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RESUMO

Extratos de oito espécies vegetais da familia Piperaceae foram utilizados
para avaliar a atividade larvicida contra larvas de 3° estadio de Culex
quinquefasciatus e Anopheles sp. O material vegetal, pertencente ao género Piper
foi coletado em dois locais: Piper hostmanianum, P. dilatatum e P. tuberculatum,
foram coletadas no campus principal do INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia, em Manaus, capital do Amazonas. As demais espécies, P. amapense,
P. cyrtopodon, P. capitarianum, P. baccans e P. erectipillum, foram coletadas na
Reserva Adolpho Ducke situada na periferia de Manaus.

Os extratos foram obtidos a partir de um procedimento padronizado que
envolveu a extracdo do material previamente moido e seco, em aparelhagem do
tipo Soxhlet por 18 h com metanol, substituindo o solvente extrator a cada 6 h. Os
extratos avaliados foram obtidos a partir de diferentes partes das plantas - frutos,
folhas, galhos e raizes.

Os testes biologicos foram realizados em réplicas de 3 em copos
descartaveis de 50 mL, contendo 10 mL de 4gua destilada, em concentracdes que
variaram de 0,008 a 1000 pg/mL fazendo-se a leitura da mortalidade em 24 h. O
extrato mais ativo foi fracionado por meio de técnicas cromatograficas e os testes
de biomonitoramento permitiram isolar os componentes principais, pelitorina e
piplartina, que foram identificados por meio de técnicas de ressonancia magnética
nuclear monodimensionais (RMN *H e *3*C). Os estudos da atividade larvicida com
as fracbes e a substancia isolada, pelitorina, indicaram um efeito sinergistico
entres elas.

Registraram-se também dados de alteracbes morfologicas externas e
comportamentais de larvas de 3° estadio de A. nuneztovari em contato com 0s

extratos de fruto hexanico e cloroférmico de Piper tuberculatum.



ABSTRACT

Extracts from eight species of the Piperaceae family were utilized to
evaluate the larvicidal activity against 3" instar larvae 3" of Culex quinquefasciatus
e Anopheles sp. Plant material that belongs to the Piper genera were collected
from two places: Piper hostmanianum, P. dilatatum e P. tuberculatum were
collected at the main campus of INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia, in Manaus, capital of the Amazonas State. The remaining species P.
amapense, P. cyrtopodon, P. capitarianum, P. baccans e P. erectipillum were
collected at the Adolpho Ducke reserve located at peripheric area of Manaus.

The extracts were obtained from a standardized procedure that involved
the extraction of the dried material in a Soxhlet apparatus for 18 h with methanol
replacing the solvent every 6 hours. The evaluated extracts were obtained from
different parts of plants — fruits, leaves, stems and roots.

The biologic tests were made in rejoinders of 3 inside dismissable 50 mL
cups containing 10 mL of distilled water within variable concentrations of 0,008 to
1000 pg/mL by making the mortality reading in 24 h. The most active extract was
fractioned by the means of chromatographic techniques and the biomonitoring test
enabled to isolate the main pelitorina e piplartina components that were identified
by the means of monodimensioned nuclear magnetic resonance (RMN *H e *3C).
The studies of the larvicidal activity with the fractions and the isolated substance
indicated a sinergystic effect among them.

There were also registered external and behavior morphologic alterations
of the 3™ instar larvae of A. nuneztovari in contact with the hexanic and

chloroformic fruit extracts of Piper tuberculatum.
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INTRODUCAO

Ao longo da historia, as grandes endemias tém prejudicado as populagfes
humanas, ocasionando grandes perdas sociais, principalmente nas camadas mais
desfavorecidas das comunidades. As doencas tropicais continuam sendo
verdadeiros desafios a ocupacdo da regido tropical, pois ndo s6 apenas se
dispersaram sobre milhdes de pessoas, como também tém sido capazes de
resistir as modernas tecnologias. Atualmente, essas doencas concentram-se nos
paises subdesenvolvidos, como uma indicacdo de que a evolucao tecnoldgica e
da ciéncia também pode participar do processo de exclusdo de pessoas e
populacdes (NAKAJIMA, 1989). Quanto ao significado social, mais da metade da
populacdo do planeta encontra-se sob ameaca das doencas tropicais (REMME et
al, 1993).

Dentro da entomologia meédica, a familia Culicidae é a que mais tem
atraido a atencdo da saude publica. Isso se deve a circunstancia de que esta
familia esta envolvida na transmissdo de multiplas infeccbes ao homem e aos
animais domésticos (FORATTINI, 2002). De acordo com El Hag et al. (1999 e
2001) insetos vetores, especialmente mosquitos, sdo responsaveis por difundir
sérias doencas humanas como malaria, encefalite, febre amarela, dengue,

filariose, dentre outras.

1 MALARIA NO MUNDO E NO BRASIL

A maléaria é causada por protozoarios do género Plasmodium, do qual
quatro espécies infectam o homem: P. falciparum Welch, P. vivax Grassi & Feletti,
P. ovale Stephens e P. malariae Laveran. A transmissdo da infecgdo ocorre
guando os parasitos sao ingeridos por fémeas de mosquitos do género Anopheles
e sao transmitidos ao homem, através da picada do mosquito adulto. O ciclo de
vida do plasmédio envolve uma fase no vetor e outra no hospedeiro que pode ser
humano ou animal. A doenca destr6i as hemécias, encontradas no sangue,

tornando as pessoas anémicas.
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A doenca acomete o homem desde a pré-histéria apresentando-se como
uma das principais dificuldades para a humanidade. Originada provavelmente no
Continente Africano, que € entendido como o "Berco da Humanidade"
acompanhou a migracdo do ser humano pelas regides do Mediterraneo,
Mesopotamia, india, e Sudeste Asiatico (SUCEN, 2001).

No mundo, ha pelo menos 107 paises e territorios endémicos de malaria.
O maior foco de transmisséo é a Africa Sub-sahariana onde ocorrem 90% dos
casos do planeta. A malaria é endémica em 53 paises na Africa, dos quais oito
deles ficam ao sul. Nas Américas, é endémica em 21 paises, ja na Europa em
quatro e 14 na regiado leste do Mediterraneo, e no sudeste Asiatico. Estima-se que
a cada ano cerca de 110 milhdes de casos novos de maléria e um a dois milhdes
de Obitos ocorram em todo mundo. (WHO, 1991 e 2005). A situacdo
epidemiologica da maléria vem agravando-se com 0 acréscimo de casos em areas
urbanas (TADEI et al., 2007).

As maiores taxas de incidéncia sdo observadas na Africa, na Asia e nas
Américas. O numero de individuos infectados € avaliado em 270 milhdes de
pessoas, a maioria presente na Africa (NAJERA et al., 1991).

Apesar desses numeros impressionantes, a malaria € hoje uma doenca
focal, na maior parte do mundo (TADEI et al., 2007). Apenas algumas regides, em
cada pais, continuam apresentando transmissdo natural da infeccdo. E uma
doenca que esta presente nas regides tropicais e subtropicais do planeta, com um
elevado indice de morbidade afetando cerca de 300 a 500 milhdes de pessoas a
cada ano, e contribuindo com uma elevada mortalidade, estimada em cerca de um
milh&o de ébitos anualmente (WHO, 2005). Por dia, quase 3 mil crian¢gas morrem
no continente africano. Esses 6bitos ocorrem em areas remotas com dificil acesso
aos servigcos de saude. Dos 25 a 30 milhdes de pessoas que viajam para areas
endémicas, entre 10 a 30 mil contraem malaria (CAMARGO, 2003).

Durante os primeiro anos do século XX, a transmissdo da malaria ocorreu
em toda a América, desde o Canada até Argentina e continua a existir nas
Ameéricas calculando-se que 175 milhdes de pessoas vivem em zonas com algum

risco, onde 58% habitam em zonas de baixo risco, 24% em zonas de risco
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moderado e 18% em zonas de alto risco. Dentre eles 11 estdo na América do Sul:
Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana,
Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela. Os outros 10 paises sdo: Belize, Costa
Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicardgua e Panama, junto com
Republica Dominicana e Haiti. Aproximadamente 87 milhdes de pessoas vivem
em zonas onde a transmisséo ocorreu anteriormente e na atualidade ha um risco
muito baixo e cerca de 70 milhdes de pessoas vivem em areas de risco onde
ocorre transmissao de maléaria, envolvendo nove paises que compartilham a selva
pluvial amazénica (Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana,
Peru, Suriname e Venezuela) (OPS, 2004).

No Brasil, no periodo anterior a 1940, a malaria atingia grande parte do
territdrio nacional e se constituia um desafio a ocupacdo ndo apenas para a
Amaz6nia, mas em varias areas litoraneas do sudeste e de areas da bacia dos
rios Parana-Prata (estado do Parand), Sdo Francisco e Doce (estado de Minas
Gerais), no Planalto Central (PESSOA, 1946).

Foi adotada pelo Brasil, em 1965, a estratégia de erradicacdo da malaria
preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude — OMS - baseada na acédo
intradomiciliar do diclorodifeniltricloroetano (DDT) contra o0s anofelinos
transmissores e no uso de drogas antimalaricas para esgotamento das fontes de
infeccdo (seres humanos parasitados pelos plasmaédios). Esta estratégia foi capaz
de eliminar a malaria de extensas areas do territorio brasileiro (regides Nordeste,
Sudeste, Centro-Oeste e Sul) onde uma parcela significativa da nossa populacéo
vivia sob o risco de contrair a doenca (LOIOLA et al. 2002).

A partir da década de 70 do século XX, os projetos de desenvolvimento da
Amazonia, com abertura de estradas, constru¢des de hidroelétricas, expansao de
areas de garimpo, entre outros, promoveram uma grande migracao interna no
territorio brasileiro, com alteragdes ambientais importantes e exposi¢cédo de grande
contingente populacional a area malarigena. Essa situacdo provocou a dispersao
da infeccdo pelas regides Norte e Centro-Oeste, com um aumento significativo do
numero de casos, passando-se a alcancar niveis de 450 a 500 mil casos anuais.

As novas fronteiras para o desenvolvimento da Amazonia provocaram profundas
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alteracbes ambientais, suportadas em um modelo econémico de crescimento que
falhou em assegurar ao homem os mecanismos de protecéo social (TADEI et al.,
2007).

A malaria é a primeira endemia a surgir em areas alteradas e o risco da
transmissdo esta relacionado com caracteristicas sociais, econdmicas e
ecologicas da zona onde as pessoas vivem (BOYD, 1949; MEIRA et al., 1980;
MORAN, 1981; TADEI, 1986 e TADEI et al., 1993). Isso acontece principalmente
pela distribuicdo dos vetores nas areas alteradas e susceptibilidade das
populacdes imigrantes.

A maléria urbana e peri urbana se constituem em um problema da mais
alta relevancia na Amazobnia. A transmissao da doenca € intensa na periferia
dessas regides, decorrente da proximidade com a mata marginal, e a intensidade
vai se reduzindo a medida que se aproxima dos centros das cidades. A migracado
de populacdes entre areas endémicas e ndo endémicas de maléria, associada as
condi¢cBes socioecondmicas, contribuem com o aumento da incidéncia em areas
urbanas (TADEI, 1993; 2001; TADEI & DUTARY THATCHER, 2000; ROCHA,
2002; TADEI et al., 1998; 2007).

1.2 SITUACAO DA MALARIA NO ESTADO DO AMAZONAS

O contingente populacional gerado, na sua maioria, pela invasao de
terras, ocupou a cidade que estava desprovida de servicos essenciais urbanos
para recebé-lo, formando bairros superpopulosos e favelas, com graves
problemas de infra-estrutura. Além das ocupac¢fes desordenadas, ha uma
consequente destruicdo de florestas consideradas primarias, levando a perda de
toda a informacado sobre a vida natural existente no terreno, assim como de dados
sobre a biodiversidade. Tal processo gerou, ainda, elevacdo da temperatura em
decorréncia da falta de vegetacéo e a proliferacdo de doencas como a malaria.

No estado do Amazonas, o indice de malaria é crescente ao longo dos
anos, com a ampliacdo dos espacos de transmisséo, inclusive invadindo areas

historicamente de baixa prevaléncia. No periodo de 1999-2003, o comportamento
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da malaria oscilou entre avancos e recuos. Em 2004 e 2005 houve um incremento
no estado do indice de notificagdo da doenca, apresentando o0s seguintes
nameros de casos: 1999, 167.722; 2000, 96.026; 2001, 48.385; 2002, 70.223;
2003 140.642; 2004, 147.349; 2005, 222.545 e em 2006 51.225 (SIVEP, 2006).

No ano de 2006, no més de abril, houve uma reducgéo de 42% nos casos
de maléria, o que significa que 15 mil pessoas deixaram de adoecer, mesmo
assim ainda foram registrados 540.000 casos na Amazobnia Legal (TADEI et al.,
2007).

No municipio de Manaus, a malaria apresentou os seguintes indices:
1999, 41.195 casos; 2000, 26.416 casos; 2001, 10.038 casos e 2002 apresentou
21.652 casos. Em 2003 foram registrados 77.267 casos dos quais
aproximadamente 45% ocorreram na area urbana. Desse total de casos
informados, 70% correspondem as notificacdes da cidade de Manaus (Ministério
da Saude/Boletim Epidemiolégico da Malaria n°® 01/2003).

1.3 ASPECTOS GERAIS DA FAMILIA CULICIDAE

O género Anopheles compreende cerca de 400 espécies, das quais
apenas um numero reduzido tem importancia para a epidemiologia da malaria, em
cada regido brasileira. Cinco espécies sao consideradas como vetores principais
no Brasil (TADEI, 1993; CABIANCA et al., 2000):

e Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi — Root, 1926

e Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis — LynchArribalzaga,
1878

¢ Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis — Curry, 1932

e Anopheles (Kerteszia) cruzii — Dyar e Kanab, 1908

¢ Anopheles (Kerteszia) bellator - Dyar e Kanab, 1908

Comumente chamados de mosquitos, murigcocas, carapands e
pernilongos, esses organismos se desenvolvem por metamorfose completa

(holometabolia), apresentando 0s seguintes estagios: ovo, larva, pupa e adulto.
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Sao quatro estdgios larvais (L1, L2, L3 e L4) com quatro ecdises larvais e uma
pupal. Os adultos sdo didicos. Todos 0s estagios sdo aquéticos, com excec¢do do
altimo (adulto). Cada espécie de culicideo comporta-se como se representasse
duas populacdes distintas, ocupando ecétopos diferentes. Na fase adulta, ocorre a
reproducao e dispersédo. (FORATTINI, 2002).

1.4 PADROES COMPORTAMENTAIS

Dados sobre a incidéncia e distribuicdo das espécies, aspectos
ecolégicos, sazonalidade, preferéncias alimentares, conhecimentos sobre a
hematofagia, estrutura etaria, entre outros, sdo fundamentais para uma melhor
implementacédo das medidas de controle (TADEI et al., 1998; 2007).

As fémeas saem em busca de suas fontes alimentares, vertebrados
(incluindo seres humanos), no periodo crepuscular. As espécies que procuram
principal ou unicamente o sangue de animais (mamiferos e aves, por exemplo)
sdo qualificadas pela maioria dos especialistas como “zodfilas”, enquanto as que
picam frequente ou preferencialmente o ser humano sdo ditas antropofilas. A
antropofilia € condicdo fundamental para que uma espécie de anofelinos seja
considerada vetora em potencial de malaria humana. Anofelinos que costumam
penetrar nas habitacbes humanas participam mais ativamente da transmissao da
malaria do que as espécies que permanecem de preferéncia no exterior. Esse
traco de comportamento, qualificado como domesticidade ou endofilia da espécie,
é tomado em consideracdo nos estudos epidemiolégicos, fornecendo um dos
parametros para medir a eficiéncia dessa espécie como vetora da doenca e
ajudando a planejar a aplicacao de inseticidas no interior das casas (TADEI, 1988;
1993; CABIANCA et al., 2000).

Tadei & Dutary Thatcher (2000), estudaram varias espécies de Anopheles
(Nyssorhynchus) na Amazbnia a fim de se determinar sua importancia na
transmissao da malaria. Das 33 espécies de Anopheles de ocorréncia conhecida
na Amazonia, apenas 8 foram encontradas infectadas por Plasmodium. O principal
vetor, A. darlingi, € antropofilico com um ciclo continuo de atividade que dura a
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noite inteira, mas que tem picos ao anoitecer e ao amanhecer. A. nuneztovari
mostrou-se ser zoofilico, crepuscular e peridomiciliar. Esses habitos podem mudar
dependendo de uma série de fatores externos, especialmente aqueles

relacionados com as atividades humanas.

1.5 FORMAS DE CONTROLE DOS MOSQUITOS VETORES DE DOENCAS

A maioria dos programas de controle de vetores tem como alvo usar
inseticidas para o estagio larval nos seus locais de criacdo, pois usar inseticidas
para o estagio adulto reduz a populacéo dos insetos temporariamente (EL HAG et
al., 1999, 2001).

Uma atividade para o controle dos criadouros de mosquitos constitui o que
€ parte do procedimento geral e atualmente denominado de controle integrado,
onde pode ser entendido como aplicacao de medidas, quando e onde couber, seja
separada ou conjuntamente, de meios objetivando reduzir, ou mesmo interromper,
o controle entre as populacbes humanas e as de vetores de infeccBes. O
tratamento do ambiente, a aplicacdo de substancias quimicas e a utilizacdo de
inimigos naturais sdo classificados por Forattini (2002) como medidas basicas de
controle de insetos, considerando cada uma delas como um conjunto de
procedimentos técnicos, chamados de controle ambiental, quimico e biolégico.

Mais especificamente, o controle ambiental, de acordo com Ault (1994),
define-se pelo conjunto representado pelas atividades de planejamento,
organizacdo, execucédo e vigilancia das modificagbes do ambiente que objetivam
tornd-lo pouco propicio a sobrevivéncia da populagdo de mosquitos. H& que
planeja-lo adequadamente e operacionaliza-lo de maneira a poder pesar 0s
beneficios obtidos em relagéo aos custos demandados.

O controle quimico € enunciado como o uso de substancias quimicas para
0 combate a mosquitos. A elas se da 0 nome genérico de inseticidas e, no caso de
se pretender atingir as formas imaturas, larvicidas. Nao obstante, o uso desses
compostos tem merecido ultimamente algumas restricdes, face a circunstancia de

contribuirem para a poluicdo ambiental. Contudo constituem ainda parte
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importante do controle integrado e sua utilizacdo ndo pode deixar de ser
considerada.

Inseticidas organoclorados comecaram a ser utilizados apés a descoberta
da efetividade do DDT em 1939. Esta descoberta foi revolucionaria e a partir de
1942 falava-se da “era dos pesticidas organicos” passando a ser chamada mais
tarde de “era do DDT".

Hoje se empregam compostos organofosforados, carbamatos e
piretréides. Algumas substancias que inibem o desenvolvimento do estagio larval,
como o Altosid (metropene) ou que afetam o processo de quitinizacdo, como o
Dimilin (difluorbenzofurona) também sdo usadas (FORATTINI, 2002). O grupo que
pertence o Dimilin, chama-se de IGRs (“Insect Grow Regulator”’) ao qual possui
acdo mais especifica e menor toxicidade para mamiferos e outros animais
(MARTINEZ, 1999).

Pode-se chamar de controle bioldégico o uso de mecanismos, envolvendo
organismos vivos como bactérias, predadores, fungos ou virus para reducéo ou
regulacdo da populacdo de pestes nocivas, destrutivas ou perigosas, que reduzem
a populacdo dos hospedeiros sem prejuizo ao meio ambiente (RODRIGUES,
1996; ALVES, 1998; TADEI & RODRIGUES, 2002). Esse controle vem sendo
realizado atualmente por meio de bactérias entomopatogénicas principalmente por
Bacillus thuringiensis que apresenta toxicidade contra larvas de mosquito do
género Aedes e por Bacillus sphaericus que apresenta toxicidade contra larvas de
mosquitos dos géneros Culex e Anopheles (HABIB, 1989; GERMANI, 1993;
ALVES & PEREIRA, 1998). Experimentos feitos com larvas de 2° e 3° estadios de
Anopheles nuneztovari, A. darlingi e A. braziliensis foram submetidas a agéo de B.
sphaericus estirpe 2362, mostrando que as duas primeiras espécies S80 menos
susceptiveis as bactérias que a Gltima (RODRIGUES et al., 1999). E de grande
importancia o uso de bioinseticidas bacterianos para o controle de malaria na
regido Amazonica, quando se considera a preserva¢do do meio ambiente (TADEI
& RODRIGUES, 2002).

O caminho mais eficiente para o controle da doenca, teoricamente, é a

eliminacdo dos mosquitos vetores por meio da extingdo dos seus criadouros com
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uso de inseticidas e larvicidas quimicos, peixes larvéfagos e controle com agentes.
De acordo com a WHO (2001), os esforgos para controlar os vetores passam por
dificuldades pelas razdes abaixo descritas:

a) a resisténcia do vetor aos inseticidas, o custo e toxicidade dos
inseticidas alternativos e o comportamento exofilico de certas espécies, faz com
gue a aplicacao do inseticida internamente dos estabelecimentos (residéncias, por
exemplo) seja ineficiente;

b) resisténcia do parasito e o0 constante aumento do custo das drogas
antimaléaricas;

c) falta de acesso de grandes grupos populacionais (por razées como
clima ou geografia).

d) migracfes populacionais;

e) conhecimento inadequado da populacdo sobre a doenca;

f) e em muitos paises em desenvolvimento, poucos insumos direcionados
a saude no geral e particularmente a malaria, com recursos basicos deficientes e

pouco pessoal treinado para combater a doenca.

1.6 INSETICIDAS QUIMICOS UTILIZADOS NO COMBATE A MALARIA

Os programas de controle da malaria da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estdo apoiados, principalmente, nas a¢g6es combinadas de métodos contra
0 vetor e contra os parasitos (FORATTINI, 1962; WHO, 2005; HAWORTH, 1989).
Na luta contra os transmissores da malaria, para proteger o homem e evitar a
inoculacdo dos plasmodios, a principal intervencdo tem sido a pulverizacao
intradomiciliar do DDT (diclorodifeniltricloroetano). Essa atividade apresentou
excelentes resultados nos anos 60, reduzindo o impacto da malaria em varios
paises, na década de 70, contudo, iniciou-se o registro de novos focos em areas
anteriormente consideradas praticamente controladas. Dentre as causas deste
fato, foram detectadas razdes técnicas e econbmicas, além dos focos de

resisténcia dos anofelinos (TAUIL, 1992).
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O DDT, assim como o aldrin, o dieldrin e outros organoclorados migram
lentamente no solo, sendo muito persistentes. A maior critica atribuida aos seus
usos é exatamente o fato de deixarem residuos toxicos do proprio produto
acumulados nos tecidos adiposos de muitos animais. Tais residuos podem causar
alteracdes fisiologicas de efeitos graves e até mesmo mortais. Normalmente,
encontra-se, com mais frequéncia, residuos de organoclorados no solo, sendo o
DDT e o dieldrin os mais comuns. Os inseticidas de outros grupos se degradam
mais rapidamente e muito dificilmente podem ser medidos varios meses apos sua
aplicacdo. Dentre os inseticidas alternativos, existe a classe dos piretroides,
originariamente extraidos das flores de crisdntemo. Posteriormente, foram
sintetizadas substancias analogas as piretrinas naturais, tais como aletrina,
bioaletrina, permetrina, cipermetrina, lambdacialotrina e deltametrina (BARRETO,
1975).

1.7 O PROBLEMA DA RESISTENCIA

O recente interesse em componentes inseticidas de plantas é o resultado
de muitos problemas associados ao uso extensivo de inseticidas sintéticos
provocando resisténcia dos insetos e um grande risco a saude humana.

Desde que o DDT e outros inseticidas sintéticos passaram a ser utilizados
em programas de erradicacdo da malaria, observou-se o controle do vetor com
sucesso em diferentes partes do mundo. Entretanto, em algumas localidades da
Asia e da América Latina, onde a malaria esteve proxima da erradicacdo, foram
registradas evidéncias de seu ressurgimento. No Brasil o uso do DDT foi proibido
desde 1985 (WHO, 1986; OPS, 1986). A continua aplicacdo dos inseticidas, em
larga escala, levou as espécies de Anopheles a desencadearem o processo de
resisténcia aos diferentes inseticidas, em diversos lugares do mundo. O primeiro
caso foi observado em 1951, com A. sacharovi, na Grécia. A OMS, em 1958, listou
18 espécies resistentes ao DDT em todo o mundo (BROWN, 1986).
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1.8 PRODUTOS NATURAIS NO CONTROLE DE INSETOS

A busca de novos inseticidas de origem vegetal tem sido incentivada pela
prépria populacédo que acredita que os produtos naturais S&0 menos agressivos, e
toxicos ao meio ambiente que os sintéticos. De uma forma geral, os inseticidas
naturais ndo sao persistentes, ou seja, degradam-se com maior velocidade que os
sintéticos; ndo deixando residuos no alimento ou no ambiente (FERREIRA, 2001).

Nessa busca por novas alternativas de combate aos insetos vetores,
substancia extraidas de plantas tém recebido especial atencdo. Vérios estudos
vém sendo realizados com plantas como forma de controle de espécies de
mosquitos. (PIZZARRO et al., 1999; AGUILERA et al., 2003; SILVA et al., 2004;
CAVALCANTI et al., 2004; SIMAS et al., 2004).

Para um inseticida natural ser comercialmente viavel, ele ndo pode ser
apenas eficaz, mas deve preencher uma série de requisitos, como: seletividade
contra inimigos naturais (baixa toxicidade ambiental), baixa toxicidade em
mamiferos, biodegradabilidade e auséncia de fitoxicidade. Entre os critérios
praticos que devem ser preenchidos, tem-se: fonte de matéria-prima abundante,
baixo custo, facilidade para padronizacdo dos compostos ativos em variedades
naturais da planta-fonte e potencial para patentear a tecnologia de obtencdo dos
compostos inseticidas. Esses inseticidas tém amplo espectro de atividade e
exterminam indiscriminadamente insetos considerados pestes como também
aqueles benéficos ao homem (FERREIRA, 2001). Um exemplo de inseticida
natural amplamente utilizado € o 6leo de Nim, extraido da espécie Azadirachta
indica A. Juss., da familia Meliaceae, sendo este um inseticida biodegradavel, com
acao repelente, inibidor alimentar, acaricida, fungicida, nematicida, reguladora do
crescimento e inseticida (MARTINEZ, 2002).

As plantas contém inseticidas naturais que sao encontrados
predominantemente em moléculas do metabolismo secundario produzidas por
elas mesmas contra o herbivorismo dos insetos. Roark, em 1947, publicou uma
revisao voltada para a agricultura onde foram descritas 1200 espécies de plantas

gue apresentaram um grande potencial inseticida. Este estudo deu suporte a um
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grande espectro de substancias de origem botanica que contém moléculas

bioativas contra fungos, nematodeos, acaros, insetos e células carcinogénicas.

1.9 CARACTERISTICAS GERAIS DA FAMILIA PIPERACEAE E DO GENERO
Piper

A flora brasileira, em particular da regido Amazonica, é caracterizada pela
sua alta diversidade. Em todo o Brasil, ha 40-50 mil espécies de plantas e
somente 10% dessas foram estudadas, onde cerca de 2.000 sdo usadas na
medicina popular. Dentre essa diversidade de plantas, a familia Piperaceae é
notavel pelo seu largo uso na medicina popular (DI STASI et al., 1994).

Segundo o sistema taxondmico de Cronquist de 1988 (RIBEIRO et al.,
1999; AGAREZ, RIZZINI E PEREIRA, 1994; WEBERLING E SHWANTES, 1986),

a familia Piperaceae esté classificada de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Taxonomia da Familia Piperaceae.

Categorias Taxon

Divisédo Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida (Dycotiledoneae)
Subclasse Magnoliideae

Superordem Nymphaeiflorae

Ordem Piperales

Familia Piperaceae

Géneros Arctottonia, Trel.

Macropiper Miq.
Manekia Trel.
Peperdmia Ruiz & Pav.
Piper L.
Pothomorphe Mig.
Sarcorhachis Trel.
Trianaeopiper Trel.
Verhuellia Mig.
Zippelia Blume
FONTE: BRUMMITT, 1992 (Royal Botanic Gardens, Kew).

Quanto ao numero de géneros, ha controvérsia nesta familia. Existem
fontes que reconhecem 8 géneros (RIBEIRO et al.,1999), 5 géneros (SANTOS et
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al., 2001) e 10-12 géneros (RORIG e POSER, 1991). Segundo BRUMMITT (1992)
do Royal Botanic Gardens em Kew (Inglaterra) essa familia apresenta 10 géneros
(Tabela 1). Os géneros Piper L., Peperomia Ruiz & Pav, Ottonia Spreng.,
Sarcorhachis Trel. e Pothomorphe Mig., ocorrem no Brasil (YUNCKER, 1973). As
estimativas do numero de espécies na familia Piperaceae variam de cerca de
1.400 (MOREIRA, KAPLAN e GUIMARAES, 1995;: RODRIG e POSER, 1991) até
2.000 (EVANS, 1996; TUCKER, 1982), com distribuicdo em regides pantropicais.
Os quatro maiores géneros sao: Piper, Peperomia, Sarchorhachis e Ottonia
(PARMAR et al., 1997).

O género Piper possui mais de 700 espécies distribuidas nos dois
hemisférios, mas principalmente encontradas nas regides tropicais e subtropicais
do mundo. As espécies dessa familia podem apresentar folhas alternas, opostas,
verticiladas ou basais, simples, inteiras, pecioladas, raramente sésseis, glabras ou
pilosas, palmadas ou peninervadas, estipulas presentes, frequentemente
apresentam glandulas contendo 6leo aromatico. Possuem caule comumente
nodoso, feixe vascular marginal, as vezes disposto como nas monocotiledéneas e

geralmente apresentam bainha recobrindo o caule (RIBEIRO et al., 1999).

Figura 1. Arbusto da familia Piperaceae do género Piper

A inflorescéncia é basicamente uma espiga pedunculada, simples, axilar
ou terminal, solitaria ou mudltipla, oposta a folha, de comprimento variado,
ocasionalmente numeroso e umbelado, organizado em um pedinculo comum
(RIBEIRO et al., 1999; CRONQUIST, 1988). As flores sdo pequenas, sem

perianto, unissexuadas ou hermafroditas, frequentemente esbranquicadas ou
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amareladas, raramente vermelhas ou escuras (AGAREZ, RIZZINI e PEREIRA,
1994; WEBERLING e SCHWANTS, 1986), protegidas por bracteas que sdo mais
ou menos peltadas, glabras, pubescentes ou fimbriadas; possuem 1-10 estames
(2-6 em espécies brasileiras) livres ou perto da base do ovario. O ovario apresenta
de 2 a 5 carpelos, sésseis ou menos frequentemente com estiletes, 1 a 5 estigmas
com formatos variados e 1 6vulo. Os frutos se apresentam na forma de drupas,
carnosos ou secos, com sementes pequenas, endosperma, amplo perisperma e
embrido diminuto (RIBEIRO et al., 1999).
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Capitulo 01

Screening de plantas da familia Piperaceae contra larvas de Culex
quinquefasciatus (Say, 1823), Anopheles nuneztovari Gabaldon, 1940 e
Anopheles albitarsis Lynch — Arribalzaga, 1878.
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INTRODUCAO

A regido Amazodnica representa quase 60% do territorio brasileiro,
possuindo uma das maiores biodiversidades do planeta, gerando assim grande
interesse econdmico na comunidade mundial, fazendo-se necessario um rapido
avanco do conhecimento cientifico sobre a composicdo e ecologia das espécies
endémicas. Nesse contexto, considera-se 0 termo bioprospeccdo ou prospeccao
quimica, que €é definido como método ou forma de localizar, avaliar e explorar
legalmente a diversidade biol6gica, ou seja, Seus recursos genéticos e
bioquimicos de valor comercial usando para isso o conhecimento de comunidades
indigenas ou tradicionais (PERET de SANT'ANA, 2002).

Ou ainda, de acordo com Enriquéz (2005), define-se como: pesquisa de
recursos biol6gicos e genéticos e dos conhecimentos a eles associados capaz de
proporcionar beneficios para a humanidade, ao mesmo tempo em que aufere valor
comercial para as industrias quimica, farmacéutica, cosmética e alimentar, tendo
como objetivo bésico o descobrimento de organismos que possibilitem o
desenvolvimento de novos produtos. Divide-se em trés partes principais: inventario
e coleta de amostras, preparacdo de extratos e determinacéo das propriedades.

Algumas vantagens podem ser destacadas no processo de bioprospeccao
tais como: conhecimento da biodiversidade e seu potencial, fornecendo com isso
substancias biolégicas importantes para o homem, estudos sobre o meio ambiente
ajudando na preservacdo e melhora o nivel cientifico do pais favorecendo o
crescimento econdmico (SANTOS, 2007). Quignard et al. (2003) afirmam que para
muitas plantas ndo existe literatura relevante disponivel para determinar as
atividades biologicas, portanto estas devem ser encontradas usando meétodos
diretos como testes farmacolégicos ou indiretos.

Em 1958 nos Estados Unidos, iniciou-se um programa de busca de
substancias anticancerigenas através do screening de 35 mil espécies de plantas
pelo Instituto Nacional de Céancer (NCI) e pelo Departamento de Agricultura
americanos. Na década de 60, pesquisadores encontraram na casca da arvore de
“Yem” da espécie Taxus brevifolia L. do Pacifico, uma substancia capaz de curar o

cancer de mamas e de ovarios, chamada taxol. A molécula descoberta p6de entéao
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ser sintetizada em laboratério em 1971 e é utilizada atualmente no tratamento
clinico de diferentes tipos de canceer (STEPHENSON, 2002).

O screening € uma das etapas mais importantes na descoberta de
principios ativos e € iniciado pela selecdo de plantas. As principais formas de
selecéo séo:

- Etnobotéanica/Etnofarmacolégica;

- Quimiossistematica;

- Aleatéria (ramdbmica);

- Ecologia quimica.

As duas primeiras sdo baseadas nas observagdes curativas ou medicinais
de plantas na natureza ou para o homem. A quimiossistematica € aquela baseada
na selecdo de plantas por causa de sua constituicAo quimica e taxonémica. A
aleatdria ou ao acaso € aquela que ndo usa nenhuma dessas formas de selecéo.

As espécies da familia Piperaceae sao importantes econb6mica e
medicinalmente. O interesse pela quimica dessa familia evoluiu bastante ao longo
dos anos devido ao grande numero de espécies estudadas e compostos isolados
com importante valor farmacoldgico, listados em aproximadamente 600 compostos
bioativos (PARMAR et al., 1997). A quimica desta familia revela que as espécies
deste grupo se especializaram em produzir primordialmente amidas,
fenilpropandides, lignanas, neolignanas, acido benzdico, esterdides, chalconas,
flavonas e alcal6ides (KATO & FURLAN, 2007; PARMAR et al., 1997).

A tabela 1 mostra alguns exemplos de substancias encontradas no género
Piper, com suas atividades biolégicas contra organismos danosos ao homem,

especialmente mosquitos.
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Tabela 1. Algumas espécies do género Piper e suas atividades biologicas contra
mosquitos vetores de doencas tropicais.

Espécies

Atividade biol6gica

Classe de substancia

ativa

Referéncia

P. aduncum L.

P. falconeri

P. guanacastensis

P. longum

P. nigrum L.

P. fimbriulatum

P. nigrum

Aedes atropalpus Coq.

Musca domestica L.

Aedes aegypti L..

Aedes atropalpus Cog.

A. aegypti L.

A. togoi Theob.
A. aegypti L.

Culex pipiens pallens L

Aedes aegypti L.

A. aegypti

Anopheles stephensi Liston

Fenilpropandide

Amida

Derivado

benzdico

Alcaléide

Amidas

Lignana

Amidas

do

acido

Bernard et al., 1995.

Parmar et al., 1993.

Bernard et al., 1997

Yang et al., 2002

Park et al., 2002

Solis et al., 2005

Siddiqui et al., 2005

A pressao seletiva de inseticidas convencionais estd aumentando a

resisténcia das populacbes de mosquitos em uma taxa alarmante (BROWN,

1986), com isso ha um aumento no desenvolvimento de novos produtos seguros,

com alvos especificos e degradaveis. Inseticidas naturais como o0s piretréides,
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rotenona e nicotina, dentre outros, tém sido extensivamente usados para o
controle de mosquitos (BALANDRIN, 1985).

Para o desenvolvimento desses novos produtos de origem vegetal
observam-se vantagens e desvantagens. Como vantagens podem-se citar o
grande numero de espécies pouco estudadas da flora brasileira, o conhecimento
popular e cientifico agregados a estas, a disponibilidade de tecnologia e o
interesse empresarial neste ramo. Por outro lado, had a destruicdo do meio
ambiente em ritmo acelerado, migracGes de popula¢cdes indigenas ocasionando a
perda do conhecimento etnobotanico das espécies vegetais que se quer estudar,
além da falta de fiscaliza¢do sanitaria para os produtos vendidos ou distribuidos
no mercado brasileiro (FERREIRA et al., 1998).

No contexto para se tentar descobrir um novo produto de origem vegetal,
com efeito larvicida, fez-se um screening de oito espécies de plantas da familia
Piperaceae, pertencentes ao género Piper, avaliando a efetividade larvicida de
diferentes partes (galho, folha, raiz e fruto) contra larvas de C. quinquefasciatus,
Anopheles nuneztovari e A. albitarsis.

A reducdo dos criadouros de imaturos é ideal para o controle de
mosquitos, pois estes estdo em areas definidas e s@o eliminados antes de
atingirem o estagio adulto, responsavel pela transmissdo da doenca (MALARIA,
2006; TADEI et al., 2007).

Extratos de plantas apresentam potenciais fontes larvicidas naturais para
o controle de mosquitos vetores sendo revisadas na publicacdo de Sukamar et al.
(1991) onde foram identificadas mais de 300 espécies de plantas com esta
caracteristica. Outros estudos de atividade larvicida de extratos de plantas para
larvas de Aedes sp. de diferentes partes do mundo, como a América do Norte
(BERGERON et al., 1996), Argentina, Bolivia Brasil e Peru (CHANTRAINE et al.,
1998; CICCIA et al., 2000; MACEDO et al., 1997) Trinidad e Tobago (CHARIANDY
et al., 1998), Mali (DIALLO et al., 2001) e Africa (MARSTON et al., 1993), entre
outros, foram publicados e revelaram exemplos numerosos principios ativos em

diversos grupos taxonémicos.
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Extratos etanodlicos de exocarpos de Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae)
mostraram efeito larvicida contra C. pipiens pallens de acordo com Don et al.,
(2006). Gusmao et al. (2002) observaram que extratos metandlicos da raiz e da
casca da arvore de Derris urucu KILLIP et SMITH (Leguminosae) foram efetivos
contra larvas de A. aegypti, numa concentracdo de 250 pg/mL.

Na procura de produtos naturais que podem ser usados para o controle
vetorial de doencas tropicais, 23 extratos de plantas medicinais do nordeste
brasileiro foram testadas em atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata
Say, e em atividade larvicida contra A. aegypti e Artemia salina L. Dentre as
espécies testadas, o extrato da folha de P. arboreum Aubl., na concentracdo de
500 pg/mL, foi avaliada, ndo apresentando resultados satisfatérios contra larvas
de A. aegypti e B. glabrata. Mas para A. salina, o extrato mostrou uma mortalidade
de 83% (LUNA et al., 2005).

Bernard et al. (1995) compararam o extrato alcodlico de folhas de
dezesseis espécies de Piper e o extrato de P. aduncum L. apresentou a maior
atividade inseticida, com 92% de eficiéncia no controle de larvas de 2° estadio de
A. atropalpus a concentracdo de 1 ppm (ou 1 pg/mL). O extrato metandlico do
fruto de P. longum L. apresentou 100% de mortalidade contra larvas de A. aegypti,
observada no trabalho de Yang et al. (2002).

O género Piper é descrito como: arbustos, subarbustos ou arvoretas,
geralmente variando entre 1 a 10 m de altura, mais ou menos lignificados,
ramosos, ndo raro nodosos. Folhas alternas, forma e tamanho variaveis. Espigas
opostas as folhas, pedunculadas; raque sulcada, lisa, papilosa ou fimbriada;
bractéolas variando em forma e tamanho, as vezes cdncavas, concheiformes, ndo
raro cuculadas, glabras, pilosas ou fimbriadas. Flores aperiantadas, densamente
congestas ou laxas. Estames 2 a 5. ovario de forma variavel, glabro ou
apresentando tricomas; estigmas 3, raro 2 a 4, sésseis ou nao, persistentes no
fruto. Drupas de forma variavel, com pericarpo pouco espessado (GUIMARAES e
GIORDANO, 2004).
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As oito espécies estudadas deste género sdo: P. hostmanianum Miqg., P.
dilatatum Rich. e P. tuberculatum Jacq, P. amapense Yunck, P. cyrtopodon C.

DC., P. capitarianum Yunck, P. baccans (Mig.) C. DC. e P. erectipillum Yunck.

1 DESCRICAO DAS ESPECIES

Piper hostmanianum é um arbusto com folhas de bases irregulares.
Frequentemente encontrada em platds da Amazénia brasileira. Piper baccans é
um subarbusto com folhas maleaveis com pubescéncia levemente esbranquigcada.
Também frequente em platés. Piper cyrtopodon de aspecto arbustivo com folhas
variaveis de elipticas a cordadas, com brilho e caracteristica semi-suculenta e
muito pubescente. Apresenta pélos macios. A estipula persiste somente nos
ramos muito jovens. Piper erectipillum: arbusto, folhas subsésseis, semi-coriaceas
com estipulas visiveis na base das folhas. Piper amapense: arbusto, com folhas
amplamente ovalada e venacdo secundaria esparsada. Presente em vertente.
(RIBEIRO et al., 1999).

Piper tuberculatum: trepadeira, caule nodoso; folhas oval-alongadas, de
base desigual; flores miudas, em espigas rolicas; fruto pequenino, baga angulosa
(PIO CORREA, 1974). Piper dilatatum: Arbusto com 1 a 2 cm de altura, de
pubescente e glabrescente; ramos estriados. Folhas com bainha abaixo da porcao
mediana do peciolo, esse com 0,5 a 1 cm de comprimento; l[Amina rdmbica ou
eliptica, as vezes obovada ou ovada, 11 a 21 x 7,5 a 10,5 cm de largura, base
assimétrica, cordada, obtusa ou aguda, apice acuminado ou falcado,
membranacea, escabrosa, crespo-pubescente e glabrescente na face adaxial;
nervuras secundarias 5 a 6, ascendentes, geralmente puberulentas, dispostas até
a porcao mediana da principal. Espigas retas ou curvas, obtusas ou apiculadas,
6,5 a 12 cm de comprimento; pedunculo, 1 a 2 cm de comprimento, de glabro a
pubescente; bractéolas arrendondado-peltadas, fimbriadas na margem. Estames
4. Drupa obpiramidal-trigonal, papiloso-puberulenta no apice, 3 estigmas sésseis
(GUIMARAES e GIORDANO, 2004).
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Piper capitarianum: arbusto de 1.20 a 1.50 m de altura, flores brancas,
inflorescéncia verde, espiga para cima (MARTINIANO e MOURA, 2003; TEIXEIRA
etal., 1983 e VIEIRA et al., 1979).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Avaliar a atividade larvicida de extratos de espécies da familia
Piperaceae contribuindo para a implementacdo de medidas de

controle vetorial na regiao.

2.2 ESPECIFICOS

o Screening de extratos metanolicos de diferentes espécies da familia
Piperaceae em larvas de Culex quinquefasciatus e Anopheles sp;

° Obter a concentracdo letal mediana (CLsp) dos extratos mais ativos
para as larvas de Anopheles nuneztovari e A. albitarsis e comparar a

atividade larvicida.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal das espécies de Piper foi coletado em dois locais: Piper
hostmanianum, P. dilatatum e P. tuberculatum, foram coletadas no campus
principal do INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, em Manaus,
capital do Amazonas. As demais espécies, P. amapense, P. cyrtopodon, P.
capitarianum, P. baccans e P. erectipillum, foram coletadas na Reserva Adolpho
Ducke que esta situada na periferia de Manaus, coordenadas 02° 53' de latitude S
e 59°58' de longitude W. O acesso a estacao cientifica se da pela rodovia AM 010

(Manaus-Itacoatiara) no km 26.
Utilizaram-se as diferentes partes das espécies vegetais: galho, raiz, folha

e frutos de diferentes épocas de maturacao.
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Figura 1. Frutos de P. tuberculatum em diferentes épocas de maturacao (grande, médio e
pequeno).
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3.2 EQUIPAMENTOS

e Balanca Analitica Ohaus Adventurer AR2140;
e Banho de ultra-som Unique USC 1400;

e Banho de ultra-som Bransonic 1510R-MT;
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e Transferidor automatico de solucbes Eppendorf Varispenser
plus;

e Micropipetadores automaticos Eppendorf (P50 e P1000);

e Extrator Soxhlet Fisatom;

e Moinho de facas tipo Willye, TE — 650 Tecnal;

e Evaporador rotativo Fisatom 802, modelo 550;

e Vidraria diversa.

3.3 SECAGEM DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal passou pelo processo de secagem ao ar, nas
dependéncias do laboratério da CPPN do INPA. Utilizou-se para auxiliar na
secagem a estufa com temperatura controlada a 60° C. Depois de seco, o material
foi moido em moinho de facas utilizando peneira com Mesh 30, para a obtencéo
das serragens.

Os extratos utilizados fazem parte do Banco de Extratos do grupo de
pesquisa do Dr. Sergio Nunomura. Esses foram obtidos a partir de um
procedimento padronizado de extracdo que envolve a extracdo do material
previamente moido e seco, em aparelhagem do tipo Soxhlet por 18 h com
metanol, substituindo o solvente extrator a cada 6 h.

Para os extratos de frutos de P. tuberculatum, a extracdo sequencial
ocorreu em extrator do tipo Soxhlet, seguindo a ordem de polaridade dos
solventes: hexano, cloroférmio, metanol e agua, por 4 h cada extrato, em
separado. Os solventes utilizados foram destilados anteriormente. Ao final, os
extratos sdo reunidos, concentrados em evaporador rotativo, sob pressao reduzida

e armazenados em frascos @mbar codificados em freezer a -21°C.
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3.4 OBTENCAO DE Culex quinquefasciatus

3.4.1 Obtencéao dos ovos

Os ovos foram obtidos a partir de coletas feitas no campus do INPA. Em

pequenos baldes foram deixadas folhas e 4gua para que as fémeas colocassem

seus ovos. A identificacdo dos ovos de Culex é caracteristica de ovos em jangada

T~

(Figura 2).

Figura 2. Ovos em jangada de C. quinquefasciatus.

3.4.2 Obtencao das larvas

Os ovos foram coletados e colocados em cubas metélicas com agua de
torneira para que pudessem eclodir no insetario do laboratério de Maléaria e
Dengue no INPA. Apds a ecloséo, as larvas foram alimentadas com uma mistura
de farinha de peixe e p6 de figado. Quando as larvas atingiram o 3° estadio

(Figura 3), p6de-se usa-las nos bioensaios.

Figura 3. Larvas de C. quinquefasciatus em 3° estadio. FONTE: pt.wikipedia.org/wiki/Culex
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3.5 OBTENCAO DE Anopheles sp

3.5.1 Coleta de adultos

A coleta dos adultos de Anopheles sp (Figura 4) foi feita nos arredores da
cidade de Manaus - AM, no bairro de Puraquequara, no sitio Santa Helena,
préxima a currais bovinos. Os mosquitos foram coletados, ja ingurgitados, com o
auxilio de um capturador manual entomoldgico, entre 18:00 a 20:00 h, e colocados
em copos parafinados e telados. Cada copo continha 50 mosquitos. Estes foram
transportados em caixas térmicas até o Laboratério de Malaria e Dengue, da

CPCS, localizado no Instituto de Pesquisas da Amazoénia — INPA.

Figura 4. Coleta de adultos de Anopheles sp, proxima a currais bovinos, com o auxilio de
um capturador manual entomoldgico.
Em laboratério, os mosquitos foram transferidos individualmente, para
copos plasticos individuais de 100 mL , forrados com um chumaco de algodéo e

papel filtro no fundo (Figura 4).

Figura 4. Copos plasticos individuais para a oviposi¢do das fémeas de Anopheles sp.
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Estes copos também foram telados e umidificados para que as fémeas
colocassem seus ovos (Figura 5).

Figura 5. Ovos de Anopheles depositados em papel filtro. Fonte: C, F.M (2006).

3.5.2 Obtencao de larvas de Anopheles sp

ApGs a oviposicao, cada mosquito foi identificado em laboratoério de acordo
com a chave taxonémica de Gorhan (1967) para a confirmacdo da espécie. Os
ovos foram transferidos para novos copos plasticos de 100 mL, contendo papel
filtro e agua para néo desidrata-los.

Posteriormente a eclosdo dos ovos, as larvas foram mantidas em cubas
metélicas com agua de poco artesiano e alimentadas com uma mistura de p6 de
figado e farinha de peixe até atingirem o 3° estadio para serem usadas nos testes
biolégicos (bioensaios) (Figura 6). Usaram-se larvas de 3° estadio por serem mais

resistentes.

Figura 6. Larva de A. nuneztovari em 3 °© estadio. FONTE: C, F.M.
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3.6 BIOENSAIOS

Os bioensaios tanto para C. quinquefasciatus e Anopheles sp, foram
montados com as mesmas caracteristicas, de acordo com Meyer, et al. (1982).

Utilizaram-se copos descartaveis de 50 mL, em triplicatas, contendo 10
mL de agua destilada medidos com transferidor automético. Foram colocadas em
cada copo 10 larvas. Adicionou-se mistura de po de figado e farinha de peixe em
pé para a alimentacao dos individuos.

Os extratos foram pesados em balanca analitica e dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO), com auxilio de banho de ultra-som para a total

solubilizag&o. Os testes foram feitos em triplicata (Figura 7).

Figura 7. Bioensaio da atividade larvicida.

Para os testes iniciais do screening, a concentracdo adotada para todos
os extratos foi de 250 pg/mL. Os extratos foram adicionados com auxilio de uma
pipeta automatica com um volume fixo de transferéncia de 50 pL.

A observacdo da mortalidade do bioensaio foi feita 24 h apds a aplicagéo
do extrato, contando o numero de larvas mortas. Apds a observagédo as larvas
vivas sdo descartadas, jogando-as na terra para evitar a proliferacdo de

mosquitos.
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3.7 DETERMINACAO DA CLs

Para o calculo da CLsp dos extratos ativos, os valores das concentracdes
foram transformados em logaritmos decimais Litchfield and Fertig (1941) e as
porcentagens das mortalidades transformadas em valores de Probit (Finney,
1971). Esses valores foram plotados em gréaficos, onde se calculou a regresséo
linear dos pontos para determinar o valor da CLsg (Probit=5) e a confiabilidade dos

resultados.

Equacéao de reta do tipo: y = ax + b, onde
y = valores das mortalidades transformados em Probit
X = valores das concentracées em logaritmos

a e b = coeficientes variaveis

Este tipo de analise permite determinar a relacdo positiva ou negativa
existente entre as variaveis dependente (y) e indepedente (x) (MOTTA e
WAGNER, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SCREENING DAS ESPECIES DE Piper

Na tabela 1 estdo os resultados do screening de extratos metanolicos de
espécies de Piper com a porcentagem de mortalidade para duas espécies de
mosquitos: Anopheles sp e Culex quinquefasciatus, na concentracéo-teste inicial
de 250 pg/mL, apos 24 h.

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade de Culex quinquefasciatus e Anopheles sp. de
diferentes extratos metanolicos de Piper a 250 pg/mL.

Parte da planta Espécies de Piper  Anopheles sp  Culex quinquefasciatus
Folha Piper amapense 47 13
Galho Piper amapense 0 0

Raiz Piper amapense 2 63
Folha Piper baccans

Galho Piper baccans

Folha Piper capitarianum 40

Galho Piper capitarianum 0 10
Raiz Piper capitarianum 1 40
Folha Piper cyrtopodon 1 0
Raiz Piper cyrtopodon 53 7
Galho Piper cyrtopodon 0 0
Galho Piper dilatatum 50 0
Raiz Piper dilatatum 1 0
Folha Piper dilatatum 0 26
Folha Piper erectipillum 0 0
Raiz Piper erectipillum 1 33
Galho Piper erectipillum 0 13
Galho Piper hostmanianum 47 20
Folha Piper hostmanianum 0 36
Fruto Piper tuberculatum 100 100
Galho Piper tuberculatum 100 100

Folha Piper tuberculatum 100 100
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Os resultados mostraram que a espécie Piper tuberculatum foi a mais
ativa contra as larvas de C. quinquefasciatus e Anopheles sp. Os extratos
metandlicos da folha, do galho e do fruto dessa planta, na dose de 250 pg/mL
mataram 100% das larvas de terceiro estadio de C. quinquefasciatus e Anopheles
sp. em 24 horas. Estes resultados foram similares aqueles observados
anteriormente pelo grupo de pesquisa para Aedes aegypti (Pohlit et al., 2004).

Quignard et al. (2003) observaram que P. tuberculatum e Minquartia
guianensis foram as espécies mais ativas contra larvas de Artemia salina numa
concentragéo de 500 pg/mL.

Navickiene et al. (2007) afirmaram que extratos de sementes, folhas e
galhos de P. tuberculatum possuem atividade inseticida contra Anticarsia
gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), matando 100% das lagartas,
observando que o extrato da semente foi 0 mais efetivo.

Extratos das espécies Piper amapense (raiz), P. capitarianum (raiz), P.
erectipillum (raiz) e P. hostmanianum (folha) apresentaram atividade larvicida
moderada (de 30 a 60% de mortalidade) para C. quinquefasciatus. Para
Anopheles spp, as espécies que apresentaram atividade fraca foram: P.
amapense (folha), P. capitarianum (folha), P. cyrtopodon (raiz), P. dilatatum
(galho) e P. hostmanianum (galho) em 24 h. Os demais extratos apresentaram
baixa porcentagem de mortalidade para esses insetos alvo.

O extrato da raiz de Piper amapense apresentou um efeito larvicida maior
gue os extratos da folha e do galho respectivamente para C. quinquefasciatus.
Contudo, para Anopheles spp, o extrato da folha foi mais ativo que os extratos da
raiz e do galho, nesta ordem.

Piper baccans apresentou 0 mesmo efeito para os dois extratos (galho e
folha) em C. quinquefasciatus. Em Anopheles spp, o extrato do galho foi mais
ativo que o extrato da folha.

A atividade dos extratos Piper capitarianum em C. quinquefasciatus deu-
se seguindo a ordem decrescente: raiz, galho e folha. Em Anopheles spp, o

extrato mais ativo foi da folha, seguido por raiz e galho.
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P. cyrtopodon e P. erectipillum expuseram o mesmo resultado para os
dois géneros de mosquitos: o extrato da raiz foi mais efetivo que galho e folha.

O extrato do galho de P. dilatatum foi mais ativo que raiz e folha, em
Anopheles sp. Em Culex quinquefasciatus a folha apresentou melhor resultado
que raiz e galho.

O extrato do galho de P. hostmanianum em larvas de C. quinquefasciatus
foi mais efetivo que folha. O resultado em Anopheles sp foi 0 oposto.

O extrato da raiz de P. amapense apresentou um efeito larvicida maior
gue os extratos da folha e do galho respectivamente para C. quinquefasciatus.
Contudo, para Anopheles spp, o extrato da folha foi mais ativo que os extratos da
raiz e do galho, respectivamente.

P. baccans apresentou o mesmo efeito para os dois extratos (galho e
folhna) em C. quinquefasciatus. Em Anopheles spp, o extrato do galho foi mais
ativo que o extrato da folha.

Na concentragao teste inicial, os extratos de P. tuberculatum (fruto, galho
e folha) mostraram-se iguais para os dois géneros de mosquitos, observando-se
100% de mortalidade dos individuos. Em virtude desses resultados, decidiu-se por
determinar a atividade larvicida pela determinacdo da concentracao letal mediana
(CLso) tanto para larvas de Anopheles nuneztovari e A. albistarsis.

Foram avaliados:

1) Extratos metandlicos obtidos de diferentes partes da espécie

P. tuberculatum;
2) Diferentes extratos obtidos de frutos de P. tuberculatum;
3) Extratos metandlicos obtidos de frutos de P. tuberculatum com

diferentes estagios de crescimento.
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4.2 CONCENTRAGCAO LETAL MEDIANA (CLsy) DOS EXTRATOS DE P.
tuberculatum PARA LARVAS DE Anopheles nuneztovari

Os extratos obtidos de frutos foram os mais ativos, resultado semelhante

observado por Navickiene et al. (2003) para lagartas de Anticarsis gemmatalis.

Tabela 2. Valores de CLso de diferentes partes da espécie P. tuberculatum para as larvas
de A. nuneztovari.

Parte da planta Clsg n R® Faixa de concentracéo
Extratos metandlicos (ng/mL) (ng/mL)
Fruto 48,2 5 0,9509 15,62 a 250,00
Galho 87,3 3 0,8533 15,62 a 250,00
Folha 96,3 5 0,9552 15,62 a 250,00
Fruto
9,00 - y= 3,22545x -1,4875
R“ =0,9509
8,00
*
7,00
6,00
*
= 5,00 .
e
a 4,00
3,00
*
2,00
1,00
0,00 T T T T T T T 1
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40 2,60
Log C

Gréafico 1. Determinacéo da CLs do extrato metandlico de fruto em A. nuneztovari.



Probit

Probit

53

Galho
7,00 y= 1,§4lx +1,4267
R“=0,8533
*
6,00
5,00
4,00
3,00 g
*
2,00
1,00
0,00 T T T T 1
0,20 0,70 1,20 1,70 2,20 2,70
LogC
Gréfico 2. Determinagéo da CLs, do extrato metandlico de galho em A. nuneztovari.
Folha
8,00 - y = 3,2645x - 1,4763
R?=0,9552
7,00 A *
6,00 -
5,00 - LS
4,00 ~ .
3,00 +
®
2,00
1,00 A
0,00 T T T T T T T 1
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40 2,60
Log C

Gréfico 3. Determinacgdo da CLs, do extrato metandlico de folha em A. nuneztovari.
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Tabela 3. Valores de CLs, de diferentes extratos do fruto de P. tuberculatum para larvas

de A.nuneztovari

Diferentes extratos ClLsg n R® Faixa de concentracao
de fruto (ng/mL) (ng/mL)
Hexanico 4.0 3 1 20a 0,80
Cloroférmico 8,7 3 0,8484 20a0,80
Metandlico 30,4 3 0,9526 50a 12,5
Aquoso 506,3 4 0,9924 125 a 1000
Extrato hexanico
8.00 - y = 3,43362x + 2,93275
' R? = 1,00000
7,00 -
6,00 -
- 5,00 -
5
£ 4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
-0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
log C

Gréfico 4. Determinacdo da CLsy do extrato hexanico em A. nuneztovari.
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6,00 -

5,00

Extrato cloroférmico

y =2,7727x + 2,3957
R®=0,8484

Probit

0,20

0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
LogC

Gréfico 5. Determinacao da CLsg do extrato cloroférmico em A. nuneztovari.

8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00
3,00 -
2,00 -

1,00 4

Extrato metanélico

y = 6,8047x - 5,23
R?=0,9526
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0,00
1,00

1,10

1,20 1,30 1,40 1,50 1,60 1,70

LogC

Gréfico 6. Determinacgdo da CLsg do extrato metanolico em A. nuneztovari.

1,80
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Extrato aquoso

y =4,1597x - 6,2494

7,00 ;
R? = 0,9924

6,00 -
5,00 -

4,00 -

Probit

3,00 -

2,00 -

1,00 ~

0,00 T T T T T 1
2,00 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00 3,20

Log C

Gréfico 7. Determinacao da CLsg do extrato aquoso em A. nuneztovari.

Os extratos mais apolares, hexanico e cloroférmico, foram os mais ativos,
indicando que os principios ativos larvicidas devam ser constituintes de baixa

polaridade, assemelham-se a Scott et al. (2002).

Tabela 4. Valores da CLsg de extratos obtidos do fruto de P. tuberculatum diferentes fases
de maturacgdo para larvas de A. nuneztovari

Diferentes fases de Clgo n R® Faixa de concentracéo
maturagéo (ug/mL) (ug/mL)
Grande 6,4 3 0,9316 25a1l
Médio 11,4 4 0,9460 100 a 0,80

Pequeno 26,6 3 0,9131 100 a4
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Probit

Frutos grandes

4,00 - y = 3,4336x + 2,2247
R?=0,9316

3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -

0,50

0,00 T T T T T
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0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
LogC

Gréfico 8. Determinacao da CLsg de frutos grandes em A. nuneztovari

Frutos médios

y = 2,4497x + 2,4092

8,00 - 2
R*=0,946

7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 A
2,00 -

1,00 +

1,40

0,00 T T T T
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

LogC

Gréfico 9. Determinacédo da CLsy de frutos médios em A. nuneztovari

2,50
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Frutos pequenos

y = 3,4336x + 0,1054
8,00 - R%?=0,9131

7,00 -
6,00 - .
5,00

4,00 A

Probit

3,00 -
2,00 -

1,00 -

0,00 T T T T T T 1
0,50 0,70 0,90 1,10 1,30 1,50 1,70 1,90
LogC

Gréfico 10. Determinacéo da CLs, de frutos pequenos em A. nuneztovari.

Observou-se claramente que a fase de maturacdo dos frutos esta
correlacionada com a producdo e o acumulo dos principios ativos larvicidas. O
extrato obtido de frutos grandes é mais de quatro vezes ativo que o de frutos

pequenos.

4.3 CONCENTRACAO LETAL MEDIANA (CLsg) DOS EXTRATOS DE P.
tuberculatum PARA LARVAS DE A. albitarsis

Tabela 5. Valores da CLs, de diferentes partes da espécie de P. tuberculatum para larvas
de A. albitarsis

Parte da planta Clsg n R’ Faixa de concentracéo
Extratos metandlicos (ug/mL) (ug/mL)
Fruto 28,9 4 0,9403 250a2
Galho 37,7 3 0,9131 250a2,5

Folha 35,2 3 0,8203 250a2,5
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Fruto

y =2,0951x + 1,9387

8,00 1 A
R? = 0,9403

7,00 -
6,00 -
5,00 - *
4,00 -
3,00 - .
2,00 -

1,00 -

0,00 T T T T T l
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

LogC

Gréfico 11. Determinacdo da CLsy do extrato metandlico de fruto em A. albitarsis.
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6,00 -
5,00 A
4,00 -
3,00 A
2,00 A

1,00 4
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0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
LogC

Gréfico 12. Determinacao da CLsg do extrato metandlico de galho em A. albitarsis.

3,00



60

Folha

y = 2,1405x + 1,6887

8,00 R? = 0,8203

7,00
6,00

5,00

Probit

4,00
3,00 *
2,00

1,00

0,00 T T T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Log C

Gréfico 13. Determinacgéo da CLs, do extrato metandlico de folha em A. albitarsis.

O extrato obtido a partir dos frutos, foi o mais ativo para A. albitarsis,

assemelhando-se os resultados de A. nuneztovari, apresentados neste trabalho.

Tabela 6. Valores da CLs, dos diferentes extratos de fruto de P. tuberculatum para larvas
de A. albitarsis

Diferentes extratos de Clgo n R® Faixa de concentracéo
fruto (ng/mL) (ng/mL)
Hexanico 3,565 3 0,9997 6al5
Cloroférmico 10,659 3 0,9936 31.25a4
Metandlico 78,491 3 0,9981 250 a 100
Aquoso 284,254 4 0,8519 1000 a 125
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Extrato hexanico

y = 6,4379x + 1,4457
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6,00 -
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Gréfico 14. Determinacao da CLsg do extrato hexanico em A. albitarsis.

Extrato cloroférmico

8,00 - y = 5,2962x - 0,4429
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Gréfico 15. Determinacgdo da CLs, do extrato cloroférmico em A. albitarsis.

1,60



Extrato metandlico
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Gréfico 16. Determinacao da CLsg do extrato metandlico em A. albitarsis.

Extrato aguoso

6,00 - y = 2,7735x + 1,0937
R?=0,8519
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S 3,00 -
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2,00 -
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Log C

Gréfico 17. Determinacédo da CLsg do extrato aquoso em A. albitarsis.

2,45

Seguindo a ordem de polaridade, os extratos menos polares, hexanico e

cloroformico, foram os mais ativos, igualando-se ao resutados obtidos para A.

nuneztovari deste trabalho.
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Tabela 7. Valores da CLg, de diferentes fases de maturacéo do fruto de P. tuberculatum
para larvas de A. albitarsis.

Diferentes fases de Clso n R’ Faixa de concentracao
maturacao (ng/mL) (ng/mL)
Grande 25,6 4 0,9799 20a25
Médio 28,9 4 0,9403 250 a2
Pequeno 45,0 4 0,8658 250a2

Frutos grandes

6,00 - y = 2,7735x + 1,0937
R? = 0,8519
5,00 + .
4,00 -
*
5 3,001
o

*
.

2,00 ~

1,00 -

0,00 T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
Log C

Gréfico 18. Determinacao da CLsg de frutos grandes em A. albitarsis.
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Frutos médios

8,00 - y = 2,0951x + 1,9387
R® = 0,9403
*
7,00
6,00
5,00 + .
g 4,00
o *
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Log C
Gréfico 19. Determinacéo da CLs, de frutos médios em A. albitarsis.
Frutos pequenos
y = 2,3406x + 1,1314
8,00 R? = 0,8658 .
7,00
6,00
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g *
© 4,00
[a
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Log C

Gréfico 20. Determinacéo da CLs de frutos pequenos em A. albitarsis.

s

O extrato obtido de frutos grandes € mais ativo, podendo-se fazer a
mesma observacéao feita para A. nuneztovari. Nota-se que quanto mais maduro o

fruto, maior sua atividade larvicida contas as larvas.
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CONCLUSOES

Dentre os 22 extratos metandlicos testados da familia Piperaceae, os
extratos mais efetivos contra larvas de 3° estadio de C. quinquefasciatus e
Anopheles sp foram os extratos de galho, fruto e folha de P. tuberculatum.

Dentre as diferentes partes da planta (fruto, galho e folha), o extrato mais
ativo de P. tuberculatum contra larvas de A. nuneztovari e de A. albitarsis foi o de
fruto. Comparando os diferentes extratos de frutos (hexanico, cloroférmico,
metandlico e aquoso), o extrato hexanico exibiu maior atividade larvicida para as
duas espécies de mosquitos.

Para as diferentes fases de maturacdo dos frutos (frutos pequenos,
médios e grandes), o extrato de frutos grandes foi 0 mais efetivo contra larvas das
espécise de mosquitos estudadas.

As larvas de A. albitarsis mostraram-se mais susceptiveis aos extratos
metandlicos que A. nuneztovari quando as diferentes partes de P. tuberculatum
(galho, folha e fruto) foram avaliadas.

Extratos mais polares mostraram-se menos ativos contra as duas
espécies de mosquitos seguindo a ordem decrescente de polaridade: aguoso,
metandlico, cloroférmico e hexanico.

Nas espécies de mosquitos testadas, o extrato de fruto foi bastante ativo,
indicando a sua potencialidade na produgcdo de um inseticida natural a partir de

uma fonte renovavel.
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INTRODUCAO

1 QUIMICA DA ESPECIE Piper tuberculatum

A procura por substancias biologicamente ativas, isoladas de espécies
vegetais, fez avancar as técnicas utilizadas para se comprovar o efeito sobre
organismos. Nos ultimos anos ela vem sendo feita por um processo longo e
multidisciplinar, onde cada etapa realizada € testada através de bioensaios,
resumida na figura 1 (McCLAUGHLIN et al., 1991).

separacdes separacoes elucidacao estrutural
Material vegetal Extratos Fracdes Substéncias puras
e e —_—
bioensaios bioensaios bioensaios

Figura 1. Etapas realizadas na procura de substancias bioativas.

Uma alternativa aos produtos quimicos convencionais utilizados no
combate a organismos nocivos ao homem é o emprego de extratos vegetais, pois
apresentam vantagens importantes como o baixo impacto ambiental. Por exemplo,
as isobutilamidas demonstraram atividade inseticida contra Diatraea saccharalis
Frabr. (Lepidoptera: Pyralidae) e Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepitoptera:
Noctuidae) (NAVICKIENE, dados nédo publicados), Musca domestica L. (Diptera:
Muscidae) (GBEWONYO e CANDY, 1992), Ostrinia nubilalis Hibner (Lepidoptera:
Pyralidae) e propriedades de inibicdo alimentar (MATSUI e MUNSKATA, 1975;
MIYAKADO et al., 1989; BERNARD et al., 1995).

A familia Piperaceae vem atraindo aten¢do nos Ultimos anos por possuir
substancias inseticidas. Nas espécies da familia Piperaceae, pode-se encontrar

um grande numero de metabdlitos, tais como: fenilpropandides, lignanas,
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terpenos, esteroides, chalconas, flavonas, alcalbides e amidas, produzidos em
resposta a herbivoria dos insetos (PARMAR et al., 1997).

A espécie estudada, Piper tuberculatum, se distribui no continente
americano e Antilhas. No Brasil esta presente nos estados do Amazonas, Para,
Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso
(GUIMARAES & GIORDANO, 2004).

Muitas amidas insaturadas vém sendo identificadas nas espécies do
género Piper de todas as regides tropicais do mundo, sendo identificadas de
maneira geral como piperamida, termo proposto para 0S componentes
encontrados de Piper, descrevendo todas as moléculas que possuem um grupo
aromatico e um grupo amida (KIUCHI et al., 1988). Como exemplo, observa-se a
piperina que foi a primeira amida a ser isolada dos frutos de Piper (PARMAR et al.,
1997).

Neste trabalho, todas as substancias fracionadas a partir do extrato bruto
de Piper tuberculatum, foram biomonitoradas em ensaios com larvas de terceiro
estadio de Anopheles nuneztovari e Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae).

A tabela 1 apresenta algumas substancias isoladas de Piper tuberculatum,

encontradas nas diversas partes da planta (Tabela 1).
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Tabela 1. Substancias isoladas de Piper tuberculatum em diversas partes da planta.

Parte da Planta de P. tuberculatum Referéncia
Substancia isolada

Raiz OMe Braz-Filho et al., 1981.

dimero-piplartina

Folha oo ome Capron e Wiemer, 1996
e
\©\/\'r :‘}o
N
o o

piplaréxido

o N f Aradjo-Junior et al.,
Galho N
<OW ") 100

piperdardina

Q AraGjo-Junior et al,

/o
Galho O NH 1999.
1

cefaranona B

2 9 Navickiene et al., 2000
Semente - l\é
Q
/O

piperidina

Fruto Q Chaves et al., 2003
™
<O©NMO
O

piperina S

Folha <0 Scott et al., 2005
fe) NF N
(]

piperina

o Navickiene et al., 2007.
Semente o N
<O]i>/v\)LH/Y

4-5 dihidropiperlonguminina
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As amidas mostraram atividades antifangicas contra Cladosporium
sphaerospermum e C. cladosporium (ALECIO et al., 1998; NAVICKIENE et al.,
2000; SILVA et al, 2002) e atividade moluscicida contra o vetor da
esquistossomose, Biomphalaria glabrata Say (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
(ISAO, 1984).

1.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

O termo cromatografia foi primeiramente utilizado em 1906 e sua
utilizacdo é atribuida a um botanico russo, Michael Tswett, ao descrever suas
experiéncias na separacdo dos pigmentos de extratos de folhas. De uma forma
geral, a cromatografia € um método que utiliza diversas técnicas para a separacao
de substancias de uma mistura, com fins analiticos ou preparativos e ndo implica
em reacdes quimicas entre os compostos envolvidos. Todas as técnicas
cromatograficas utilizam uma fase estacionaria e uma fase movel. A fase
estacionaria é formada de um material escolhido para reter de forma diferenciada
0s componentes da amostra que se deseja separar. A fase movel é o material que
se desloca pela fase estacionaria, arrastando os componentes da amostra. Apés
deslocar pela fase estacionaria, por um percurso de distancia adequadamente
escolhida, os componentes da amostra separam-se.

Os métodos cromatograficos subdividem-se em diferentes formas:

e Cromatografia gasosa

e Cromatografia liquida

e Cromatografia em coluna

¢ Cromatografia planar

Para o isolamento de substancias bioativas, a cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) € aquela que tem sido empregada com maior éxito.
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1.1.1 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

E a técnica mais nova e mais importante de separacdo existente. Utiliza
pequenas colunas, empacotadas com materiais especialmente preparados e uma
fase moével que é eluida em altas pressdes. Ela tem a capacidade de realizar
separacdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos
presentes em varios tipos de amostras com alto grau de pureza, em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade
(COLLINS et al., 1993).



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

2.2 ESPECIFICOS
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Isolar substancias com atividade larvicida do extrato
cloroformico dos frutos de P. tuberculatum empregando

métodos cromatograficos;

Monitorar o fracionamento do extrato pelo bioensaio da
atividade larvicida com Anopheles sp e Culex

guinquefasciatus;

Elucidar as substancias isoladas por meio de andlises

espectroscopicas;

Determinar a atividade larvicida para cada uma das

substancias isoladas.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 SOLVENTES

Os solventes (LabSynth) utilizados para analise em CCD e CC foram

purificados por destilacdo e secos com sulfato de sédio anidro, quando

necesséario. Os solventes utilizados em CLAE foram de grau cromatografico

ultrafiltrados (EM Science).

3.2 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica Ohaus, modelo Adventurer AR2140;
Balanca semi-analitica Ohaus, modelo Adventurer ARC120;
Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, Shimadzu LC-20
Prominence, equipado com uma bomba quaternaria LC-
10AT e sistema de degaseificacdo DGU — 20A, sistema de
injecdo automatico SIL20A e detetor de arranjo de diodos
SPD-M20A, software de monitoramento e tratamento de
dados LC-Solution version 1.11 SP1;

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, modelo LC-6 AD,
marca Shimadzu, equipado com detetor ultravioleta/visivel,
modelo SCL-10AVP, com duplo canal, software de
monitoramento e tratamento dos dados Class VP 6.13 SP2;
Placas aquecedoras, modelo 753 A Fisatom;

Evaporador rotativo Fisatom 802;

Banho de ultra-som Unique USC 1400;

Banho de ultra-som Bransonic 1510R-MT,;

Micropipetadores automaticos Eppendorf (P50 e P1000);
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e Transferidor automatico de solucdes Eppendorf Varispenser

plus;

3.3 REVELADORES

e Camera de revelacdo de CCD com lampadas de UV a 245

nm e 366 nm;

e Reagente de Barton modificado: a) 25% de acido
tricloroacético em cloroférmio; b) ferrocianeto de potassiol%
e cloreto de ferro Ill a 5% (WAGNER & BLADT, 1996);

e Anisaldeido: 0,5 mL de anisaldeido misturado com 10 mL de
acido acético glacial, seguido por 85 mL de metanol e 5 mL
de &cido sulfarico concentrado, nesta ordem (WAGNER &
BLADT, 1996).

3.4 COLETA DO MATERIAL VEGETAL DE Piper tuberculatum

Os frutos de P. tuberculatum foram coletados no campus principal do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizado na cidade de
Manaus (AM) nas proximidades do Lago Amazdnico.

O extrato usado para o fracionamento foi preparado por meio de extracéo

em Soxhlet, com cloroférmio, conforme descrito no capitulo 1.

3.5 BIOMONITORAMENTO

Para monitorar as fragbes separadas do extrato estudado, foram feitos
testes biolégicos, com larvas de C. quinquefasciatus, Anopheles nuneztovari e A.
albitarsis. A obtencéo das larvas das trés espécies e o procedimento nos ensaios

bioldgicos ja foram descritos no capitulo 1 deste trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRE-FRACIONAMENTO DO EXTRATO CLOROFORMICO DO FRUTO DE P.

tuberculatum

Considerando que o extrato cloroférmico encontrava-se composto de
substancias de polaridade bastante diferentes optou-se pelo fracionamento
preliminar em coluna do tipo filtrante nas seguintes condic¢des:

Foram utilizados 5,59 do extrato cloroférmico do fruto de P. tuberculatum
em coluna, com dimensfes de 20 cm de altura (h) e 4,2 cm de diametro interno
(di), preenchida com 100 g de silica gel 60 Merck (63-200 um). O extrato foi
solubilizado em 10 mL de hexano e 10 mL de acetona, com auxilio do ultra-som.
ApoOs a secagem, a extrato foi injetado sélido a coluna.

A amostra foi eluida primeiramente com 500 mL da mistura hexano e
acetona (1:1), o material foi coletado em um baldo de vidro, resultando na fracao
RG 22-1. Apds a coleta da primeira fracdo, utilizou-se 500 mL de metanol puro

(MeOH), resultando na fracdo RG 22-2, representado no fluxograma 1.

5,50 g do extrato fruto CHCl; | CC Silica gel (63-200 um)
P. tuberculatum m=5,5 g; di=4,2 cm; h=20 cm

500 mL Hexano + Acetona (1:1) 500 mL MeOH puro

Fracdo RG 22-1 Fracdo RG 22-2
32749 1,059

Fluxograma 1. Fracionamento preliminar do extrato bruto cloroférmico do fruto de P. tuberculatum.

As duas fragOes foram analisadas por CCD, com o auxilio de UV e dos
dois reveladores, reagente de Barton modificado e anisaldeido. O anisaldeido
detecta um grande numero de moléculas, podendo ser descrito como revelador

universal. E o reagente de Barton modificado é especifico na deteccdo de amidas
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apresentando manchas azuis nas placas de cromatografia de camada delgada.
Para o biomonitoramento utilizaram-se larvas de C. quinquefasciatus. Para as
duas fracdes, os testes bioldgicos foram feitos em duas concentracdes: 50 e 5
ug/mL. As fracbes foram solubilizadas em DMSO. A tabela descrita abaixo possui
a porcentagem de mortalidade para as diferentes fragcbes e concentracdes
avaliadas.

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade para C. quinquefasciatus das fracdes de Piper

tuberculatum em duas concentragfes diferentes.
Fracdes Porcentagem de mortalidade em

duas concentracdes-teste

50 pg/mL 5 pg/mL
RG22-1 100 93
RG22-2 0 0

O primeiro fracionamento biomonitorado indicou claramente que a fracao
RG22-1 concentrou a atividade larvicida, sendo por isso utilizada em um novo
fracionamento em coluna cromatogréafica (CC).

4.2 SEPARACAO CROMATOGRAFICA DA FRACAO RG 22-1

Dando prosseguimento ao isolamento, foi realizada uma segunda coluna
cromatografica e foram utilizados 3,37 g da fracdo RG 22-1. A coluna apresentava
as seguintes dimensdes: 4,2 cm de diametro interno (di) e 37 cm de altura (h).
Utilizou-se 300 g de silica flash 60 gel Merck (43 — 60 um) como fase estacionaria.
A fragéo foi impregnada em silica gel 60 e em seguida foi aplicada na forma solida
a coluna. Como fase moével foi utilizado um gradiente de diclorometano (DCM) e
MeOH na seguinte ordem: 500 mL de DCM, 500 mL de DCM/MeOH (98:2), 500
mL de DCM/MeOH (96:4), 500 mL de DCM/MeOH (94:6), 500 mL de DCM/MeOH
(92:8) e 500 mL de DCM/MeOH (90:10). Foram coletadas fracbes a cada 150 mL.

Resultaram dessa coluna 28 fragGes (Tabela 2), codificadas RG 27-1 a
RG 27-28, que posteriormente foram reunidas em 11 fragcbes de acordo com a

analise em CCD (Fluxograma 2).



Tabela 2. Rendimento das fra¢des obtidas a partir de RG22-1.

Fracbes Massa ()
RG27-1 0,0445
RG27 -2 0,0353
RG27 -3 0,0078
RG27 - 4 0,0013
RG27 -5 0,0009
RG27 -6 0,0011
RG27 -7 0,0010
RG27 -8 0,0008
RG27-9 0,0018
RG27 - 10 0,0042
RG27 -11 0,0043
RG27 - 12 0,0815
RG27 - 13 1,2361
RG27 - 14 0,7295
RG27 - 15 0,1028
RG27 - 16 0,0131
RG27 - 17 0,0184
RG27 - 18 0,0526
RG27 - 19 0,0318
RG27 - 20 0,0209
RG27 - 21 0,0130
RG27 - 22 0,0249
RG27 - 23 0,0102
RG27 - 24 0,0177
RG27 - 25 0,0146
RG27 - 26 0,0102
RG27 - 27 0,0064
RG27 - 28 0,0042

RG27 - 28 0,0663




Fracdo RG 22-1
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Gradiente: DCM/MeOH

RG 27-1 a RG 27-12
0,1882 g

3,279
CC Silica gel 60 (63-200 pm)
m=32g,di=4,2 cm, h=37 cm

RG 27-13 RG 27-14 a RG 27-28

1,2361 ¢ 1,1816 g

Fluxograma 2. Fracionamento da amostra RG 22-1.

ApOGs a reunido das amostras foram realizados os bioensaios em duas

concentracfes: 20 ug/mL e 5 ug/mL. As fracbes foram solubilizadas em DMSO

com auxilio do ultra-som e testadas em larvas de C. quinquefasciatus (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade das fracdes obtidas a partir de RG 22 —1 em duas

concentracfes diferentes.

Fracdes Massa (g) Porcentagem de mortalidade em duas
concentracdes-teste

5 pg/mL 20 pg/mL
RG27 -1 0,0445 0 0
RG27 -2 0,0353 0 0
RG27 -6 0,0011 6,6 0
RG27 - 11 0,0043 6,6 0
RG27 - 12 0,0815 60 100
RG27 - 13 1,2361 26,6 100
RG27 - 14 0,7295 66,6 50
RG27 - 15 0,1028 3,3 100
RG27 - 19 0,0318 10
RG27 — 22 0,0249 6,6
RG27 - 28 0,0663 0

Os resultados obtidos nas duas concentracfes-teste indicaram que as

fracbes mais ativas foram as fragdes RG27-12, RG27-13 e RG27-15. A fracdo
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RG27-14 também apresentou forte atividade, porém com a falta de

reprodutibilidade na concentragdo superior.
4.3 SEPARACAO CROMATOGRAFICA DA FRACAO RG27-13

O biomonitoramento feito com larvas de C. quinquefasciatus apresentou
100% de mortalidade na concentracéo de 50 pg/mL, sendo assim escolhida para
um noch fracionamento. De acordo com a analise feita em CCD, ap0s revelacao
com Anisaldeido e Reagente de Barton modificado, a fracdo RG27-13 apresentou
a maior concentracao de amidas.

Utilizou-se entdo uma nova separacdo em uma coluna de vidro de
seguintes dimensdes: 50,5 cm de altura (h) e 2,9 cm de diametro interno (di). Para
a fase estacionaria empregou-se 130 g silica flash (40—-63 um). Para a fase mével
utilizou-se dois gradientes: 1) Hexano/DCM/MeOH (70:30 a 10:90), sendo que a
mistura DCM/MeOH era 99:1 e 2) DCM/MeOH (99:1 a 80:20).

A separacao realizada resultou em 57 fragOes, codificadas de RG44-1 a
RG44-57, que posteriormente foram reunidas em 13 fracGes, de acordo com as

semelhancas das analises feitas em CCD (Fluxograma 3).

Fracdo RG27-13

1,2361 ¢
RG44-1 a RG44-14 RG44-19 RG44-21 RG44-24 RG44-25 a RG44-57
0,0326 g 0,0890 g 0,0874 g 0,2123 g 0,750 g

Fluxograma 3. Fracionamento da amostra RG27-13.

As fragOes obtidas de RG27-13 foram monitoradas, usando larvas de C.

quinquefasciatus, utilizando-se a concentragao-teste 5 ug/mL (Tabela 4).




86

Tabela 4. Porcentagem de mortalidade das fracdes geradas a partir de RG27 — 13.

FracGes Massa (g) Porcentagem de mortalidade a 5 pg/mL
RG44 -5 0,0018 3,3
RG44 -6 0,0011

RG44 - 10 0,0208

RG44 - 14 0,0089

RG44 - 19 0,0890 93
RG44 - 21 0,0874 100
RG44 - 24 0,2123 50
RG44 - 30 0,4254 3,3
RG44 — 32 0,0713

RG44 — 34 0,0881

RG44 - 36 0,0454 3,3
RG44 — 48 0,1014 0
RG44 - 57 0,0184 3,3

As fracdes RG44-19, RG44-21 e RG44-24 exibiram uma porcentagem de
mortalidade de 100, 93 e 50%, respectivamente. Comparando os resultados dos
bioensaios com os obtidos com as fragdes da coluna anterior (RG27-1 a RG27-28)
observou-se um aumento da atividade larvicida.

Uma vez que a atividade larvicida concentrou-se nas fracbes RG44-19 a
RG44-24 e a quantidade de material disponivel era limitada, decidiu-se pela
purificacdo final por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.4 PURIFICACAO DAS FRACOES RG44-19 E RG44-24 POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

4.4.1 Analise preparativa CLAE

O cromatografo liqguido de alta eficiéncia, analitico, Shimadzu LC-20
Prominence, foi usado para otimizar o método de separacdo das moléculas ativas

das fracdes RG44-19 e RG44-24. As condigles utilizadas neste procedimento
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foram: coluna de fase reversa Shim-pack PREP-ODS (II) KIT 5 pm (250 x 4,6
mm). As amostras foram preparadas em metanol na concentracdo de 1 mg/mL e
filtradas em filtros de membrana de PVDF com porosidade de 0,22 pum.

As amostras foram analisadas previamente empregando um gradiente
exploratorio de MeOH/H,0 (0-5 min 65:35; 5-15 min 100:0; 15-30 min 100:0), fluxo
de 1 mL/min. ApGs essa avaliagdo prévia, as condicbes cromatogréficas foram
otimizadas para cada fragdo chegando a diferentes ondic¢des finais de analise:

1) RG44 - 19:

0 a 15 min - MeOH/H,0 (75:25)
15 a 20 min - MeOH/H,0 (100:0)
20 a 30 min - MeOH/H,0 (100:0)

mAU _kgffcm2
100 L 75.0

] [50.0
504 [

] :—25.0
0*: i

1 * ’ ’ ’ ) N ’ ’ B I B B B R I- OO
0 10 20 Tempo (min)

Cromatograma 1. Perfil cromatografico da fracdo RG44-19 obtido a 245 nm.
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2) RG44 — 24:

0 a 5 min - MeOH/H,0 (60:40)
5a 7 min - MeOH/H,0 (80:20)

7 a 22 min - MeOH/H,0 (80:20)
22 a 25 min - MeOH/H,0 (100:0)
25 a 35 min - MeOH/H,0 (100:0)

20mAU _kgfilcm2
159 [75.0
10 i
] [50.0
5 :
] [25.0
0 [
1 ’ ’ ’ . 1 . N . N | . . . . 1 . R A 00 .
0 10 20 30 " Tempo (min)

Cromatograma 2. Perfil cromatogréafico da fracdo RG44-24 obtido a 245 nm

4.4.2 Isolamento semi-preparativo por CLAE

O isolamento foi realizado em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia,
modelo LC-6 AD, da Shimadzu, acoplado a um coluna Shim-pack PREP-ODS (H)
KIT de 5 um (250 x 25 mm). As amostras foram solubilizadas em metanol
empregando o menor volume possivel, e depois foram filtradas em membrana tipo
PVDF. Na tabela 5, apresenta-se a quantidade de cada amostra utilizada em
CLAE e o volume de metanol que foi utilizado para solubilizar as fragcoes.

Tabela 5. Quantidade em gramas utilizada de cada fragcdo em CLAE.

Fracdes Massa solubilizada Volume de metanol
para uso em CLAE (g) adicionado a fracéo (mL)
RG44-19 0,1207 5

RG44-24 0,2323 3
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Uma vez que a fragdo RG44-19 apresentou um Uunico pico principal
decidiu-se coletar apenas esse pico separadamente (Cromatograma 3).
Denominou-se RG44-19MPP o componente majoritario da amostra. O restante
dos componentes foi coletado separadamente em uma unica fracdo, denominado
de RG44-19MRG.

0,34 L
RG44-19MPP
0,29 I F
Volts £
0,14 L
0,04 -
T L A B B L B I L L B LI B B LI
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0

Tempo (minutos)
Cromatograma 3. Separac¢éo da fracdo RG44-19 em RG44-19 MPP sinalizado. Observagéo feita
no comprimento de onda de 290 nm.

Os comprimentos de onda para a leitura foram 290 nm e 254 nm. O
método de andlise utilizado foi isocratico, MeOH/H,0 (65:35) por 30 minutos com
fluxo de 10 mL/minuto. Iniciou-se com 3 injec6es de 50 pL aumentando o volume
gradativamente para 100, 200, 300, 400 e 500 pL. Os rendimentos das fracGes
RG44-19MPP e RG44-19MRG foram: 0,0064 e 0,0598 g respectivamente.

Em analise do efeito toxico pelo contato dermatolégico, Miranda et al.
(2003) demonstraram o efeito inseticida da pelitorina em adultos de Apis mellifera
L. (Hymenoptera: Apidae) onde a maioria dos insetos morreu antes de 24 h de
exposicao.

A substancia RG44-19MPP foi biomonitorada utilizando-se larvas de A.
nuneztovari, usando 5 concentragdes diferentes (50, 10, 2, 0,4 e 0,08 pg/mL).
Estranhamente, ndo houve mortalidade dos individuos em nenhuma das
concentracdes opondo-se ao trabalho de Navickiene et al. (2000) que observaram
atividade antifungica contra Cladosporium sphaerospermum.

A fracdo RG44-19MRG foi biomonitorada utilizando-se larvas de A.
nuneztovari, nas mesmas concentracfes citadas acima, apresentado mortalidade

de 16% apenas na maior concentracao testada (50 pg/mL). No restante das
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concentragdes, ndo houve mortalidade dos individuos. Observou-se uma perda
da atividade larvicida, uma vez que a fracdo RG44-19 apresentou 93% de
mortalidade a 5 pg/mL. Apés o fracionamento, nenhuma das fracdes apresentou
atividade a uma concentracdo dez vezes superior.

Para verificar a razado da perda da atividade larvicida realizou-se um novo
bioensaio com a fracdo RG44-19 recomposta a fim de comprovar o sinergismo
das moléculas presentes. A recomposicdo da amostra foi feita pela juncdo da
amostra RG44-19MPP e RG44-19MRG observando a relacdo de porcentagem
entre as duas fracdes de 12:88, em termos de massa, obtida a partir dos pesos de
RG44-19MPP e RG44-19MRG.

O termo sinergismo define-se como fendmeno quimico do qual o efeito
obtido pela acdo combinada de duas substancias quimicas diferentes € maior do
que a soma dos efeitos individuais das mesmas (SINERGIA... 2007)

Em outras palavras, Scott et al. (2002) disseram que 0 sinergismo se da
guando a toxicidade de um composto ou de uma mistura binaria € aumentada pela
adicdo de um composto individual, considerado muito menos toxico ou sem
nenhum efeito na mesma concentracao.

Essa fracdo RG44-19 recomposta foi avaliada em 5 concentracdes
diferentes: 50; 10; 2; 0,4 e 0,08 pg/mL para as duas espécies de mosquitos A.

nuneztovari e A. albitarsis mostrada na tabela 6.

Tabela 6. Porcentagem de mortalidade da fracdo RG44-19 recomposta para as duas
espécies de mosquitos
Concentragdes (ug/mL)  A.nuneztovari  A. albitarsis

50 100 100
10 100 96
2 10 3,3
0,4 0 0
0,08 0 0

Novos ensaios biologicos foram feitos com A. nuneztovari, obtendo-se

assim valores de CLsg para cada uma das fragdes estudadas (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores da CL50 das fracdes em A. nuneztovari

Fracdes Concentracéo Letal (CLsg) (ug/mL)
RG44-19MPP 16,9
RG44-19MRG 45,9
RG44-19 recomposta 5,3

Observou-se que a combinagdo da pelitorina (RG44-19MPP) com os
componentes minoritarios (RG44-19MRG) aumentou significativamente a
mortalidade das duas espécies de mosquitos (Grafico 1) indicando claramente a
ocorréncia do efeito sinergistico, assemelhando-se aquele observado por Scott et
al. (2002) que avaliaram a atividade larvicida contra Aedes atropalpus L. em
ensaios de amidas isoladas, em combinac¢fes binarias, terciarias e quaternarias,
sugerindo que o potencial de mortalidade aumentou quando 3 ou mais amidas
foram combinadas. Trés amidas encontradas em P. cenocladum C. DC.
estudadas por Dyer et al. (2003) apresentaram efeito sinergistico, assemelhando-
se a esta dissertacao.

100 A

80 -
S
o 60 A -- RG44-19 recomposta
8 -- RG44-19 MRG
< 40 A -- RG44-19 MPP
S
= 20 A

0 | T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120

Concentagao (ug/mL)

Gréfico 1. Andlise sinergistica entres as moléculas separadas da fracdo RG44-19: RG44-19
recomposta, RG44-19MRG e RG44-19MPP.

O valor da CLsp da fracdo RG44-19MPP pode estar superestimado, por
causa do numero limitado de concentragfes que puderam ser testadas, tanto pela
falta de larvas como de amostra.
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4.4.3.1 Elucidacéo estrutural de RG44-19MPP

A substancia foi elucidada por meio de espectros monodimensionais de
RMN *H e de *C (Figura 2).

> AN N
10 8 6 4 2 | /\2(
H
Figura 2. Pelitorina

No espectro de RMN *H, observa-se sinais de 4 hidrogénios olefinicos,
dois deles 6 7,20 e 5,75 tipicos de um sistema carbonilico a-3-insaturado com
configuracéo trans (J = 15 Hz).

A presenca da amida evidencia-se pelo sinal em & 3,17 tipico de um
hidrogénio ligado a nitrogénio de amida. Observa-se ainda duas metilas em & 0,95
e 0,94 com sinais em singletos. Os demais sinais também foram tabelados e

apresentados a seguir.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de "H para pelitorina (CDCls).

POSICAO 8 'H J (500 MHz) Mult 5'H J (400 MHz) Mult.
(Park et al, 2002)
2 5,75 15 d 5,76 15 d
3 7,20 10,0 e 15 dd 7,19 15 d
4 6,82 - m 6,09 - m
5 6,10 - m 6,09 - m
6 2,15 70-75 dad 2,13 7-13,8 dd
7 1,44 - m 1,37 - m
8 1,29 - m 1,28 - m
9 1,29 - m 1,28 - m
10 0,89 - s 0,88 - s
1 3,17 6,0-6,5 dd 3,16 6,4-12,9 t
2 1,82 - m 1,76 - m
3 0,94 - S 0,91 - S
4 0,95 - S 0,93 - S

Os dados obtidos estdo em concordancia com aqueles publicados na
literatura para a pelitorina (Park et al. 2002).

Nos espectros de RMN de *C (HBBD e DEPT 135), observou-se a
presenca de trés carbonos metilicos, cinco metilénicos, cinco metinicos e um
quaternario. O sinal em & 166,7 indica a presenca de uma carbonila de amida. Os
sinais 6 121,8 e 6 141,6 confirmam a presenca da ligacdo dupla conjugada com o
sistema carbonilico. Uma segunda ligacdo dupla péde ainda ser observada pela

presenca dos sinais em 6 128,3 e 128,4.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos de **C para pelitorina (CDCl5).

POSICAO 8 °c Mult. 8 °C (Park et al., 2002)
1 166.70 C 166.40
2 121.80 CH 121.76
3 141.60 CH 141.27
4 128.30 CH 128.20
5 128.40 CH 128.20
6 33.1 CH, 32.92
7 28.70 CH, 28.49
8 31.60 CH, 31.37
9 22.70 CH, 22.47
10 14.20 CHs 14.01
1 47.20 CH, 46.92
2 28.76 CH 28.63
3 20.33 CHs 20.13
& 20.30 CHs 20.13

A comparagédo tanto dos sinais de hidrogénio, quanto de carbono com os
espectros dados da literatura, permitem a identificacdo da substancia como sendo
a pelitorina, jA anteriormente isolada de P. tuberculatum (Park et al., 2002 e
Navickiene et al., 2000).

4.4.4 Andlise da fracdo RG44-24

Utilizou-se 0,2106 g da fracdo RG44-24 para ser analisada por CLAE e
separada em trés novas amostras: RG44-24-1, RG44-24-2 e RG44-24-3, sendo
estas 0s componentes majoritarios da fracdo original com o0s seguintes
rendimentos: 0,0060; 0,0310 e 0,0058 g respectivamente. A analise pelo
cromatografo foi feita pelo seguinte método: 0 — 30 minutos, 65:35 (MeOH/H,0),

isocratico com fluxo de 10 mL/minuto (Cromatograma 2).
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3H L
j RG44-24 - 1 RG44-24 - 2 RG44-24 - 3 i
o] ) ) ) 3
Volts 1 F
14 L
o L
I B I B L e A

0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0
Tempo (minutos)

Cromatograma 2. Separacao da fragcdo RG44-24 em trés componentes majoritarios. Observacao
feita no comprimento de onda de 270 nm.

Testes bioldgicos foram feitos com larvas de 3° estadio de A. nuneztovari
e A. albitarsis demonstrando atividade larvicida moderada de 33% e 37%, a 50
pHg/mL para a fracdo RG44-24-2. As demais fragOes coletadas ndo apresentaram
atividade larvicida para as duas espécies de Anopheles a 50 pg/mL. Devido a
baixa atividade, a quantidade disponivel e a pureza das amostras, ndo foi possivel
elucidar as estruturas das fracdes RG44-24-2 e RG44-24-3.

4.4.4.1 Elucidagao estrutural de RG44-24 -1

A amostra RG44-24-1 foi isolada na forma de cristais brancos. A sua
estrutura foi determinada com base na andlise dos espectros de RMN *H e de *C
(e DEPT 135) (Figura 3).

MeO

Figura 3. Piplartina
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O espectro de RMN de *H apresenta dois sinais de hidrogénios olefinicos
6 6,94 e 6,04 em configuracéo cis e dois outros 6 7,67 e 7,42 em configuracao
trans (J = 15,5 Hz). Um par de hidrogénios metilénicos em 6 4,04 indica presenca
de uma amida. Observa-se ainda um sinal de hidrogénio a 6 6,80 correspondente
a um anel aromatico simétrico tetrasubstituido. Péde-se observar ainda sinais
correspondentes a trés grupos metoxilas entre 6 3,88 e 3,87.

Os demais sinas foram tabelados e comparados com os dados na
literatura para a piplartina (Tabela 10).

Tabela 10. Deslocamento quimico de H para piplartina (CDCIy).

POSICAO 8 'H J(Hz) Mult. §'H (Duhetal,1990) J(Hz)  Mult.

3 6.04 2,0; 10 dt 6,02 9,7-18 dt

4 6,94 9,5; 10 dt 6,95 9,7-4,2 dt

5 2,48 - m 2,45 - m

6 4,04 6,5 t 4,04 6,3 t

8 7,42 15,5 d 7,41 15,6 d

9 7,67 15,5 d 7,68 15,6 d

11 6,80 - s 6,80 - s

15 6,80 - S 6,80 - S
-OMe 3,87 -3,88 - S, S, S 3,87 -3,88 - S, S




97

Os espectros de RMN de 'C mostram a presenca de sinais
correspondentes a 3 carbonos metilicos (sinais sobrepostos), dois metilénicos,
seis metinicos e seis quaternarios.

Os carbonos metilicos correspondem a trés metoxilas ligadas ao anel
aromatico trioxigenado nas posi¢cdes 12, 13 e 14, resultando num sistema
simétrico (6 130,9, 105,4, 153,6 e 145,1). O grupo amida pode ser confirmado pela
presenca da carbonila com sinal em & 169,1 conjugada com uma ligacdo dupla em
6 144,1 e 121,3. Além disso, observou-se outra carbonila em 5 166,1 também
conjugada com outra ligacdo dupla 6 145,8 e 126,0 e ligado a nitrogénio. A
presenca da amida também é confirmada pela presenca do metileno em & 41,9.
Todos os sinais foram tabelados e mostraram ser semelhantes aqueles publicados
para a piplartina, também anteriormente isolada dos frutos de P. tuberculatum
(Tabela 11).

Tabela 11. Deslocamentos quimicos de 3¢ para piplartina (CDCly).
POSICAO §C  Mult. §C (Duh etal., 1990)

2 166,1 C 166,7
3 126,0 CH 126,5
4 145,8 CH 146,4
5 25,0 CH, 25,2
6 41,9 CH, 42,1
7 169,1 C 169,7
8 121,3 CH 121,7
9 1441 CH 144,5
10 130,9 C 131,3
11 105,7 CH 106,0
12 153,6 C 154,1
13 145,1 C 141,5
14 153,6 C 154,1
15 105,4 CH 106,0
-OMe 56,4 CHs; 56,6

-OMe 61,2 CHs; 61,5
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CONCLUSOES

Os resultados do isolamento biomonitorado com ensaios biologicos de A.
nuneztovari e A. albitarsis permitiram o isolamento de duas amidas com moderada
e baixa atividade larvicida, respectivamente, pelitorina e piplartina.

Observou-se a perda da atividade larvicida durante o trabalho de
fracionamento, evidenciando o efeito sinergistico entre as moléculas, comprovado
pelo experimento realizado. Esse é o primeiro relato da atividade sinergistica da
pelitorina.

A espécie estudada, P. tuberculatum, € sugerida como alternativa
inseticida promissora, enfocando o fracionamento e isolamento das substancias
ativas, através dos quais novos testes deverdo determinar a letalidade a outros

grupos de organismos prejudiciais.
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ANEXO A — Espectros de 'H da fracdo RG44-19MPP



RG-44-13MPP

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
DATE: May 10 2007

Solvent: cdcl3

Temp. 28.0 C , 301.1 K
Operator: vnmri
INOVA-S00 *“inova500"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.049 sec

Width 5988.4 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 499.8566983 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536
Total time 0 min, 55 sec

i AAata, )
- r v ' L e ) e T T A R — - T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
e e e N | Copesages T s = o -
0.14 2.21 1.78 1.46 2.67 5.1% 18.24
1.36 3.99 1.48 8.15 6.66 8.28 38.45

Figura 4. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da pelitorina

104



105
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ANEXO B — Espectros de **C e DEPT 135 da fracdo RG44-19MPP



RG-44-13MPP

File: Carbon

Pulse Sequence: s2pul
DATE: May 11 2007

Solvent: cdci8

Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: vnmril
INOVA-500 "“inova500"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.300 sec

width 30165.8 Hz

4736 repetitions

OBSERVE C13, 125.6880363 MHZ
DECOUPLE H1, 499.8591883 MHz
Power 40 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 131072
Total time 3 hr, 12 min, 26 sec

bk s b bl A.liu.dL.lJﬂi.‘i‘aﬂhMIh A.LuL..‘l.. WAk, i oo | L G

1600 140 120 100 80 H

Figura 9. Espectro HBBD de RMN **C (125 MHz, CDCl,) da pelitorina

INDEX FREQUENCY
1 20949.675
2 18042.911
3 17803.087
q 16139.590
5 15316.121
5 9739.644
4 9707.423
8 9675.653
3 5923.7B0

10 4165.0p8
11 3s7o.7Es
12 3626.452
13 3614.484
14 3608.050
15 2851.7B5
16 2555.805
17 2551.602
18 1786.662

PPM
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143.
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20.
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857
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.582
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757
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301
215

HEIGHT

D000 w
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Heteronuclear polarization transfer experiment INDEX FREQUENCY PPN
RG-44-13HPP 1 18043.113 143.554
File: Dept 2 12803.728 141.649
. 3 16138.785 128.402
Pulse Sequence: DEPT a 15315.520 121.852
D;:i: hay 1: fg” 5 11311.982 90.000
vent: cdc [ 9782.871 77.437
Temp. 28.0 C / 301.1 K
Operator: viomri 7 8374.563 74.586
INOVA-500 “{nova500" 8 9341.671 74.324
9 5940.428 47.263
Relax. delay 1.000 sec 10 5928.686 47.177
APu'Isedo.oldgg;us 11 4164.999 33.137
cq. me . sec
width 25141.4 Hz 12 ;“;"' il g
4672 repetitions 13 870.884 31.
OBSERVE C13, 125.6890363 MHZ 14 3626.886 28.852-
DECOUPLEo :é. 489.8591983 MHz 15 3607.$72 28.706
Power
on during acquisition 16 3597.998 28.626
off during delay 17 2852.226 22.693
WALTZ-16 modulated 18 2556.065 20.336
o&L\IA P:ocsgsn‘w - 13 2552.229 20.306
ne broadening 1.0 Hz
FT size 65536 20 1787.275 14,220
Total time 2 hr, 48 min, 37 sec
i
i
|
i B e B o B L e ' 0y e Sr”r.,v.,..
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 10. Espectro DEPT 135 de RMN **C (125 MHz, CDCls) da pelitorina
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ANEXO C — Espectros de *H da fracdo RG44-24-1



RG_44_24_1

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul
DATE: Jun 25 2007

Solvent: cdc

138
Temp. 28.0 C / 301.1 K

Operator: vnmrl
INOVA-500 "inova500"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 2.049 sec
Width 4998.4 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 499.8566989 MHz

DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
6

FT size 6553

Total time 0 min, 30 sec
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Figura 11. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da piplartina
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ANEXO D — Espectros de *C da fracdo RG44-24-1



117

RG_44_24_1 INDEX  FREQUENCY PPM HEIGHT
1 21258.534 168.136 34.3
File: Carbon 2 20877.869 166.107 18.5
T 2oul 3 19305.040 153.594 58.2
ulee: 20quonces papil 4 18321.389 145.768 45.8
Dgrﬁ' J:" 2: fg°7 5 18236.695 145.094 12.4
olvent: cdc
Temp. 28.0 C / 301.1 K ? iz;og'§7: 144'°;i 72'3
Operator: vnmri 50.289 130.8 38.
INOVA-500 "inova500" 8 15846.842 126.080 62.6
] 15246.617 121.304 66.6
Relax. delay 1.000 sec 10 14740.292 117.276 9.7
Pulse 45.0 degrees 11 13287.600 105.718 91.6
B e L C 12 13254.453  105.454 24.8
2752 repetitions 13 8741.485 77.505 934.9
OBSERVE C13, 125.6850368 MHz 14 9708.725 77.252 986.1
DECOUPLE H1, 499.8591983 MHz 15 9677.964 76.999 969.4 |
POWSF 4.9 16 7693.171 61.208 51.0
continuously on X - ’
WALTZ-16 modulated 17 7089.724 56.407 145.4
DAIA PRDCE:SI?G % 18 7076.375 56.301 28.8
Line broadening 0.5 Hz ¥
g 5 meEEsR B
Total time 3 hr, 12 min, 26 sec | - o 5
21 5186.863 41.267 9.3
22 3148.215 25.048 66.2
|
|
1
ﬂqu ik ; " b ‘
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Figura 14. Espectro HBBD de RMN *3C (125 MHz, CDCls) da piplartina



Heteronuclear polarization transfer experiment INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT
RG.44.24_1 1 18321.626 145.769 23.2
File: Dept 2 18108.329 144.072 30.5
" a 3 15847.228 126.083 27.4
ulse Sequence: DEPT 4 15247.234 121.308 36.1
D::?‘ J:" 2: fg“’ 5 13288.432 105.725 72.4
vent: cdc 6 13255.440 105.462 19.4
e el 7 9734.505 77.449 6.7
INOVA-500 "inova500" 8 7692.833 61.205 26.7
] 7089.776 56.407 93.5
Relax. delay 1.000 sec 10 7076.733 56.304 17.6
:ulset?o.oldgggaes 11 6530.447 51.957 6.4
cq. me 1. sec o
Widih 25141 4 Hz 12 5265.243 41.891 40.6
2752 repetitions 13 4911.539 38.077 -6.1
OBSERVE C13, 125.6890369 MHz 14 3148.386 25.049 -43.2
DECOUPLE H1, 499.8591983 MHz
Power 40 dB
on during acquisition
off during delay
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 2 hr, 48 min, 37 sec
[ |
]
. "
LR e i Gl A o e Il T | U ‘l I
S A e e e e e e . I L B o o o o ,,7‘:.‘,[',,|‘.!‘._ T
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Figura 15. Espectro DEPT 135 de RMN **C (125 MHz, CDCl;) da piplartina
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Capitulo 3

Anélise do efeito sobre alteracdes comportamentais e morfolégicas
externas de Anopheles nuneztovari na presenca dos extratos vegetais de

Piper tuberculatum
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INTRODUCAO

Por muitos anos, inseticidas quimicos tém sido utilizados para controlar
mosquitos vetores de doencas, sendo que 0 uso continuado desses promovem
o desenvolvimento de resisténcia de larvas e adultos, contribuindo para a
diminuicdo de sua eficacia (RAWLINS & WAN, 1995). Por este motivo, formas
alternativas de controle de vetores vém sendo avaliadas. Merece destaque o
controle biolégico com o Bacillus thuringiensls israelensis (Bti), com
possibilidade de uso integrado com os produtos sintéticos (ANDRADE &
MODOLO, 1991). Derivados de plantas demonstram vantagens ecoldgicas,
particularmente com a especificidade da acdo e curta permanéncia no meio
ambiente (NAVICKIENE, 2007).

De acordo com Alves (1998), a sintomatologia compde a patologia de
insetos e estuda os sintomas e sinais provocados por diferentes tipos de
patdogenos, com a finalidade de diagnosticar as doencas provocadas nos
individuos. Algumas caracteristicas observadas como: diarréia, vomitos, perda
de apetite, anomalias na morfologia de qualquer sistema, ma formacdo dos
apéndices, mudanca na coloracdo do tegumento ou qualquer outra alteracdo
na estrutura ou no comportamento dos insetos sdo considerados sintomas.

Produtos naturais estdo sendo considerados como uma alternativa aos
pesticidas sintéticos usados na agricultura. Esses vém sendo amplamente
estudados para o controle de insetos devido ao fato de apresentarem efeito
toxico sobre os estagios larvais (DHARMSHAKTU et al., 1987; GREEN et al.,
1991; SUKUMAR et al., 1991; SILVA et al., 1996; MACEDO et al., 1997;
SCHWARTZ et al.,, 1998; PIZARRO et al., 1999). Metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas freqientemente afetam o sistema nervoso de insetos
bem como seu comportamento (SHARMA et al., 1998). De acordo com Scott et
al. (2004), os metabdlitos secundarios das espécies do género Piper
apresentam diversos modos de acdo em contato com alguns organismos,
incluindo: intoxicéo, acéo repelente, inibicdo de alimentacao.

O Oleo de Piper aduncum, de acordo com Fazolin et al. (2005),
apresentou efeito inseticida para Cerotoma tingomarianus (Coleoptera)

provocando efeitos fisioldgicos pela acdo da aplicacao topica.
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Barreto et al. 2006, utilizaram o extrato bruto etandlico de Sapindus
saponaria Lin. (Sapindaceae) e demonstraram que durante os bioensaios
algumas alteracbes no comportamento das larvas de A. aegypti foram
constatadas. Houve diminuicdo gradativa dos movimentos larvais apés 30
minutos do inicio dos testes e tornaram-se lentas ou imdveis apos trés horas de
contato com o extrato. As larvas mortas foram caracterizadas pelo
escurecimento da capsula cefalica. A. nuneztovari apresentou escurecimento
do tegumento apos 24 h da aplicacdo do extrato cloroformico a 10 pg/mL.

Larvas de Culex nigripalpus infectadas por um bacilovirus, se tornaram
letargicas apos 72 h (MOSER et al.,, 2001); com Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus o mesmo sintoma foi observado apés meia hora de exposicéo
ao Bacillus thuringiensis. Alguns trabalhos evidenciam que a redugao da
mobilidade larval é o primeiro sinal da atividade larvicida (RUIZ et al., 2004).

Durantes os experimentos de Arruda et al. (2003) as larvas de Aedes
aegypti tratadas com o extrato bruto etandlico de Magonia pubescens ST. HIL.
apresentaram diminuicdo dos movimentos. Apds 2h de permanéncia com o
extrato, as larvas apresentaram movimentos mais lentos. Quando esse periodo
atingia 4 h, as larvas ficavam mais vagarosas e permaneceram paradas no
fundo da solugéo, se movendo apenas quando estimuladas, com um estilete ou
guando se batia no frasco. Ap6s 6 h, as larvas mostraram-se completamente
letargicas, mesmo quando estimuladas por toque.

Oliveira (dados ainda n&o publicados, 2005) analisou a atividade
larvicida de Bacillus sphaericus 2362 em contato com A. albitarsis, Culex
quinquefasciatus e Aedes aegypti. Para A. albitarsis, apds 3 h da aplicacédo as
larvas comecaram a morrer, chegando a 100% de mortalidade ap6s 12 h. Para
C. quinquefasciatus, observou 100% de mortalidade apés 24 h da aplicacéo. E
para A. aegypti, as primeiras mortes foram registradas apos 12 h. As larvas em
contato com bactérias entomopatogénicas nao apresentaram espasmos.

Marchini et al. (1992), descreveram que 0s sintomas tipicos de
intoxicacdo aparecem com movimentos espasmoédicos, regurgitacdo e
eliminacao fecal. De acordo com Fodor & Colosanti (1985), as amidas também
atuam como neurotoxinas. Pode-se presumir que 0s extratos testados neste
trabalho, possivelmente possuem efeitos neurotéxicos e de intoxicagdo, ja que

as larvas apresentaram espasmos horas depois da aplicacéo.
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Considerando a forte atividade larvicida observada para os extratos
apolares de frutos de P. tuberculatum, foram realizados ensaios biologicos
utilizando extratos de Piper tuberculatum com o objetivo de observar alteracdes
morfolégicas externas em Anopheles nuneztovari, compreendendo assim o
modo de acdo nestes organismos e servindo de subsidios para a diagnose de

sintomas em outros grupos de insetos no meio ambiente.
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1 OBJETIVOS

1.1 GERAL

o Observar alteragbes comportamentais e morfologicas
externas em larvas de Anopheles nuneztovari decorrentes

do contato com extratos de frutos de Piper tuberculatum.

1.2 ESPECIFICOS

o Observar alteragdes na coloracdo do tegumento das larvas,
na mobilidade corporal, nos movimentos giratérios da

cabeca e nos movimentos das pecas bucais;

. Comparar a efetividade larvicida dos extratos, cloroférmico e
hexanico, analisando a porcentagem de mortalidade em

diferentes concentracoes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DE Anopheles nuneztovari

A coleta dos adultos de Anopheles nuneztovari foi feita nos arredores
da cidade de Manaus - AM, préxima a currais bovinos. Os mosquitos foram
coletados, ja ingurgitados, com o auxilio de um capturador manual
entomoldgico, entre 18:00 a 20:00h, e colocados em copos parafinados e
telados. Cada copo contendo 50 mosquitos. Estes foram transportados em
caixas térmicas até o Laboratorio de Malaria e Dengue, localizado no Instituto
de Pesquisas da Amazonia — INPA.

Em laboratério, os mosquitos foram colocados para oviposicao. O
processo consiste em transferir um por um, para copos plasticos de 100 mL,
telados os quais foram forrados com um chumago de algodao e papel filtro ao
fundo. Estes copos também foram telados e umidificados para a oviposigéo.

2.2 OBTENCAO DE LARVAS

Na obtencéo das larvas de Anopheles nuneztovari seguiu-se 0 mesmo

procedimento descrito no capitulo 1 desta dissertacao.

2.3 EXTRATOS VEGETAIS

A obtencdo dos extratos vegetais dos frutos de P. tuberculatum foi

realizada seguindo o mesmo padréo ja descrito no capitulo 1 desta dissertacao.

2.4 MONTAGEM DOS BIOENSAIOS

Utilizou-se copos descartaveis de 100 mL, contendo 10 larvas de 3°
estadio, em cada um. Os testes foram feitos em triplicatas, chegando a uma
quantidade final de 30 larvas testadas para cada concentracdo. Cada copo
continha 50 mL de agua destilada, medidos por um transferidor automatico.

N&o foi utilizado alimento para estes testes. Os extratos foram aplicados, com
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auxilio de micropipetadores automaticos, até atingirem as seguintes

concentragoes:

a) Extrato cloroférmico 100 pug/mL
b) Extrato cloroférmico 10 pg/mL.
c) Extrato hexanico 40 ug/mL
d) Extrato hexanico 4 ug/mL
Para os grupos de controle foram utilizados:
a) Agua de torneira;
b) DMSO puro — 50 uL (volume de transferéncia)
c) Temephds - 100 ng/mL

2.5 LEITURA DOS TESTES BIOLOGICOS

Foram escolhidos os seguintes horarios para observar as alteracdes
morfologicas externas das larvas testadas: 1 h, 2 h,3h,4 h,12he 24 h apés a
aplicagéo dos extratos.

As larvas foram consideradas mortas com a observacao das seguintes
caracteristicas: paralisacdo dos movimentos giratérios da cabeca, dos
movimentos do corpo e dos movimentos das pecas bucais e permanéncia dos
individuos no fundo do copo. Para a visualiza¢do das alteracdes morfolégicas

externas das larvas, utilizou-se um microscopio estereoscoépio.

2.6 EQUIPAMENTOS

. Banho de ultra-som (Unique USC 1400);

. Extrator Soxhlet;

. Transferidor automatico Eppendorf Varispenser Plus;
o Micropipetador Eppendorf (P50 e P1000).

o Evaporador rotativo Fisatom 802.

. Microscopio estereoscopio Carl Zeiss.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as alteragbes comportamentais e
morfolégicas externas em larvas de 3° estadio de A. nuneztovari foram

resumidos nas tabelas numeradas de 1 a 6.

3.1 OBSERVACOES APOS 1 h DA APLICACAO (TABELA 1)

Todas as larvas em contato com o extrato cloroférmico na concentracéo
de 100 pg/mL apresentaram alteracdes, levando a morte. As larvas em contato
com o extrato cloroférmico de menor concentracdo (10 pug/mL) apresentaram
diminuicdo de movimentos das pecas bucais e dos movimentos giratérios da
cabeca. Para os outros extratos nao houve modificagdes, as larvas respondiam

a estimulos externos.

Tabela 01. Efeito sintomatoldgico observado 1h apés a aplicacdo dos extratos cloroformico e
hexanico de frutos de P.tuberculatum em diferentes concentragbes em larvas de A.
nuneztovari.

Movimentos

Extrato Concentragdes MPB MGC MC Total de mortas
CHCl, 100 pg/mL A(0) A(0) A(0) 30
CHCl; 10 pg/mL P(10) P(10)  P(10) 0
Hexanico 40 ug/mL P(10) P(10)  P(10) 0
Hexanico 4 pg/mL P(10) P(10)  P(10) 0

MPB — Movimento das Pegas Bucais; MGC - Movimento Giratorio da Cabeca; MC —
Movimento do Corpo; A — Auséncia dos movimentos; P — Presenca dos movimentos; ( ) —
Numero de larvas por copo que apresentam movimentos.
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3.2 OBSERVACOES APOS 2 h DA APLICACAO (TABELA 2)

Nesta observacdo, as larvas em contato com o extrato hexéanico na
concentracdo maior (40 pg/mL) comecaram a entrar em convulsdo. As larvas
apresentaram espasmos corporais, permanecendo no fundo do copo sem
respostas a estimulos. Para os extratos, hexanico (4 pg/mL) e cloroférmico (10

ug/mL), ndo houve alteragbes morfoldgicas larvais.

Tabela 02. Efeito sintomatolégico observado 2h apés a aplicacdo dos extratos cloroférmico e
hexanico de frutos de P. tuberculatum em diferentes concentracbes em larvas de A.
nuneztovari.

Movimentos
Extrato Concentragdes MPB MGC MC Total de mortas
CHCl, 100 pg/mL A (0) A (0) A (0) 30
CHCl; 10 pg/mL P (10) P(10) P(10) 0
Hexanico 40 pg/mL P (10) P(10) P(10) 0
Hexéanico 4 ng/mL P (10) P(10) P(10) 0

MPB — Movimento das Pegas Bucais; MGC - Movimento Giratorio da Cabeca; MC —
Movimento do Corpo; A — Auséncia dos movimentos; P — Presenca dos movimentos; ( ) —
Numero de larvas por copo que apresentam movimentos.
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3.3 OBSERVACOES APOS 3 h DA APLICACAO (TABELA 3)

Metade das larvas em contato com o extrato hexanico na maior
concentracéo (40 pug/mL) morreram. Para a concentracdo menor do extrato
hexanico (4 pg/mL), o efeito foi a morte de duas larvas e a diminuicdo dos
movimentos das pec¢as bucais e dos movimentos giratérios da cabeca em 28
larvas. As larvas mortas pela maior concentracdo do extrato cloroférmico na
concentracdo de 100 pg/mL ainda apresentaram espasmos. Na concentracao
menor do extrato cloroférmico (10 pg/mL), nd&o houve mudancas
comportamentais desde a primeira hora de observacdo, respondendo ainda

aos estimulos externos.

Tabela 03. Efeito sintomatolégico observado 3h apés a aplicacdo dos extratos cloroférmico e
hexanico de frutos de Piper tuberculatum em diferentes concentracdes em larvas de A.
nuneztovari.

Movimentos
Extrato Concentracfes MPB MGC MC Total de mortas
CHCl, 100 pg/mL A (0) A(0) A (0) 30
CHCl, 10 pg/mL P (10) P(10) P(10) 0
Hexanico 40 pg/mL P (4) P(4) P(7) 15
Hexanico 4 pg/mL P (10) P(10) P(8) 2

MPB — Movimento das Pegas Bucais; MGC - Movimento Giratorio da Cabeca; MC —
Movimento do Corpo; A — Auséncia dos movimentos; P — Presenca dos movimentos; ( ) —
Numero de larvas por copo que apresentam movimentos.



129

3.4 OBSERVACOES APOS 4 h DA APLICACAO (TABELA 4)

Em contato com o extrato hexanico de maior concentracdo (40 ug/mL)
16 larvas morreram. Para a menor concentracdo do extrato hexanico e do
extrato cloroférmico, ndo houve mudancas nesta observacdo. As larvas em
contato com o extrato cloroformico (100 pg/mL) continuaram apresentando

espasmos.

Tabela 04. Efeito sintomatologico observado 4h apés a aplicacdo dos extratos cloroformico e
hexanico de frutos de P. tuberculatum em diferentes concentracbes em larvas de A.
nuneztovari.

Movimentos
Extrato Concentragdes MPB MGC MC Total de mortas
CHCl, 100 pg/mL A (0) A (0) A (0) 30
CHCl; 10 pg/mL P (10) P(10) P(10) 0
Hexanico 40 ug/mL P (4) P(3) P(7) 16
Hexanico 4 ug/mL P (10) P(10) P(8) 2

MPB — Movimento das Pegas Bucais; MGC - Movimento Giratorio da Cabega; MC —
Movimento do Corpo; A — Auséncia dos movimentos; P — Presenca dos movimentos; ( ) —
Numero de larvas por copo que apresentam movimentos.
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3.5 OBSERVACOES APOS 12 h DA APLICACAO (TABELA 5)

O trabalho de Arruda et al. (2003) mostrou que as larvas de A.
nuneztovari apresentaram-se letargicas apos 12 h em contato com os extratos
testados de Magonia pubescens assemelhando-se a essa dissertagéo.

O extrato hexanico (40 ug/mL) matou 100% das larvas. As larvas em
contato com a menor concentracdo do extrato hexanico apresentaram
diminuicdo dos movimentos. Para o extrato cloroférmico (100 pg/mL) as larvas
pararam de apresentar espamos. Foram observadas duas larvas mortas para o

extrato cloroférmico em 10 pg/mL.

Tabela 05. Efeito sintomatolégico observado 12h apdés a aplicacdo dos extratos cloroférmico e
hexanico de frutos de P. tuberculatum em diferentes concentracbes em larvas de A.
nuneztovari.

Movimentos
Extrato Concentracfes MPB MGC MC Total de mortas
CHCl, 100 pg/mL A (0) A(0) A(0) 30
CHCl, 10 pg/mL P (10) P(10) P(8) 2
Hexanico 40 pg/mL P (0) P(0) P(0) 30
Hexanico 4 pg/mL P (10) P(10) P(8) 2

MPB — Movimento das Pegas Bucais; MGC - Movimento Giratorio da Cabeca; MC —
Movimento do Corpo; A — Auséncia dos movimentos; P — Presenca dos movimentos; ( ) —
Numero de larvas por copo que apresentam movimentos.
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3.6 OBSERVACOES APOS 24 h DA APLICACAO (TABELA 6)

Apols 24 h de exposicao ao extrato hexanico (4 pug/mL) verificou-se que
14 larvas morreram (47% do total) e no extrato cloroféormico (10 pg/mL)
morreram 15 larvas (50% do total). Nesta Ultima observacdo as larvas
anteriormente mortas apresentaram mudanca na coloracdo do tegumento para
a cor negra e no formato do corpo para curvo.
Tabela 06. Efeito sintomatolégico observado 24h apés a aplicagdo dos extratos cloroférmico e

hexanico de frutos de P. tuberculatum em diferentes concentracbes em larvas de A.
nuneztovari.

Movimentos
Extrato Concentracfes MPB MGC MC Total de mortas
CHCl; 100 pg/mL A(0) A(0) A (0) 30
CHCl, 10 pg/mL P(4) P(7) P(4) 15
Hexanico 40 pg/mL P (0) P(0) P(0) 30
Hexanico 4 ug/mL P (4) P(6) P(6) 14

MPB — Movimento das Pegas Bucais; MGC - Movimento Giratorio da Cabeca; MC —
Movimento do Corpo; A — Auséncia dos movimentos; P — Presenca dos movimentos; ( ) —
Numero de larvas por copo que apresentam movimentos.

As alteracbes nas larvas de A. nuneztovari causadas pelo extrato
hexanico (40 pg/mL) e cloroférmico (100 pg/mL) do fruto de P. tuberculatum,
iniciaram-se com mudancas gradativas na sua mobilidade.

Apds 20 minutos da aplicacdo do extrato cloroformico do fruto de Piper
tuberculatum, na concentragdo de 100 pg/mL, 3 larvas (1% do total)
comecaram a mudar o estado comportamental apresentando convulsdes e
diminuicdo dos movimentos. Observadas 25 minutos depois da aplicacdo, 10
larvas (33,3% do total) apresentaram convulsées. Constatou-se que apos 50
minutos da aplicagéo do extrato 100% das larvas estavam mortas.

O extrato cloroformico na concentracdo de 100 pg/mL apresentou
efeito larvicida em 20 minutos apés a aplicacdo, levando a mortalidade de
100% das larvas em menos de 1 h. ApOs a paralisacdo dos movimentos
giratérios da cabeca, movimentos natatorios de das pecas bucais, as larvas
apresentaram espasmos durante pelo menos 4 h. Na observacéo de 12 h apos

a aplicacao, os espasmos nao foram mais observados.
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Em menor concentragdo, as larvas em contato com o0 extrato
cloroférmico (10 pg/mL) apresentaram diminuicdo dos movimentos apos 1h da
aplicacdo. As primeiras mortes so foram observadas ap6s 12 h da aplicagéo.
Apos 24 h a aplicacdo do extrato, 50% das larvas sofreram o efeito larvicida,
permanecendo letargicas apos a morte. Nesta concentracdo, 0s espasmos nao
foram observados.

O extrato hexanico de concentracdo 40 pg/mL apresentou 100% de
mortalidade das larvas apos 12 h da aplicacdo. As primeiras mortes das larvas
em contato com o extrato hexanico (4 pug/mL) foram notificadas apés 3 h da
aplicacéo.

O tegumento das larvas, apés 24h da aplicacdo dos extratos, sofreu
escurecimento, observando-se a cor negra. E o formato do corpo das larvas
mudou sua conformacao para o curvo.

Nao houve mudancgas observaveis nas larvas do controle negativo
(DMSO) e com agua de torneira, notando-se 0% de mortalidade. As larvas do
controle positivo (Temephds) exibiram 100% de mortalidade em contato com o
larvicida na primeira hora de observacao.

N&o foram encontrados trabalhos concernentes ao modo de agao
desses extratos vegetais de Piper tuberculatum em larvas de Anopheles,
possibilitando assim estudos posteriores para a observacdo da sintomatologia

interna.
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CONCLUSOES

Nas concentracdes mais altas, o extrato cloroférmico apresentou as
primeiras mortes apés 20 minutos de exposi¢ao ao extrato, diferenciando-se do
extrato hexanico que somente apos 12 h da aplicacdo observaram-se as
primeiras mortes.

O extrato hexanico apresentou ser 0 mais ativo, em uma menor
concentracdo, comparando-o com o extrato cloroférmico, entretanto, o tempo

para matar 100% das larvas foi maior.
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