra a maturagdo dos ovos. Os ovos do A. aegypti medem cerca de 1mm,
sdo fusiformes e alongados e depositados pelas fémeas nos mais diversos
recipientes e ambientes (Marcondes, 2001).

A fase larvaria do mosquito € o periodo de crescimento e de intensa
alimentacdo do inseto. A duracdo do tempo entre cada um dos quatro instares
depende de fatores como: temperatura, disponibilidade de alimento e densidade da
populacdo dentro do criadouro. Na fase seguinte, chamada de pupa, ocorre as
modificagbes mais significativas para a formagdo do adulto, nesta fase n&do ha
alimentagao (Marcondes, 2001).

O adulto é a forma reprodutiva do A. aegypti na qual as fémeas se alimentam
de sangue no horario diurno, com pico de maior atividade alimentar ocorre no
amanhecer e pouco antes da tarde. As fémeas realizam a oviposicdo em criadouros
artificiais, geralmente em pequenas cole¢des de agua limpa e parada, localizadas
nas proximidades das residéncias urbanas. Contudo o A. aegypti também se
desenvolve em agua poluida. Nesse caso a oviposi¢cao € feita nas paredes dos
recipientes, imediatamente acima da superficie da agua, onde os ovos podem ser
vistos como pequenos pontos escuros (Marzochi, 1994; Gubler, 1998; Silva et al.,
1998; Silva et al., 1999; Silva et al., 2002; Forattini & Brito, 2003).

Os machos nao se alimentam de sangue, mas sim de néctar, mas podem ser
encontrados juntos as fémeas para o acasalamento. O numero de posturas de cada
fémea dependera fundamentalmente da disponibilidade de sangue ingerido para o
desenvolvimento ovariano, o repasto completo implica em cerca de 3,0 a 3,5 mg de
sangue. Logicamente, desde que cada fémea possa realizar mais de uma postura e
desde que haja sangue em quantidade satisfatoria, deduz-se que o numero de ovos
produzido por um individuo é consideravel grande. Todavia, em condigdes naturais
ocorre grande mortalidade do inseto, fato que contribui para diminuir
consideravelmente o numero de oviposicoes. Em média, uma fémea produz 120
ovos (Forratini, 2002 ; Neves, 2000).
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2.3 Distribuigcdo no mundo

O A. aegypti € uma especie oriunda do velho mundo, Etiopia e Egito, (Consoli &
Oliveira, 1994). Sendo assim, trata-se de mosquito classicamente tido como tropical
e subtropical. Segundo localizagdo, pode-se considera-lo como distribuido entre os
paralelos de 45°de latitude norte e 40° de latitude sul. Raramente este inseto é
encontrado além desses limites € mesmo quando observando proximo a eles,
dificilmente tende a se manter como populacdo estavel. E o que se tem verificado em
latitudes extremas do limite setentrional (Cookman & Lebrun,1986; Christie & Lebrun,
1990).

Tal distribuicdo, beirando o cosmopolitismo, resulta do concurso por parte da
atividade humana. Em decorréncia e especialmente nas regides que sofreram a
invasdo desse culicideo, a presenga do mosquito assume o aspecto pontilhado, ou
seja, com focos delimitados, entre os quais podem se intercalar regides aonde ele
esta ausente. Nao obstante, essa auséncia podera ser considerada como
temporaria, uma vez que sempre existira o potencial de se instalarem populagbes
desse vetor. Assim, de maneira obviamente acidental, os meios de transporte cada
vez mais rapidos, tanto por via aérea, maritima ou terrestre, podem apresentar
sempre o potencial de darem lugar a focos do mosquito. Assim sendo, no estado
atual dos conhecimentos menciona-se apenas o nome especifico de A. aegypti.
Contudo, no que concerne a regiao afrotropical, havera de se considerar a variedade
formosus como limitada especialmente a parte oriental do continente africano,
meridional ao deserto do Saara. Nas Américas, o A. aegypti € considerado como
classico vetor da dengue e da febre amarela, esta em sua forma epidemioldgica

urbana e rural (Forattini, 2002).
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2.4 Distribui¢ao no Brasil

O A. aegypti foi introduzido no Brasil durante o  periodo colonial,
provavelmente na época do trafico de escravos. Foi erradicado diversas vezes no
Brasil, ou, acreditava-se que tivesse sido. No entanto, alguns paises da por¢ao norte
da América do Sul, Estados Unidos e Cuba, nao o erradicaram, servindo assim de
reservatério, provocando sua reintrodugao no Brasil. A figura abaixo mostra situagao
relativa a infestagdo do A. aegypti nos anos 1930,1970 e 2002 (Figura 3). Em 1977,
foi reintroduzido na cidade de Salvador (BA), e logo foi detectado, na cidade do Rio
de Janeiro (RJ), além de outras cidades litoraneas. O combate, realizado de maneira
esporadica, nao foi eficiente acarretando surtos de dengue no Brasil (Consoli &
Oliveira, 1994).

Figura 3. Distribuicdo geografica do A. aegypti nos anos de 1930,1970 e 2002

2.5 A Dengue no mundo

A dengue constitui hoje a doenga viral humana mais importante transmitida
por mosquitos pertencentes ao género Aedes. O principal vetor € a espécie A.
aegypti, também vetor da febre amarela urbana, embora outras espécies como A.
albopictus (Skuse, 1894) e A. polynesiensis (Marks,1951), possam estar envolvidas

na transmissao destas doengas (Guzman & Kouri, 2001).
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A dengue foi descrita desde 1779-1780 entretanto, essa € uma hipdtese baseada
na ocorréncia de doengas com sintomas semelhantes relatados em alguns
continentes. O virus da dengue ¢é um complexo antigénico do género flavivirus,
familia flaviviridae com quatro sorotipos conhecidos (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4).
Este agente tem formato esférico de 40-60nm de didmetro, tem um envelope de
lipideo genoma viral de aproximadamente 11kb de comprimento cujo genoma é
constituido de RNA de fita simples (Racz, 2004; Stephenson, 2005). Esse agente
pode causar a Dengue Classica (DC) e a Febre Hemorragica da Dengue (FHD). Esta
ultima pode evoluir para uma forma mais severa conhecida como Sindrome do
Choque da Dengue (SCD). No inicio do século passado, a dengue foi associada a
um agente infeccioso filtrdvel como agente etioldgico da doencga. Durante a Segunda
Guerra Mundial foram isolados os dois primeiros sorotipos do virus da dengue (DEN-
1 e DEN-2) e, em 1956, ocorreu em Manilha uma epidemia de dengue hemorragica,
onde foram isolados mais dois sorotipos que foram denominados DEN-3 e DEN-4
(SANTOS, 2003).

A transmissao da dengue ao homem ocorre através da picada da fémea de A.
aegypti infectada com um dos quatro sorotipos do virus. Apés 8 a 12 dias da
infecgdo ocorre a incubacgéo, a replicagao e a disseminagao do virus por todo o corpo
do mosquito. A fémea pode passar por ciclos de reproducao durante o periodo de
incubacao e replicacado do virus, dando a ele a oportunidade de entrar no ovo e de
ser passado para a prole por uma transmissao vertical (Monath, 1994).

A infeccao por um sorotipo prové imunidade vitalicia para aquele virus, mas a
protegdo cruzada para outro sorotipo € apenas passageira, 0 que torna possivel
ocorrer uma infecgdo sequente por outro sorotipo (Monath, 1994; Schatzmayr, 2000;
Derouich et al., 2003).

A dengue classica caracteriza-se principalmente por febre, que pode ter inicio
repentino ou ser antecedida por alguns sintomas como: mal-estar; calafrios e
cefaléia; mialgia (dor muscular) e artralgia (dor articular); linfadenopatia, processo
patoldgico que afeta os linfonodos, exantema, erupgéo cutdanea que desaparece com
a descamacao; nauseas; vomitos; anorexia; adinamia (grande fraqueza muscular); e

manchas na pele. Raramente a dengue classica leva ao o6bito (Brooks et al., 2000;
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Santos, 2003; Rodriguez, 2004; Nascimento, 2006). No adulto, a doenga tem uma
duracdo média de dez dias e em criangas de pouca idade, em média, trés dias
(Brooks et al., 2000).

A dengue hemorragica € caracterizada por quatro manifestagbes clinicas
principais: febre elevada, hemorragia, hepatomegalia e insuficiéncia circulatoria
(Santos, 2003; Rodriguez, 2004). Esta sindrome pode ser observada em individuos
com anticorpos heterdlogos contra a dengue adquirida, em infecgdes anteriores
causadas por outros sorotipos do virus ou de forma passiva (anticorpos maternos)
(Brooks et al., 2000).

Aproximadamente 1,3 bilhdes de pessoas estdo em risco constante de
infeccao principalmente em paises tropicais cuja temperatura e umidade favorecem a
proliferacdo do mosquito vetor, que pertence aos culicideos do género Aedes
(Furtado et al., 2005, Costa et al., 2005). Em 2006 a WHO langou um mapa com as
regides do planeta onde sdo consideradas de risco para transmissdo da dengue
(Figura - 4).

Figura 4. Areas do planeta com risco de transmissdo em 2006.
Fonte:www.who.it

Estima-se que no mundo, anualmente, cerca de 50 a 100 milhdes de pessoas
sdo infectadas pelo virus da dengue, por volta de 500 mil evoluem para dengue
hemorragica e cerca de 12 mil vao a 6bito (Stephenson, 2005; Teixeira et. al, 2005).
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A doenca é endémica nas Américas, sul da Asia, oeste Pacifico, Africa e Oriente
Médio, com o maior numero de incidéncias nas trés primeiras regides citadas (Figura
5).

A temperatura (isotermas de 10 °C em latitudes norte e sul) impde limites a
distribuicdo de dengue no mundo. Projecdes de elevacao de 2 °C da temperatura
para o final do século XXI provavelmente aumentardo a extensdo da latitude e
altitude da distribuicdo do dengue no planeta. Como consequéncia, espera-se a
ampliacdo do periodo de transmissao sazonal, a diminuicdo da idade média de
infeccdo primaria e secundaria, e o aumento dos casos de reinfec¢cdo, de febre
hemorragica do dengue e de sindrome do choque do dengue em populagdes ainda
pouco acometidas (Jetten, 1997). A influéncia da temperatura na transmissao do
dengue foi largamente investigada, pois interfere nas atividades de repasto
sanguineo das fémeas dos mosquitos, em sua longevidade e no periodo de
incubagao extrinseco do virus. Principalmente as temperaturas minimas registradas
no dia, mais que as médias diarias, foram associadas a transmissao de dengue
sazonal em Bankok .

Em estudo epidemioldgico realizado no México por Koopman et al., (1991)
verificou que a temperatura média durante a estagdo chuvosa correspondeu ao mais
forte preditor de infecgdo por dengue naquele pais. Modelo matematico estimou o
periodo de incubacao extrinseco do virus a 22°C de 16,67 dias e a 32°C de 8,33 dias
ou seja, fémeas infectadas submetidas a elevadas temperaturas (32°C) teriam 2,64
vezes mais chance de completar o periodo de incubacéo extrinseco do que aquelas
submetidas a baixas temperaturas (Donalisio & Glasser; 2002).

Durante os ultimos oito anos a incidéncia de dengue tem crescido nas areas
endémicas, particularmente nas Américas, entretanto nos ultimos trés anos tem
aumentado o nimero de casos fatais no Sudeste da Asia e regides do Sudeste do

Pacifico.
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Figura 5. Casos de dengue reportados pela WHO para os continentes entre
1992 e 2000. Fonte:www.who.it

Em 1981, a dengue ressurgiu em Boa Vista, Roraima, envolvendo os virus
sorotipos 1 e 3 que circulavam na América Sul e Central na ocasido. Porém, foi com
a extensa epidemia de 1986 no Rio de Janeiro e a disseminagdo para regides
vizinhas que as agdes de vigilancia e controle dos vetores do dengue tornaram-se
prementes no Brasil. Estas agdes foram sendo organizadas pelo Ministério da Saude
(MS), Secretarias Estaduais de Saude e municipios em regides acometidas, de
forma heterogénea e intermitente. A partir de 1997, com o Plano Diretor de
Erradicacado do Aedes aegypti no Brasil (PEAa), seguido pelo Plano de Intensificagédo
das Acdes de Controle de Dengue, o MS aumentou o repasse de recursos a
municipios brasileiros para descentralizar e reorganizar agbes de eliminagdo dos
vetores e educagdo em saude (Donalisio & Glasser; 2002).

2.6 A Dengue no Brasil

No Brasil, durante os quatro primeiros meses de 1998 - periodo do verdo no
hemisfério sul - cerca de 234.828 casos foram notificados, tornando o pais
responsavel por 60% de todos os casos registrados nas Américas (Wandscheer et.
al., 2004). Em 2002 esse valor cresceu para 791.245 casos notificados e entao
comegou a decair, chegando a 117.519 casos notificados em 2004; numero que
voltou a crescer em 2005, atingindo 248.189 casos.

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude -SVS/MS
registrou até semana epidemiolégica n° 18 (abril), deste ano de 2007, 246.833 casos
de D.C., 288 casos de F.H.D. e a ocorréncia de 38 6bitos. Ou seja em menos de

quatro meses desse ano o numero ja foi maior que o ano de 2005.
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Ao compararmos janeiro a abril de 2007 com o mesmo periodo do ano anterior,
verifica-se um aumento de 20% dos casos de dengue no pais, com 0 més de margo
registrando o maior numero de notificagbes no periodo.

Importante destacar que, no més de abril, observa-se a redu¢do do numero de
casos de dengue no pais em relagcdo ao més de margo. Com os dados notificados
pelas Secretarias Estaduais de Saude até o presente momento, em abril houve uma
reducédo de 53% nas notificagdes quando comparado com o més de margo (Figura
6). O declinio das notificagdes no més de abril € observado em todas as regides com
destaque para as regides Sudeste (-62%) e Centro-Oeste (- 61%).

O Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) caracteriza as areas do
pais de acordo com a taxa de incidéncia:

- Areas de baixa incidéncia: regides, estados ou municipios com taxa de incidéncia
menor que 100 casos por 100.000 habitantes;

- Areas de média incidéncia: regides, estados ou municipios com taxa de incidéncia
entre 100 e 300 casos por 100.000 habitantes;

- Areas de alta incidéncia: regides, estados ou municipios com taxa de incidéncia
maior que 300 casos por 100.000 habitantes.

A analise das taxas de incidéncias por regido demonstra alta incidéncia na
Regidao Centro-Oeste, média incidéncia na Regido Norte e baixa incidéncia nas
Regides Nordeste, Sudeste e Sul (Tabela 1, Figura 6). A situacao mais detalhada do
nivel de transmissao por unidade federada e municipios que estdo concentrando o

maior numero de notificagées é apresentada abaixo, no descritivo por regides.

Tabela 1 -Taxas de incidéncias dos casos notificados de dengue por residéncia ,Brasil, 2007.

Regides Taxas de Incidéncia /100.000 habitantes Incidéncia
Centro-Oeste 654.8 Alta
Norte 153.5 Media
Nordeste 75,8 Baixa
Sudeste 85.6 Baixa
Sul 88.9 Baixa
Brasil 1295 Meédia

Fante: SVS/SES (Dados até SE 18, sujeitos a alteraciio)
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Figura- 6 Casos notificados de dengue por semana epidemioldgica por regiao, Brasil, 2006-2007
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2.7 Dengue em Alagoas

Desde a reintrodugcdo do A. aegypti no Brasil nos anos 80, Alagoas vem
sofrendo varias epidemias de dengue. No ano de 1981 houve uma grande epidemia
no Brasil tendo atingindo varios estados entre eles Roraima e Alagoas (Osanai et al.,
1983).

Alagoas em 2007, ja registrou um aumento de 30% no numero de casos
suspeitos de dengue em comparacédo ao mesmo periodo do ano passado ( Janeiro a
Abril). Em 2006, o Estado tinha notificado até o més de maio 1003 casos ja em 2007,
nesse mesmo periodo mais de 1300 casos de dengue foram notificados. Os
municipios com maior incidéncia em numeros absolutos sdo Teotdnio Vilela, com
578 casos notificados; Maceid, com 577; Maragogi, 236, e Matriz do Camaragibe,
com 149 notificagdes. Os numeros foram divulgados recentemente pela

coordenadora de vigilancia epidemiolégica do Estado (SESAU-AL, 2007).

2.8 Controle Vetorial

Um dos problemas, com relagdo ao virus da dengue, é o fato de ndo existir
vacina disponivel para a prevencao da doenga, ja que poderia acarretar no agravo
da doenca para a febre hemorragica da dengue, entretanto, duas vacinas estdo em
estagios avancados de testes. Por este motivo, o controle da dengue ainda é
baseado na erradicagao dos mosquitos transmissores do virus (Bobadilla et al., 2005
, Stephenson, 2005).

O controle do A. aegypti tem constituido um importante desafio,
especialmente nos paises em desenvolvimento. Segundo Halstead, (2002) mesmo
em situagcbes em que os recursos destinados ao controle do vetor sdo apropriados
para a implementagdo do programa, muitas vezes nao se tem alcangado sucesso,
em funcdo principalmente de cinco fatores: desejo de encontrar solugdes faceis,
perda de habilidades técnicas e gerenciais do pessoal responsavel pelo programa,

agravamento da dimensao do problema, desconsideragao de experiéncias passadas
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e expectativa de fracasso, espelhada em outras experiéncias mal sucedidas no
controle de dengue e de outras doengas transmitidas por insetos vetores.

Nas ultimas décadas, vem sendo reiterada a recomendacdo do controle
integrado do A. aegypti com implementacdo descentralizada, envolvendo o poder
publico e a sociedade. Esse tipo de estratégia teria maior sustentabilidade que
aquelas verticais centralizadas e baseadas em um unico método (Donalisio &
Glasser, 2002).

No controle integrado do A. aegypti, as medidas preventivas sao direcionadas
principalmente aos criadouros, constituindo-se de agdes simples e eficazes,
especialmente aquelas que consistem em cuidados a serem adotados pela
populacéo. A tecnologia atualmente disponivel abrange medidas de controle fisico,
quimico e biologico, sendo os dois primeiros grupos mais intensamente utilizados
(PAHO, 2005).

Dentre as medidas de controle utilizadas contra os mosquitos vetores da
dengue, podem ser citadas medidas de controle quimico com acao larvicida em
formulagdo com liberacdo lenta que vem sendo empregada mundialmente,
destacando-se o Temefés como o larvicida de mais ampla utilizagdo (tratamento
focal). A maioria dos programas de controle do A. aegypti emprega duas
modalidades de controle quimico adulticida: a borrifacdo de inseticida de acéao
residual denominada de tratamento perifocal, indicada para uso rotineiro especifico
em imoveis que, além de concentrarem muitos recipientes em condigdes que
favorecem a proliferacao das formas imaturas, contribuem para a dispersao passiva
do vetor (FNS, 2001) e a aplicagéo espacial de inseticida a ultra baixo volume (UBV),
indicado para situagdes de transmissao.

O controle bioldgico é feito através de Bacillus thuringiensis e B. sphaericus,
de peixes larvivoros e outros, adicionados aos depédsitos domésticos de agua
(Donalisio & Glasser, 2002; Claro et al., 2004); a aplicagdo de multas para controlar
os focos, como foi utilizado em Cuba e Cingapura; campanhas informativas, mas
estas possuem eficacia limitada (Claro et al., 2004,); a utilizacdo de métodos
genéticos, onde machos sao esterilizados e soltos no ambiente € uma outra medida.

Outro método seria a producdo de cepas nao suscetiveis a agentes de doengas,
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visando substituir as populagdes locais por essas cepas refratarias. No entanto,
ainda nao foi possivel incorporar nenhum desses métodos em programas de controle
(Donalisio & Glasser, 2002).

2.9 Atividade Larvicida de Produtos oriundos de Plantas

Das larvas de mosquito de importancia médica, trés géneros sdo mais
estudados: Aedes; Anopheles e Culex. Todos apresentam sensibilidade em maior ou
menor escala para alguns produtos fitoquimicos.

A atividade dos produtos de plantas sobre larvas de mosquitos causadores de
doencgas pode variar significadamente dependendo da espécie da planta, parte da
planta, idade da planta, solvente utilizado para extragcdo e da espécie de mosquito
(Shaallan et al. 2003). A maioria dos estudos em fitoquimica foca em plantas com
atividade medicinal, isso porque historicamente o saber empirico e alguns estudos
cientificos tem mostrado agdo sobre certos organismos.

Larvas de diferentes espécies de mosquitos manifestam diferentes
susceptibilidade para amostras fitoquimicas. Em geral, as larvas do Aedes sdao mais
resistentes e menos susceptivel para inseticidas e extratos botanicos que a larva do
Culex quinquefasciatus. O A. aegypti € comumente usado em triagem de inseticidas
porque ele é usualmente menos susceptivel e porque ele é mais facil para
colonizagao em laboratério (Shaallan et al., 2005).

Nesta revisao os valores de ClLsg para extratos brutos foram observado que
alguns apresentavam doses promissoras entretanto outros apresentavam doses com
valores com pouca chance de aproveitamento no controle em larga escala. A mais
promissora dose foi registrada para o extrato bruto do caule de Callitris glancophylla
sobre 0 A. aegypti por Shaallan et al. (2003) Clso=0,69mg/L . Se a eficiéncia da agao
do extrato bruto ndo é segura a partir do sinergismo ou efeitos cumulativos, os
compostos ou fragdes dos extratos podem, se necessario sofrer maior purificagcéo e
nisto podem torna-se mais potente. A menor Clso , observada nessa reviséo, descrita
para compostos de origem boténica foi 0,004 ug/mL registrada para a pipercide, um
dos constituintes das frutas Piper nigrum, sobre as larvas Culex pipiens pallens por

(Park et al., 2002). Essa pequena dose € comparada a muitos inseticidas sintéticos.
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Entretanto, entre os 6leos essenciais avaliados o que forneceu melhor resultado foi o
extraido da Copaifera langsdorffii (Fabaceae) apresentando CLsy = 0,041 ug/mL
(Mendonga et al., 2005).

A atividade larvicida de Myroxylon balsamum (Oleo Vermelho) e de
Terpendides e Fenilpropandides foi avaliada frente larvas do mosquito Aedes
aegypti, foram utilizados cinco larvas do terceiro instar e as leituras foram
realizadas apds 24h. Os resultados obtidos mostraram que a fragdo mas ativa do
Myroxylon balsamum foi derivada da fragdo hexanica e denominada pelo autor de
MB-4 apresentando CLsy = 4,0 ug/ml. Ja entre as substéncia quimicas avaliadas
destacaram-se o farnesol (8a) (CLso 13ppm); Nerolidol (8b) (CLso 17ppm); Aldeido
cinamico (8c) (CLso 24,4pm); B-Pineno (8d) (CLsy 42,5ppm); Carvona (8e) (CLso
43,8ppm); Eugenol (8f) (CLsp 44,5ppm); Safrol (8g) (CLsp 49,0ppm); a-Pineno (8h)
(CLsp 74,3ppm); Geraniol (8i) (CLso 81,6ppm) entretanto Mentol, Linalool e Citronellal
apresentaram (CLsso >100ppm). Neste trabalho ficou evidente a importancia da
lipofilicidade das moléculas para a atividade larvicida em A. aegypti, quando se
compararam monoterpenos e sesquiterpenos de estruturas correlatas. Também foi
observado menor atividade de fenilpropandides contendo nucleos benzénicos que
possuem substituintes nucleofilicos, como hidroxila, metoxila e benzodioxila. Plantas
brasileiras ricas em 0leos essenciais contendo sesquiterpenos abundantes como
Nerolidol e Farnesol, monoterpenos como a e B-Pineno, Carvona e Geraniol e
fenilpropandides como Safrol, Eugenol e Aldeido cinamico sao alternativas
interessantes para o controle de larvas de A. aegypti (Simas et al.,2004).

Na busca de alternativas para o controle do A. aegypti e obtengdo de
estruturas quimicas passiveis de aprimoramento da atividade pela via sintética de
outros derivados (Silva et al., 2004) realizou estudo fitoquimico das fragdes
larvicidas, isoladas da Magonia pubescens, monitorado pelo estudo de eficacia sobre
larvas de 3° estagio de Aedes aegypti, Os bioensaios com as fragdes foram
realizados em quintuplicata, a temperatura de 28 £ 1°C, 80 + 5% de umidade relativa
e foto fase de 12 horas. Foram avaliadas trés fracbes Magonia pubescens destas as
concentragdes letais encontradas da fragdo MP-9 (8j), que apresentou o maior

potencial larvicida, CLsp e CLgo, foram de 3,1 e 36,6 ppm, respectivamente. Todos os
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experimentos foram acompanhados por uma série controle, contendo o0 mesmo
nuamero de larvas.

Oleo essencial obtido das folhas de Cinnamomum osmophloeum , cuja
caracterizagdo de sua composigado quimica utilizando cromatografia gasosa acoplada
ao detector de massas (GC-MS), possui cinco classes de compostos:
cinnalmaldeido, Linalool, cénfora, classe acetato de cinnalmaldeido e um classe
mista. Dentro dessas cinco classes foram avaliadas a atividade larvicida de onze
compostos que apresentaram respectivamente as seguintes concentragdes letais :
Cinnamaldeido (CLsp 21 ppm); Acetato de Cinnamaldeido (CLsp 26ppm);
Benzaldeido (CLsp 33 ppm); Canfora ( CLsy >50 ppm); Benzopropanal (CLsy >50
ppm); Eugenol (CLsg 13 ppm); Acetato bronyl (CLso 48 ppm); B-Cariofileno(CLsy 34
ppm); Oxido de Cariofileno (CLsy >50 ppm); Anetol (CLso 16 ppm); Linalool (CLsg >50
ppm) entre estes destacou-se o Eugenol que apresentou (CLsy 13 ppm) frente as
larvas de quarto instar de A. aegypti (Cheng et al., 2004).

Em 2005, Park e colaboradores isolaram do rizoma da Phryma leptostachya
variedade asiatica dois compostos, o acetato de leptostaquiol e 8-acetoxi-2,2,6-
trimetoxi-3,4,4,5-dimetilenodioxifenil-7,7dioxibiciclo[3.3.0]-Octano, os quais foram
submetidos a avaliagdo da atividade larvicida frente A. aegypti, Culex pipiens e
Ocheratatos togo. Estes bioensaios foram realizados em triplicata, no terceiro instar
das respectivas espécies apds 24h. Dentre os compostos isolados o acetato
leptostaquiol foi ativo para o A. aegypti com CLso de 2,10 ppm.

Em 2006, Santiago e colaboradores realizaram estudos das espécies
Pentaclethra macroloba (Fabaceae) e Cordia piauhiensis (Boraginaceae)
determinando a agao inseticida, com o isolamento de quatro saponinas
monodesmosidicas(1-4) de Pentaclethra macroloba e uma bidesmosidicas(5) para
Cordia piauhiensis. Os resultados indicaram atividade com CLsp alcangando : 18,6
ug/mL ; 25,1ug/mL ; 27,9ug/mL (8 I,m).

22



Ribeiro Jr., K.A.L.Produtos Utilizados no Controle...2007

Estudos realizados por Furtado et al., (2005), demonstraram a atividade de
dez 6leos esséncias de plantas frente larvas do 3° instar do A. aegypti . Os O6leos
essenciais foram diluidos em solucdo aquosa com dimetil suféxido nas
concentragdes de 100, 50, 10 e 1 ug/mL. A atividade larvicida, baseada na
percentagem de larvas mortas, foi avaliada 24h apds o tratamento. O 6leo essencial
de Vanillosmopsis arborea Baker induziu a maior atividade larvicida, com CLsp de
15,9 png/ml.

Estudos fitoquimicos dos extratos hexanico e metandlico dos frutos de
Pterodon polygalaeflorus Benth forneceu trés diterpenos furanicos: vouacapano (8n),
6-o-acetoxivouacapano (80) e 6-a-hidroxivouacapano (8p) avaliados frente as
larvas do 3° instar do A. aegypti e apenas o extrato hexanico mostrou boa atividade
com CLs 23,99 ung/mL (Pimenta et al., 2006).

Estudos realizados em Albizzia amara e Ocimum basilicum para observagao
de uma possivel atividade repelente e larvicida para o A. aegypti foi realizada por (
Murugan et al., 2007) que ,verificou a atividade para todos instares apresentando
0s seguintes valores de CLsg respectivamente para cada planta citada acima: larva |
instar 5,412 ug/mL e 3,734 ug/mL, Il instar 6,480 ug/mL e 4,154ug/mL, Il instar
7,106ug/mL e 4,664ug/mL 1V instar 7,515ug/ml e 5,124ug/mL, respectivamente. Os
valores para ClLsp e Clgg para pupas 6.792%, 5.449% e 16.925%, 15.474%. Pode-
se observar que quanto menor o instar da larva mais susceptiveis ela é ao agente

quimicos.
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Objetivos

Geral

Contribuir para o desenvolvimento de uma alternativa para o controle do mosquito
A. aegypti.

Especificos

a) Verificar a atividade larvicida de extratos de plantas

b) Compostos isolados de plantas

c) Compostos de origem sintética.
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Os resultados do projeto de pesquisa realizado durante o curso de mestrado em
quimica e biotecnologia estdo descritos em quatro artigos cientificos que serao
enviados para os respectivos periddicos: Natural Product Research, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, Revista Brasileira de Farmacognosia, os dois

ultimos. As instrugbes de cada peridédico seguem em anexo.
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Resumo

A atividade larvicida de diterpenos isolados da Xilopia langsdorffiana foi
testada frente as larvas do quarto instar do mosquito Aedes aegypti. Os bioensaios
foram realizados seguindo metodologia descrita pela WHO, utilizados 25 larvas em
quatro repeticoes com suas concentracbes delimitadas pelos resultados
preliminares. As larvas foram consideradas mortas quando ndo conseguiram atingir a
superficie da solugdo quando o recipiente era agitado. O &cido ent-7a-
acetoxitraquiloban-18-6ico apresentou ClLso 19,8 pug/mL, O acido 8(17),12 E,14-
labdatrien-18-6ico (CLsy 25,2 pg/mL), o Acido Ent-7a-hydroxitrachilobano-18-éico
(CLsp 25,7 ng/mL), e o Xylodiol (Ent-atisan-7a,16a-diol) (72,9ug/mL), O acido ent-7-
a-acetoxitraquiloban-18-6ico apresentou valor de CLsy préximas a da rotenona(CLsg
6,16 ng/mL) .

Palavras Chaves: Atividade larvicida, Aedes aegypti, Diterpenos, Xilopia langsdorffiana

Abstract

The larvicidal activity of diterpenes isolated from Xylopia langsdorffiana against
4™ instar larvae of the Aedes aegypti mosquito was tested. In the bioassays, 25
larvae were used in four repetitions. Compound concentrations were determined from
preliminary results. Bioassays were in accordance with the methodology proposed by
WHO. The larvae were considered dead if they could not reach the surface of the
solution when the recipient was agitated. Acid ent-7-a-acetoxytraquiloban-18-oic
presented CLsy 19.8 ng/mL CLsp. Acid 8(17), 12 E,14-labdatrien-18-oic (CLsp 25.2
ug/mL), acid ent-7a-hydroxytrachiloban-18-oic (CLsy 25.7 pg/mL), and xylodiol (Ent-
atisan-7a,16a-diol) (CLsp 72.9 pg/mL), acid ent-7a-acetoxitraquiloban-18-oic

presented CLsg values close to that of rotenone (CLsg 6.16 png/mL).

Key words: Larvicidal activity, Aedes aegypti, diterpenes, Xilopia langsdorffiana.
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1. Introducgao

A familia Annonacea é constituida por aproximadamente 2300 espécies e 130
géneros distribuidos nas regides tropicais do globo[1]. Diversos estudos quimicos de
espécies vegetais da familia Annonaceae tém mostrado o acumulo de diferentes
metabdlitos secundarios com importantes atividades farmacoldgicas tais como:
citotoxica (flavanonas), antitumoral (diterpenos, alcalbides), bactericida (alcaldides) e
antifungica (terpenos) e larvicida (acetogenina) [2-4]. O género Xylopia, pertencente
a familia Annonaceae, € constituido por aproximadamente 160 espécies, das quais
diversas sao usadas na medicina popular brasileira, tais como X. aethiopica para o
tratamento de bronquite e disenteria, X. aromatica como agente diurético e para
edema de pele, X. sericeae como antiinflamatério e X. cayennensis para transtornos
cardiovasculares [5-7]. Da espécie Xylopia langsdorfiana conhecida popularmente
como “pimenteira da terra” ja foram isolados do seu caule dois diterpenos do tipo
labdano, cinco alcaldides derivados do nucleo isoquinolinico e dois diterpenos do

tipo trachylobano [8-10].

A dengue, infecgdo viral transmitida por mosquitos do género Aedes, é
considerada uma das maiores preocupagdes mundiais de Saude Publica [11]. O
controle dos culicideos utilizando inseticidas, como temefés, malation e fenitrotion
constituem a principal medida adotada pelos Programas de Saude Publica.
Entretanto, em diferentes partes do mundo e no Brasil tem sido registrada

resisténcia desse diptero aos inseticidas convencionais [12,13].
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A busca de novos inseticidas e o crescente estimulo as pesquisas que visam
o uso de plantas como uma alternativa para o controle de mosquitos, vetores de
doencgas, como a dengue, sdo motivados pela baixa toxicidade destes produtos
naturais a animais e plantas, e pelo fato de serem biodegradaveis, o que evita a
contaminacdo do meio ambiente. Em contraste, os inseticidas sintéticos, aos quais
os insetos se tornam cada vez mais resistentes sao tdxicos e poluentes [14].

Nosso objetivo foi avaliar a atividade larvicida de quatro diterpenos, sendo um
labdano (XL-1) outro Xylodiol ( XLF-3 ) e dois trachilobanos (XLC-1) (XLC-3), sendo
estes ultimos pertencente a uma classe de produtos naturais rara e pouca estudada
farmacologicamente, alem do O6leo essencial obtido das folhas da Xilopia
langsdorffiana.

2. Resultados e Discussao

Os diterpenos isolados para Xylopia langsdorffiana foram: acido 8(17),12
E,14-labdatrien-18-6ico (XL-1); acido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico (XLC-1);
Acido Ent-7a-hydroxitrachilobano-18-6ico (XLC-3) e o Xylodiol (Ent-atisan-7a.,160.-
diol) (XLF-3) (Tabela 1).

ApOs os bioensaios iniciais, verificou-se que todos os diterpenos avaliados, da
Xylopia langsdorfiana, foram capazes de causar 100% de mortalidade larval a
concentragao de 100 pug/ml. O acido 8(17),12 E,14-labdatrien-18-6ico, acido ent-7a-
acetoxitraquiloban-18-6ico como o acido Ent-7a-hydroxitraquilobano-18-6ico e o
Xylodiol (Ent-atisan-7a,16a-diol), apresentaram CLssg, respectivamente de 25,20
ug/ml, 19,84 ug/ml , 25,70 ug/ml e 72,9ug/ml ( Tabela- 1) apds 48 horas frente as

larvas do quarto instar do mosquito Aedes aegypti.
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Tabela 1: Valores de CLo, ClLso € CLygo de diterpenos para Xylopia langsdorffiana
St-Hil & Tul sobre Aedes aegypti.

ESTRUTURA
COMPOSTOS RESULTADOS (ug/mL)

Acido 8(17),12 E,14-
labdatrien-18-6ico (XL-1)

Acido ent-7a-
acetoxitraquiloban-18-
oico (XLC-1)

Acido Ent-7a-
hydroxitraquiloban-18-
dico
(XLC-3)

Xylodiol (Ent-atisan-
7a,16a-diol) (XLF-3)

Rotenona

Rotenona

CL1o= 8,0 6,3 -11,3]
CL s = 25,2 [18,3- 30,8]
CLgo = 78,5 [63,2 — 89,1]

CL 10 6,1 [3,9 —10,5]
CL s 19,8 [17,3 -22,0]
CL g0 65,1 [62 ,1 —72,9]

CL 10 14,5 [ 11,2 -17,9]
Clso 25,7 [19,2 - 28,0]
CL g0 45,3 [40,1 - 55,2]

CL 10 28,0 [22,7 — 32,9]
Clso 72,9 [68,9 — 80, 4]
CL g 189,7 [163,2-201,2]

CL1 1,510 [0,8 —2,1]
Clso 6,160 [4,7 —7,8]
ClLgo 25,215 [18,6 — 37, 9]
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Os trachilobanos s&o uma classe de produtos naturais rara e pouca estudada
farmacologicamente pertencentes a classe dos diterpenoides. Estes constituem uma
grande familia de produtos naturais e sdo encontrados nas mais diversas plantas
em diferentes substratos sendo encontrados também em fungos, alguns organismos
marinhos e em insetos. Os diterpenos constituem uma classe de terpeno muito
estudado[15].

Recentemente foi registrado o isolamento de trés diterpenos do Pterodon
polygalaeflorus (Benth) apartir de extratos etandlicos e a verificagdo da bioatividade
larvicida frente as larvas do A. aegypti. Os componentes isolados foram
diterpenoides  furanos  6a-hidroxivouacapan-7B,17p-lactone,  acido  6a,7f3-
dihidroxivouacapan-17f3-oico e metil 6a,7p-dihidroxivouacapan-17f3-oate
apresentaram respectivamente as seguintes valores para CLsy 50,08 pg/mL,
14,69ug/mL e 21,76ug/mL [16]. Esses resultados quando comparados ao
diterpenos avaliados nesse trabalho apresentam melhores concentractes letais ao
passo que o composto que apresentou maior CLsg foi 0 6a-hidroxivouacapan-
7B3,17B-lactona (50,08ug/mL) apresentando um valor menor que Ent-atisan-7a,16a-
diol (72,9ug/mL).

O ¢6leo essencial das folhas apresentou inatividade. E interresante lembrar
que a maioria dos Oleos essenciais extraidos de plantas possui alta atividade
larvicida, provavelmente, por possuirem uma grande variedade de compostos.
Estudos realizados com o 6leo essencial extraidos das folhas do Ageratum

conyzoides e avaliou também frente as larvas do A. aegypti obtendo CLsy =
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0,148ug/mL[4]. Ja o dleo essencial de Ipomoea cairica (Convolvulaceae) avaliado
frente as larvas do A. aegypti apresentou uma CLsp = 0,0223 ug/mL[17].

A atividade larvicida apresentada pelos compostos isolados da Xylopia
langsdorffiana destaca-se a do acido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico que
apresentou melhores porcentagem de mortalidade que a rotenona. A atividade
observada para o acido Ent-7a-hydroxitrachiloban-18-6ico e o Xylodiol (Ent-atisan-
7a,160-diol) é estatisticamente comparavel observada para a rotenona (Tabela-2).
Basta lembrar que a rotenona é um inseticida distribuido comercialmente, também é
um produto de planta.

Os acidos  Ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico  (XLC-1) e  Ent-7o-
hydroxitraquiloban-18-6ico (XLC-3) n&o haviam sido descritos na literatura, e

demonstraram ter alto potencial larvicida.
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Tabela

2 — Porcentual médio de mortalidade devido ao efeito dos diferentes

tratamentos. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey a

5%.

compostos % Tukey
mortalidade

Rotenona 66,25 A

XLC1 61,75 AB

XLC3 59,50 AB

XL1 59,25 AB

XLF3 26,50 B
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3. Experimental

3.1 Obtencgao dos extratos

O material botanico (caule e folha) foi coletados em Cruz do Espirito Santo
(PB) e posteriormente identificado pela prof? Dra. Maria de Fatima Agra. Um
exemplar desta espécie encontra-se depositado no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier
(AGRA 5541) na UFPB. Em seguida o material foi desidratado em estufa a 45°C,
depois triturado em moinho e submetido a maceragdao com EtOH a 95%. Todo o
processo de obtencao e isolamento dos compostos avaliados foram realizados pelos
professores Josian Fechine Tavares e Marcelo Sobral da Silva no Laboratério de

Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.2 Isolamento dos compostos

Para o isolamento dos compostos a partir do caule, 60 g do extrato bruto, foi
suspenso em uma solugdo metanol+agua (4:6) e efetuado uma particdo com
hexano, cloroférmio e acetato de etila e uma fase hidroalcodlica. Apés a remocéo do
solvente foram obtidos as fragdes em Hexano (20 g), Cloroférmio (16 g), acetato de
etila (12 g ) e hidrometandlica. O extrato hexanico foi submetido a cromatografia em
coluna com gel de silica e eluida com hexano e acetato de etila em gradiente
crescente de polaridade obtendo-se 95 fragdes. Apds analise em CCDA foram

reunidas em 12 grupos. A fragdo F-1 foi recristalizada com metanol obtendo-se o
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acido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico. A fracdo F- 4 foi purificada por CCDP
obtendo-se o acido 8(17),12E,14-labdatrien-18-6ico. As substancias tiveram suas
estruturas elucidadas através de RMN 1H e 13C 1D e 2D, IV e espectroscopia de
massas (EM) [10].

O extrato etandlico da folha foi submetido a particdo nas mesmas condigdes
fornecendo as fragbes em Hexano (20 g), cloroféormio (16 g) e acetato e etila (12 g).
A fracdo em hexano foi submetido a cromatografia em coluna com de gel silica e
eluida com hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade. As
fragbes com placa preparativas iguais foram reunidas. As fragcbes 13 —28 foram
purificadas utlizando-se placa prepativas novamente. Usando silica gel hexano em
EtOAc (4:1) para produzir o xylodiol (72 mg). Ja as fragbes de 29-40 foram reunidas
e purificadas usando hexano/ EtOAc (7:3) para produzir o 8 (17),12E,14-labdatrien-
18-oic acid (83mg). As substéncias tiveram suas estruturas elucidadas através de

RMN 1H e 13C 1D e 2D, IV e Espectroscopia de Massas (EM).[9]

3.3 Manutencao da Coldnia de Aedes aegypti

A colbnia da espécie A. aegypti € mantida no Laboratério de Pesquisa em
Recursos Naturais — Laboratério de Larvicidas do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Alagoas. Esta colonia esta sob temperatura, umidade e
fotoperiodo controlados (27°C; 85 +5% de UR e 12:12, luz: Escuro).

Trés vezes por semana, as fémeas receberam repasto sangulineo, para tal

foram utilizados pombos, Columba livia, que foram colocados em uma bacia,
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contidos e posteriormente colocou-se a gaiola, sobre a bacia, o qual eles estava
deixando-os em contato com a tela das gaiolas durante cerca de 2 h. Sendo utilizado
como substrato para oviposi¢gao um papel de filtro dentro de um recipiente com agua,
além disso fora adicionado uma efusdo de gramineas fermentada.

As larvas eclodidas foram alimentadas em dias alternados com racao para
gatos peletizadas e esterilizada em autoclave. As pupas foram recolhidas
diariamente e transferidas para emergéncia dos adultos em gaiolas teladas. As
gaiolas sdo feitas de madeira com tela de nylon, medindo 36x20x30 cm® e providas

de uma manga de tecido de algodao .

3.4 Preparo das Solugoes

As solugdes foram preparadas com agua destilada a 1% de DMSO, a 100
(ug/mL) para os compostos. Em seguida, as amostras foram colocadas em um

aparelho de ultra-som a fim de melhorar a solubilizacao [16].

3.5 Bioensaios

Os extratos que tiveram um percentual de mortalidade igual ou superior a 50%
em bioensaios preliminares seguiram para os testes apurados, nos quais eram
utilizadas 25 larvas, em quatro repeticbes e suas concentragdes foram delimitadas
pelos resultados preliminares. As larvas foram consideradas mortas quando nao
conseguirem atingir a superficie da solugdo a medida quando o recipiente era

agitado. A contagem das larvas foi realizada a hora 0 (inicio do experimento), 24 h e
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48 h, como controle negativo foi utilizado uma solugdo a 1 % de DMSO e como

controle positivo foi usado a rotenona a 10% [4].

3.6 Analise estatistica

Para o calculo das Concentragbes letais (CLio , ClLsg) dos compostos
avaliados foi utilizado o Probit analises. Com a finalidade de comparar a eficiéncia
dos diversos tratamentos testados utilizou-se o teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade para comparar as médias, apds a transformacédo dos dados em arco

seno Vx/100.
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5.0 Material Complementar

TP
O,N o] e OCH,CH,4 s
P: H3CO™ O, W OCH,CH; s s
H3;CO OCHj, |';', IIDI
Fenitroti © HyCO™ | O 07| _O%Hs
enitrotion Malation OCH3 OCH3
Temefds
Xilopia langsdorffiana
Folhas
(4Kqg)
Extrato etandlico
Bruto (60g)
Fracao em Hexano Hidrometanolica
(20g)
F-12 ccC CHCl;
Hidrometandlica Fracdo em
Cloroférmio
F F4 F8 F12
(169)
CCD, AceOt/ ACeOt
Recristalizacdo Hex (9:1) N
A\ 4 A\ 4
XLC, XL-1 Fracdo em Hidrometanolica
(300mg ) (56mg) Acetato de Etila
(129)

Representagcao da marcha quimica para os isolamentos dos compostos XLC-1 e XL- 1 a partir
do caule da Xylopia langsdorffiana
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Xilopia langsdorffiana
Caule
2kg Secagem, trituragéo,
| Extragdo com etOH 95%

Extrato etandlico

Bruto (140 g) Suspensao em MeOH/H,O (4:6)
Extrato de Hexano
Fragdo em hexano Hidrometandlica
(20 9) CHCl,
CC. Gel de silica

Hidrometandlica Fracdo em
F(13-28) F(29-40) Cloroformio
CCD, Prep CCD, Prep
Hex/etOH Hex/AceOt
(4:1) (7:3) -
Fracdo Acetato
XLC-3 XLE-3 de Etila Hidrometanolica
(81mg) (73mg)

Representagao da macha quimica para os isolamentos dos compostos XLC-3 e XLF- 3

45



Ribeiro Jr., K.A.L.Produtos Utilizados no Controle...2007

Larvas de A. aegypti do quarto instar FONTE : www.arbovirus.health.nsw.gov.au

80 4
704
B0 - EL-1
2 50 4 w1
_ 404 @EHLC-3
< 301 OXLF-3
20 4
10 mRotenona
0 4

Relacao das Clsy dos compostos XL-1, XLC-1, XLC-3 e XLF-3 em relagdo a Rotenona
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Atividade larvicida de 11 quinonas foram determinadas usando o Aedes aegypti para
os bioensaio larvicida. Os bioensaios iniciais, foram realizados na concentracao de
50ug/mL realizados em quatro repeticdes com 25 larvas, em copos descartaveis
contendo 25mL de solugdo. A contagem das larvas foi realizada a hora 0 (inicio do
experimento), 24 h e 48h. Como controle negativo foi utilizado uma solugéo a 1 % de
DMSO e como controle positivo foi usado temefés a 5%. As quinonas: 3-Bromo-5-
acetoxi-1,4- naftoquinona, 2-Bromo-5-acetoxi-1,4- naftoquinona apresentaram alta
atividade com valores de CLso 0,873 e 1,117 ug/mL, respectivamente . A aplicagao
potencial das quinonas que apresentaram melhores valores no controle do vetor da

dengue e febre amarela, pode ser proposto.

Palavras chaves: lapachol, isolapachol, atividade larvicida, juglona, Naftoquinonas

The insecticidal activity of 11 quinones against Aedes aegypti was determined by
larvicidal bioassay. The initial bioassays were carried out with 25 Aedes aegypti
larvae in four repetitions with 25 mL of solution in concentration of 50 ug/mL. The
larvae were counted at 0 (beginning of the experiment), 24, and 48 h. The negative
control used was a 1% DMSO solution and the positive control was temefos at 5%.
Quinones: 3-Bromo-5-acetoxy-1,4- naphtoquinone, 2-Bromo-5- acetoxy -1,4-
naphtoquinone were highly active with CLsy values of 0.873 and 1.117 ug/mL,
respectively. The potential application of quinones with the best dengue and yellow

fever vector control values is proposed.

Key words: lapachol, isolapachol, larvicidal activity, juglone, Naftoquinones.
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INTRODUCAO

Mosquitos sdo incbmodos para os humanos e devido a sua existéncia ha
disseminagdo de doengas como malaria, filariose, dengue e outras encefalites. O
mosquito Aedes aegypti transmissor da febre amarela e principal transmissor da
Dengue, demonstram ter uma dependéncia maior do sangue humano do que
qualquer outro vertebrado. Entretanto, em geral a maioria dos insetos, em particular
o A. aegypti, desenvolve resisténcia para a maioria dos inseticidas. Esses fatores
tem criado uma busca por inseticidas especificos e biodegradaveis para o seu
combate (1).

Quinonas sao compostos organicos que podem ser considerados como
produtos de oxidagdo de fendis; da mesma forma, a redugcdo de quinonas pode
originar os correspondentes fendis. Sua principal caracteristicas € a presenga de
dois grupos cabonilicos que formam um sistema conjugado com pelo menos duas
ligacdes duplas C-C apenas algumas nafto-,antra-, e fenantraquinosas podem ser
classificadas como substancia com carater aromatico. As orto e para-quinonas sao
1,2- e 1,4-dicetona ciclicas conjugadas: meta ou 1,3-quinonas nao existem (2).
Desde a antiguidade, plantas contendo quinonas tém sido usadas por suas
atividades biologicas ou como fonte de corantes naturais. A alizarina, uma
antraquinona obtida das raizes de Rubia tinctorum L. (Rubiaceae) sao usadas desde
o antigo Egito, Pérsia e india (3).

Até o momento, sdo conhecidos na natureza mais de 1500 quinonas,
encontradas em bactérias, fungos, liquens, gimnospermas e angiospermas . No reino

animal também ja foram encontradas quinonas em ourigos-do-mar e certos
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artrépodes como cochonilhas e os chamados besouros bombardeadores.
Plastiquinonas e filoquinona s&o metabdlicos primarios presentes provavelmente
em todos tecidos que realizaram fotossintese, enquanto as ubiquinonas (como o
nome ja diz) tem sido encontradas na maioria das plantas e também em animais.
As ubiquinonas e as naftoquinonas da série da vitamina K sao exemplos de
bioquinonas de ampla distribuicdo na natureza (2-3).

As quinonas desempenham papel fundamental na bioquimica celular e
exercem relevante atividade bioldgica. Devido ao fato de serem facilmente oxidadas
e reduzidas, algumas quinonas participam da fosforilagdo oxidativa, transportando
elétrons entre a coenzima da flavina e os citocromos, outras participam da
fotossintese e algumas participam dos processos enzimaticos onde atuam como co-
fatores (4)

Em estudos farmacoldgicos as quinonas mostram variadas biodinamicidades,
destacando-se, dentre muitas, as propriedades microbicidas, tripanossomicidas,
viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores, processos
nos quais atuam de diferentes formas. Como exemplo, destaca-se o estresse
oxidativo que provocam, ao induzirem a formacao deletéria enddégena de espécies
bioativas derivadas do oxigénio ('O, , ‘'OH , Oy" e H,0,)°, como ocorre no
Trypanosoma cruzi, agente causador da doenga de Chagas. Outra atividade
marcante destas substancias, descoberta um tanto recentemente, € a inibicdo do
complexo das topoisomerases, acao que provoca o desencadeamento da apoptose
celular (suicidio celular). A interferéncia das quinonas na apoptose constitui-se hoje

em pesquisa interdisciplinar de fronteira na quimica medicinal, existindo grande
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expectativa quanto a delineagdo de estratégias racionais visando o combate de
neoplasias, principalmente as relacionadas ao cancer de prostata.(5)

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol que pode ser
considerado um dos principais representantes do grupo de quinonas das tabebuias.
E conhecido desde 1858 e até entdo, tem sido encontrado como constituinte de
varias plantas das familias Bignoniaceae, Verbenaceae e Proteaceae. Entretanto,
sua ocorréncia € maior na familia Bignoniacea, particularmente no género Tabebuia
(Tecoma), juntamente com outras quinonas heterociclicas ndo menos importantes do
grupo (6).

Naftoquinonas tais como Menadiona e Plubamgina mostraram atividade contra
diferentes tripanossomatideose, Leishmanias responsaveis pela doenga do sono
Africana (Trypanosoma bruceirhodesiense e Trypanossoma brucei gambiense),
doenca de Chagas (Trypanossoma cruzi) e Kala-azar (Leishmania donovani). Este
protozoario parasito da ordem dos cinetoplastideos sao particularmente sensiveis ao
estresse oxidativo e tem desenvolvido um sistema antioxidante especifico (2,6).

Outras atividades farmacologicas foram atribuidas ao lapachol e a seus
derivados semi-sintéticos, tais como atividade antimicrobiana e antifungica, atividade
cercaricida (prevencao da penetragcao de Cercarias Schistosoma mansoni na pele);
acao moluscicida (atividade contra caramujos Biomphalaria glabrata, hospedeiro
intermediario do Schistosoma mansoni), ; leishmanicida [agdo intracelular nas formas
amastigotas de Leishmania (viann)braziliensis; tripanossomicida ; (atividade contra o
Trypanosoma cruzi, que é o agente causador da doenga de Chagas em sua fase
tripomastigota); antimalarico (atividade contra eritrécitos parasitados por Plasmodium

falciparum); uso contra enteroviroses; antiinflamatoria; antineoplasica e
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antiulcerantes. Ha ainda relatos da forte atividade anticonceptiva em ratas, com
indice de 100% de mortalidade fetal/embrido sem, contudo, causar aparente efeito
toéxico aos animais (5-8). Outros exemplos para estas substancias é a significativa
atividade contra o virus HIV-1, agindo especificamente sobre as enzimas proteases
(9).

Produtos de plantas tém sido usados tradicionalmente por comunidades
humanas em muitas partes do mundo sobre vetores e espécies especificas de
insetos. Os fitoconstituintes em muitos casos possuem poder de acdo larvicida,
inibidores de crescimento de insetos, repelentes e atraentes de oviposicdo e
atividade deterrentes observadas por muitos pesquisadores (10). O presente
trabalho teve como objetivo a verificagdo da atividade larvicida de quinonas

analogas ao Lapachol sobre as larvas do mosquito Aedes aegypti.
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MATERIAL E METODOS

Obtengao das Quinonas

As quinonas em alguns casos foram obtidas a partir de reagbes de
substituicdo na 1,4-naftoquinona, sendo obtidas em parceria pelos grupos da
professora Marilia O. G. Goulart ( UFAL ) e a professora Maria Teresa Molina
(Instituto de Quimica Médica - Espanha).

Lapachol de origem natural, extraido de diversas plantas da familia
bignoniaceae, principalmente das espécies de Tecoma e de Tabebuia (11) foi
cordialmente fornecida por PVP (Produtos Vegetais faz Piaui, Parnaiba, Piaui,
Brasil). Isolapachol [2-hidroxi-3- (3-metil-1-butenil) - 1,4-naftoquinona] foi faciimente
sintentizada por procedimentos estabelecidos, seguido, por uma reacdo de 2
hidroxy-1,4-naphthoquinona (Aldrich) e de isovaleraldeido (Aldrich), em meio acido
(12). Os sais de Lapachol e de isolapachol respectivamente) foram preparados pelo
uso de uma quantidade equivalente de KOH em etanol, os produtos puros foram
obtidos apds remogao do solvente e lavagens com éter frio para eliminar residuos
dos compostos iniciais. O sal de potassio do isolapachol foi relatado anteriormente
(6). Acetil-isolapachol (g5) foi preparado por procedimentos usuais (acetato de sodio
anidro e piridina em hidrogenacéo catalitica, usando PtO, com carvao vegetal em
etanol). Todos os compostos foram catalisados pelos métodos fisicos de analise que

estao de acordo com as estruturas indicadas.
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Determinagao da atividade larvicida

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa em Recursos
Naturais/ Setor Larvicida do Instituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade
Federal de Alagoas-UFAL, utilizando-se uma col6nia de Aedes aegypti mantida para
essa finalidade.

A metodologia utilizada nos bioensaios larvicida segue a recomendada pela
WHO a qual foi utilizada em todos ensaios realizados (13). Os bioensaios iniciais,
foram realizados na concentragédo de 50 ug/mL, com larvas do A. aegypti 4° instar, e
realizados em quatro repeticbes com 25 larvas, em copos descartaveis ( 250 mL )
contendo 25 mL de solugcdo. As larvas foram consideradas mortas quando nao
conseguiram atingir a superficie da solugdo quando o recipiente era agitado. A
contagem das larvas foi realizada a hora 0 (inicio do experimento), 24 h e 48h. Como
controle negativo foi utilizado uma solugéo a 1 % de DMSO e como controle positivo

foi usado temefds a 5%.

Analise estatistica

Para a realizagdo dos calculos concentragdes letais (CL1p, CLsp, CLgo)
utilizou-se a método probit analises. (14) Com a finalidade de comparar a eficiéncia
dos diversos tratamentos testados utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade para comparar as médias, apds a transformacédo dos dados em arco

seno Vx/100.
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RESULTADOS

Todas as quinonas testadas apresentaram atividade larvicida contra A.
aegypti (tabela I). Na tabela seguinte encontra-se a férmula estrutural e a respectiva
concentragao letal para 50% dos individuos (CL sp), para cada quinona avaliada,
obtido de acordo com as concentragdes citadas na metodologia. Desta forma, os
valores estipulados do intervalo para CL 50 para o 3-Bromo-5-hidroxy-1,4-
naftoquinona ndo estdo dentro de nenhum intervalo de confianga das outras
quinonas testadas, destacado assim o seu elevado potencial larvicida em relagao as
demais. As naftoquinonas apresentam varias atividades biolégicas descritas na
literatura, mas as estudadas nesse trabalho ndo foram encontradas em nenhum

outro estudo.
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Tabela I-Valores CL 19, CL 50 € CL 99 de Quinonas sobre Aedes aegypti

COMPOSTOS
Lapachol (L)

Acetato Isolapachol (AL)

Sal de litio isolapachol (Sl)

5-Hidroxi-1,4-naftoquinona

(juglone) (q1)
C10HeO3

5-Acetoxi-1,4-
naftoquinona
C12H804 (q2)

5-Metoxi-1,4-naftoquinona
C11H803 (q3)

2-Bromo-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona
C10H5BFO3 (q4)

ESTRUTURA

RESULTADOS (ug/mL)
CL 50 20,79*
CL 50 26,30*

CL 101,937 [1,389 — 2,397]
CLso 3,587 [3,035 — 4,065]
CLgo 6,641 [5,882 — 7,774]

CL 10 2,020 [1,26 — 2,63]
CL 5o 3,780 [2,99 — 4,51]
CL g0 7,060 [5,83 — 9,46]

CL 11,937 [1,89 —2,97]
CLso 3,587 [3,035 — 4,065]
Clgo 6,641 [5,882 — 7,774]

CL 102,593 [1,415— 3,758]
CLso 4,553 [2,405 — 5,844
CLgo 7,993 [6,178 — 20,475]

CL 105,789 [5,162 — 6,294]
Clso 7,919 [7,415 — 8,419]
CL g0 10,833 [10,081 — 11,900]

CL 100,773 [0,664 — 0,868]
Clsp 1,391 [1,220 — 1,690]
Clgo 2,501 [1.982 —3.718]

Tabela I-Valores CL 19, CL 50 € CL g9 de Quinonas sobre Aedes aegypfi
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2-Bromo-5-acetoxi-1,4-
naftoquinona
C12H7BrO4(q5)

2-Bromo-5-metoxi-1,4-
naftoquinona
C1 1 H7BFO3 (QG)

3-Bromo-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona
C10HsBrO3 (q7)

3-Bromo-5-acetoxi-1,4-

naftoquinona
C12H7BFO4 (q8)

3-Bromo-5-metoxi-1,4-
naftoquinona C11H;BrO;
(q9)

Rotenona (L)

Temefos (T)
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223
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w
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CL 100,301 [0,171—-0,442]
CL50 1,170 [0,891 —1,451]
CL g0 4,550 [3,636 —6,078]

CL 105,538 [4,686 — 6,253]
CL s 9,703 [8,827 — 10,749]
CL g9 16,999 [14,739 — 20,844]

Cl+ 0,538 [0,459 — 0,599]
CLso 0,873 [0,807 — 0,955
Clgo 1,417 [1,242 — 1,739]

CL1 5,084 [4,551 — 5,529]
Clso 7,287 [6,819 — 7,784]
ClLgo 10,445 [9,616 — 11,645]

CL1o 2,656 [1,055 — 3,874]
Clso 5,752 [3,977 — 7,664]
ClLgo 12,453 [9,068 — 25,069]

CL10 1,510 [0,890 — 2,180]
ClLso 6,160 [4,730 — 7,834]
Clgo 25,215 [18,698 — 37, 906]

CL1o 0, 985 [0,890 — 1,180]
Clso 1,589 [4,730 — 7,834]
CLgo3,115 [2,698 — 5, 815]

*Dados Literatura

57



Ribeiro Jr., K.A.L.Produtos Utilizados no Controle...2007

Das quinonas avaliadas destacaram-se a 5-Hidroxi-1,4-naftoquinona (q1); 5-
Acetoxi-1,4-naftoquinona (q2) ; 2-Bromo-5-hidroxi-1,4-naftoquinona (q4) ; Acetato
Isolapachol (AL), além do 3-Bromo-5-hidroxi-1,4- naftoquinona (q7). Todas estas
quinonas  causaram mortalidade de 100% frente as larvas de A. aegypti a

concentragao de 10 ug/mL.

DISCUSSAO

Todos analogos do lapachol testados apresentaram maior potencial que o
lapachol descrito na literatura. O lapachol apresentou (Clsp 26,3 ug/mL) quando
submetido a larvas do terceiro instar mosquito A. aegypti durante o periodo de
24h(15).

O principal interesse em compostos derivados do lapachol esta relacionado
a sua capacidade de induzir o estresse oxidativo através da formacao intracelular de
espécies reativas do oxigénio, como o peroxido de hidrogénio (H202), o anion-radical
superoxido (O,-¢) e o radical hidroxila (HOe). Estas espécies podem danificar alguns
componentes celulares importantes, tanto de células normais como de malignas.
Esta interferéncia xenobidtica altera o balango natural de sinais que interferem na
divisdo celular em pontos especificos da evolugdo morfogénica natural (“checkpoint”
ou ponto de checagem). A alteragdo da normalidade pode induzir a apoptose como
alternativa, caso ndo se consiga eliminar por completo o estresse oxidativo (16).
Metodologia similar, no que diz respeito a geragao de espécies reativas do oxigénio,

se baseia a terapia fotodindmica, onde estas espécies sao geradas por interagdo de
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luz de comprimento de onda adequado com um fotossensibilizador e oxigénio,
capazes de induzir a inviabilizagdo de células (17).

Dentre as naftoquinonas avaliadas destacou-se significativamente o 3-Bromo-
5-hidroxi-1,4-naftoquinona (q7), (Tabela Il), apresentando valores melhores que a
rotenona (L), inseticida de origem vegetal e vendido comercialmente, e o temefés,
inseticida organofosforado um dos principais compostos utilizados atualmente no
controle do vetor da dengue.

Estudos realizados com as naftoquinonas demonstram que a presenca de
um grupo hidroxila na posigdo 5 no anel aromatico tem mostrado um considerado
aumento na toxicidade para hepatocitos em ratos (18). Nossos resultados
confirmam esse estudos uma vez que as quinonas que apresentaram melhor
resultados possuem essas caracteristicas.

A posic¢ao do grupo bromo na naftoquinona esta relacionado diretamente com
o aumento da atividade larvicida , quando este grupo encontra-se na posi¢cao 3 da
naftoquinona apresentam melhores valores de CLs, desde que na posicédo 5 da
molécula esteja presente um grupo hidroxila.

A espécie Cassia obstusifolia € conhecida popularmente por seu potencial
larvicida sobre o A. aegypti e Culex pipiens pallens, essa espécie de planta ndo
apresenta somente importancia inseticida mas também diversas propriedades
medicinais. A partir de extrato da referida planta isolaram e avaliaram a atividade
larvicida da emodina frente as larvas do A. aegypti apresentando uma CLsy 1,9

ug/mL.(19). Este valor € inferior ao observado para a 3-Bromo-5-hidroxi-1,4-

naftoquinona (CLsg 0,873ug/mL). A 3-bromo-5-hidroxi-1,4-naftoquinona(q7) um
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Tabela Il -Percentual médio de mortalidade devido ao efeito dos diferentes
tratamentos. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste

Tukey a 5%.

Tratamentos % mortalidade Tukey
q7 91,00 A
T 85,00 AB
q5 83,00 AB
q4 80,50 AB
q10 76,25 AB
q1 68,25 AB
Si 63,50 AB
q2 63,00 AB
L 61,00 AB
AL 60,25 AB
q9 53,75 AB
q8 49,00 AB
q3 46,75 AB

q6 39,50 B
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potencial larvicida muito bom , sendo comparado aos larvicidas em uso como o
temefdés(CLso =1,510ug/mL).

Atualmente, ha um grande interesse pelo conhecimento da farmacologia e do
modo de atuagdo destas substancias, como pode ser demonstrado pelo numero
crescente de publicacbes sobre o mecanismo de atuagdo da [-lapachona. O
progresso quanto aos conhecimentos da bioquimica das atividades enzimaticas,
além dos recentes avangos da quimica computacional, em muito pode contribuir
para o esclarecimento em maior profundidade dos mecanismos de atividade de
farmacos e, em consequéncia, para o planejamento de novas drogas comerciais
(20).

Resultados in vitro reforgaram o potencial uso de hidroquinonas substituidas e
derivados como drogas bem promissores para uso como larvicida. Continuos
estudos tem sido realizado com essa classe de compostos. A maior desvantagem
sao as evidéncias de degradagao dos metabdlicos (21).

Vale salientar que a quinona que apresentou menor atividade larvicida foi o
2-Bromo-5-metoxi-1,4- naftoquinona (CL 50 9,70 ug/mL) mesmo assim um valor
inferior que a CL 50 descrita para o lapachol(CL 50 26,70 pug/mL).

Baseados nos resultados aqui citados as quinonas testadas mostraram-se

promissoras para serem utilizadas como biocontrole para as larvas do mosquito 2

Aegypti .
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Grafico. Relacao das CL 1o; CL 50; CL g9 para quinonas avaliadas
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Resumo: Os extratos etandlicos das folhas, caule, raiz, ramos novos e tubérculos de
Turbina cordata foram avaliados quanto a atividade larvicida. Os ensaios da
atividade foram realizados utilizando-se larvas, no quarto instar, do mosquito A.
aegypti. Os extratos foram submetidos a investigacao da atividade biolégica em trés
concentragdes diferentes, na ordem decrescente de 500, 250 e 100 pg/mL. As
classes de compostos presentes foram determinados pelos testes quimicos. Os
extratos etandlicos da folha e do caule da T. cordata , apresentaram melhores
atividade larvicida com os valores das Clsg 175,743 pg/mL e 297,930 ug/mL
respectivamente .

Unitermos: A. aegypti, Atividade Larvicida, Turbina cordata, Dengue.
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Summary: The ethanol extracts of the leaves, stem, roots, twigs, and tubers of
Turbina cordata were evaluated for larvicidal activity. The activity assays were carried
out with 4t™-instar larvae of mosquito A. aegypti. The extracts were investigated for
biological activity in three decreasing concentrations of 500, 250, and 100 ug/mL. The
compound classes present were determined by chemical assays. The ethanol
extracts of leaves and stem of T. cordata presented the best larvicidal activity, with
CLsp values of 175.743 pug/mL and 297.930 pug/mL, respectively.

Key words: A. Aegypti, Larvicidal activity, Turbina cordata, Dengue.
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INTRODUCAO

A importancia médica de mosquitos vetores sdo devido a transmissao de
doencas severas que causa diversos fatores como mortalidade e grandes problemas
sociais e econbmicos como a malaria, filariose linfatica e doengas virais que
atualmente tem sido bastante relatados. Aedes aegypti € o primeiro vetor do virus
que causa a dengue, dengue hemorragica e a febre amarela. Estes séao
encontrados em grandes areas dos tropicos e subtropicos ( Chainthong et al,. 2006).

Até o presente momento ndo existe vacina efetiva para dengue, entretanto, sé
existe redugao na incidéncia de casos desta doencga devido ao controle do vetor que
frequentemente depende das aplicagbes de inseticidas sintéticos convencionais.
Compostos quimicos utilizados em programas de combate ao mosquito eram
inicialmente considerados ativos para o decréscimo da populagdo, mas estes tém
falhado devido o seu uso constante e a grande capacidade de mutagéo dos insetos.
Entretanto, problemas criados pelo uso de inseticidas sintéticos incluindo o
desenvolvimento de resisténcia dos mosquitos, poluicdo ambiental e outros efeitos
em humanos ( Sthepherson, 2005 ).

Diversos estudos comprovam a atividade larvicida de extratos vegetais contra
diferentes espécie de mosquitos (Mastor et al., 1995, Furtado et al,2005, Katade et
al.,2006).

A familia Convolvulaceae € composta por aproximadamente 50 géneros, com
1.800 espécies, distribuidas especialmente nas regides tropicais (Barroso, 1986). No

Brasil, esta representada em todo territério nacional com 14 géneros e mais de 300
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espécies (Bianchini, 1991). Nessa familia, o género Turbina e esta representado por
14 espécies, distribuidas principalmente pelas regides tropicais e subtropicais do
mundo, tendo como caracteristica marcante frutos lenhosos e indeiscentes,
geralmente com uma unica semente (Mabberley, 1987). Segundo Bianchini (2002),
Turbina cordata (Choisy) Austin & Staples € conhecida popularmente como
“capoteira”, “batata de peba” ou “moita de calango”’. E uma espécie perene, que se
apresenta em diversas areas da caatinga, (Principalmente em areas deterioradas).
T. cordata inicia o seu crescimento durante estagédo seca, setembro-outubro, ocorre
florescéncia em margo-abril, a frutificagdo ocorre entre os més de maio e junho ( Kiill
& Ranga, 2004). A literatura descreve o isolamento de diversas classes de
fitoconstituintes nessa familia, dentre os quais podem ser citados policetideos,
terpendides, esterdides, flavondides, xantonas, alcaldides, lignanas e, mais
recentemente, glicolipideos e ésteres de oligossacarideos ( Pereda & Hernandez,
2002). Estudos com T. cordata verificaram que a sua ingestdo causa morte em
caprinos e identificaram que a substancia responsavel por essa causa € a
swainsonina. Entretanto outros ruminantes fazem sua ingestdo ndo ocasionando

nenhum problema (Dantas et al., 2007).

Figura 1. Formula estrutural da Swainsonina
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Vérios estudos tém sido realizados na busca e desenvolvimento de
substancias naturais para o controle dos mosquitos, sendo que diversos produtos
naturais isolados tem sido encontrados. Estes tém se apresentado como uma
alternativa em substituicdo as substancias sintéticas, pois possuem alta atividade
biologica e sado compativeis com animais, humanos e 0 meio  ambiente
(Jeyabalan et al.,2003). O presente estudo descreve a atividade larvicida e a

prospeccao fitoquimica de partes da T. cordata.

MATERIAL E METODOS

Coleta da planta e preparagao do extrato

A planta foi coleta e identificada pela Dra Lucia Helena Piedade Kiill da
Empresa Brasileira de Pesquisa agropecuaria ( EMBRAPA no municipio de Juazeiro-
Ba, foram coletados: caule (167,50 g); folhas (127,20 g); ramos novos (255,30 g);
raiz (215,30 g) e tubérculos (127,50 g). Apds secas foram reduzidas a po e extraidas
com as seguintes quantidades de etanol, caule ( 500 mL), folhas ( 200 mL), Raiz (
500 mL), tubérculos ( 200 mL), a temperatura de 26 + 1°C por um periodo de 72h por
3 dias. O solvente foi removido por destilagdo a pressao reduzida e o extrato obtido
foi submetido aos testes de atividade. O rendimento obtido para os respectivos
extratos foram caule (2,3 %); folhas (5,5 %); ramos novos ( 2,9 %); raiz (4,0 %) e

tubérculos (15,72 %).
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Ensaios de Atividade Larvicida

Os ensaios da atividade foram realizados utilizando-se larvas, no quarto
instar, do mosquito A. aegypti . Os extratos do caule, tubérculo, ramos novos, raiz e
folha foram submetidos a investigacao da atividade biolégica em trés concentragdes

diferentes, na ordem decrescente de 500, 250 e 100 pg/ml.

Analise estatistica

Para o calculo das concentragdes letais (CLsp) dos compostos avaliados foi
utilizado o Probit analises. Com a finalidade de comparar a eficiéncia dos diversos
tratamentos testados utilizou-se o teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para

comparar as médias, apos a transformacdo dos dados em arco seno Vx/100.

Prospeccéao Fitoquimica

Os extratos da planta utilizados neste trabalho foram submetidos a
prospeccao fitoquimica, seguindo-se a descri¢ao de (Matos, 1997). Esta metodologia
teve como objetivo detectar a ocorréncia de diversos constituintes quimicos
presentes nos extratos da T. cordata. Para os testes sete por¢cdes de 3-4 mL de cada

extrato foram dissolvidos em etanol é colocados em tubos de ensaios .
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos cinco extratos etandlicos obtidos da T. cordata, os que se destacaram
foram o extrato da folha e do caule apresentaram maior atividade larvicida (tabela
1), de acordo com os resultados desta tabela calculou-se os valores CLsy para os
extratos respectivamente 175.743 ug/mL e 297.930 pg/mL e os demais CLsp <
500ug/mL.

Ipoema cairica (Convolvulaceae ) foi estudada por Thomas, et al.,2004 que
avaliou o 6leo essencial e registrou uma forte atividade larvicida CLsy 0,00223
ug/mL. Nossos resultados quando comparados aos encontrados por Thomas nao
Sa0 promissores.

Comparando o porcentual médio de mortalidade dos extratos testados o que
apresentou resultado significativo entre foi o extrato obtido das folhas visto que este
apresentou maior mortalidade. Comparados-se as médias de mortalidades verificou-
se apos a aplicagao do teste que os extratos turbina cordata raiz e caule

apresentaram niveis de mortalidade estatisticamente proximos. (tabela 2)

Tabela 1. Porcentagem de mortes, em testes de atividade contra a larva do mosquito
A. aegypti de folhas e caule da espécie T. cordata com indicacdo dos extratos

etandlicos e das concentracdes utilizadas.

Extratos Concentragdes (ug/mL) CLso (ng/mL)

500 250 100

Turbina cordata (Folhas)
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100 %
Turbina cordata (Caule)

100%
Turbina cordata (Ramos
Novos) 10%
Turbina cordata (Raiz)

20%
Turbina cordata (Tubérculos)

4%

80 %

30%

1%

5%

8 %

2%

1%

175.743

297.930

* CLso < 500ug/ml.

Tabela 2 — Percentual médio de mortalidade devido ao efeito dos diferentes

tratamentos. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5%.

Tratamentos % mortalidade Tukey
T. cordata (Folhas) 62,67 A
T. cordata (Caule) 44,0 AB
T. cordata (Raiz) 8,67 AB
T. cordata (Ramos Novos) 3,67 B
T. cordata (Tubérculos) 1,33 B
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Estudos recentes com a T. cordata descrevem a obtengcdo do alcaldide
(swainsonina), que a substancia responsavel por causar uma doenga que o ataca
sistema nervoso central dos caprinos levando-os a morte. A concentracdo da
swainsonina na planta varia de 0,001% a 0,14% (Dantas et al.,2007). Essa
substancia € encontrada facilmente no género Turbina e esta relacionada com a
inibicdo da a-mannosidase e Golgi mannosidase |l causado assim doencgas
neurologicas (Haraguchi et al., 2003; Barbosa et al., 2006). Entretanto é interessante
lembrar que apenas caprinos que se alimentam dessa planta sdo acometidos com
a doencga neurolégica, apesar de que outras espécies como 0s ovinos também se
alimentam e, n&o desenvolvem tal patologia.

Como existem poucos trabalhos conduzidos com essa planta e com interesse
de se conhecer um pouco melhor a T. cordata realizamos o estudo de prospecgao
fitoquimica o qual visou conhecer os grupos quimicos que podem estar presente nos
seus extratos (Tabela-3).

Os resultados da prospeccao fitoquimica indicaram a presenca de diversas
classes de compostos organicos entretanto vale salientar a presenca de flavondides,
xantonas e catequinas em todas as partes dos extratos estudados. Ja os fenois
estiveram presentes apenas nos ramos novos e caule. Entretanto alcaloides foram

encontrados apenas no caule.
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Tabela-3 Resultados da prospecc¢ao fitoquimica em extratos Turbina cordata.

Parte da Resultado
planta

Tubérculo  Taninos, Catéquinicos, Flavonas ,Xantonas ,Catequinas,Flavondides
Esterdides livres, cumarinas
Folhas Taninos, Flabobénicos,Flavonas,Xantonas,Flavondides, Catequinas

Ramos novos Fendis, Xantonas ,Flavondides ,Catequinas

Caule Fenois, Catequinas, Flavonodides, Xantonas, Alcaldide
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CONCLUSAO

O estudo dos extratos obtidos da Turbina cordata nao apresentaram atividade
larvicida significativa quando comparados a outros extratos da sua familia. Dentre os
extratos avaliados o extrato das folhas apresentou o maior porcentual de
mortalidade. Ja o estudo da prospecc¢ao fitoquimico verificou um grande numero de
substancias presentes nas diversas partes da planta estudada sendo que o grupo

presente em todas as partes foram as xantonas.
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MATERIAL COMPLEMENTAR

Foto da planta da espécie Turbina cortada, Fonte: Dantas et al.,2007

Foto do Bioensaio Larvicida em Quadruplicata.
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Teste para Fendis e Taninos

No tubo de ensaio de numero 1, foi adicionado trés gotas de solugéo alcodlica
de FeCl; 1mol/L™'. Agitou-se bem e observou-se qualquer variagdo de cor e/ou
formacao de precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado com um teste
em branco, usando-se agua e FeCls.

A coloragao variando entre azul e vermelho é indicativo de fendis. A formacéo
de um precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e de cor verde a presenga de taninos flobabénicos (taninos
condensados ou catéquicos).

A solucao de cloreto férrico (FeCls) foi preparada adicionando-se 9g deste
reagente em 50mL de agua destilada contendo 2mL de &cido cloridrico 3mol/L™". Em
seguida completou-se o volume para 100mL com etanol em um baldo volumétrico. A
solugdo de HCI 3mol/L™" foi obtida através da adicdo de 33,3 mL do &cido
concentrado em agua destilada suficiente para 100mL de solugdo, em um baldo

volumétrico.
Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides

Tomou-se os tubos numerados de 2 a 4. O tubo de numero 2 foi acidulado a
pH 3 com HCI 3mol/L™" e os tubos 3 e 4 foram alcalinizados respectivamente a pH

8,5 e 11 com NaOH 1mol/L™" A observacéo de qualquer mudanca da coloracdo (Tab

— 1) da solugéo foi interpretada como mostrado a seguir :
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Tabela . indicadores de pH para identificacdo dos constituintes (Antocianinas ,
antocianidinas, flavonas, flavondis e xantonas) de extratos.

Constituintes COR
] Alcalino
Acido pH=3 Alcalino pH=11
pH=8,5
antocianinas e antocianidinas |Vermelha Lilas Azul-purpura
flavonas, flavonois e xantonas |- - Amarela
Vermelho
chalconas e auronas Vermelha -
Purpuro
Vermelho
Flavanonois - -
Laranja

Para se obter a solucdo de NaOH 1molL™" dissolveu-se 4g deste reagente em agua

destilada para 100mL de solugédo em baldo volumétrico.

Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavononas

Acidulou-se o tubo 5 por adigado de HCI 3mol/L™ até pH 1-3 e alcalinizou-se o
tubo 6 com NaOH 1mol/L™" até pH 11. Os quais foram aquecidos cuidadosamente.
Foi observada modificagdo na coloragdo, por comparagdo com o0s tubos
correspondentes usados no teste anterior( tabela abaixo). A interpretagcdo dos

resultados foi feita como mostrado a seguir:

Tabela . indicadores de pH para identificagéo dos constituintes
(Leucoantocianidinas , catequinas (Taninos catéquicos), Flavononas.
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Constituintes COR
Meio Acido Meio Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -

catequinas (Taninos catéquicos) |Pardo-amarelada -

Flavononas - Vermelho Laranja

Teste para Flavondis, Flavanonas, Flavanonois e Xantonas

No tubo de numero 7, foram adicionados alguns miligramas de magnésio
granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. O término da reacéo foi indicado pelo fim da
efervescéncia. Observou-se por comparagcao a mudanca na cor da mistura da reacao
nos tubos 5 e 7. O aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha foi indicativo da
presenca de flavondis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus

heterosidios.

Teste para Esterdides e Triterpendides Liebermann-Buchard

Adicionou-se 10mL de uma solugao etandlica de cada extrato em béqueres e
deixou-se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco de cada becker trés
vezes com porgdes de 1-2mL de CHCIs. Separou-se os extratos em tubos diferentes
e colocou-se algumas gotas de CHCIs. Filtrou-se a solugdo cloroférmica em um
pequeno funil fechado com uma bolinha de algodéo, coberta com miligramas de

Na,SO,4 anidro, para um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido
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aceético e agitou-se suavemente. Adicionou-se cuidadosamente trés gotas de H,SO4
concentrado. Agitou-se suavemente e observou-se o rapido desenvolvimento de
cores. A coloragido azul seguida da verde permanente é um indicativo da presenca
de esterodides livres. Coloragao parda até vermelha indica triterpendides pentaciclicos

livres.

Teste para Saponinas

Tomou-se os residuos insoluveis em cloroférmio, separados no teste anterior,
solubilizou-se em agua destilada e filtrou-se a solugdo para um tubo de ensaio.
Agitou-se fortemente o tubo com a solugao, por dois a trés minutos e observou-se a
formacao da espuma.

Uma espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenga de

saponinas.

Teste para Alcaloides

Os extratos foram separados em tubos diferentes, solubilizados com metanol
e submetidos a cromatografia em camada delgada. Apds eluigdo, o cromatograma
foi revelado com reagente de Dragendorff. O surgimento de manchas de cor

alaranjada sugere a presencga de alcaldides.

Teste para Antraquinonas, Antronas e Cumarinas
Foram marcados os pontos com os extratos-teste em placas cromatograficas
que foram eluidas em cloroférmio. As placas foram borrifadas com uma solucéo de

hidroxido de potassio a 10% e observou-se a presenga das cores indicativas em luz
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UV 365nm. A cor vermelha indica antraquinona, a amarela indica antrona e a azul

indica cumarina.
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Atividade Larvicida de Terpenodides e Fenilpropandides frente as

larvas de Aedes Aegypti L.

Karlos Anténio L. Ribeiro Janior ! ; Earlle C. da Silva? ;Amaro de Mendonga

Cavalcante 1,2 ; Antonio Euzébio G. Sant'ana
! Instituto de Quimica e Biotecnologia/Universidade Federal e Alagoas, Cidade
Universitaria, 57072-970, Maceio6-AL.
2 Faculdade de Odontologia , Universidade Federal e Alagoas, Cidade

Universitaria, 57072-970, Macei6-AL.

Resumo: Na busca por controle quimico alternativo contra a Aedes Aegypti L.
avaliamos a atividade de diversos terpendides e fenilpropandides de origem natural e
sintética. Grande parte dos Oleos vegetais possuem na sua composicdo estes
terpendides e fenilpropandides avaliados. Os bioensaios foram realizados com
larvas do quarto instar de A. aegypti. Dentre os compostos avaliados destacou-se o
Limoneno com CLsg 17,87ug/mL.

Unitermos: Dengue, Atividade Larvicida, Terpendides, Fenilpropandides.

Summary: In search of an alternative chemical control of Aedes aegypti L., we
evaluated several natural and synthetic terpenoids and phenylpropanoids, which are
part of the composition of a large number of vegetal oils. The bioassays were carried
out with 4™-instar larvae of A. aegypti. Among the compounds evaluated, limonene
stood out with CLsp of 17.87ug/mL.

Uniterms: Dengue, Larvicidal Activity, Terpenoids, Phenylpropanoids.
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INTRODUCAO

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € atualmente o mosquito que apresenta a
maior dispersao em areas urbanas no mundo. A importancia médica dessa espécie
estd na sua capacidade vetorial de transportar os quatro sorotipos dos virus da
dengue e o virus amarilico. As altas densidades do mosquito estédo relacionadas ao
comportamento sinantrépico e ao antropofilico dessa espécie. Além disso, sua
atividade hematofagica diurna e a complexidade dos centros urbanos tém
maximizado os problemas de combate por aplicagdées espaciais de inseticidas ( Silva
et al.,2004).

Até o momento nao existe uma vacina efetiva para o controle da dengue, nem
tratamento especifico da doenca. Embora existam pesquisas, progresso e
perspectivas de obtencdo de ferramentas de controle do vetor e a medida mais
eficiente na prevengao de surtos desta doencga (Silva & Silva.,1999).

Na tentativa de manter a incidéncia da enfermidade sob controle, séo
destinadas, continuamente, quantias significativas de recursos para programas de
controle do vetor, porém surtos de epidemias sao frequentes. Esse fato decorre de
fatores relacionados a biologia e ao comportamento do vetor, somado a problemas
tipicos dos centos urbanos ( Monart, 1994; Furtado et al.,2005 ).

As plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros
microrganismos, sao fontes naturais de substéncias inseticidas e antimicrobianas, ja
que as mesmas sao produzidas pelo vegetal em reposta a um ataque patogénico.
Inimeras substancias acumulam-se no vegetal para sua defesa contra

microrganismos, algumas delas sendo denominadas de fitoalexinas (Grayer et
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al.,2001). As plantas sintetizam e emitem inumeros compostos volateis
(aleloquimicos) para atrair polinizadores e se defender de herbivoros ( Pichersky &
Gershenzon, 2001). No que concerne a defesa contra herbivoros, as plantas
desenvolveram dois tipos de defesa, a direta e a indireta. Na defesa direta estao
envolvidas substancias como silica, metabdlitos secundarios, enzimas, proteinas
além de 6rgaos como tricomas e espinhos que afetam diretamente a performance do
inseto. Na defesa indireta estdo envolvidas sustancias emitida pela planta, que
atraem parasitas e predadores dos insetos fitofagos (Baldwin et al.,2001).terpenos e
fenil propandides volateis sintetizados por espécies vegetais podem ter, depedendo
do inseto em analise propriedades, atrativas (alimentagdo, polinizagdo) e/ou
repelentes e inseticidas (Silva et al.,2004 ).

Diversos estudos comprovam a atividade inseticida de terpendides e
fenilpropandides contra diferentes espécies de insetos (Kelsey et al.,1984; Franzios
et al.,1997; Knio et al., 2007).

Tendo em vista a grande diversidade de vegetais existentes no Brasil, de um
total estimado entre 350 e 550 mil espécies (Sandes & Blasi, 2000), estudos a partir
de extratos e Oleos vegetais surgem com a expectativa da obtencédo de substancias
com propriedades inseticidas seletivas para serem usadas em futuras formulagbes
de um produto comercial.

Atualmente tem sido dada énfase na busca por novos compostos oriundos de
plantas, estes apresentam seletividade contra inimigos naturais, baixa toxicidade e
biodegradabilidade, além de estarem amplamente disponiveis na natureza. A
plasticidade e a adaptabilidade do A. aegypti da natureza sédo as principais causas

do fracasso dos inseticidas de largo espectro. os inseticidas naturais degradam-se
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com maior velocidade que os sintéticos; ndo deixando residuos nos alimentos ou no
ambiente (Ferreira et al., 2001).
O presente trabalho teve como objetivo determinar o potencial larvicida de

terpendides e fenilpropandides comuns a plantas.

MATERIAL E METODOS

Foram testados os seguintes compostos:

Alcool Culminico; Anetol ; (+) Citronelal, (+)-a-Pineno; E,E- Farnesol; Safrol,
isosafrol; (D)-Limoneno; (R)-Limoneno; (S)-Limoneno; (-) - trans Cariofileno , (-) -
Fechona, Cineole, Felandreno, Guaiazuleno , Cis-nerolidol, Mirceno obtidos da

sigma-aldrich.

Preparo das Solugdes
As solugbes foram preparadas com agua destilada a 1% de DMSO, para os
testes iniciais na concentragao de 50 pg/mL. Para solubilizar utilizamos um aparelho

de ultra-som.

Bioensaios

Nos bioensaios foram utilizadas larvas do quarto instar de A. aegypti, em

quatros repeticdes, sendo que cada parcela experimental constou de 25 larvas, que
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eram colocadas em copos descartaveis ( 250 mL), contendo 25 mL de solugéo e
suas concentragbes foram delimitadas pelos resultados iniciais. As larvas foram
consideradas mortas quando ndo conseguirem atingir a superficie da solugéo
quando o recipiente era agitado. A contagem das larvas foi realizada a hora 0 (inicio
do experimento), 24 h e 48h, como controle negativo foi utilizado uma solugdo a 1 %

de DMSO e como controle positivo foi usado a temefds 3 ug/mL.

Analise Estatistica
Para a realizagao dos calculos das concentragdes letais (CLqg, CLsg, Clgo)
utilizou-se a método Probit analises (Finey,1971). Com a finalidade de comparar a
eficiéncia dos diversos tratamentos testados utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade para comparar as médias, apos a transformacao dos dados em

arco seno Vx/100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das dezessete substancias avaliadas das classes de terpendides e
fenilpropandides o limoneno racémico pertencente a classe dos terpendides
destacou-se em relagdo aos demais compostos avaliados apresentando o valor CLsg
17,47 pg/mL ( Figura-1) contra as larvas do mosquito Aedes aegypti . Logo apds
seguem os dois esteroisbmeros do (+) e (-) limoneno que apresentaram
estatisticamente os mesmos valores. Os terpendides ; Citronellal, (-)- trans-

cariofileno, Fechona, Alcool Culminico, Mirceno, Cineole ndo apresentaram atividade
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significativa. Segundo Silva e colaboradores (1999) os compostos que apresentaram
Clsp (>100 pg/mL) ndo séo considerado ativos.

Os resultados indicam claramente que algumas caracteristicas estruturais sao
importantes para determinar atividade biologica, o terpendide farnesol CLsy (45,34
ug/mL) , uma forma isomérica do cis - nerolidol CLso (70,19 ug/mL) apresentou ser
muito mais ativo que o mesmo. O mesmo acontecendo com o safrol CLsy (85,93
ug/mL) e o iso-safrol este apresentou uma atividade melhor CLsp (33,31 png/mL).

Existem relatos na literatura sobre alguns desses compostos avaliados entretanto
para o guaiazuleno ainda nao havia sido descrito a sua atividade, este componente
de diversos 6leos essenciais apresentou uma boa atividade com CLsg (23,05 pg/mL).
Investigagdes recentes em varios paises confirmaram que alguns 6leos essenciais
vegetais ndo somente repelem insetos, mas também apresentam acao inseticida
contra insetos pragas especificos ( Ismar, 2000). Outros terpenos e fenilpropandides,
como eugenol, cineol e citronellal repelem o mosquito A. aegypti (Coats et al,1991)
Deste modo muitos terpenos tem recebido atencdo especial por parte dos
pesquisadores (Alcaraz et al, 1991).

Existem relatos na literatura de alguns terpenos avaliados, (Silva et al, 2004)
apresentaram as respectivas CLs 50 : Farnesol (13,0 ug/mL) , Cis -nerolidol
(17,0ug/mL), safrol (49,0ug/mL) carvona (43,8ug/mL), Geraniol (81,6 ug/mL).
Citronellal, (>100,0 pg/mL), Linalool (>100,0 ng/ml), Mentol (>100,0 upg/mL).
Algumas dessas concentragcbes letais relatadas ndo estdo de acordo com as

observadas no nosso trabalho como por exemplo o farnesol e o safrol. O farnesol
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Tabela 1.Terpenos e fenilpropandides ensaiados sobre larvas de quarto estadio de A.
aegypti

ESTRUTURA
COMPOSTOS RESULTADOS CL 50 (ng/ml)
o 17,47
Limoneno (15,36 —19,71)
HiC
Guaiazuleno 23,05
HC T (20,65 — 25,56)

(S)-limoneno A 24,46
(22,25 - 26,75)

24,98
R-limoneno o (21,64 - 28,51)
A
O.-f'
Anetol | = 25,44
= (23,49 —27,47)
e
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Iso — safrol

o~ Pineno

Farnesol

Felandreno

Cis -Nerolidol

Safrol

(-)- trans Cariofileno

Fechona

-

OH

33,31
(30,75 —36,00)

42,17
(38,09 — 46,71)

45,34
(40,89 - 49,85)

67,32
(56,19 —79,79)

70,19
(65,96 — 74,68)

85,93
(72,74 —107,70)

> 100,00

> 100,00
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Alcool Culminico =

Mirceno
I
|
Cineole ?
I
CHO
Citronellal i

> 100,00

> 100,00

> 100,00

> 100,00
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apresentou segundo Silva e colaboradores (2004) uma CLsp (13,0 ng/mL) e o safrol
(49,0ug/mL), entretanto observamos valores bem maiores para o farnesol, Clsg
(45,34 ng/mL), e também para safrol (85,93 ug/mL). Tal discrepancia pode esta no
tipo de larva utilizado para o ensaio uma vez que estes autores utilizaram apenas
larvas do terceiro instar. Outro fato também pode ser o numero de larva utilizado
para cada parcela dos bioensaios.

Comparando os compostos avaliados (tabela 2.) observamos que o limoneno
apresentou a melhor atividade, além do mais os compostos: Limoneno, Guaiazuleno,
(S)-limoneno, R-limoneno, Anetol, Iso-safrol apresentaram valores significativos
quando comparados ao temefés.

Alguns resultados foram coincidentes como os citados para o citronelal e para
0 mirceno que nao apresentaram atividade significativa em nenhum dos trabalhos e
para o alcool culminico, Cineol e trans-cariofileno que também apresentaram
valores para CLsp maior que 100 pg/mL. Tais resultados foram observados também

por Omena (2005).
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Tabela

2 — Percentual médio de mortalidade devido ao efeito dos diferentes

tratamentos. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5%.

Compostos % mortalidade Tukey
Temefos 85,00 A
Limoneno 72,00 AB
Guaiazuleno 63,25 AB
(S)-limoneno 62,00 AB
R-limoneno 61,25 AB
Anetol 61,00 AB
Iso — safrol 52,00 AB
a- Pineno 43,00 ABC
Farnesol 41,50 ABC
Felandreno 29,75 BC
Cis -Nerolidol 26,50 BC
Safrol 23,00 BC
(-)- trans Cariofileno 0,75 C
Fechona 0,25 C
Alcool Culminico 0,25 C
Mirceno 0,00 C
Cineole 0,00 C
Citronellal 0,00 C
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CONCLUSAO

Dentre os diversos terpendides avaliados destacou-se o Limoneno com CLsg
17,47ug/ml. Algumas caracteristicas estruturais sdo importantes para atividade
biologica .O terpendide farnesol CLsy (45,34 pg/mL), uma forma isomérica do
nerolidol CLsy (70,19 ng/mL) apresentou ser mais ativo que o nerolidol, outro
exemplo ocorreu entre o iso-safrol (33,31ug/mL) e o safrol (85,93 pg/mL). O
estereoisomerismo ndo mostrou ser sempre um fator determinante para atividade
larvicida podendo acontecer em alguns casos como os citados acima. Entretanto,
vale salientar que entre os isbmeros do Limoneno os valores das ClLsy foram
estatisticamente os mesmos.

O Limoneno, Guaiazuleno, (S)-limoneno, R-limoneno, Anetol, Iso-safrol

apresentaram valores significativos quando comparados ao temefés.
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