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Resumo

A grande diversidade de espécies madeireiras nativas brasileiras aliada a
ampla variedade de compostos encontrados no caule dessas espécies proporcionam
uma fonte incomensuravel de moléculas bioativas. Diversos trabalhos cientificos tem
sido publicados sobre o tema e relatam que os compostos presentes em madeiras de
varias espécies possuem acgbes anti-inflamatérias, anticancerigenas, fungicidas,
bactericidas, inseticidas, entre outras. Diante do cenario epidemiolégico preocupante
relacionado as doengas causadas pelo Aedes aegypti, nesta Tese a agao larvicida
contra esse mosquito foi escolhida como foco de estudo. Para tanto, o trabalho foi
dividido em dois capitulos.

O Capitulo 1 apresenta um estudo de revisdo que contemplou 23 trabalhos
cientificos sobre o tema. Nesses estudos foram avaliadas as atividades larvicidas de
66 espécies vegetais, pertencentes a 23 familias boténicas. Cerca de 30% foram
classificadas como ativas. A espécie que apresentou o material bruto mais ativo foi a

Callistris glaucophylla cujo 6leo essencial apresentou CLso igual a 0,69ppm.

No Capitulo 2 sdo apresentados os resultados dos ensaios larvicidas de
seis espécies nativas brasileiras coletadas na Floresta Nacional de Jacunda:
Peltogyne lecointei, Martiodendron elatum, Dipteryx odorata, Erisma uncinatum,
Handroanthus incanus e Allantoma decandra. A partir do extrato bruto de
Handroanthus incanus foram isoladas e identificadas duas moléculas ativas: lapachol
e desidro-a-lapachona, que apresentaram CLso iguais a 6,41ppm e 43,38ppm,

respectivamente.

A analise conjunta dos resultados obtidos nos Capitulos 1 e 2 permitem
inferir que a madeira pode ser considerada uma fonte potencial de novos produtos
larvicidas. Contudo, recomenda-se a realizagao de estudos dos impactos ambientais
e da viabilidade econémica relacionados ao uso da madeira como fonte destes
produtos.

Palavras-chave: madeira, extrativo, inseticida, lapachol, desidro-a-lapachona



Abstract

The great diversity of Brazilian native wood species combined with the wide
variety of compounds found in the stem of these species provide an immeasurable
source of bioactive molecules. Several papers have been published about it and report
that compounds existing in woods of many species have anti-inflammatory, anti-
cancer, fungicide, bactericide, insecticide actions, among others. In view of the
worrying epidemiological scenario related to diseases caused by Aedes aegypti, in
this thesis the larvicide action against this mosquito was chosen as the focus of study.

Therefore, the research was divided into two chapters.

Chapter 1 presents a review about 23 scientific papers on the subject. In
these studies, the larvicidal activities of 66 plant species belonging to 23 botanical
families were evaluated. About 30% were classified as active. The species that
presented the most active crude material was Callitris glaucophylla, whose essential
oil showed CLso equal to 0.69ppm.

Chapter 2 presents the results of the larvicide assays of six native Brazilian
species collected in Jacunda National Forest: Peltogyne lecointei, Martiodendron
elatum, Dipteryx odorata, Erisma uncinatum, Handroanthus incanus and Allantoma
decandra. From the crude extract of Handroanthus incanus, two active molecules
were isolated and identified: lapachol and dehydro-a-lapachone, which presented CLso

equal to 6.41ppm and 43.38ppm, respectively.

The analysis of the results obtained in Chapters 1 and 2 allow us to infer
that wood can be considered a potential source of new larvicidal products. However,
it is recommended studies about environmental impacts and economic feasibility

related to the use of wood as a source for these products.

Keywords: wood, extractive, insecticide, lapachol, dehydro-a-lapachone
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1. Introducao

Desde os primordios da civilizagdo a madeira € uma das matérias primas
mais utilizadas pelo homem [1]. Além da vantagem de ser renovavel, esse recurso
possui alta resisténcia mecanica, baixo consumo energético para o seu
processamento, bom isolamento térmico e facil trabalhabilidade, e por isso tem sido
de grande utilidade nas areas de energia, construgao civil e na industria moveleira [2].
Contudo, a presenca de inUmeros compostos quimicos denominados extrativos em
sua composicdo pode ampliar o uso da madeira em diversas areas da ciéncia e da

tecnologia.

Os extrativos sao substancias sintetizadas pela arvore como defensivos
para estimulos ambientais como as caracteristicas do solo, condi¢des climaticas,
concentracdo de didxido de carbono, presenga de animais como insetos, e de
microrganismos como bactérias e fungos [3]. Sdo substancias que se diferenciam das
macromoléculas que compdem a parede celular vegetal (celulose, hemicelulose e
lignina) devido, principalmente, a sua menor massa molar [4]. Os extrativos sao
frequentemente associados a propriedades como cor, cheiro e sabor e sao
classificados como metabdlitos secundarios, ja que, em geral ndo s&o essenciais para

a vida da arvore como os metabdlitos primarios: DNA, RNA, proteinas, etc [5, 6].

A madeira contém aproximadamente de 3 a 10% de extrativos [5]. Porém,
algumas espécies tropicais podem apresentar quantidades de extrativos superiores a

10%, como no caso da Vatairea paraenses que apresenta cerca de 17% [7].

A composigdo quimica dos extrativos varia de espécie para espécie e
também entre individuos da mesma espécie, dependendo da origem geogréfica e das
condicbes climaticas do momento da coleta [8]. E ainda, um mesmo individuo pode
apresentar diferentes composi¢oes de extrativos em cada uma de suas partes (casca,
cerne, alburno, etc) [3]. Esses fatores aliados a grande biodiversidade de espécies
arbdreas nativas brasileiras tornam esse recurso uma fonte potencial incomensuravel
de principios ativos [9]. Ainda assim, o uso da madeira para a producido de
aromaticos, medicinais, corantes e outros quimicos, representam menos de 0,0015%

da producédo anual brasileira de silvicultura e extracao vegetal [10].
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Diversas classes de substancias estao presentes nos extrativos, tais como
lignanas, norlignanas, flavonoides, estilbenos, diarilheptanoides, terpenoides,
quinonas, taninos e alcaloides [11, 12]. Muitas dessas substancias apresentam
propriedades que as tornam fonte potencial de principios ativos de origem natural. O
alfa-bisabolol, por exemplo, € um produto aromatico de alto valor de mercado extraido
da madeira de candeia e usado como fixador na industria de perfumes [13]. As
substancias taxol e podofilotoxina que podem ser isoladas de algumas coniferas
possuem acao anticancerigena [14]. O drimenol obtido da madeira de Drimys
angustifolia tem sido utilizado na sintese de uma série de substancias com
propriedades fungicidas e para uso na perfumaria [15]. Propriedades anti-
inflamatorias e anticancerigenas podem ser observadas nos extrativos da madeira de

espécies do género Zanthoxylum [16].

O uso dos extrativos como inseticidas naturais também se destaca como
de grande potencial. Isso porque algumas classes de compostos sao sintetizadas
pelas plantas para atuar na defesa contra artropodes [17]. Assim, diversos estudos
tem sido publicados sobre a agéo inseticida de extratos e 6leos essenciais obtidos de
folhas, flores, frutos e sementes [18—-21]. Contudo, ndo ha tantos trabalhos sobre o

uso da madeira para esse fim.

Os inseticidas de origem natural apresentam certas vantagens em relagao
aos produtos sintéticos como os organoclorados, organofosforados e piretroides.
Dentre as vantagens estdo a maior biodegradabilidade e a menor toxicidade a
organismos nao alvos [22]. Quando comparados aos bioinseticidas e aos reguladores
de crescimento, os inseticidas de origem vegetal podem apresentar menor custo para
sua producgao [22]. Além disso, existe o problema da resisténcia desenvolvidas pelos
insetos aos produtos sintéticos usados em larga escala e por longos periodos [23].
Assim, a busca por novos produtos a base de extratos vegetais que visam diminuir as
populagdes de insetos vetores de doengas é atualmente uma das estratégias mais

promissoras [24].

Em relagado a efetividade da acdo dos larvicidas pressupbe-se que esta
diretamente relacionada ao mecanismo de agao da molécula. De maneira geral, os
inseticidas sintéticos (organoclorados, organofosforados e piretroides) agem no

sistema nervoso dos insetos, os bioinseticidas destroem o intestino e os reguladores
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de crescimento impedem o desenvolvimento e assim inibem a emergéncia de adultos
[25].

Dentre os mais populares usos de inseticidas esta o uso no controle do
mosquito Aedes aegypti, que € o principal vetor da dengue, chikungunya, Zika e febre
amarela [26]. Tais doengas podem ser consideradas como um problema de saude
publica mundial, uma vez que a maioria da populagao vive em areas de incidéncia do

mosquito e, portanto, esta vulneravel a essas enfermidades [27].

Como ainda nao ha vacinas disponiveis em larga escala para todas as
doencas transmitidas pelo mosquito, com excecao da febre amarela, um dos modos
de se enfrentar esse grave problema é através do controle populacional do inseto [27,
28]. Esse controle pode ser ambiental (eliminagéo dos criadouros), biolégico (uso de
predadores naturais dos mosquitos) e quimicos (ovicidas, larvicidas, pupicidas e
adulticidas), sendo esse ultimo o predominante [27]. Como a fase larval do inseto é a
mais vulneravel, o uso de larvicidas tem sido o método de combate mais empregado
[29]. Essa vulnerabilidade é explicada pela baixa mobilidade das larvas quando
comparadas aos insetos adultos e a presencga de protecdo externa contra téxicos
(tegumento) ndo tao rigida quando comparada a dos ovos e das pupas [30]. Além
disso, o controle das larvas tem a vantagem de impedir o surgimento da forma adulta

do mosquito que € a unica capaz de transmitir as doengas [31].

Diante desse cenario, essa tese abordou a atividade inseticida de
compostos presentes na madeira contra as larvas do Aedes aegypti. Para tanto, o
trabalho foi dividido em dois capitulos. O Capitulo 1 apresenta um estudo de revisao
sobre o tema e o Capitulo 2 apresenta o estudo da avaliacado da atividade larvicida do

material obtido de seis espécies madeireiras nativas brasileiras contra o Aedes

aegypti.

Espera-se que os resultados aqui descritos possam contribuir para a
valorizacao da madeira e com isso estimular a exploracao mais sustentavel desse
recurso tdo importante. Ao mesmo tempo, almeja-se colaborar com a busca de
produtos naturais capazes de combater a proliferacdo do mosquito Aedes aegypti,

que tem disseminado graves doeng¢as no mundo inteiro.
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2. Objetivos

O objetivo principal desta Tese é avaliar o uso da madeira como fonte de

larvicidas naturais contra 0 mosquito Aedes aegypti. Para tanto, foram tragados os
seguintes objetivos especificos:

a. Elaborar estudo de revisdo, de modo a sistematizar as informacgdes
disponibilizadas na literatura cientifica a respeito da acao larvicida contra

Aedes aegypti de compostos presentes na madeira.

b. Investigar, por meio de ensaios biomonitorados, a a¢io larvicida contra
o0 Aedes aegypti das substancias presentes no caule de seis espécies

nativas brasileiras, isolando e identificando as moléculas ativas.
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3. Referencial teoérico

3.1. Elementos constituintes da madeira

A madeira € um material complexo composto por varios tipos de células
produzidas pela arvore para desempenhar diferentes fun¢gdes como suportar a copa,
conduzir agua e nutrientes e armazenar materiais de reserva [5]. Anatomicamente, o
tronco de uma arvore é formado por diversas camadas: casca exterior, casca interior
ou floema, cambium, alburno e cerne [32]. A casca exterior tem a fungao protetora do
tronco; a casca interna transporta a seiva para o cambium e o alburno; o cambium

produz o crescimento diametral do tronco [32].

A madeira propriamente dita é formada pelas duas camadas mais
internas: alburno e cerne [5]. O alburno é a porgao mais externa formado por células
vivas que eventualmente morrem e se transformam em cerne, que € a porgao mais
interna [5]. O cerne frequentemente apresenta-se com coloragdo mais escura que o

alburno, como no caso da espécie mostrada na Figura 1 [5].

casca
exterior
casca
. . cerne
interior madeira
alburno
cambium

Figura 1: Camadas do tronco (espécie Cordia trichotoma).
Fonte: Adaptado de [33].
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Quanto a composi¢cao quimica elementar, a madeira é formada
basicamente por carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, calcio, potassio e
magnésio [4]. Esses elementos combinam-se entre si formando moléculas de alto
peso molecular (celulose, hemicelulose e lignina) e de baixo peso molecular
(extrativos e substancias minerais) [5]. Todos esses compostos sado originados pelo
processo de fotossintese, que utiliza agua e sais minerais do solo, luz solar e diéxido

de carbono presente na atmosfera [5].

A celulose € um homopolissacarideo linear e nao ramificado constituido
por 10.000 a 15.000 unidades de B-glicose unidas por ligagcbes glicosidicas que
formam cadeias estaveis e que assim conferem uma natureza rigida ao material
[32,34]. A hemicelulose também é um polimero, porém se distingue da celulose por
possuir diferentes unidades de repeticdo, sendo as mais frequentes a pentose e a
hexose [32]. Ja a lignina é um polimero dos alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico

que confere a madeira a dureza e a resisténcia [32].

Além da celulose, hemicelulose e lignina, na madeira existem diversas
substancias que podem ser extraidas conhecidas genericamente por extrativos [32].
Os extrativos constituem cerca de 5 a 8% da madeira de coniferas e 2 a 4% de

folhosas de regides temperadas [5].

Os extrativos estdo tipicamente concentrados no cerne e séao
frequentemente produzidos pela arvore como compostos defensivos para estimulos
ambientais [8, 35, 36]. Dentre esses estimulos estdo as condi¢des abidticas as quais
a arvore esta submetida, como as caracteristicas do solo, condicdes climaticas,
concentracao de didxido de carbono, além dos fatores biéticos tais como a presenca

de insetos, bactérias e fungos [37].

3.2. Classes quimicas dos extrativos

Como consequéncia dos diversos estimulos ambientais recebidos pela
arvore, a composi¢cdo quimica dos extrativos € muito variavel, sendo produzidas
inumeras classes de substancias [38]. Dentre as classes mais representativas estéo

os terpenoides, os flavonoides, os alcaloides, as quinonas e os taninos [8, 13, 39].
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3.2.1. Terpenoides

Os terpenoides (Figura 2) pertencem a classe mais variada de produtos
vegetais naturais e sao formados a partir de unidades isoprénicas de cinco carbonos
[40]. Os compostos pertencentes a esta classe podem ser classificados de acordo
com o numero de unidades de isopreno podendo ser: hemiterpenoides,
monoterpenoides, sesquiterpenoides, diterpenoides, triterpenoides e tetraterpenoides
[40].

Os hemiterpenoides sdo o menor grupo dos terpenos e inclui o isopreno
[40]. Os monoterpenoides sao compostos por duas unidades de isopreno e devido ao
seu baixo peso molecular costumam ser substancias volateis e sdo os principais
constituintes dos 6leos essenciais [41]. Tais caracteristicas conferem a aplicagao
industrial desses compostos em perfumes como o linalol, o limoneno e o mentol, e
em inseticidas, como no caso dos piretroides [41]. Os sesquiterpenoides, como o
alfa-bisabolol, possuem trés unidades isoprénicas e atuam como compostos

antimicrobianos e anti-herbivoria [40].

Os diterpenoides possuem quatro unidades isoprénicas e séao
responsaveis pela germinagdo de sementes, pelo alongamento caulinar e pela
expansao dos frutos de muitas espécies vegetais [41]. Neste grupo encontra-se uma
série de substancias importantes farmacologicamente incluindo o taxol, um agente
anticancerigeno encontrado na casca do teixo (Taxus baccata), e o forskolin, um

composto utilizado no tratamento de glaucoma [41].

Os triterpenoides possuem seis unidades isoprénicas e formam os
componentes das resinas, latex, ceras e cuticula das plantas [40]. Nessa classe
destacam-se os esteroides, como o B-sitosterol, e as saponinas que desempenham

um importante papel na defesa contra insetos e micro-organismos [40].

Os tetraterpenocides sao compostos lipossoliuveis e incluem os
carotenoides e as xantofilas, pigmentos intimamente ligados aos processos
fotossintéticos e especialmente, na pigmentacdo de flores e frutos [41],[40]. Dos
carotenoides existentes os mais prevalentes sao: alfa-caroteno, beta-caroteno, beta-

criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina [41].
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Existe ainda o grupo politerpenoides cujas moléculas sio resultantes da

sintese de mais de oito unidades de isoprenoides, ou seja, possuem mais de 40

carbonos em sua estrutura, como no caso da ubiquinona [40].

hemiterpenoide

isopreno
monoterpenoide @ <
limoneno
HO CH,
sesquiterpenoide H,C |
HsC”~ “CH;,

alfa-bisabolol

diterpenoide

triterpenoide

tetraterpenoide




beta-caroteno

0
_0 CH,
H,C
AL = H
politerpenoide o CH,
6-10
ubiquinona

Figura 2: Estruturas quimicas de alguns terpenoides.

3.2.2. Flavonoides

Os flavonoides apresentam uma estrutura quimica que consiste de dois
anéis aromaticos (A e B) unidos por um anel heterociclico oxigenado (Figura 3) [40].
Substituicdbes dos anéis A e B originam diferentes compostos tais como flavonas,
flavondis, antocianos, chalconas, auronas, di-hidroflavonoides, isoflavonoides,

neoflavonoides e biflavonoides [42].

Figura 3: Estrutura geral dos flavonoides.
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Os flavonoides costumam ser alvo de grande interesse econédmico, uma
vez que alguns representantes dessa classe apresentam propriedades biolégicas
como antitumorais, anti-inflamatérias, antioxidantes e antivirais, além de outros que

sdo corados e por isso utilizados como pigmentos [42].

3.2.3. Alcaloides

Os alcaloides (Figura 4) sdo compostos organicos ciclicos que possuem
no seu anel pelo menos um atomo de nitrogénio que apresenta um par de elétrons
nao compartilhados e isso confere um carater alcalino a esses compostos [41]. Sao
substancias derivadas de aminoacidos aromaticos como o triptofano e a tirosina
(derivados do acido chiquimico) e também de aminoéacidos alifaticos como a ornitina
e a lisina [40]. Como exemplo de substancias do grupos dos alcaloides temos a
quinina, camptotecina, chimanina, cusparina, galipina, morfina, codeina, papaverina,

tropanol, cocaina, ergotamina, vincristina e vimblastina [42].

Uma das principais funcdes dos alcaloides é a defesa quimica das plantas
contra os predadores, promovendo assim o potencial terapéutico dessa classe de
substancias (antitumoral, antifungico e antibacteriano) [42]. Além disso, esses
compostos sdo famosos pela presenca de substancias que atuam no sistema nervoso

e sao largamente utilizadas como venenos ou alucinégenos [41], [40].

L

cusparina morfina vincristina

Figura 4: Estruturas quimicas de alguns alcaloides.
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3.2.4. Quinonas

A principal caracteristica das quinonas é a presenga de dois grupos
carbonilicos que formam um sistema conjugado ciclico com pelo menos duas ligagdes
duplas entre atomos de carbono [42]. Conforme o tipo de ciclo no qual o sistema de
duplas e cetonas conjugadas esta inserido, as quinonas podem ser classificadas
como: benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas (Figura 5) [42]. Dentre as
propriedade observadas nas quinonas destacam-se a atividade laxante das

antraquinonas e as atividades farmacoldgicas e biolégicas das naftoquinonas [42].

o O 0

O

o o .
benzoquinona naftoquinona antraquinona

Figura 5: Estruturas quimicas das classes de quinonas.

3.2.5. Taninos

Os taninos sao substancias fendlicas soluveis em agua com massa
molecular entre 500 e cerca de 3.000 daltons e que podem formar complexos soluveis
em agua com alcaloides, gelatina e outras proteinas [42]. A partir de sua estrutura
quimica podem ser agrupados em taninos hidrolisaveis e taninos condensados
(Figura 6) [42]. Os taninos hidrolisaveis sao caracterizados por um poliol central, em
geral B-D-glicose, cujas hidroxilas sao esterificadas com o acido galico [42]. Ja os
taninos condensados, também chamados proantocianidinas, sado oligbmeros e
polimeros formados pela policondensagado de duas ou mais unidades flavan-3-ol e
flavan-3,4-diol [42].
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Espécies vegetais ricas em taninos sdo empregadas para o tratamento de
diversas doengas como diarreias, pressao alta, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, inflamacgdes, problemas estomacais, problemas renais e do sistema

urinario [42].

( H OH

OH

OH

HO OH

tanino hidrolisavel tanino condensado

Figura 6: Estruturas quimicas dos tipos de taninos.

3.3. Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti é oriundo da regiao etidpica, porém, de forma
passiva se dispersou por todo hemisfério ocidental, Mediterraneo e Asia tropical, nos
séculos XVII, XVIII e XIX, respectivamente [43]. No final do século XIX e inicio do
século XX chegou as llhas do Pacifico [23, 24]. Atualmente ha registros dessa espécie

em todos os paises das Américas, com excecgao do Canada [44].

O Aedes aegypti pertence ao Filo Arthropoda, Classe Hexapoda, Ordem
Diptera, Familia Culicidae e subgénero Stegomyia [5, 6]. E diferengavel de outras
espécies por possuir escamas pretas com manchas branco-prateadas na superficie

dorsal do torax [43].

Existem duas subespécies de Aedes aegypti, diferenciadas com base em
caracteres morfolégicos e comportamentais: Aedes aegypti formosus (forma silvestre)
e o Aedes aegypti aegypti (forma doméstica) [46]. A primeira subespécie,

presumidamente a forma ancestral, tem como caracteristicas a coloracdo mais escura
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e a zoofilia, ja a segunda exibe padrao de coloragdo mais claro e é preferencialmente
antropofilica [47]. O Aedes aegypti formosus esta confinado na Africa, enquanto que
o Aedes aegypti aegypti se distribui dentro e fora do continente africano, nas regides

tropicais e subtropicais [47].

O ciclo de vida do Aedes aegypti (Figura 7) ocorre por metamorfose
completa compreendendo: ovo, larva (com quatro estagios evolutivos), pupa e adulto
[23].

Aedes Aegypti / /

Adulto //

Larva 4

Figura 7: Ciclo de vida do Aedes aegypti.
Fonte: https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/

Os ovos sao elipticos, alongados e possuem cerca de 1 milimetro de
comprimento (Figura 8) [45]. A forma silvestre do mosquito depositam os ovos em
ocos de arvores [46]. Ja a forma doméstica, procuram locais ou recipientes que
possam acumular agua como pneus, materiais plasticos descartaveis, caixas d’agua

descobertas, garrafas e pratos de vasos de plantas [23, 46].
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Figura 8: Ovos de Aedes aegypti.

Fonte: http://www.anm.gov.br/assuntos/dia-nacional-de-combate-ao-mosquito-
aedes-aegypti/ovo-1

Logo apds a postura a membrana do ovo é flexivel e de cor clara, porém,
ao entrar em contato com o oxigénio, torna-se rigida e negra, conferindo protecao
mecanica e evitando a perda de agua [45]. Esse revestimento, formado por proteinas
e quitina, permite a resisténcia dos ovos por longos periodos de estiagem
(aproximadamente 18 meses) [44]. O contato com agua, muitas vezes oriunda de
chuva, propicia as condicdes ambientais favoraveis para a eclosédo das larvas [23],
[44].

As larvas de Aedes aegypti (Figura 9) vivem em agua limpa se alimentando
de algas e particulas organicas dissolvidas, ndo toleram longos periodos sem

alimentacgdo, nem luz intensa [44].

A larva possui cabeca, térax e abddémen [44]. A cabeca é globosa, bastante
esclerotizada e possui um par de antenas e o aparelho bucal do tipo mastigador-
raspador [45]. O térax das larvas é globoso, mais largo que a cabeca e possui trés
segmentos toracicos fundidos e revestidos por cerdas [45]. O abdémen é dividido em
dez segmentos, sendo que no oitavo localiza-se o sifao respiratério e no décimo,

conhecido por lobo anal, é onde termina o tubo digestivo [45].
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Figura 9: Larva de Aedes aegypti.

Fonte: http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=599&sid=32

Apos o 4° estagio, cerca de 3 ou 4 dias apos a eclosao, as larvas se
transformam em pupas (Figura 10) [44]. As pupas s&o quiescentes e destituidas de
mandibulas funcionais, portanto, nao se alimentam [45]. Possuem o corpo dividido
em cefalotérax e abdémen e sua respiragdo € feita por meio de um par de tubos
respiratorios que ficam constantemente acima da superficie liquida possibilitando
trocas gasosas e também facilitando a emergéncia do inseto adulto [44, 45]. A
movimentacdo € feita através de um par de paletas natatérias situada no ultimo

segmento abdominal [45].

2.0mm

Figura 10: Pupa do Aedes aegypti.

Fonte: http://www.anm.gov.br/assuntos/dia-nacional-de-combate-ao-mosquito-
aedes-aegypti
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Apos 2 ou 3 dias como pupa, 0 Aedes aegypti se torna adulto e dentro de
24 horas ja é capaz de voar e acasalar [44]. O mosquito adulto (Figura 11) mede cerca
de 3 a 6mm de comprimento, vive em média 30 a 35 dias e deposita em média 400 a
600 ovos durante a vida [45], [44]. Possui cabeca globosa, térax comprimido
lateralmente, abdémen cilindrico, pernas e asas [45]. O térax, as pernas, as asas € 0
abdébmen sdo revestidos por escamas com tonalidade castanho-escuro [45].
Alimenta-se de néctar ou seiva vegetal, porém a fémea, ap6s o acasalamento, faz
hematofagia, devido a necessidade da albumina e proteinas para maturagdo dos ovos
[23]. O repasto sanguineo das fémeas de Aedes aegypti geralmente é realizado em

horarios diurnos e preferencialmente em humanos [43].

Figura 11: Mosquito adulto Aedes aegypti.
Fonte: https://saude.rs.gov.br/aedes

Apesar de possuir um sistema imunoldgico simples, o Aedes aegypti
apresenta como as primeiras linhas de defesa: o tegumento, o sistema respiratério
composto pelos espiraculos e traqueias, e o trato digestivo, incluindo a membrana
peritréfica e o epitélio [48]. A segunda linha de defesa se d4 na hemocele (cavidade
do corpo), onde a penetracéo e o crescimento de micro-organismos invasores como
fungos, bactérias, virus e protozoarios sao inibidos por componentes antimicrobianos
formados por proteinas, lipidios, hidrocarbonetos, difendis, carboidratos, quitina e

melanina [48].

Como ja mencionado, o tegumento do Aedes aegyptirepresenta a primeira
barreira de defesa do inseto conferindo protecdo mecénica, quimica e bioldgica,

sustentacdo de musculos e 6rgéos, além de evitar o dessecamento [49]. E composto
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por trés camadas basicas: lamina basal (camada continua acelular de cerca de 0,5
MM ou menos de espessura formada por proteinas fibrosas, colageno, glicoproteinas
e glicosaminoglicanos); epiderme (camada de células epiteliais secretoras e outras
células especializadas de varios tipos, responsaveis pela formacdo de toda a
cuticula); e cuticula (Figura 12) [49]. A cuticula é a parte mais externa do tegumento
e é dividida em procuticula (subdividida em exocuticula, com quitina e a proteina
esclerotina conferindo rigidez; e endocuticula, mais espessa e flexivel) e epicuticula

(composta basicamente de lipidios e evita a perda de agua) [49].

= Epicuticula

Cuticula Procuticula

o) ool @v 0 pelopiop fr—/axo (0/®) —» Epiderme
Lamina basal «—— : =

Figura 12: Constituintes do tegumento dos insetos [49].

3.4. Doencgas transmitidas pelo Aedes aegypti

Dengue, chikungunya, Zika e febre amarela sdo doengas transmitidas
através da picada de fémeas infectadas do mosquito Aedes aegypti e tém se

constituido como um dos principais problemas de saude publica no mundo [26].

A incidéncia da dengue tem crescido drasticamente no mundo inteiro nas
ultimas décadas, atingindo anualmente cerca de 390 milhées de pessoas [50]. Até
1970 apenas 9 paises haviam enfrentado epidemias de dengue grave, entretanto,
atualmente essa doenca passou a ser endémica em mais de 100 paises, localizados
na Africa, nas Américas, no Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e Pacifico

Ocidental [50]. A ameaca de um possivel surto de dengue também ja existe na
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Europa, onde a transmissao local da dengue foi relatada pela primeira vez na Franga
e Croacia em 2010 [45]. Em 2016, ano caracterizado por grandes surtos de dengue
em todo o mundo, foram registrados mais de 2 milhbes de casos somente nas

Américas, sendo aproximadamente 1,5 milhées no Brasil [50].

O virus dengue possui quatro sorotipos distintos e suas infecgbes podem
variar desde formas oligossintomaticas a formas graves, podendo levar o individuo
ao obito [51]. A primeira manifestacao é a febre, geralmente acima de 38°C, de inicio
abrupto e com duracao de 2 a 7 dias, associada a cefaleia, astenia, mialgia, artralgia
e dor retroorbitaria, sendo que, anorexia, nauseas, vomitos e diarreia também podem
se fazer presentes [26]. Uma vez que nao existe tratamento especifico para a dengue,
a assisténcia em saude é feita para aliviar os sintomas por meio de repouso e

hidratacao por via oral ou intravenosa [51].

O virus chikungunya foi descoberto na Tanzania em 1952, sendo que os
piores surtos ocorreram na india, Asia e Africa [52]. As infeccdes por chikungunya
podem evoluir em trés fases: febril ou aguda, pds-aguda e cronica [26]. A fase aguda
da doenca tem duracdo de 5 a 14 dias e é caracterizada principalmente por febre alta
de inicio subito (>38,5°C) e surgimento de intensa poliartralgia, geralmente
acompanhada de dorsalgia, exantema, cefaleia, mialgia e fadiga, com duragao
variavel [26]. Na fase pds-aguda, que tem um curso de até 3 meses, geralmente a
febre desaparece [26]. Se os sintomas persistirem por mais de 3 meses apos o inicio
da doenca, considera-se instalada a fase crbénica [26]. A doenga tem baixa
mortalidade em individuos adultos, porém, podem apresentar complicacbes em
idosos e recém-nascidos [52]. O alivio dos sintomas também é feito por repouso e

hidratacdo.

A infeccdo pelo virus Zika tem sido notificada na Africa, nas Américas, no
sudeste asiatico e no pacifico ocidental [53]. A enfermidade causada pelo virus Zika
se caracteriza, mais frequentemente, por manifestacbes clinicas brandas e
autolimitadas [54]. Os sintomas aparecem alguns dias apds a picada do mosquito
infectado, duram entre 2 a 7 dias e incluem febre baixa, erupgao cutanea (exantema),
conjuntivite, dores musculares e articulares e cansacgo [53]. Assim como no caso da

dengue e chikungunya, o tratamento inclui o repouso e a hidratagao do paciente.
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O virus Zika se diferencia das outras arboviroses por ser potencialmente
teratogénico, estando associado a casos graves de disturbios neuroldgicos, incluindo
a Sindrome de Guillain-Barré e anormalidades em fetos e recém-nascidos, incluindo

as malformacgdes congénitas, em que se destaca a microcefalia [26].

A febre amarela é endémica em 47 paises, sendo 34 na Africa e 13 nas
Américas Central e do Sul [55]. Uma vez contraido, o virus da febre amarela demora
de 3 a 6 dias para ser incubado no corpo e os sintomas mais comuns sao febre, dores
musculares com dor lombar proeminente, dor de cabeca, perda de apetite, ndusea ou
vémito [55]. Na maioria dos casos, os sintomas desaparecem depois de 3 ou 4 dias,
entretanto, uma pequena porcentagem de pacientes entra em uma segunda fase mais
grave, dentro de 24 horas apds a recuperagao dos sintomas iniciais [55]. Nessa fase,
ha retorno da febre alta e as pessoas estdo suscetiveis a desenvolverem ictericia
(“amarelamento” da pele e dos olhos), urina escura, dores abdominais com vémitos
e sangramentos que podem ocorrer a partir da boca, nariz, olhos ou estbmago [55].
A febre amarela pode ser prevenida por uma vacina extremamente eficaz, segura e
acessivel, porém, uma vez contraido o virus ndo ha medicamento antiviral especifico

e o tratamento é feito para aliviar os sintomas [55].

No Brasil, o cenario epidemioldgico caracterizado pela circulagao dos virus
causadores das arboviroses dengue, chikungunya, Zika e febre amarela, constitui-se
em um grande desafio tanto para a assisténcia quanto para a vigilancia, em suas
acbes de identificacdo de casos suspeitos, no diagndstico precoce e no

desencadeamento das a¢des de prevencéo e controle [26].

A acdo mais simples para controlar ou prevenir a transmissdo dessas
doencas € combater o mosquito vetor [50]. Para tanto, as estratégias mais utilizadas
baseiam-se em campanhas para eliminacao de criadouros € em uso de inseticidas

para diminuir a incidéncia de insetos em diferentes fases do seu ciclo de vida [45].

3.5. Inseticidas

Na década de 40 as pragas agricolas eram combatidas por inseticidas de

origem natural: nicotina (isolado de espécies de Nicotiana), piretrina e aletrina
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(extraidos das flores do Chrisanthemum cinerariaefolium) e rotenona (isolado de

espécies do género Derris e Lonchocarpuso) [23].

Entre as décadas de 50 e 70, os inseticidas naturais foram substituidos
pelos de origem sintética, quando passou-se a utilizar os inseticidas quimicos

organoclorados [56].

Os inseticidas organoclorados (Figura 13) sao classificados em quatro
grupos: difenil-alifaticos, hexaclorociclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos [57].
O grupo difenil-alifatico inclui o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), considerado o
primeiro inseticida de efeito prolongado, cuja agdo envolve a destruicdo do equilibrio
de ions sédio e potassio dos axbnios, impedindo a transmissdo normal dos impulsos

nervosos em insetos e mamiferos [57].
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Figura 13: Estruturas quimicas de alguns inseticidas quimicos organoclorados.

No grupo dos hexaclorociclohexanos destaca-se o benzenohexacloro
(BHC) que também é comercializado com o nome de lindano e tem ac&o semelhante
a do DDT [57]. A maioria das substancias do grupo de cicloedienos que inclui o
clordano, aldrin e dieldrin sdo persistentes e estaveis no solo e por isso foram usados
como controle de térmitas e outros insetos cujas fases larvas alimentam-se nas raizes

das plantas [57].

Os ciclodienos impedem a entrada dos ions cloreto nos neurénios,
antagonizando os efeitos do receptor do acido gama-aminobutirico [57]. O grupo de
policloroterpenos que inclui o toxafeno e o estrobane tem agdao semelhante a dos

ciclodienos, porém foram mais usados na agricultura [57].

Devido as caracteristicas de alta persisténcia no ambiente, agéo indistinta
(atingindo tanto os vetores quanto a fauna e flora da area) e o uso indiscriminado dos
organoclorados, na década de 80 se fez necessaria a introdugéo de agentes quimicos

mais seletivos, e assim surgem os organofosforados e piretroides [23].

O grupo dos organofosforados (Figura 14) incluem todos os inseticidas que
contém fosforo e sao classificados em trés subgrupos: os alifaticos (malation, vapona,
vidrin), os derivados de fenil (etii e metil paration, fenitrotion, temefés) e os
heterociclicos (clorpirifos, clorpirifos-metil) [57]. Os organofosforados atuam inibindo
a enzima acetilcolinesterase (AChE) formando um complexo enzima-inibidor e assim
impedindo a transmissdo dos impulsos nervosos, desencadeando a paralisia e a

morte do inseto [56].
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Figura 14: Estruturas quimicas de alguns inseticidas quimicos organofosforados.

Os

organoclorados como serem biodegradaveis e ndo se acumularem nos tecidos, no

inseticidas organofosforados apresentam vantagens sobre os

entanto, sdo instaveis e mais toxicos para os vertebrados, mesmo em doses

relativamente baixas [57].

Os piretroides (Figura 15) sdo compostos sintéticos derivados de piretrinas
e do acido crisantemo, ambos extraidos das flores de plantas pertencentes ao género
Chrysanthemum [49]. Esses compostos foram sintetizados através de modificagdes
estruturais para diminuir a degradabilidade e aumentar a eficacia da piretrina natural,
usada na década de 40 [49]. Essas substancias alteram a permeabilidade do sddio
na membrana do axénio impedindo a repolarizagao normal apds o impulso nervoso,

levando o inseto a uma morte rapida [23].
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Figura 15: Estruturas quimicas de alguns inseticidas piretroides sintéticos.

Os inseticidas piretroides mais usados sao: tetrametrina, resmetrina,
bioresmetrina, bioaletrina, phonotrina, fenvalerato, permetrina, bifentrina, lambda-
cialotrina, cipermetrina, ciflutrina, deltametrina, esfenvalerato, fenpropatrina,
flucitrinato, fluvalinato, praletrina, taufluvalinato, teflutrina, tralometrina e zeta-

cipermetrina [57].

Os inseticidas piretroides sao biodegradaveis, possuem baixa toxicidade
aos mamiferos, maior estabilidade a luz e ao calor e menor volatilidade, quando
comparado as demais classes [49]. Dentre as desvantagens do uso desses

compostos estido a toxicidade para os animais aquaticos e o custo elevado [57].

A rapida recuperacao do mosquito apos as intervengdes de controle requer
a mudanca peridodica dos métodos inseticidas, fato esse que culminou no

desenvolvimento dos bioinseticidas e os reguladores de crescimento [56].
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Os bioinseticidas sdo obtidos a partir de bactérias entomopatogénicas
como Bacillus sphaericus e Bacillus thuringiensis israelenses [23]. Ambas produzem
endotoxinas proteicas que quando ingeridas pelas larvas, atacam e destroem seu
intestino médio, levando-as a morte [45]. Ainda que possuam uma agao eficiente
contra as larvas, os bioisenticidas apresentam como desvantagem o alto custo de

producdo em larga escala [58].

Os inseticidas reguladores de crescimento (Figura 16) utilizados no
controle de mosquitos pertencem ao grupo das benzoil-fenil-uréias (BPU) ou sao
compostos quimicamente relacionados ao horménio juvenil natural de insetos,
designados como Analogos de Horménio Juvenil (AHJ) [57]. As BPU interferem na
sintese de quitina durante o desenvolvimento dos estagios imaturos, impossibilitando
a ecdise (processo de muda) e, com isso, diminuindo a emergéncia de adultos [59].
Entre os inibidores da sintese de quitina mais utilizados, encontram-se o
diflubenzuron, trifflumuron e o novaluron [57]. Os AHJ interferem no sistema endécrino
dos insetos, atuando sobre o desenvolvimento e inibindo a emergéncia dos adultos
[57].
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Figura 16: Estruturas quimicas de alguns inseticidas reguladores de crescimento.

Para o controle de focos de formas larvarias de Aedes aegypti a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e o Ministério da Saude Brasileiro
recomendam os seguintes produtos: temefés, Bacillus thuringiensis israelensis,

diflubenzuron, novaluron e piriproxifen [60].

O temefds apresenta Concentracao Letal de 50% (CLso) entre 2,3ppm e
9,4ppm [23],[61],[62] e € um dos mais utilizado para controle do Aedes Aegypti no
Brasil [45], [58]. Esse larvicida é capaz de persistir na agua por um periodo entre 48
a 72 horas até se degradar por processo fotoquimico, gerando compostos inativos

contra o mosquito Aedes aegypti e tdxicos a outros organismos nao alvos [58].

Para o controle do mosquito adulto utiliza-se a aplicacdo de malation a
Ultra Baixo Volume (UBV), porém, devido a dispersao dos aerossois e ao risco de
contato com organismos nao alvo, esse tipo de controle somente é utilizados em

casos de surtos e epidemias [45].

Devido a grande resisténcia apresentada pelos ovos de Aedes aegypti
ainda nao ha produtos disponiveis no mercado com acao ovicida para serem usados

em campanhas de saude publica [45].

3.5.1. Resisténcia a inseticidas

A resisténcia a inseticidas tem causado enorme dificuldade no controle de

vetores [45],[57]. Trata-se de uma caracteristica genética que se insere numa
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populacdo em funcdo do uso continuado de um determinado inseticida [45]. Os
mecanismos envolvidos na resisténcia de insetos derivam de: diminui¢cao da taxa de
penetracao, detoxificagdo metabdlica aumentada e diminuicao da sensibilidade do
sitio-alvo [57]. Tais mecanismos podem conferir resisténcia cruzada a outro inseticida

estruturalmente relacionado [57].

A diminuicdo da taxa de penetracdo causada pelo espessamento da
camada cuticular reduz a toxicidade de inseticidas como o DDT (organoclorado), o
malation (organofosforado), permetrina e deltametrina (ambos piretroides) que
precisam penetrar pelo tegumento do inseto e difundir por suas camadas até atingir

a hemolinfa e serem transportados até seu sitio-alvo no sistema nervoso [49].

A resisténcia ao principal larvicida utilizado nas ultimas décadas, o
organofosforado temefdés, vem sendo detectada desde 1999 e por isso tem sido
substituido por inseticidas reguladores do crescimento: diflubenzuron, novaluron e
piriproxifen [60]. Embora os inseticidas reguladores de crescimento possam ser um
importante elemento no manejo da resisténcia a inseticidas, uma vez que atuam de
maneira diferente dos inseticidas tradicionais, também ja existem registros de
resisténcia a esses compostos [45, 57]. Quanto aos bioinseticidas, até o momento
ndao houve registro de resisténcia aos produtos a base de Bacillus thuringiensis
israelenses, porém, em relagdo aos derivados de Bacillus sphaericus a resisténcia ja

se desenvolveu em algumas populagées na india, no Brasil e na Franca [45, 57].

A resisténcia a inseticidas resulta no aumento da frequéncia de aplicagao,
dosagens crescentes, rendimentos diminuidos, danos ambientais e surgimento de
doencas [45]. Assim, a busca por novas substancias alternativas mais eficazes e
menos toxicas tanto ao homem quanto a natureza para o controle do mosquito Aedes

aegypti &€ necessaria [23].

A biodegradabilidade, a baixa toxicidade e a redugao do impacto ambiental
apontam os produtos naturais provenientes de plantas como candidatos alternativos
as medidas de controle de vetores, principalmente os resistentes aos inseticidas

convencionais [45].
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3.6. Floresta Nacional de Jacunda

As amostras de madeira utilizadas nesta Tese foram obtidas na Floresta
Nacional de Jacunda ou FLONA de Jacunda. A FLONA esta situada ao norte do

Estado de Rondénia (Figura 17) e possui 220.644 hectares de cobertura vegetal do

tipo Amazénica, predominantemente Floresta Ombrofila Aberta [63, 64].
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Figura 17: Floresta Nacional de Jacunda.

Fonte: http://www.florestal.gov.br/florestas-sob-concessao

A FLONA de Jacunda possui um potencial econdmico, ecoldgico e de

servicos socioambientais que impulsionam o desenvolvimento local ofertando as

familias tradicionais existentes a possibilidade de desenvolver o extrativismo como

fonte de renda [64]. De tal modo que foi autorizada como Area de Concesséo Florestal

pelo Plano de Outorga Florestal 2009 publicado pelo Servigo Florestal Brasileiro

(SFB) [63].
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A Concessao Florestal, prevista na Lei n° 11.284 de 2 de margo de 2006,
€ uma das modalidades de gestado que permite que o governo conceda a empresas
e comunidades o direito de manejar florestas publicas para obtencédo de produtos e
servigos [7]. O principal objetivo desse modo de gestdo € conservar a cobertura
vegetal das florestas brasileiras, por meio da melhoria da qualidade de vida da
populagao que vive em seu entorno e do estimulo a economia formal com produtos e

servigos oriundos de florestas manejadas de forma sustentavel [66].

As concessoes sao feitas mediante licitagcdo onde os contratos firmados
somente permitem a obteng¢do do recurso florestal por meio de técnicas de manejo
florestal de impacto reduzido [65]. A exploragao é feita por meio de um sistema de
rodizio, onde apenas de quatro a seis arvores sao retiradas por hectare e o retorno a

mesma area so ocorre apos 30 anos [65].

Atualmente a FLONA de Jacunda permanece sob o regime de Concessao
Florestal, cujo contrato com a empresa vencedora da licitagao foi assinado em julho
de 2013 e se estende por quarenta anos a partir da data de assinatura. No ambito
desse contrato, o volume total de madeira proveniente da FLONA de Jacunda
transportada de 2014 a 2018 foi de 151.956,15 m? [67].

Em relagéo a biodiversidade, de acordo com o Plano de Manejo da Floresta
Nacional de Jacunda (2010) elaborado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacgao
da Biodiversidade (ICMBio) foram identificadas na regidao 159 espécies comerciais

passiveis de exploracao [64].

3.7. Espécies madeireiras estudadas no Capitulo 2 desta Tese
As espécies madeireiras utilizadas como objeto de pesquisa nesta Tese

foram: Peltogyne lecointei, Martiodendron elatum, Dipteryx odorata, Erisma

uncinatum, Allantoma decandra e Handroanthus incanus.
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3.7.1. Peltogyne lecointei

A espécie Peltogyne lecointei Ducke (Figura 18) pertence a familia
Fabaceae e é nativa do Brasil e das Guianas [68]. A madeira das espécies
pertencentes ao género Peltogyne sao de alta densidade, possuem cheiro e gosto
imperceptiveis, alta resisténcia ao ataque de xiléfagos (fungos apodrecedores e
cupins de madeira seca) porém baixa resisténcia a organismos xiléfagos marinhos
[69]. A madeira desta espécie é utilizada na construgcédo civil, na fabricacdo de
assoalhos e mobiliarios, além de pegas menores como cabos de ferramentas, cabos
para cutelaria e tacos de bilhar [69]. Além disso, a madeira é utilizada na confecgao
de adornos e acabamentos finos devido a coloracao violacea em varias nuances até

0 roxo intenso que o cerne assume quando entra em contato com o ar [70].

2017

1.2

(a) (b)

Figura 18: Peltogyne lecointei.

Fontes: (a) http://powo.science.kew.org/ (b) arquivo do LPF

Nao foram encontradas publicacdes sobre a compostos presentes nos
extratos do caule de Peltogyne lecointei. Contudo, sabe-se que o teor de extrativos
dessa espécie é de cerca de 2,69% e que algumas espécies do género Peltogyne

apresentam em seus extratos as substancias peltoginol, mopanol e (+)-2,3-trans-
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pubesquin [70, 71, 72]. As estruturas quimicas do peltoginol e do mopanol sdo

mostradas na Figura 19.

OH OH
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HO O
peltoginol mopanol

Figura 19: Compostos isolados do género Peltogyne.

Quanto a atividade bioldgica, também n&o foram observadas publica¢des
com analises bioldgicas dos extratos da espécie Peltogyne lecointei. Porém, foi
relatado que o extrato em acetato de etila do género Peltogyne possui atividade
antifungica contra Pycnoporus sanguineus (podriddo branca) e antibacteriana [73].
Além disso, em pesquisa realizada em 1961 foi isolada da espécie Peltogyne
recifensis uma substancia com propriedades antimicrobianas contra cepas do género
Mycobacterium e Nocardia, além de agir discretamente contra Bacillus mycoides,

Sarcina lutea, Neisseria catarrhalis, Brucella suis e Candida stellatoidea [70].

3.7.2. Martiodendron elatum

A espécie Martiodendron elatum (Ducke) Gleason (Figura 20) pertence a
familia Fabaceae e é nativa do Brasil, Bolivia, Peru e Venezuela [68]. A madeira desta
espécie possui boa durabilidade natural e por isso € utilizada em obras externas,

especialmente decks [74].

46



JACUNDA
2017

3.2 |

Figura 20: Martiodendron elatum.
Fontes: (a) http://powo.science.kew.org/ (b) Arquivo do LPF

Nao foram encontradas publicacbes cientificas sobre a composicao
quimica e a atividade biologica da madeira da espécie Martiodendron elatum, nem de

outras espécies do mesmo género.

3.7.3. Dipteryx odorata

A espécie Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (Figura 21) também pertence a
familia Fabaceae € € nativa do Brasil, Bolivia, Coldbmbia, Guianas, Peru, Suriname,

Trinidade e Tobago e Venezuela [68]. A madeira dessa espécie possui alta
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densidade, cheiro e gosto imperceptiveis, e cerne de alta resisténcia ao ataque de
xil6fagos (fungos apodrecedores e cupins), porém baixa resisténcia aos xiléfagos
marinhos [69]. E utilizada na construgdo civil pesada externa e interna (pontes,
postes, mourdes, estacas, dormentes, vigas, caibros, etc), construgao civil leve
(batentes, forros e lambris), na fabricagdo de assoalhos (tacos, tabuas, parquetes,
degraus de escada), mobiliarios, além de cabos de ferramenta e embarcacgdes [69].

(b)

Figura 21: Dipteryx odorata.
Fontes: (a) http://powo.science.kew.org/ (b) Arquivo do LPF

O teor de extrativos da madeira de Dipteryx odorata pode chegar a 18%,
contendo principalmente flavonoides tais como retusina, 8-metoxiretusina, 3’-hidroxi-

8-metoxiretusina, odoratina, dipterixinao, afrormosina e (+)-(3R)-8,2’,3’-trihidroxi-7,4’-
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dimetoxiisoflavana [73, 75, 76]. As estruturas quimicas de algumas dessas moléculas

sdo mostradas na Figura 22.

(+)-(8R)-8,2’,3’-trihidroxi-7,4’-
dimetoxiisoflavana

retusina

OH
HO HO, ‘ O,
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odoratina afrormosina

Figura 22: Compostos isolados de Dipteryx odorata.

Em relagéo a atividade bioldgica, foi relatado que o extrato em acetato de
etila dessa espécie possui atividade antifungica contra Pycnoporus sanguineus
(podridao branca) e Gloeophyllum trabeum (podridao parda), enquanto que o extrato

metandlico é ativo somente contra o Gloeophyllum trabeum [73].

Quanto aos compostos isolados, ha registros de que a afrormosina

apresentou efeito contra o Trypanosoma cruzi [76)].

3.7.4. Erisma uncinatum

A espécie Erisma uncinatum Warm. (Figura 23) pertence a familia
Vochysiaceae € € nativa do Brasil, Bolivia, Colédmbia, Equador, Guianas, Peru, Suriname

e Venezuela [68]. A madeira possui baixa densidade, cheiro e gosto imperceptiveis e
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baixa resisténcia ao ataque de organismos xiléfagos (fungos e insetos) [69]. E
utilizada na construgdo civil leve (portas, ripas, molduras, andaimes, etc), na
fabricacéo de mobiliarios, além de pegas menores como laminas decorativas, chapas
compensadas e embalagens [69]. Além disso, a madeira de Erisma uncinatum

também pode ser utilizada na producéao de fibras e artesanatos [77].

Figura 23: Erisma uncinatum.
Fontes: (a) http://powo.science.kew.org/
(b) https:/Ipf.florestal.gov.br/pt-br/madeiras-brasileiras (c) Arquivo do LPF

N&o foram encontrados estudos cientificos a respeito da andlise quimica
da madeira da espécie Erisma uncinatum. Contudo, sabe-se que o teor de extrativos

dessa espécie é de cerca de 3,47% [71]. Além disso, na madeira de uma espécie do
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mesmo género, a Erisma calcaratum, foram identificados os seguintes compostos
derivados do acido elagico: acido 3,3’,4-tri-O-metilelagico-4’-O-rutinosil e acido 3,3’,4-

tri-O-metilelagico, cujas estruturas quimicas sdo mostradas na Figura 24 [78].

acido 3,3’, 4-tri-O-metilelagico-4’-O- acido 3,3, 4-tri-O-metilelagico

rutinosil

Figura 24: Compostos isolados de Erisma calcaratum.

Quanto a atividade bioldgica, apesar da madeira da Erisma uncinatum ser
classificada como de baixa resisténcia ao ataque de xil6fagos foi publicado um estudo
que constatou o efeito téxico dos extratos da madeira dessa espécie em térmita do

género Nasutitermes sp. [79, 80].

3.7.5. Allantoma decandra

A espécie Allantoma decandra (Ducke) S.A.Mori, Ya Y.Huang & Prance
(Figura 25) pertence a familia Lecythidaceae e é nativa do Brasil, Colémbia e Peru
[68]. A madeira € moderadamente pesada de textura fina a média, e possui cheiro e
gosto imperceptiveis [81]. E utilizada na construgdo civil leve e recomendada para
producao de rodapés, guarnigdes, corddes, venezianas, forros, a parte interna de

moveis finos, molduras para quadros, obras de entalhe, artigos de escritério,
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embalagens e laminas decorativas, compensados, cascos de embarcagdes leves,

cabos de vassouras e instrumentos musicais [82].

Nao foram encontradas publicagdes a respeito da composi¢ao quimica e
da atividade bioldgica dos extratos da espécie A. decandra, nem de espécies do

mesmo género.

(a) (b)

(c)

Figura 25: Allantoma decandra.
Fontes: (a) http://www. http://inct.splink.org.br/
(b) http://powo.science.kew.org/  (c) Arquivo do LPF
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3.7.6. Handroanthus incanus

A espécie Handroanthus incanus (A.H.Gentry) S. Grose (Figura 26)
pertence a familia Bignoniaceae e € nativa do Brasil, Bolivia, Coldbmbia, Equador e
Peru [68]. Até o ano de 2007 essa espécie pertencia ao género Tabebuia e era
identificada como Tabebuia incana A.H. Gentry. A partir de 2007, com base em
estudos filogenéticos, o género Tabebuia foi dividido em trés: Tabebuia,
Handroanthus e Roseodendron [83]. Entdo, a espécie Tabebuia incana passou a
pertencer ao género Handroanthus e recebeu a atual identificagdo. Diante disso, a
revisdo bibliografica feita para a elaboragdo desta Tese incluiu a busca por
publicagdes relacionadas as duas identificagdes: Handroanthus incanus e Tabebuia

incana.

Figura 26: Handroanthus incanus.
Fontes: (a) http://inct.splink.org.br/  (b) Arquivo do LPF

A madeira do género Tabebuia apresentam alta densidade, cheiro e gosto
imperceptiveis e alta resisténcia ao ataque de organismos xiléfagos (fungos e cupins)
[69]. E utilizada na construg&o civil pesada (pontes, dormentes, cruzetas, defensas,
vigas e caibros) e leve (portas, janelas, batentes, guarnigbes, rodapés, forros e

lambris), na fabricagéo de assoalhos (tdbuas, tacos, parquetes e degraus de escada),
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mobiliarios, além de pegas menores como artigos de esporte, brinquedos, cabos de

ferramenta, instrumentos musicais, etc [69].

As espécies do género Tabebuia tém sido tradicionalmente usadas na
Amazobnia para o tratamento de uma série de doengas como sifilis, febres, malaria,
doencas de pele e disturbios estomacais [73]. Atribui-se essas propriedades a
presenca de lapachol, desidro-a-lapachona, furanonaftoquinonas, tecnomaquinonas,
lignanas, flavonoides, fenilpropanoides, iridoides e fendlicos glicosilados nas espécies
deste género [73, 84]. Ao lapachol também é atribuida atividade antiparasitaria,
antibacteriana, antifungica, antitumoral, antiinflamatéria e antidepressiva [8, 35, 36,
84].

Além dos compostos comuns ao género: lapachol, tecomaquinona e
algumas furanonaftoquinonas tais como: 2-etil-5-hidroxinafto[2,3-b]furano-
4,9quinona, (-)-5-hidroxi-2(1’-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-9-quinona e (+)-8-hidroxi-
2(1’-hidroxietil)-7-metoxinafto[2,3-b]furano-4,9-quinona), a analise quimica da
madeira da espécie Handroanthus incanus identificou a presenca de lapachenole,
desidro-iso-a-lapachona e das lignanas: paulownina, cicloolivil e cicloolivil acetonida
[85].

lapachol 2-etil-5- paulownina
hidroxinafto[2,3-
b]furano-4,9quinona
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Figura 27: Compostos isolados do género Handroanthus e da espécie

Handroanthus incanus.

Quanto a atividade bioldgica, sabe-se que os extratos em acetato de etila
e metandlico de uma espécie do mesmo género, a Tabebuia serratifolia, apresentou

atividade antifungica contra Gloeophyllum trabeum (podridao parda) [73].

Nao foram encontrados estudos sobre a atividade larvicida do caule de
Handroanthus incanus, porém, algumas espécies do género Tabebuia ja foram
estudadas. Os extratos brutos das espécies Tabebuia avellanedae e Tabebuia
heptaphylla apresentaram atividade larvicida moderada e alta, respectivamente [86].
Em contrapartida, o extrato bruto da espécie Tabebuia caraiba se mostrou inativo
[87].
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CAPITULO 1

A madeira como fonte de larvicidas naturais contra

Aedes aegypti (estudo de revisao)

56



. Introducao

O Brasil possui mais de 488 milhdes de hectares ocupados por florestas
naturais, o que equivale a aproximadamente 57% do seu territorio [65]. Como efeito,
0 pais possui o maior numero de espécies florestais arbéreas do mundo, sendo que

somente na Amazénia estima-se haver mais de 11 mil [88, 89].

O setor de base florestal brasileiro é de grande relevancia para o pais
representando o quinto produto de maior importancia para o saldo da balanca
comercial [90]. A madeira, um dos principais recursos florestais explorados, € utilizada
principalmente para fins energéticos e industriais como na fabricagdo de carvao
vegetal, cuja produgao brasileira responde por cerca de um ter¢co da mundial [91].
Contudo, esta matéria prima pode ser utilizada para fins ainda mais nobres e assim
aumentar seu valor agregado, pois possui em sua composi¢cao substancias bioativas
capazes de produzir medicamentos, cosméticos, alimentos, agroquimicos, entre

outros [41].

Uma das possiveis aplicacdes de compostos obtidos da madeira esta
relacionado ao desenvolvimento de inseticidas naturais contra 0 mosquito Aedes
aegypti, que é vetor de doengas como a dengue, chikungunya, Zika e febre amarela
[28]. Nos ultimos anos as pesquisas nessa area tem se intensificado principalmente
devido aos danos ambientais e ao aumento da resisténcia dos insetos, ambos

causados pelo uso continuado de inseticidas quimicos sintéticos [29].

Nesse contexto, essa revisdo bibliografica tem o objetivo de buscar e
consolidar as informagdes disponiveis na literatura cientifica sobre a atividade

larvicida dos compostos presentes na madeira contra o0 mosquito Aedes aegpyti.
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1. Materiais e métodos

A revisao bibliografica foi feita por busca com combinagées de palavras-
chave (larvicida, natural, extrato, extrativo, éleo essencial, metabdlitos secundarios,
madeira e aegypti) em quatro bancos de dados: Science Direct, Web of Science,
PubMed e SciFinder.

As publicagbes consultadas incluiram artigos originais, artigos de revisao,
dissertacdo de mestrado e tese de doutorado, cujo conteudo incluia a investigagao
da atividade larvicida contra o mosquito Aedes aegypti de extratos brutos, fragdes,
Oleos essenciais e substancias isoladas desde que obtidos exclusivamente de

madeira (cerne, alburno, tronco e madeira do caule).

Como forma de padronizacédo dos resultados foram desconsiderados os
estudos nos quais os materiais analisados nédo estavam especificados ou eram
provenientes da casca, raiz, galhos, rizoma e partes aéreas. Além disso, para
assegurar a correta identificacdo das espécies também nao foram incluidos os

trabalhos realizados a partir de amostras de dleos essenciais comerciais.
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1. Resultados e discussoes

Foram encontrados 23 trabalhos cientificos, sendo 21 artigos originais, 1
artigo de revisdo e 1 dissertacdo de mestrado. As informagdes fornecidas nos
trabalhos foram consolidadas e sao apresentadas na Tabela 1. Os estudos
contemplaram 66 espécies pertencentes a 23 familias botanicas, o que representa
uma infima parte do total de espécies arbdéreas conhecidas, que, s6 na Amazbnia
Brasileira estima-se haver mais de 11 mil [89]. Foram conduzidos um total de 122
ensaios, sendo 106 utilizando extratos e 16 empregando 6leos essenciais. Os
solventes escolhidos para as extragdes foram bem variados, sendo o n-hexano e o

etanol os mais usados.

Conforme pode ser observado na Figura 28, a familia botanica Fabaceae
foi a que apresentou o maior numero de espécies estudadas (12 espécies) seguida
da familia Cupressaceae com 8 espécies. As demais familias obtiveram entre 1 a 6

espécies investigadas cada.
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Tabela 1: Espécies madeireiras avaliadas para atividade larvicida contra Aedes aegypti.

MATERIAL BRUTO FRACAO ISOLADO
FAMILIA ESPECIE Tipo'|Solvente?, Resultado® |Solvente?, Resultado® Composto puro Resultado® REF.
Annona E H Inativo*® - - - - [87]
crassiflora E H NI AE Ativo = - - [92]
Et Inativo - -
Annona
montana E Et CLs50>200ppm - - - - [93]
Cardiopetalum| E H Inativo® - - - - [87]
Annonaceae | calophyllum E Et Inativo*® - - - - [87]
) E H Inativo* - - - - [87]
Duguetia -
furfuracea E Et Inativo* - - - [87]
Xylopia g | Inativo* ; ; - - [87]
aromatica
Xylopia | g |y Inativo* . . : . [87]
emarginata
Aspidosperma| E H Inativo* - - - - [87]
macrocarpon | E Et Inativo* - - - - [87]
Condylocarpon -
Apocynacea isthmicum E Inativo - - - - [87]
e Himatanthus
phagedaenicus E Et Cls0>200ppm i i i i [93]
Peschiera E H Inativo*® - - - - [87]
affinis E Et Inativo* - - - - [87]
Araliaceae | DeNdropanax | e | gt | ol >1000ppm | - i i i [61]
cuneatus
Eremanthus E H Inativo* - - - -
Asteraceae glomerulatus | E Et Inativo* - - - - 871
E H Inativo* - - - - [87]
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Anemopaegm

E Et Inativo* - - - - [87]
a arvense
. E H CLso: 27,61ppm - - - - [87]
an%b;;%%ca E| H - 5 5 lapachol Cloo: 26,3ppm | [94]
Y E Et Inativo* } } _ ; [87]
Handroanthus . - - lapachol CLso: 6,41ppm
. . incanus E MS | Clso: 96,03ppm - - desidro-a-lapachona |CLso: 43,38ppm [99]
Bignoniacea .
. E Ac CLso: 100ppm - - - -
e Tabebuia -
avellanedae E AE ClLso: 151ppm - - - - [96]
E Et CLso: 185ppm - - - -
Tabebuia E H Inativo® - - - - [87]
caraiba E Et Inativo* - - - - [87]
rapapuig £ C Ol lom - L L el - [
heptaphylla E H CLso: 161,7ppm - - naftaleno e lapachol - [86]
Boraginaceae Auxg mma OE - CLso: 2,89ppm - - a-bisabolol e a-cadinol - [97]
glazioviana
Protium -
Burseraceae heptaphyllum E H Inativo - - - - [87]
Buchenavia
tomentosa E Et CLs50>1000ppm - - - - [61]
Combretaceae Terminalia
fagifolia E Et |Clso: 373,14ppm - - - - [61]
) acido citronélico e
Callitris OE ) Cls0:0,69ppm ) ) guaiol ) [98]
glaucophylla | E GRL CLso: 5,21ppm - - - - [98]
E M CLso: 306ppm - - - - [98]
Calocedrus |OEc - CLso: 75,2ppm - - - - [99]
Cupressaceae| formosana |OEa - CLso: 104,8ppm - - - - [99]
Chamaecyparis . . [10
formosensis OE - CLso: 38,6ppm - - mirtenol - 0]
. |OEc - CLso:72ppm - - - - [99]
C’)a’f)‘;’r”"l?;r '8 TOFal - | Clw:82.7ppm | - . : : [99]
J Ea| M | Clsp: 11,5ppm | M | CLso>12,5ppm _ :
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AE CLsp>12,5ppm - -
C CLs0>12,5ppm - - [10
. ferruginol CLsp>100ppm | 1]
H Clso:2,4ppm tectoquinona CLso:3,3ppm
Ec| M | Clso>400ppm - - _ ) [1]0
. CLso:
oL ferruginol 64,1ppm
H 36 150-m epi-cubebol CLso: 100ppm
te | Bt | cle: 63.200m 1PP cubebol CLso: 68,6ppm | [10
50- 93,2PP isopimarol CLso>100ppm | 2]
AE CLs0>400ppm - -
B CLs0>400ppm - -
A CLs0>400ppm - -
_ ) ) ) ) [10
Cunninghamia E Et CLso: 240ppm 3]
konishii OE - CLso: 85,7ppm - - cedrol e a-pineno CLso>100ppm [;]0
Cunninghamia| OEc - CLso: 106,4ppm - - - - [99]
lanceolata |OEa - CLso: 172,2ppm - - - - [99]
Juniperus )
virginiana OE - ClLso: 1ppm - - - - [43]
Taiwania |OEc - CLsg: 79,8ppm - - - - [99]
cryptomerioides OEa - ClLso: 240ppm - - - - [99]
D CLs0>500ppm - - [10
Anadenanthe | F M NI AE _ |Clso>1000ppm - = 4]
, B Inativo * - -
ra colubrina 10
E | Et NI CH | CLs>800ppm ] ; [ h
Fabaceae Bowdichia medicarpina:maackiain [10
virgilioides E Et CLs50>200ppm CH CLso<50ppm (7:3) CLs0:17,5ppm 4]
, E H CLso: 325ppm - - - -
Dalbergia - - - - - - [10
oliveri E D CLs0:289ppm (*+)-medicarpina CLs0:102,5ppm 5]

formononetina

CL50:152,6ppm
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(x)-violanona

CLs0:224,6ppm

E AE CLso: 3060ppm - - -

E M Clso: 688,5ppm - - - -
Dipteryx . i i ] ] 95
odorata E MS Inativot [95]
Diptychandra i ] ] ] ]
aurantiaca | © Et | ClLso>1000ppm 61]
E AE InativoD - - . . [é ]0
Enterolobium A ) ) ) ) [10
schomburgkii E M Inativo 6]
E A InativoD - - - i [(13]0
Hymenaea - ) ) (10
stigonocarpa E CH CLs0>200ppm AE Inativo ;
10
E | AE Inativo® - - ; ] [6]
; [10
Inga alba E M Inativo™ - - - - 8]
10
E A InativoX - - - - [6]
; [10

a - - - -
Macrolobium | E AE Inativo 6]
guianense E M Inativod ] ] ] ] [ é ?
Martiodendron | g | g Inativot . : - - [95]

elatum
Peltogy ne E MS Inativot - - - - [95]
lecointei

. [10

a - - - -
Spirotropis E AE Inativo 6]
Iong/fOIIa E M InativoD ) i i ] [é]o
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i a -
E EP Inativo 6]
. [10
a -
E A Inativo 6]
. [10
a -
E AE Inativo 6]
. [10
. Humiria E M Inativo™ ) 6]
Humiriaceae balsamifera [10
E EP Inativod - 6]
. [10
O -
E A Inativo 6]
. [10
O -
E AE Inativo 6]
. [10
O -
Licaria E M Inativo 6]
cannella | g | gp InativoD . 1
Lauraceae [10
E A Inativod -
6]
Ocotea
suaveolens E Et CLs0>1000ppm - [61]
Sextonia . [10
rubra E AE CLso: 3,17ppm - 6]
. Allantoma .
Lecythidaceae decandra E MS Inativot - [95]
. [10
a -
E AE Inativo 6]
. [10
a -
- Byrsonima E M Inativo 6]
Malpighiaceae spicata [10
P E EP InativoX - 6]
. [10
a -
E A Inativo 6]
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Basiloxylon

brasiliensis | = Et Clso >200ppm i i i [93]
Ec D Inativo® - mansonona C CL100: 6,25ppm [;]0
Malvaceae Mansonia Ec Et Inativo® - - - [10
gagei 7]
U0 i} ) ) [10
Ec M Inativo 7]
Melochia
parvifolia E Et CLs0>1000ppm - - - [61]
. Piper ) [10
Piperaceae ribesioides E E CLso: 8,13ppm - - - 8]
Amyris )
balsamifera | OF ) Clso: 1ppm } - - [43]
_ . . CLsol [1 0
Rutaceae Spathelia - " . desacetilespathelina 69,9ppm 9]
excelsa - glabretal CLso: 4,8ppm [;]0
. ) ) ) [10
Casearia E AE Inativo 6]
Salicaceae grandifiora E M Inativo*® - - - [(15]0
Casearia E H CLso: 369,4ppm - - - [87]
sylvestris E Et Inativo* - - -
Santalum . guaiol, elemol e
Santalaceae album OE - CLso: 10ppm - cudesmol - [43]
Cupania E H Inativo* - - -
vernalis E Et Inativo® - - -
. Matayba E H Inativo* - - -
Sapindaceae guianensis E Et Inativo® - - - [871
Serjania E H Inativo* - - -
lethalis E Et Inativo® - - -
Manilkara o [10
Sapotaceae huberi E AE Inativo - - - 6]
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A _ } ) ) [10
E M Inativo 6]
P _ ) ) ) [10
E EP Inativo 6]
P _ ) ) ) [10
E A Inativo 6]

Pouteria E H Inativo* - - - -

gardneri E Et Inativo* - - - -
Pouteria E H Inativo* - - - - [87]

ramiflora E Et Inativo* - - - -

Pouteria torta | E Et Inativo* - - - -
Thymelaeacea| Aquilaria . [11
e malaccensis | OF ) Clso: 20,19ppm ) ) - } 0]

. Erisma .

Vochysiaceae uncinatum E MS Inativot - - - - [95]

1 E:Extrato; Ea:Extrato do alburno; Ec:Extrato do cerne; OE: Oleo essencial; OEa:Oleo essencial do alburno; OEc: Oleo essencial
do cerne.

2 A Agua; Ac: Acetona; AE:Acetato de etila; Et:Etanol; D:diclorometano; M:Metanol; H:N-hexano; EP:Eter de petroleo; CH:
Ciclohexano; B:Butanol; C:cloroformio; NI: Nao informado; GRL: Gas Refrigerante Liquefeito; MS: Mistura de solventes (n-hexano:
acetato de etila: etanol: diclorometano (4:4:1:1 v/v)).

3 CLso: Concentracao letal para 50% das larvas; CL1oo: Concentragéo letal para 100% das larvas.

* resultado <65% de mortalidade para 500ppm em 24 horas

** considerado ativo a parti de 10% de mortalidade para 125ppm

T resultado < 80% de mortalidade para 250ppm em 24 horas

O resultado <50% de mortalidade para 100ppm em 48 horas

© testes realizados para 500ppm e critério de classificagcdo néo informado pelo autor
* inativos em concentragdes de 10 a 500ppm
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Figura 28: Numero de espécies vegetais estudadas por familia botanica.

Foi possivel observar que ndo houve homogeneidade no critério adotado
pelos autores quanto a classificacdo da atividade larvicida do material estudado.
Alguns autores consideraram ativas as amostras com CLso<1000ppm apés 24h [61].
Outros autores adotaram critérios mais restritivos e classificaram como ativas
somente as que apos 24h apresentaram CLs0<100ppm [43]. E ainda, alguns autores
ndo apresentaram os resultados de CLso, no entanto, classificaram as amostras de
acordo com a percentagem de mortes das larvas para uma concentragéo especifica
e um tempo determinado. Mesmo nesses casos os critérios foram diferentes. Alguns
autores consideraram ativas as amostras que a 500ppm de concentragdo causaram
65% de mortalidade das larvas em 24h [87]. Outros autores s6 consideraram ativas
as que obtiveram no minimo 80% de mortalidade em 24h a 250ppm de concentragao
[95]. Em um dos trabalhos as amostras foram identificadas como ativas quando a

100ppm causaram a morte de mais de 50% das larvas em 48h [106]. E ainda, um dos
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autores testou as amostras a 500ppm e outro testou de 10 a 500ppm, sendo que
ambos as classificaram como ativas ou inativas, porém, nao informaram o critério para
classificagcao [104, 107].

Como forma de padronizar os resultados compilados neste artigo de
revisao foi adotado o critério mais restritivo para classificagdo da amostra como ativa
(CLso 2100ppm em 24h). Assim, somando-se as amostras ativas por esse critério
aquelas classificadas como ativas pelos autores que avaliaram somente a
percentagem de mortes das larvas, tém-se dezessete espécies com material bruto
ativo (seis extratos, nove 6leos essenciais e duas com ambos). Outras trés espécies
apresentaram fragdes ou substancias isoladas ativas, apesar do material bruto nao
ter sido testado ou ter sido considerado inativo pelo autor. Assim, tém-se um total de
vinte espécies que apresentaram atividade larvicida, o que representa cerca de 30%

do total das espécies estudadas.

As espécies que apresentaram os materiais brutos mais ativos foram a
Callitris glaucophylla cujo 6leo essencial apresentou CLso igual a 0,69ppm, seguida
da Amyris balsamifera e Juniperus virginiana, ambas apresentando 6leos essenciais
com CLso iguais a 1ppm. Em relagdo aos extratos, a espécie Sextonia rubra
apresentou a maior atividade com CLso igual a 3,17ppm. Além dessas, outras trés
espécies apresentaram 6leo essencial ou extrato com resultados de CLso abaixo de

10ppm (Auxemma glazioviana, Piper ribesoides e Santalum album).

Os estudos permitiram a identificacdo de vinte e trés moléculas
potencialmente ativas, além de uma mistura (Medicarpina:maackiain (7:3)), conforme
€ mostrado na Tabela 2. Destas, doze foram obtidas a partir de materiais brutos
ativos, quatro foram isoladas de fragdes ativas e cinco moléculas mais a mistura
(Medicarpina:maackiain (7:3)) foram isoladas de materiais brutos inativos. Outras
duas moléculas foram obtidas de materiais brutos ndo testados. As estruturas

quimicas sao mostradas na Figura 29.
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Tabela 2: Moléculas potencialmente ativas presentes nos metabdlitos secundarios.

CLASSE MOLECULA RESULTADO OBTENCAO
Aromaticos | 2,6-di-terc-butilnaftaleno NI EB inativo (Clso:
161,7ppm)
ClLso: 26,3ppm | EB nao testado
lapachol
NI EB ativo (CLso: 86,1ppm)
. . CLso: EB ativo (CLso:
Quinonas desidro-a-lapachona 43.38ppm 96,03ppm)
tectoquinona CLso: 3,3ppm EB ativo (CLso: 11,5ppm)
mansonona C CL100: 6,25ppm | EB inativo
medicarpina:maackiain . EB inativo
(7:3) Clso: 17,5ppM | )+ 1>200ppm)
medicarpina CLso: EB inativo
. P 102,5ppm (CLs0:289ppm)
Flavonoides - = :
formononetina CLso: EB inativo (CLso:
152,6ppm 289ppm)
violanona CLso: EB inativo (CLso:
224 .6ppm 289ppm)
a-bisabolol NI OE ativo (CLso: 2,89ppm)
a-cadinol NI OE ativo (CLso: 2,89ppm)
acido citronélico NI OE ativo (CLso: 0,69ppm)
. NI OE ativo (CLso: 0,69ppm)
guaiol :
NI EB ativo (CLso: 11,5ppm)
mirtenol NI OE ativo (CLso: 38,6ppm)
. CL50>100ppm | FR ativa (CLso: 2,4ppm)
ferruginol :
CLso: 64,1ppm | FR ativa (CLso: 36,1ppm)
Terpenoides | epi-cubebol CLso: 100ppm | FR ativa (CLso: 36,1ppm)
cubebol CLso: 68,6ppm | FR ativa (CLso: 36,1ppm)
isopimarol CL50>100ppm | FR ativa (CLso: 36,1ppm)
cedrol CLs0>100ppm | OE ativo (CLso: 85,7ppm)
a-pineno CLs0>100ppm | OE ativo (CLso: 85,7ppm)
desacetilespathelina CLso: 69,9ppm | EB nao testado
glabretal CLso: 4,8ppm EB nao testado
elemol NI EB ativo (CLso: 10ppm)
eudesmol NI EB ativo (CLso: 10ppm)

NI: N&o informado na publicagdo. EB: Extrato bruto. OE: Oleo essencial. FR: Fragéo.
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Figura 29: Estruturas quimicas das moléculas isoladas dos metabdlitos secundarios.
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As moléculas potencialmente ativas pertencem as seguintes classes de
substancias: quinonas, aromaticos, flavonoides e terpenoides, sendo essa ultima a

mais representativa com 62% do total, conforme é mostrado na Figura 30.

Flavonoides Quinonas
17%  ———aul 17%

~.__ Aromaticos
4%

Terpenoides
62%

Figura 30: Classes das moléculas potencialmente ativas contra larvas de Aedes

aegypti.

A principal caracteristica das quinonas é a presenga de dois grupos
carbonilicos que formam um sistema conjugado ciclico com pelo menos duas ligagdes
duplas entre atomos de carbono [42, 111]. Dentre as propriedades observadas das
quinonas destacam-se as atividades laxante, farmacologica e bioldgica [42]. Nos
trabalhos publicados foram relatadas trés quinonas com acdo larvicida: a
tectoquinona, o lapachol, a desidro-a-lapachona e a mansonona C. A tectoquinona
apresentou a maior agdo larvicida dentre todas as moléculas testadas, com CLso igual

a 3,3ppm.

Os flavonoides apresentam uma estrutura quimica difenilpropano que
consiste de dois anéis aromaticos unidos por um anel heterociclico oxigenado [40,
112, 113]. Os flavonoides costumam ser alvo de grande interesse econdmico, uma
vez que alguns representantes dessa classe apresentam propriedades biologicas
como antitumorais, anti-inflamatérias, antioxidantes e antivirais, além de outros que

sao corados e por isso utilizados como pigmentos [42, 113, 114]. Dentre os trabalhos
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consultados, a mistura entre os flavonoides medicarpina:maackiain (7:3) apresentou

o melhor resultado em termos de atividade larvicida, com CLso igual a 17,5ppm.

Os terpenoides pertencem a classe mais variada de produtos vegetais
naturais e sdo formados através da fusao de unidades isoprénicas de cinco carbonos
[40], [115], [116]. Os compostos terpenoides de baixo peso molecular costumam ser
substancias volateis e por isso podem ser usados em sabores e em perfumes [41]. A
funcao desses compostos nas plantas pode ser tanto para atrair polinizadores quanto
para repelir insetos, como no caso dos piretroides [41, 117]. Alguns terpenoides de
maior peso molecular, como os esteroides, possuem a funcgao inseticida e também
sdo precursores das saponinas, que atuam como compostos antimicrobianos contra
fungos e bactérias [40]. Além desses, ha também alguns terpenoides como os
carotenoides que sdo antioxidantes e ainda conferem coloragdo as plantas [41].
Diante dessas informagbes, nota-se que os terpenoides possuem um grande
potencial de atividade bioldgica. Dentre os terpenoides identificados na Tabela 2, o
glabretal se destaca devido a sua alta atividade larvicida, cujo resultado foi de CLso

igual a 4,8ppm.

O unico representante da classe de aromaticos, o 2,6-di-terc-butilnaftaleno,

nao foi testado isoladamente contra as larvas do mosquito.

Em relacao a efetividade da agao larvicida dos extratos, leos essenciais
e moléculas isoladas testadas nos estudos, pode-se dizer que os resultados
apresentados por algum desses compostos sdo similares a inseticidas sintéticos
como o temefds. Esse organofosforado € o unico larvicida recomendado pela
Organizagdo Mundial de Saude para uso em agua potavel [57]. Dados encontrados
da literatura mostram resultados de CLso do temefds variando entre 2,3ppm e 9,4ppm
e informam que esse larvicida é um dos mais utilizado para controle do Aedes Aegypti
no Brasil [23, 45, 58, 61, 62].

Dentre todas as espécies estudadas, sete (C. glaucophylla, A. balsamifera,
J. virginiana, S. rubra, A. glazioviana, P. ribesoides e S. album) obtiveram material
bruto com atividade similar ao temefés, apresentando CLso < 10ppm. Nesse caso,
cabe destacar que se trata de resultados obtidos para os materiais brutos (extratos e

6leos essenciais), ou seja, sem qualquer fracionamento ou isolamento.
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Em relacdo as moléculas, apesar de apenas quinze terem sido testadas
isoladamente, destaca-se a efetividade do terpenoide glabretal que apresentou CLso
igual a 4,8ppm e da quinona tectoquinona cujo CLso foi de 3,3ppm. Tanto o glabetral
quanto a tectoquinona apresentaram boa efetividade quando comparadas ao

temefos.

Quanto ao modo de agao dos larvicidas naturais ndo foram encontrados
nos estudos a descricdo dos mecanismos. Porém, presume-se que a atividade
larvicida de algumas moléculas naturais como o lapachol deve estar relacionado a
geragdo de espécies reativas de oxigénio que podem danificar o DNA e
posteriormente induzem a morte da larva [86]. Esse mecanismo de agao se diferencia
dos empregados pelos inseticidas convencionalmente usados. Essa caracteristica
pode conferir mais uma vantagem para o uso de alguns inseticidas naturais, uma vez

que contribui para o enfrentamento da resisténcia nos insetos.

Em relagéo a toxicidade a organismos nao alvos, ainda que considerados
menos toxicos que os sintéticos, os larvicidas naturais também podem apresentar
certa toxicidade aguda aos organismos n&o alvos, como no caso das saponinas e de
alguns subprodutos do processo de extracado de 6leos essenciais como os hidrolatos
[118-120]. E ainda, tais compostos podem interferir a longo prazo na fisiologia e no
comportamento desses organismos [121]. Assim, o desenvolvimento de produtos de
origem natural também deve demandar estudos detalhados sobre sua acédo no

ecossistema a curto, médio e longo prazo.

As informacdes contidas na Tabela 1 também permitem inferir algumas

observagdes a respeito de similaridades e divergéncias entre os resultados obtidos.

A primeira observacéo esta relacionada com a questdo da complexidade
intrinseca ao processo de obtengao do material vegetal a ser analisado. Por exemplo,
o extrato bruto etandlico da espécie Cybistax antisyphilitica ndo apresentou atividade
larvicida enquanto que o extrato bruto hexanico apresentou CLso igual a 27,6ppm.
Esses resultados enfatizam a influéncia do solvente escolhido no perfil do material

obtido apds o processo extrativo.

Também merece destaque a diferenca entre os resultados encontrados

para os extratos brutos metandlicos do cerne e do alburno da espécie Cryptomeria
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Japonica. Enquanto que o extrato do primeiro material foi considerado inativo com
CLso maior que 400ppm, o do segundo apresentou alta atividade com CLso igual a
11ppm. Esses resultados mostram que os perfis dos compostos presentes no cerne

podem ser bem diferentes daqueles existentes no alburno de uma mesma arvore.

Outra observacao digna de nota se refere a interagao existente entre as
moléculas presentes no material vegetal, que pode ser sinérgica e otimizar a atividade
biolégica ou antagbénica e diminuir a acdo do complexo em comparagdo as
substancias isoladas [122]. Como exemplo podemos citar a agao antimalaria da
espécie Artemisia annua. Os efeitos sinérgicos e antagonistas dos diversos
compostos presentes no extrato dessa planta como a artemisina, principal substancia
ativa, tem sido alvo de diversas pesquisas. Apesar das causas desses efeitos ainda
serem desconhecidas, presume-se que estao relacionadas com a ag¢ao anti-oxidante

ou pro-oxidante das moléculas [122].

Esse fenbmeno pode ser uma possivel explicacdo para os resultados
apresentados para a Cunninghamia konishii. O 6leo essencial da madeira dessa
espécie apresentou CLso igual a 85,7ppm, porém, os componentes majoritarios cedrol
e a-pineno quando testados isoladamente se mostraram menos eficazes contra as

larvas, uma vez que ambos apresentaram CLso maiores que 100ppm.

Caso parecido pode ser observado para a espécie Cryptomeria japonica,
cujo extrato bruto etandlico do cerne apresentou CLso igual a 63,2ppm. Esse extrato
foi fracionado e a fragao hexanica intensificou a atividade pois obteve CLso igual a
36,1ppm. Entretanto, a separagdo dos compostos dessa fragcdo ocasionou uma
diminuicdo na efetividade da atividade pois as moléculas isoladas: ferruginol, epi-
cubebol, cubebol e isopimarol apresentaram CLso de 64,1ppm, 100ppm, 68,6ppm e

maior que 100ppm, respectivamente.
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V. Consideragoes sobre o Capitulo 1

O avanco da tecnologia em termos de analises quimicas proporcionou a
implementacéo de técnicas de isolamento, identificagdo e elucidagédo de moléculas
bioativas presentes na madeira com grande valor comercial. Algumas dessas
moléculas apresentam propriedades larvicidas que apontam essa matéria prima

natural como fonte potencial de novos produtos para esse fim.

Apesar dos pesticidas sintéticos serem considerados mais efetivos que os
naturais, alguns compostos presentes na madeira (tanto do material bruto quanto das
substancias isoladas) foram similares e até mais efetivos que um dos larvicidas

sintéticos mais utilizados, o temefos.

A utilizacdo de larvicidas provenientes de matérias primas naturais como a
madeira pode apresentar diversas vantagens em comparagdo aos sintéticos, tais
como: ser obtido a partir de um recurso renovavel, apresentar maior

biodegradabilidade e menor toxicidade aos organismos nao alvos.

No caso do Aedes aegypti ha ainda a questao da resisténcia desenvolvida
pelo mosquito devido ao uso continuo e em larga escala dos larvicidas sintéticos.
Diante desse problema, se torna ainda mais importante a busca por novos principios
ativos de origem natural que apresentem mecanismos de agao diferentes dos

sintéticos e que possam com isso favorecer a diminuicdo dessa resisténcia.
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CAPITULO 2

Avaliacao da atividade larvicida de seis espécies

madeireiras da Floresta Nacional de Jacunda

76



. Introducao

O Sistema de Concessao Florestal, que é detalhado no item 3.6 desta
Tese, permite a exploragao de espécies vegetais presentes em Florestas Nacionais
(FLONAs) como a Floresta Nacional de Jacunda. No ambito deste Sistema, dentre as
espécies ja exploradas nesta FLONA estdo: Peltogyne lecointei, Martiodendron
elatum e Dipteryx odorata (Fabaceae), Erisma uncinatum (Vochysiaceae), Allantoma
decandra (Lecythidaceae) e Handroanthus incanus (Bignoniaceae).

As madeiras dessas espécies, cujas caracteristicas sdo descritas com
maiores detalhes no item 3.7 desta Tese, sao utilizadas para diversos fins, tais como:
construcao civil, fabricacdo de moéveis e de utensilios domésticos. Os compostos
presentes na madeira de algumas delas apresentaram atividades bioldgicas
relevantes, como nos casos da Dipteryx odorata e da Erisma uncinatum, cujos
extratos apresentaram, respectivamente, acao antifingica e antitérmitas. Entretanto,
nem todas foram estudadas quimicamente nem biologicamente, como nos casos das

espécies Allantoma decandra e Martiodendron elatum.

A investigagdo da composicdo quimica e da atividade biolégica dos
compostos presentes na madeira dessas espécies ja exploradas pode representar
uma importante estratégia para adogdo de praticas mais sustentaveis do setor
florestal. Isso porque a identificagao de novos usos comerciais permite as empresas
um melhor aproveitamento da matéria prima, maior flexibilidade quanto a
comercializacdo de seus produtos e ainda, a possibilidade de reaproveitamento dos

residuos gerados pelo processo de beneficiamento da madeira.

Neste contexto, o intuito deste Capitulo é estudar a composi¢cao quimica e
a atividade bioldgica relacionada a agao larvicida contra o mosquito Aedes aegypti
dos compostos presentes nas madeiras de espécies ja exploradas presentes na

Floresta Nacional de Jacunda.

77



1. Materiais e métodos

I.1. Coleta e identificagao do material vegetal

As amostras foram coletadas no més de junho do ano de 2017 na Floresta
Nacional do Jacunda situada ao norte do Estado de Ronddnia, a cerca de 100 km da
cidade de Porto Velho. A coleta foi realizada sob o respaldo da Autorizacédo para
Atividades com Finalidade Cientifica n° 60658-3 emitida pelo Instituto Chico Mendes

de Conservacgao da Biodiversidade (ICMBio).

Para este trabalho foram estudadas as espécies que na ocasido da
amostragem estavam sendo abatidas durante a exploracdo da Unidade de Producéo
Anual (UPA) 4 da Unidade de Manejo Florestal (UMF) - | de Jacunda, conforme Plano

de Manejo da Area de Concessao Florestal.

Apds a derrubada das arvores selecionadas para estudo (trés a cinco
arvores de cada espécie) os troncos foram arrastados para os patios de floresta,
seccionados em toras, identificados e transportados até o patio da serraria. Em
seguida, as toras foram cortadas em discos e encaminhadas ao Laboratério de

Produtos Florestais (LPF) do Servico Florestal Brasileiro (SFB).

A identificagdo das espécies foi feita pelos botanicos taxonomistas Carlos
Alberto da Silva e Luiz Carlos Lobato, ambos do Museu Paraense Emilio Goeldi. As
exsicatas foram arquivadas na Colecéo Cientifica da Area de Anatomia e Morfologia

da Madeira do LPF. Os numeros dos registros sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Espécies madeireiras avaliadas neste trabalho.

ESPECIE FAMILIA R
Peltogyne lecointei 1610
Martiodendron elatum Fabaceae 1601
Dipteryx odorata 1590
Erisma uncinatum Vochysiaceae 1603
Allantoma decandra Lecythidaceae 1575
Handroanthus incanus Bignoniaceae 1597

Il.2. Preparo das amostras

O preparo das amostras foi feito no LPF com base na norma TAPPI 257 cm-
12 publicada pela Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI). A
TAPPI é um 6rgéo ndo governamental fundado em 1915 nos Estados Unidos e que

publica artigos, normas e livros relacionados a industria de papel e celulose.

De cada disco obtido foi retirada uma cunha de aproximadamente um quarto
do seu didmetro. As cunhas foram aplainadas sucessivamente e o material obtido foi
moido em um moinho de facas do tipo Wiley. De forma a evitar a contaminagao da
amostra, o moinho foi limpo com ar comprimido ao término de cada moagem. Além
disso, cerca de 50g iniciais do material moido de todas as amostras foram

descartados.

Apods, o material foi peneirado em um agitador de peneiras da marca Bertel,
utilizando-se duas peneiras de 40 e 60 mesh. Para a padronizacdo do tamanho das
particulas foi utilizado o material passante na peneira de 40 mesh e retido na peneira

de 60 mesh, apds 20 minutos de agitagdo. As etapas sao mostradas na Figura 31.
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Figura 31: Etapas para o preparo das amostras.

1.3. Extragoes

Para a obtencao dos extratos brutos as amostras das madeiras moidas e
ja classificadas foram colocadas em erlenmeyers, coberta com o solvente extrator e
submetidas a um banho ultrassénico por 60 minutos na frequéncia de 40 kHz. As
misturas obtidas foram filtradas com papel filtro e reservadas. Esse processo de
adicao de solvente, sonificacao e filtragem foi realizado trés vezes para cada amostra.
Os trés filtrados obtidos de cada amostra foram reunidos e rotaevaporados a
aproximadamente 35°C e 0,8Bar. Para finalizar o processo de secagem, os extratos
foram deixados em estufa a vacuo por aproximadamente 12h, a presséo de 0,8Bar e

temperatura de 40°C. O registro fotografico dessas etapas € mostrado na Figura 32.
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Figura 32: Etapas para obtengao de extratos brutos.

Neste trabalho foram realizadas extracbes em trés momentos distintos.
Para a realizacdo dos testes preliminares das seis espécies madeireiras estudadas
foram utilizados 50g da madeira de cada espécie. Foram realizadas duas extracoes,
a primeira utilizando n-hexano 100% e a segunda com acetato de etila 100%. Num
segundo momento, para o fracionamento pela técnica de Particdo Liquido-Liquido, foi
realizada uma nova extragdo somente da espécie ativa, utilizando-se 600g de
madeira e a mistura de solventes: n-hexano/acetato de etila/ etanol/ diclorometano
(4:4:1:1). Contudo, como as massas obtidas das fracdes de interesse poderiam n&o
ser suficientes para o isolamento das moléculas ativas, optou-se por uma terceira
extracdo dobrando-se a quantidade de madeira da espécie ativa. Assim, a terceira
extragao foi realizada utilizando-se 1200g de madeira moida e a mesma mistura de

solventes da segunda extragéo.

I.4. Particao Liquido-Liquido

O fracionamento por Particao Liquido-Liquido (PLL) foi feito utilizando-se
um funil de separacao de 1L. Inicialmente o extrato seco foi diluido em 300mL da
solugdo metanol:agua (9:1) e entdo foi particionado com os seguintes solventes: n-
hexano, diclorometano e acetato de etila. As quatro fragoes obtidas foram coletadas

em erlenmeyers de 500mL e identificadas como PLL1 (hexanica), PLL2
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(diclorometanica), PLL3 (acetato de etila) e PLL4 (hidrometandlica) (Figura 33). O
conteudo de cada erlenmeyer foi rotaevaporado a aproximadamente 35°C e 0,8Bar e
em seguida transferido para um pequeno frasco de vidro. Para finalizacdo da
secagem as fragdes PLL1 e PLL3 foram deixadas por 16h em estufa a vacuo a 40°C
e 0,8Bar enquanto que as fragcdes PLL2 e PLL4, por apresentarem um aspecto mais

seco foram diretamente liofilizadas.

Particdo Liquido- FragGes obtidas
Liquido

Figura 33: Fracionamento por Particdo Liquido-Liquido.

I.L5. Extragcdo em Fase Sélida

A Extracao em Fase Solida (EFS) foi realizada utilizando-se cartuchos com
sorvente de diol e seis sistemas eluentes: hexano, hexano:diclorometano (9:1),
diclorometano:acetato de etila (20:1), acetato de etila, acetato de etila:metanol (5:1)
e metanol. As fragdes recolhidas foram identificadas como EFS1, EFS2, EFS3, EFS4,
EFS5 e EFS6, em seguida foram levadas ao concentrador a vacuo para secagem,

conforme mostra a Figura 34.
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Figura 34: Fracionamento por Extracdo em Fase Sélida (EFS).

I.L6. Isolamento e purificagao

O extrato bruto da espécie ativa (Handroanthus incanus) obtido na terceira
extragdo (que utilizou 1200g de amostra de madeira e a mistura de solventes n-
hexano/acetato de etila/ etanol/ diclorometano (4:4:1:1)) foi submetido a
Cromatografia de Coluna Aberta utilizando-se silica gel 60 (0.063 — 0.200mm). Foram
utilizados 12g de extrato bruto e cerca de 120g de silica empacotada com n-hexano.
A estabilizagédo da coluna foi feita através da passagem de n-hexano por 30 minutos.
Foram utilizados como eluentes: n-hexano, n-hexano: acetato de etila (95%), n-
hexano: acetato de etila (90%), n-hexano: acetato de etila (80%), n-hexano:acetato
de etila (70%), n-hexano: acetato de etila (50%), acetato de etila, acetato de etila:
metanol (80%) e acetato de etila:metanol (50%). Conforme a eluigdo progredia, a
solugéo era recolhida em erlenmeyers de 300mL, imediatamente rotaevaporada e
transferida para pequenos frascos de vidro, conforme mostrado na Figura 35. Neste

processo foram obtidas 122 fragdes, identificadas como FR1 a FR122.
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Coluna Rotaevaporagao Fracdes obtidas

Cromatografica

Figura 35: Cromatografia de Coluna Aberta, rotaevaporacgao e fragdes obtidas.

A analise do perfil quimico das fragbes FR1 a FR122 obtidas por Cromatografia
de Coluna Aberta foi feita por Cromatografia de Camada Delgada utilizando-se placas
cromatograficas de silica. Apds eluigdo em n-hexano, as placas cromatograficas
foram reveladas por dois métodos: irradiacédo de luz ultravioleta a 254nm e imersao
da placa em solugao de acido fosfomolibdico seguida de aquecimento com soprador
térmico. As fragdes cujas placas demonstraram similaridade quando reveladas foram
agrupadas. O registro fotografico das placas cromatograficas € mostrado nos
Apéndices 1, 2 e 3.

Para o isolamento das moléculas ativas, a fracao FR20 foi submetida a um
novo processo de Cromatografia de Coluna Aberta com silica gel 60 (0.063 —
0.200mm). Para tanto, utilizou-se cerca de 400mg da fracdo e 15g de silica
empacotada com n-hexano. A estabilizagdo da coluna foi feita através da passagem
de n-hexano por 30 minutos. Foram utilizados como eluentes: n-hexano:
diclorometano (85%), n-hexano: diclorometano (50%) e acetato de etila (100%).
Conforme a eluigdo progredia, a solugao era recolhida em erlenmeyers de 300mL,
imediatamente rotaevaporada e transferida para pequenos frascos de vidro. Neste
processo foram obtidas 23 subfragdes, identificadas como FR20-1 a FR20-23. Todas
as subfragdes foram analisadas por Cromatografia de Camada Delgada, seguindo a

mesma metodologia descrita anteriormente.
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I1.7. Ensaio larvicida

Para a avaliagcdo da atividade larvicida foram utilizadas larvas da linhagem
Rockefeller da colénia mantida no Insetario do Laboratério de Farmacognosia da

Faculdade de Ciéncias de Saude a Universidade de Brasilia.

Durante os ensaios a temperatura da sala foi mantida a 28 + 2°C, umidade
relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12 horas. Os ensaios foram realizados conforme
Procedimento Operacional do Laboratério de Farmacognosia. Utilizando-se placas de
12 pogos, com cada pogo contendo 10 larvas no estagio 3 de crescimento, 3mL de
agua e o extrato bruto a 250ppm. Os ensaios iniciais dos extratos brutos e das fracdes
obtidas por Partigcdo Liquido-Liquido foram feitos em triplicata, enquanto que para as
fracbes obtidas por Extragdo em Fase Sélida, por Cromatografia de Coluna Aberta e
para o calculo do CLso as amostras foram testadas em quadruplicata. Para se obter
uma maior robustez nos resultados, para o calculo do CLso 0s ensaios foram repetidos
de 2 a 3 vezes, em diferentes dias, utilizando-se lotes diferentes de larvas da mesma
colénia, e em diferentes concentragdes (de 10 a 200 ppm). Apoés 24h e 48h de
exposicao todos os pogos foram inspecionados, o numero de larvas mortas
registradas e a porcentagem de mortalidade determinada. As larvas que néao
apresentavam movimento, mesmo apos leve agitagao da placa, foram consideradas
mortas. As amostras que causaram = 80% de mortalidade foram consideradas ativas.
O controle negativo consistiu na exposi¢cao de 10 larvas somente a agua. As curvas
de dose-resposta e o calculo da CLso com 95% de confiabilidade foram realizados
utilizando-se o Programa GraphPad Prisma 7.05. O registro fotografico de parte dos

ensaios é apresentado na Figura 36..
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Ensaio larvicida dos
extratos brutos

Ensaio larvicida das fragdes
obtidas por Partigdo
Liquido-Liquido

Ensaio larvicida das fracbes
obtidas por Extracdo em
Fase Sdlida

Ensaio larvicida para calculo de CLso

Figura 36: Ensaios larvicidas.
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I.8. Cromatografia Gasosa

Para as analises de Cromatografia Gasosa, foi utilizado um Cromatografo
Gasoso da marca Agilent, modelo 7890A, acoplado a Espectrébmetro de Massas
modelo 5975C, também da marca Agilent (Figura 37). Esse equipamento pertence ao

Laboratério de Produtos Florestais do Servigo Florestal Brasileiro.

Utilizou-se coluna capilar de silica fundida da marca Agilent J&W (HP-5MS),
com 30m de comprimento, didmetro de 0,25mm, espessura do filme de 0,25um, e
hélio como gas carreador. As condi¢bes de operagéo do cromatografo gasoso foram:
pressao interna da coluna de 30kPa; razédo de split de 20:1; fluxo de 0,7mL/min e

temperatura no injetor de 270°C.

Figura 37: Cromatdgrafo Gasoso acoplado a Espectrémetro de Massas.

A programacéao da coluna consistiu no seguinte método: temperatura inicial de
60°C por 1 minuto, aumento de 6°C/min até 240°C, seguida de aumento de 10°C/min

até 260°C e manutengao dessa temperatura por 3 minutos.

A identificagdo das substancias foi efetuada através da comparagéo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (NIST 62 MS
LIBRARY).
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Para a realizacdo das analises, as amostras foram pesadas em balanca
analitica (marca Bel, modelo UMark 210A), diluidas em 10mL de solvente (n-hexano
para os extratos brutos hexanicos e metanol para as demais) e levadas ao vortex por
15 minutos para a solubilizagcdo. Os extratos brutos em acetato de etila das espécies
Dipteryx odorata e Allanfoma decandra apresentaram pouca solubilidade no solvente
utilizado e por isso foram sonificadas por 60 minutos. Ainda assim, o extrato bruto de
Allantoma decandra permaneceu pouco soluvel e entdo foi centrifugado por 10

minutos a 1200 rpm e para a analise utilizou-se apenas o sobrenadante.

1.9. Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia

As analises por Cromatografia Liquida foram realizadas por sistema
cromatografico da marca Bruker, com bomba Elute HPG 1300, detector de arranjos
de diodo (DAD) e espectrometro de massas modelo Compact com fonte de lonizacao
por Eletrospray (ESI) (Figura 38). Esse equipamento pertence ao Laboratério de

Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias de Saude da Universidade de Brasilia.

Foi utilizada coluna cromatografica de 50mm x 2,1imm d.i., com 1,7um de
diametro de particula precedida de um pré coluna de 5mm x 2,1mm d.i., com 1,7um
didmetro de particula. As separagbes cromatograficas foram realizadas em
temperatura de 40°C. A fase médvel foi constituida por A (agua) e B (acetonitrila). As
condigbes de analise foram: volume de injegcado de 2pL; eluigdo com fluxo de 0,5mL
min-' com gradiente de solventes inicialmente de 95% de A (1 a 10min), 100% de B
(10 a 14min) e 95% de A (14 a 16 min). Para a detecgao por DAD foram realizadas
varreduras de 200-700 nm para encontrar o comprimento de onda de absorg¢ao
maxima de cada composto. As condi¢cdes para o espectrdbmetro de massas foram:
capilar de 4,5kV, gas secante ou nebulizador a 4,0Bar, 200°C e fluxo de 9,0L/min. As

analises foram feitas no modo positivo.
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Figura 38: Cromatégrafo Liquido de Ultra Alta Eficiéncia.

1.10. Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas na
Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. Para obtencao
dos espectros de RMN de 'H e RMN de '3C foi utilizado equipamento da marca
Bruker, modelo Magneto Ascend 600 Console Avance Il HD, operando a 600MHz
(Figura 39).

Para a realizagao das analises foram pesadas cerca de 10mg de cada amostra
em balanga analitica (marca Mettler Toledo, modelo ME 204). Apds, as amostras
foram deixadas no dessecador sob vacuo até secagem completa e entdo diluidas em
cloroférmio deuterado. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes

por milhdo (ppm) em relagédo ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padréo interno.
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Figura 39: Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear de 600MHz.

Fonte: http://caig.unb.br/equipamentos/487-espectrometro-de-ressonancia-
magnetica-nuclear-de-600-mhz
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1. Resultados e discussao

Os ensaios larvicidas dos extratos brutos demonstraram uma alta atividade
da espécie Handroanthus incanus, cujo extrato bruto hexénico apresentou
mortalidade média de 100% apds 24h. O extrato bruto em acetato de etila dessa
espécie também ocasionou a morte das larvas em 24h, porém, em menor intensidade
com média de 40% de mortes. Entretanto, apdés 48h a média de mortalidade
aumentou para 65%. Os extratos brutos de Peltogyne lecointei ndo ocasionaram
nenhuma morte apdés 24h, porém, o material hexanico surpreendeu ao ocasionar
média de mortalidade de 55% em 48h. As espécies Erisma uncinatum, Dipteryx
odorata e Allantoma decandra apresentaram média de mortes apds 48h entre 5 e
6,7% para o extrato bruto hexénico. Ambos os extratos obtidos da espécie
Martiodendron elatum nao ocasionaram mortes das larvas. Esses resultados podem

ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados dos testes de atividade larvicida dos extratos brutos.

MEDIADE MEDIA DE
: SOLVENTE CONCENTRACAO MORTES MORTES
ESPECIE USADO NA APOS 24 APOS 48
EXTRACAO (ppm)
HORAS (%) HORAS (%)
Acetato de
Peltogyne etila 250 0 0
lecointei N-hexano 250 0 55
Acetato de
Martiodendron otila 250 0 0
elatum N-hexano 250 0 0
Acetato de
odorata N-hexano 250 0 5
Acetato de
Erisma etila 250 0 0
uncinatum N-hexano 250 0 5
Acetato de
Allantoma etila 250 0 0
decandra N-hexano 250 0 6,7
Acetato de
Handroanthus otila 250 40 65
incanus N-hexano 250 100 ]
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Com excecéao do extrato da espécie Handroanthus incanus, nenhum outro
extrato bruto em acetato de etila ocasionou mortes das larvas. Além disso, nota-se
maior atividade do extrato bruto hexanico em relacdo ao obtido em acetato de etila
para a espécie Handroanthus incanus. Esses resultados podem estar relacionados
com o perfil de polaridade dos extratos obtidos. Isso porque a permeabilidade do
tegumento das larvas, cuja camada mais externa € composta basicamente de lipidios,
parece ser maior para compostos apolares. Essa proposicao foi levantada em
trabalho publicado em 2014, cuja autora sugere um papel significativo da lipofilicidade

dos compostos na atividade larvicida contra Aedes aegypti [45].

Os extratos brutos de todas as espécies, tanto os obtidos com acetato de
etila 100% quanto os com n-hexano 100%, foram analisados por Cromatografia
Gasosa. Os perfis cromatograficos sdo mostrados nas Figuras 40 a 51 e os

compostos maijoritarios sao descritos na Tabela 5..
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Figura 41: Perfil cromatografico do extrato bruto hexanico da espécie Peltogyne lecointei.
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Figura 43: Perfil cromatografico do extrato bruto hexanico da espécie Martiodendron elatum.
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Figura 46: Perfil cromatografico do extrato bruto em acetato de etila da espécie Erisma uncinatum.
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Figura 47: Perfil cromatografico do extrato bruto hexanico da espécie Erisma uncinatum.
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Figura 50: Perfil cromatografico do extrato bruto em acetato de etila da espécie Handroanthus incanus.
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Figura 51: Perfil cromatografico do extrato bruto hexanico da espécie Handroanthus incanus.
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Tabela 5: Compostos majoritarios presentes nos extratos brutos.

TEMPO DE AREA

ESPECIE COMPOSTO EXTRATO RETENCAO (%)
resorcinol AE 13,50 4,95
benzaldeido AE 17,03 5,50
AE 31,87 7,26
Peltogyne acido 2-pentenoico
lecointei H 31,89 34,16
acido 1-naft_a|eno H 30,69 12.16
pentanoico
3-et|I-N-n!trosq-2(3H)- H 30,76 16,19
benzotiazolimine
1-fenil-1-propanol AE 15,50 13,64
Martiodendron alcool homovanilico AE 21,00 9,22
elatum 3-hexanol H 5,86 26,16
5-nonanona H 6,05 18,32
3-hexanol H 5,86 6,75
Dipteryx 4-heptanona H 6,05 4.91
odorata
esqualeno H 33,27 76,10
3-hexanol H 5,86 19,37
Erisma 5-nonanona H 6,05 14,25
uncinatum <cido 1.2
acldo 1,2~ H 25,08 24,73
benzenodicarboxilico
3-hexanol H 5,86 31,84
Allantoma 5-nonanona H 6,05 19,75
decandra —
acido 1,2- - H 25,08 9,21
benzenodicarboxilico
AE 27,67 28,24
lapachol
H 27,70 86,14
Haqdroanthus AE 27.97 7 57
Incanus desidro-a-lapachona
H 27,98 5,86
a-lapachona AE 29,03 5,01

AE: acetato de etila H: hexanico

105



Peltogyne lecointei

o) HO OH o
Ao \O
CH, OH
acido 2-pentenoico resorcinol benzaldeido

Martiodendron elatum

HsC OH H,CO OH
3 \/Y\CHg . - Q/\/
OH HaC~ A~ CHs HO

5 1-fenil-1-
3-hexanol -honanona propanol alcool homovanilico
Dipteryx odorata

3- 0 . . .

e /\)I\/\ S A =
\/Y\CH3
OH
- esqualeno
hexanol 4-heptanona q

Erisma uncinatum

T

o]

H3C 0
CH
MDA SN oG
o]
3-hexanol S-nonanona acido 1,2-
benzenodicarboxilico

Allantoma decandra

HaC O
\/\/\CH;; HaC \/\/U\/\/CHg

OH

3-hexanol 5-nonanona

106



Handroanthus incanus
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Figura 52: Estruturas quimicas dos compostos dos extratos brutos identificados por
Cromatografia Gasosa.

As analises por Cromatografia Gasosa permitiram observar os perfis dos
compostos volateis presentes nos extratos brutos. De modo geral, observa-se a
presenca de compostos tipicos de espécies vegetais como terpenoides e quinonas,

além da presencga de alcoois e cetonas.

A analise do extrato bruto de Peltogyne Lecointei permitiu identificar cinco
compostos majoritarios, dentre eles o resorcinol. Em estudo publicado em 2014, o
ensaio larvicida contra o Aedes aegypti indicou atividade para o resorcinol comercial
(99,0% da marca Sigma Aldrich), que apresentou CLso igual a 577ppm [45]. Contudo,
essa substancia foi identificada apenas no extrato em acetato de etila, que nao
apresentou qualquer atividade mesmo apds 48h. Assim, sugere-se que alguma das
outras substancias identificadas no extrato hexanico pode ter ocasionado a morte de
55% das larvas apos 48h.

Nos extratos de Handroanthus incanus prevaleceram as quinonas:
lapachol, desidro-a-lapachona e a-lapachona. Esse resultado esta em consonancia
com as informacdes encontradas na literatura, que confirmam a presenca dessas
classes de substancias bioativas em espécies do género Tabebuia [73], [84], [85].
Assim, em uma primeira analise, sugere-se que a alta atividade larvicida encontrada
neste trabalho para a espécie Handroanthus incanus esteja relacionada com a

presenca dessas moléculas.

Nota-se que alguns compostos se repetem em extratos de diferentes
espécies como o composto 3-hexanol, que aparece nos extratos de Allantoma

decandra, Dipteryx odorata e Martiondendron elatum, e a substancia 5-nonanona que
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esta presente nos extratos de Allantoma decandra, Martiodendron elatum e Erisma

uncinatum.

Diante dos resultados obtidos nos ensaios larvicidas mostrados na Tabela
4, a espécie Handroanthus incanus foi escolhida para a continuidade das analises.
Para tanto, foi realizada uma nova extragao utilizando-se 600g de madeira moida e a
mistura de solventes: n-hexano/acetato de etila/ etanol/ diclorometano (4:4:1:1),

conforme metodologia de extragao descrita no item 1.3 desta Tese.

O primeiro fracionamento do extrato bruto de Handroanthus incanus foi
feito utilizando-se a técnica de Particdo Liquido-Liquido. Foram utilizados 3,2672g de
extrato bruto de Handroanthus incanus, sendo obtidas quatro fracdées: PLL1, PLL2,

PLL3 e PLL4. As massas obtidas e a distribuicdo em % sao mostradas na Tabela 6.

Tabela 6: Massas e distribuicdo das fragdes obtidas por Particdo Liquido-Liquido.

FRACAO SI'_%TEEN'\QAE MASSA (g)  DISTRIBUICAO (%)
PLL1 n-hexano 0,8056 24,66
PLL2 diclorometano 2,0201 61,83
PLL3 acetato de etila 0,4368 13,37
PLL4 metanol:agua (9:1) 0,0045 0,14

A partir dos dados apresentados Tabela 6 nota-se que mais de 86% do
extrato bruto se deslocou para as fragdes mais apolares PLL1 e PLL2. Esse resultado
sugere uma caracteristica predominantemente apolar dos compostos presentes na

amostra.

O ensaio larvicida das fragdes mostrou que a fragdo PLL1 apresentou a
maior taxa de mortalidade das larvas, com a média de 100% de mortes em 24h. A
fracdo PLL3 alcangou uma taxa de mortalidade de 40% em 24h que se manteve apos

48h. A fracdo PLL2 ocasionou poucas mortes apds 24h (16,7%) e esse numero
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cresceu em 48h (36,7%), porém permaneceu reduzido. Por fim, a fragdo PLL4 obteve
baixissima atividade, com nenhuma morte apds 24h e média de 3,3% apds 48h.
Esses resultados sugerem que os compostos mais ativos observados no extrato bruto
estejam presentes em maior quantidade em PLL1. As médias de mortes apds 24 e

48h podem ser visualizadas na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados dos ensaios larvicidas de PLL1 a PLL4.

FRACAO CONC(EIO':LTAGAO MORTES APGS 24 MORTES APGS 48
HORAS (%) HORAS (%)
PLL1 250 100 i
PLL2 250 16,7 36,7
PLL3 250 40 40
PLL4 250 0 3,3

Os perfis cromatograficos obtidos por Cromatografia Gasosa das fragdes
PLL1, PLL2 E PLL3 sdo mostrados nas Figuras 53 a 55, respectivamente. Cabe
ressaltar que toda a massa obtida de PLL4 (4,5mg) foi utilizada para a realizagao do
ensaio larvicida e por isso nao foi possivel efetuar a analise cromatografica dessa

fracao.
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Figura 53: Perfil cromatografico da fragdo PLL1.
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Figura 54: Perfil cromatografico da fragdo PLL2.
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Figura 55: Perfil cromatografico da fragdo PLL3.
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Os compostos majoritarios identificados nos cromatogramas de PLLA1,
PLL2 e PLL3 s&o apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Compostos maijoritarios presentes nas fragdes obtidas por Particao

Liquido-Liquido.

TEMPO DE

. = ~ A 0,
ESPECIE COMPOSTO FRACAO RETENGCAO AREA %
PLL1 27,68 32,74

lapachol
PLL2 27,68 22,65
. PLLA1 27,99 11,85

desidro-a-
Haqdroanthus lapachona PLL2 27.99 10,04

incanus

PLLA1 29,03 7,46

a-lapachona
PLL2 29,03 6,07
4-vinilfenol PLL3 12,05 8,40

Observa-se que as quinonas presentes nos extratos brutos (lapachol,
desidro-a-lapachona e a-lapachona) foram identificadas em ambas as fragdes PLL1
e em PLL2. Entretanto, os testes biolégicos mostraram alta atividade para a primeira
fracdo (média de 100% de mortes em 24h) e baixa para a segunda (média de 16,7%
de mortes em 24h). Assim, se faz necessaria a continuidade das analises para

averiguar o motivo da diferenga entre os resultados desses ensaios.

Em relacao a fragdo PLL3 foi identificado um composto que n&o havia sido
identificado anteriormente como majoritario nos extratos brutos, o 4-vinilfenol. Essa
fracdo apresentou mortalidade média de 40% das larvas apds 24h, entretanto, ndo
foram identificadas as naftoquinonas presentes nas demais fragdes. Entao, presume-

se que o 4-vinilfenol pode ter causado algum efeito larvicida.
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Para a confirmar a presenca das moléculas identificadas na Cromatografia
Gasosa, as fragoes foram submetidas a Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). Os espectros de RMN de 'H obtidos para PLL1, PLL2 E PLL3 s&o
mostrados nas Figuras 56, 57 e 58, respectivamente. Mais uma vez cabe destacar
que nao foi possivel realizar a analise por RMN da PLL4 pois a massa total obtida no

fracionamento (4,5mg) foi utilizada no ensaio larvicida.
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Nos espectros de RMN de 'H das fragdes PLL1 e PLL2 podem ser
observados sinais compativeis com os encontrados na literatura para a substancia
lapachol: dois singletos em & 1,69ppm e 1,79ppm (metilas da prenila), um dupleto em
0 3,3ppm (metileno da prenila), um tripleto em 85,2 ppm (metina da prenila), além dos
sinais caracteristicos dos hidrogénios aromaticos em & 7,7ppm e 8,1ppm [123]. Em
ambos os espectros também foram observados sinais adicionais, indicando a

presenca de outras substancias.

O espectro de RMN de 'H da fragdo PLL3 se mostrou incompativel com os
sinais caracteristicos do lapachol, sendo entdo necessarias investigacdes mais
detalhadas para a confirmacéao da presenca do 4-vinilfenol, além da identificacdo dos

demais compostos.

Diante dos resultados obtidos nos ensaios larvicidas e nas analises
quimicas, a fragdo PLL1 foi selecionada para prosseguir a investigagao quimica para
o isolamento e a elucidacdo das moléculas ativas. Para isso, foi feito um novo
fracionamento de PLL1 por meio da técnica de Extracdo em Fase Sdlida (EFS).
Foram utilizados 0,7247g da fragéo, sendo obtidas as subfra¢gdes EFS1, EFS2, EFS3,
EFS4, EFS5 e EFS6. As massas obtidas e a distribuicdo em % sao mostrados na
Tabela 9.

Tabela 9: Massas e distribuicbes das subfracdes obtidas por Extracdo em Fase

Sélida.
Fragéo SISTEMA ELUENTE MASS’?Q?BT'DA D'STR('%J'QAO
EFS1 n-hexano 0,2387 32,94
EFS2 n-hexano:diclorometano (9:1) 0,1952 26,94
EFS3 diclorometar(lgé)aﬁx)atato de etila 0,1853 25,57
EFS4 acetato de etila 0,0331 4,57
EFS5 acetato de etila:metanol (5:1) 0,0046 0,63
EFS6 metanol 0,0062 0,86
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Conforme mostrado na Tabela 9 observa-se que a maior parte dos
compostos presentes na amostra se deslocaram para os sistemas eluentes mais
apolares (EFS1, EFS2 e EFS3). Juntas essas subfragbes somaram cerca de 85% da
massa total. Esse resultado ja era esperado uma vez que a amostra particionada foi
obtida por meio de um solvente apolar (n-hexano). Assim, deduz-se que 0 processo
de Extracdo em Fase Sodlida tenha otimizado a separagao dos componentes mais
polares ainda presentes na amostra, através da migracao destes para EFS4, EFS5 E
EFS6.

Todas as subfragdes (EFS1 a EFS6) foram submetidas ao ensaio larvicida
contra Aedes aegypti. Os resultados das médias de mortalidade apds 24 e 48h sao

mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados dos ensaios larvicidas de EFS1 a EFS6.

SUBFRACAO CONCE)’:L?AQAO MoNFlaETEéIQ ADIEOS MolvllaET[élg ElDEOs
24 HORAS (%) 48 HORAS (%)
EFS1 250 100 -
EFS2 250 100 -
EFS3 250 100 -
EFS4 250 0 37,5
EFS5 250 35 70
EFS6 250 0 0

As subfragbes EFS1, EFS2 e EFS3 apresentaram alta atividade larvicida
ocasionado a morte em média de 100% das larvas apos 24h. A subfragdo EFS4 néo
ocasionou mortes apos 24h, porém, apds as 48h foi constatada em média 37,5% de
mortes. Inicialmente EFS5 apresentou uma baixa atividade larvicida, com média de
mortes de 35%, porém, apds 48h o valor da média duplicou atingindo 70%. Ja a EFS6

nao ocasionou mortes mesmo apdés 48h de ensaio. Os resultados dos testes
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sugeriram a presencga de uma ou mais substancias altamente ativas nas subfracdes
EFS1, EFS2 e EFS3, além de compostos com boa atividade, porém de agdo um

pouco mais lenta em EFS5.

Inicialmente planejava-se realizar a separagdo cromatografica das
subfragdes mais ativas obtidas por Extracdo em Fase Sélida. Porém, observou-se
que além de néo ter sido obtida uma quantidade significativa de massas de EFS1
(0,23879), EFS2 (0,1952g) e EFS3 (0,1853g), aparentemente essas subfracdes ainda
se apresentavam como misturas complexas. Tendo em mente que talvez nao fosse
possivel isolar as moléculas ativas em quantidade suficiente para a realizacdo dos
ensaios larvicidas necessarios para o calculo de CLso, optou-se por uma terceira
extracao utilizando-se 1200g de madeira moida de Handroanthus incanus e a mistura
de solventes: n-hexano/acetato de etila/ etanol/ diclorometano (4:4:1:1), conforme
metodologia de extracdo descrita no item 1.3 desta Tese. O extrato bruto obtido

(12,0479q) foi submetido diretamente a técnica de Cromatografia de Coluna Aberta.

A Cromatografia de Coluna Aberta originou 122 fragbes, identificadas
como FR1 a FR122. Todas as fragdes foram submetidas a Cromatografia de Camada
Delgada e aquelas que apresentaram similaridade entre os deslocamentos apdés

revelagao, foram reunidas em 18 grupos (I a XVIII), conforme mostra a Tabela 11.

As fragbes 1, 2, 3,6, 7, 8, 15 e 17 ndo apresentaram manchas significativas
quando reveladas e por isso foram desconsideradas. As fracbes 18 e 23 também
foram descartadas devido a um erro no processo de rotaevaporagéo, que ocasionou
a contaminacgao da fragdo. As fracbes 16 e 19 apresentaram uma mancha unica e
bem definida, enquanto que as fragdes 20, 21 e 80 cristalizaram a temperatura
ambiente, sugerindo uma pureza do material. Entdo, essas fragbes nao foram
reunidas a outras para a realizagao dos testes posteriores. Os registros fotograficos
das placas encontram-se nos Apéndices 1, 2 e 3.
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Tabela 11: Agrupamento das fragbes obtidas por Cromatografia de Coluna Aberta

do extrato bruto de Handroanthus incanus.

ELUENTE FRACOES OBTIDAS GRUPOS
FR4 e FR5 [
FR9 a FR12 1
N-hexano FR13 e FR14 11
FR16 \Y]
FR19 V
FR20 VI
N-hexano/acetato de etila 95% FR21 VII
FR24 a FR49
VIII
FR50 e FR51
FR52 e FR55 IX
N-hexano/acetato de etila 90%
FR56 a FR67 X
FR68 a FR70 X
FR71 a FR75
FR76 a FR79 Xl
N-hexano/acetato de etila 80%
FR80 Xl
FR81 a FR88
XV
FR89 a FR91
N-hexano/acetato de etila 70% FR92 a FR95 XV
FR96 a FR99 XVI
N-hexano/acetato de etila 50% FR100 a FR106 VIl
FR107
Acetato de etila
FR108 a FR112
Acetato de etila/metanol 80% FR113 a FR116 XVIII
Acetato de etila/metanol 50% FR117 a FR122

Os grupos que apresentaram quantidade de massa suficiente (de VI a Xl
e de XIV a XVII) foram submetidos a ensaios larvicidas contra o Aedes aegypti e os

resultados sdo apresentados na Tabela 12..
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Tabela 12: Resultado dos ensaios larvicidas dos grupos das fragbes obtidas por

Cromatografia de Coluna Aberta do extrato bruto de Handroanthus incanus.

GRUPOS  CONCENTRACAO (ppm) MEDIA DE MEDIA DE
MORTES APOS  MORTES APOS 48
24 HORAS (%) HORAS (%)
VI (FR20) 250 100 -
VIl (FR21) 250 100 -
VIl 250 47,5 72,5
IX 250 30 95
X 250 0 60
XI 250 0 7.5
XIV 250 0 2,5
XV 250 0 5
XVI 250 2,5 2,5
XVII 250 0 12,5

Os grupos VI (FR20) e VII (FR21) apresentaram 100% de morte das larvas

apos 24h. Esse resultado indica a presenca nessas fragcbes de uma ou mais

moléculas de atividade larvicida expressiva contra o mosquito Aedes aegypti. A

analise comparativa por Cromatografia de Coluna Delgada com o lapachol comercial

adquirido da empesa Sigma-Aldrich indicou a presenga dessa substancia em ambas

as fragbes, porém, sendo a majoritaria apenas em FR21. A Figura 59 mostra as

manchas resultantes da analise comparativa por Cromatografia de Camada Delgada

de FR21, da mistura entre a FR21 e o lapachol comercial, e somente do lapachol

comercial.
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FR21 FR21+padrdo padrao FR21 FR21+padrédo padrao

Figura 59: Placas de Cromatografia de Camada Delgada reveladas por (a) Luz UV e

(b) Acido fosfomolibdico com aquecimento

Como a atividade larvicida do lapachol ja é descrita na literatura, optou-se
por investigar o composto majoritario potencialmente larvicida presente em FR20.
Entao, essa fragao foi submetida a uma nova Cromatografia de Coluna Aberta. Foram
utilizados 400mg de FR20, sendo obtidas vinte e trés subfracbes identificadas como
FR20-1 a FR20-23. Apds a secagem total do solvente observou-se que a temperatura
ambiente FR20-2 formou cristais amarelados e as fracbes FR20-3 e FR20-4 se
cristalizaram na cor laranja (Figura 60). As demais fragdes apresentaram aspecto

oleoso.

FR20-2 FR20-3 FR20-4

Figura 60: Aspecto fisico a temperatura ambiente de FR20-2, FR20-3 e FR20-4.
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A analise comparativa por Cromatografia de Camada Delgada das fracdes
com o lapachol comercial (padrdo) sugeriu a presenca deste composto em FR20-1 a
FR20-5 sendo este o composto majoritario apenas em FR20-1 e FR20-2 (Figura 61).
As manchas obtidas para as fragdes FR20-3, FR20-4 e FR20-5 sugerem que outro
composto se apresenta como o majoritario. Dentre esses, FR20-2 e FR20-4 se

destacaram por apresentar uma mancha mais delimitada e aparentemente mais pura.

padrdo FR20-1a FR20-5 FR20-6 a FR20-8 FR20-9 a FR20-13  FR20-14 a FR20-19  FR20-20 a FR20-23

Figura 61: Placas de CCD reveladas por luz UV das fragbes FR20-1 a FR20-23 e do
lapachol comercial (padrao).

Diante dos resultados obtidos por Cromatografia de Camada Delgada e os
aspectos fisicos observados a temperatura ambiente, as fracdes FR20-2 e FR20-4
foram escolhidas para a continuidade da investigagdo quimica. O objetivo dessa
investigacao era de confirmar a presenga do lapachol em FR20-2 e de isolar e
identificar o composto majoritario de FR20-4.

A confirmacéo da presenca do lapachol foi feita através da analise por
RMN de 'H de FR20-2 que mostrou sinais similares aos encontrados na literatura
para a substancia  2-hydroxy-3-(3’-methylbut-2’-enyl)naphthalene-1,4-dione
(lapachol): &1 1,69 (s), 1,79 (s), 3,3 (d), 5,2 (t), 7,7 (m) e 8,1 (m) ppm, conforme pode
ser visto na Figura 62 e na Tabela 13 [124]. O resultado da analise por
UHPLC/DAD/MS reforcou a identificagdo dessa molécula com [M+H]* m/z 243.1002
(calculado [M+H]* m/z 243.1016) e pureza cromatografica de 96,95% (Figura 65).
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Figura 62: Espectro de RMN de 'H da fragdo FR20-2.
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Em relagdo a FR20-4, os espectros de RMN de 'H e de '3C mostraram
sinais similares aos encontrados na literatura (Tabela 13) para a substancia 2,2-
dimethylbenzo[g]chromene-5,10-dione (desidro-a-lapachona): d6H 1,55 (s), 5,72
(d;10,0), 6,65 (d;10,0), 7,72-7,66 (m) e 8,10-8,08 (m) ppm (Figura 62); e 6C 28,4,
80,5, 15,5, 130,9, 131,5, 131,6, 126,2, 133,2, 133,9, 181,9, 117,8, 152,5e 179,9 ppm
(Figura 63) [1]. A confirmagao da férmula molecular (C1sH1203) e a identificagdo da
molécula foram feitas por UHPLC/DAD/MS com [M+H]+ m/z 241.0852 (calculado
[M+H]+ m/z 241.0859). A pureza cromatografica foi de 94,98 % (Figura 64).

A Tabela 13 mostra os dados de RMN obtidos para FR20-2, FR20-4 e os

encontrados na literatura para as substancias lapachol e desidro-a-lapachona.
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Tabela 13. Dados de RMN de FR20-2 e FR20-4 e da literatura para lapachol e

desidro-a-lapachona

N° LITERATURA LITERATURA
FR20-2 lapachol FR20-4 desidro-a-lapachona
[124] [1]
oH oH oH oC oH oC
1 179,9 179,9
2 152,5 152,5
3 117.,8 117,9
4 181,9 181,9
5 811(d7,7) 8,07(d:7,5) | 8,10-8,08(m) 8,10-8,09 (m) 1262
6 7,73(t7,5) 7,70(t7,5) | 7,72-7,66(m) 133,9 7,72-7,68(m) 1340
7 7.65(t7,5) 7,62(t7,5) | 7,72-7,66(m) 1332 7,72-7,68 (m) 1332
8 8,05(d;7,6) 8,02(d;7,5) | 8,10-8,08(m) 126,2 8,10-8,09 (m) 126,2
9 131,6 131,6
10 131,5 131,5
11 6,65 (d:10,0) 1155 6,66 (d; 10,0) 115,5
12 5,72 (d:10,0) 130,9 5,73 (d; 10,0) 130,9
13 80,5 80,5
14 155(s) 284 1,56 (s) 28,4
15 155(s) 284 1,56 (s) 28,4
1 3,29(d;7,3) 3,27(d;7,3)
2" 5,18(t;,7,3) 517(t;7,3)
4 1,78(s) 1,75(s)
5  1,68(s) 1,64(s)

on (multiplicidade; J em Hz).

129



Tr‘r:‘] 2 Extrato Bruto novo Lucia _7_01_2913.d: UV Chromatogram, 254 nm)
v
Extrato bruto H. incanus
15004 1 = Dehydro-alpha lapachone
2 = Lapachol
1000 4 1
5004
0 AL
2" ; é é i'o 1'2 I‘l Time [mi
h;:\: FR 4 Gl cokuna 2Lucia 16 06 2020_2_01_2909.4: UV Chromatogram, 254 nm| 200 250 300 350 400 450 500 550 600 Wavelength [nm)
[mAv) Intens. UV, 7.31min #4348)
150 | Dehydro-alpha-lapachone 94.98 % mau)] 223
2004
100 100
-
intend FR 4 gill coluna 2Lucia 16 06 2020_2_01_2909.9: +MS, 7.31min #1244 ]
50 x10% 241.0852
159
104
01 059
2230748 | 263.0672
. . . . b 115.0362 s . .
2 4 6 ] 10 12 14 Time [min) 100 150 200 250 300 350 mz
Intens. Lapachol di Padrao 2Lucia 16 06 2020_3_01_2911.d: UV Chromatogram, 254 nm| 200 250 300 350 400 450 00 S50 600  Wavelength [nm)
(mAUL] tens. £~ 253 UV, 7.89min #4697
Lapachol-sigma 95.31% [mAU]
100 200 3
150 3
80 100 284
S0
e g
tend; Lspachol ail Padrac 2Lucia 1606 2020_3_01_2911.d: +MS, 7.89min #1376
x10° 243.1021
404 4
201 ] 93.0551 B8 02 9665
%15.0370 303.9949
0 $° 0y 195.1232 " Ill i A 354.2834
04
0 2 H 6 8 10 12 14 Time [min] 50 100 150 200 250 300 350 mz
Intens. FR2 coluna 2Lucis 16 06 2020_4_01_2907.d: UV Chromatogram, 254 nm| 20 ' 0 A% el 50 s 80 Yavsooh g
[mav) J Intens. [“oc) UV, 7.88min 84699
Lapachol.isolado 96.95 % [";%'_
800 500 280
400
600 2004 234
ntend FR 2 coluna 2Lucia 16 06 2020_3_01_2907.0: *MS, 7.88min #1352
400 x105
3 243.1002
200 23
14
0 259.0937%
0 T T T T oL T T T
2 4 6 8 10 12 14 Time (min] 100 150 200 250 300 350 wz

Figura 65. Resultados obtidos por UHPLC-DAD-MS do extrato bruto de

Handroanthus incanus, compostos isolados e do lapachol comercial
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Apods o isolamento e a identificagdo das moléculas presentes em FR20-2
e FR20-4 foram conduzidos novos ensaios larvicidas contra o Aedes aegypti para o
calculo de CLso. Além das moléculas isoladas, também foram testados o extrato bruto
de Handroanthus incanus utilizado na Cromatografia de Coluna Aberta e o lapachol
comercial. Os resultados obtidos para CLso foram iguais a 97,07ppm para o extrato
bruto; 6,39ppm para o lapachol isolado (FR20-2); 43,47ppm para a desidro-a-
lapachona (FR20-4) e 10,33ppm para o lapachol comercial (Figura 66).
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Figura 66. Curvas de dose-resposta para a atividade larvicida contra Aedes aegypti

O lapachol é uma naftoquinona encontrada em muitas espécies de
Bignoniaceae e Verbenaceae [125]. A temperatura ambiente se apresenta sob a

forma de pigmento cristalino amarelo e possui atividade antiparasitaria,
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antibacteriana, antifungica e antitumoral [84, 126]. Na literatura, a agdo dessa
substancia é descrita como CLso de 20,79ppm e de 26,3ppm contra larvas de Aedes
aegypti e ClLso igual a 12,75ppm contra Artémia salina [94, 124]. Neste trabalho, a
acgao larvicida tanto do lapachol isolado e do lapachol comercial foram mais intensas

que os valores da literatura, com CLso iguais a 6,39 e 10,33 ppm, respectivamente.

A desidro-a-lapachona pode ser encontrada em espécies de Bignoniaceae
e & temperatura ambiente se apresenta sob a forma de cristal alaranjado [125]. E uma
substancia considerada atoxica e possui propriedades antivasculares levando a um
efeito antitumoral [127]. Nao foram encontradas na literatura informagdes sobre a
atividade larvicida desse composto, sendo, portanto, descrito neste trabalho pela
primeira vez. Adotando os diversos critérios disponiveis na literatura, inclusive os mais
restritivos, o resultado de CLso igual a 43,47ppm obtido para a substancia desidro-o-
lapachona classifica esse composto como de alta atividade larvicida contra Aedes
aegypti [43, 61, 87, 106, 128, 129].

Quando comparado a um dos larvicidas mais usados no Brasil, o temefos
(CLso entre 2,3ppm a 9,4ppm), os resultados encontrados neste estudo para a
substancia desidro-a-lapachona indicam uma menor efetividade da acédo contra
Aedes aegypti[23, 61, 62]. Contudo, a origem natural dessa substancia pode propiciar
diversas vantagens ambientais em relagdo ao uso do larvicida organofosforado, tais

como menor toxicidade a organismos nao alvos e maior biodegradabilidade.

Para facilitar a visualizacdo dos resultados obtidos neste Capitulo, as
etapas e os dados gerados pelos ensaios bioldgicos contra as larvas do mosquito

Aedes aegypti foram esquematizados na Figura 67.
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V. Consideragoes sobre o Capitulo 2

Neste trabalho foi avaliada a atividade larvicida contra o mosquito Aedes
aegypti de extratos brutos do caule de seis espécies madeireiras: Peltogyne lecointei,
Martiodendron elatum, Dipteryx odorata, Erisma uncinatum, Allantoma decandra e
Handroanthus incanus. O extrato bruto hexanico da espécie Handroanthus incanus
apresentou, na concentracao de 250ppm, 100% de mortalidade das larvas apés 24h.

As demais espécies apresentaram pouca ou nenhuma atividade.

O estudo quimico do extrato hexanico da espécie Handroanthus incanus
possibilitou o isolamento e a identificacdo das moléculas lapachol e desidro-o-
lapachona como as principais responsaveis pela agao larvicida do material vegetal
bruto, apresentando CLso iguais a 6,39ppm e 43,47ppm, respectivamente. O lapachol
€ uma substancia com atividade larvicida ja conhecida enquanto que a agao contra

as larvas do Aedes aegypti da desidro-a-lapachona é descrita pela primeira vez.

Diante dos resultados encontrados, infere-se que a desidro-a-lapachona é
uma substancia que deve ser melhor investigada como uma possivel fonte alternativa
de larvicida natural contra o mosquito Aedes aegypti. Para tanto, sugere-se uma
analise mais aprofundada da toxicidade dessa molécula no meio ambiente e da
viabilidade comercial do uso da madeira de Handroanthus incanus como matriz desse

composto.
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4. Consideragoes finais

A analise conjunta dos resultados apresentados nos Capitulos 1 e 2 desta
Tese permite inferir algumas informagdes importantes a respeito do uso da madeira

como matriz para o desenvolvimento de produtos larvicidas contra o Aedes aegypti.

A primeira constatacao diz respeito a existéncia de inUmeros compostos
naturais presentes em diversas espécies madeireiras com efetividade similar a de

larvicidas sintéticos convencionais, como o temefés.

A segunda constatagao é de que esses compostos podem apresentar alta
atividade tanto na sua forma bruta (extratos e 6éleos essenciais), como em fragdes e

em moléculas isoladas.

A terceira constatagao esta relacionada aos beneficios relacionados ao
uso de larvicidas naturais provenientes da madeira, tais como: obtencéo a partir de
recurso renovavel, maior biodegradabilidade, menor toxicidade aos organismos n&o
alvos, contribuicdo para o enfrentamento da resisténcia dos insetos devido ao
mecanismo de acdo diferenciado e ainda, a possibilidade de reaproveitamento dos

residuos gerados no processo de beneficiamento da madeira.

Por fim, conclui-se que a madeira pode ser fonte de larvicidas naturais e
que seu uso para esse fim pode agregar valor a essa matéria prima e assim estimular
0 uso sustentavel desse recurso florestal. Para tanto, € imprescindivel a continuidade
da pesquisa tanto em relagao a toxicidade aos organismos nao alvos e a viabilidade
comercial dos compostos ja identificados como ativos quanto em relagdo a analise

das demais espécies madeireiras ainda ndo investigadas.
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6. Apéndices

6.1. Apéndice 1: Placas de CCD na luz visivel.

Fracdes de 1 a4 e de 17 a 31 (solvente n-hexano: acetato de etila 9:1)

Fracbes de 32 a 47

(solvente n-hexano: acetato de etila
8:2)

Fracdes de 48 a 59

(solvente n-hexano: acetato de etila

7:3)

Fracdes de 60 a 83 (solvente n-hexano: acetato de etila 6:4)

Fracdes de 84 a 103 (solvente n-hexano: acetato de etila 1:1)
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Fracdes de 104 a 122 (solvente n-hexano: acetato de etila 1:1)
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6.2. Apéndice 2. Placas de CCD reveladas na luz UV (254nm).

" J
ey Ml ‘
|
!
i, - a4 "
: 8 5 s

Fracbes de 9 a 31 (solvente n-hexano: acetato de etila 9:1)

Fracbes de 32 a 47 Fracbes de 48 a 59
(solvente n-hexano: acetato de etila 8:2) | (solvente n-hexano: acetato de etila

7:3)
ul

Fracbes de 60 a 83 (solvente n-hexano: acetato de etila 6:4)

Fracdes de 104 a 122 (solvente n-hexano: acetato de etila 1:1)
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6.3. Apéndice 3. Placas de CCD reveladas com acido fosfomolibdico
e aquecimento.

Fracdes de 1 a 31 (solvente n-hexano: acetato de etila 9:1)

Fracdes de 32 a 47
(solvente n-hexano: acetato de etila 8:2)

Fracdes de 48 a 59
(solvente n-hexano: acetato de etila 7:3)

Fracdes de 60 a 83 (solvente n-hexano: acetato de etila 6:4)

Fracdes de 84 a 103 (solvente n-hexano: acetato de etila 1:1)

Fracdes de 104 a 122 (solvente n-hexano: acetato de etila 1:1)
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6.4. Apéndice 4. Memoéria de calculo do preparo das amostras.

(V3)

(V1)

(M1) Massa (C1) ~ | Volume (C2) (V2) Volume
g Massa . Data de Concentragao ~ | Volume
Cddigo da amostra : efetiva Solvente stock de | Concentracéo| " . a
desejada pesagem stock | final (ua/mL final .
(mg) (mg) (ma/mL) solvente | final (ug/mL) (mL) pipetar
(ML) (uL)
P.lecointei/Ae 15 5,6 27/5/2019 | DMSO 15 373 250 3 50
E.uncinatum/Ae 15 4,7 27/5/2019 | DMSO 15 313 250 3 50
M. elatum/Ae 15 53 27/5/2019 | DMSO 15 353 250 3 50
H.incanus/Ae 15 4,9 27/5/2019 | DMSO 15 327 250 3 50
D.odoratalAe 15 55 27/5/2019 | DMSO 15 367 250 3 50
A.decandralAe 15 4,9 27/5/2019 | DMSO 15 327 250 3 50
P.lecointei/Hex 15 6,8 9/3/2020 | DMSO 15 453 250 3 50
E.uncinatum/Hex 15 16,7 9/3/2020 | DMSO 15 1113 250 3 50
M. elatum/Hex 15 3,0 9/3/2020 | DMSO 15 200 250 3 50
H.incanus/Hex 15 3,7 17/9/2019 | DMSO 15 247 250 3 50
D.odorata/Hex 15 1,7 17/9/2019 | DMSO 15 113 250 3 50
A.decandra/Hex 15 3,8 17/9/2019 | DMSO 15 253 250 3 50
H.incanus/PLLA 15 8,6 4/11/2019 | DMSO 15 573 250 3 50
H.incanus/PLL2 15 54 4/11/2019 | DMSO 15 360 250 3 50
H.incanus/PLL3 15 6,0 4/11/2019 | DMSO 15 400 250 3 50
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H.incanus/PLL4 15 4,8 4/11/2019 | DMSO 15 320 250 3 50
H.incanus/PLL1/EFSA1 15 17,3 4/2/2020 | DMSO 15 1153 250 3 50
H.incanus/PLL1/EFS2 15 8,0 18/12/2019 | DMSO 15 533 250 3 50
H.incanus/PLL1/EFS3 15 6,7 18/12/2019 | DMSO 15 447 250 3 50
H.incanus/PLL1/EFS4 15 4.1 18/12/2019 | DMSO 15 273 250 3 50
H.incanus/PLL1/EFS5 15 1,9 18/12/2019 | DMSO 15 127 250 3 50
H.incanus/PLL1/EFS6 15 2,6 18/12/2019 | DMSO 15 173 250 3 50
H.incanus/FR20 15 11,3 11/3/2020 | DMSO 15 753 250 3 50
H.incanus/FR21 15 12,7 11/3/2020 | DMSO 15 847 250 3 50
H.incanus/FR24 a 51 15 13,3 11/3/2020 | DMSO 15 887 250 3 50
H.incanus/FR52 a 55 15 12,1 11/3/2020 | DMSO 15 807 250 3 50
H.incanus/FR56 a 67 15 15,8 11/3/2020 | DMSO 15 1053 250 3 50
H.incanus/FR68 a 75 15 16,1 11/3/2020 | DMSO 15 1073 250 3 50
H.incanus/FR81 a 91 15 10,7 11/3/2020 | DMSO 15 713 250 3 50
H.incanus/FR92 a 95 15 11,6 11/3/2020 | DMSO 15 773 250 3 50
H.incanus/FR96 a 99 15 11,1 11/3/2020 | DMSO 15 740 250 3 50
H.incanus/FR100 a 107 15 12,0 11/3/2020 | DMSO 15 800 250 3 50
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6.5. Apéndice 5. Resultados dos testes para atividade larvicida dos extratos brutos e fragoes.

Numero Larvas mortas - 24 horas

Numero Larvas mortas - 48 horas

Codigo da amostra Df::tgo Rep|Rep |[Rep| . . DP | Rep Rep|Rep| ... DP
Rep 1 > 3 4 média | % 1 Rep 2 3 4 média | %

P.lecointeilAe 27/5/2019 0 0 0 0 0 00 O 0 0 0 0 0 0
E.uncinatum/Ae 27/5/2019 0 0 0 0 0 00| 1 0 0 0 0,25 | 25 | 25
M. elatum/Ae 27/5/2019 0 0 0 0 0 00 O 0 0 0 0 0 0
H.incanus/Ae 27/5/2019 10 1 2 3 4 40 (41| 10 5 5 6 6,5 65 | 65
D.odoratalAe 27/5/2019 0 0 0 0 0 0 (00| O 0 0 0 0
A.decandralAe 27/5/2019 0 0 0 0 0 0 |00 O 0 0 0 0
P.lecointeilHex 11/3/2020 0 0 0 0 0 0 (0,0 4 7 5 6 55 55 | 55
E.uncinatum/Hex 11/3/2020 0 0 0 0 0 0 |00 1 0 0 1 0,5
M. elatum/Hex 11/3/2020 0 0 0 0 0 0 (00| O 0 0 0 0
H.incanus/Hex 23/9/2019 10 10 | 10 | x 10 |100 |0,0| - - - - - - -
D.odorata/Hex 23/9/2019 0 0 X X 0 0 (00| O 1 X 0,5 5 5
A.decandra/Hex 23/9/2019 0 0 0 X 0 0 (00| O 2 x | 0,667 | 6,67 |6,67
H.incanus/PLL1 4/11/2019 10 10 | 10 | x 10 |100 |0,0| - - - - - - -
H.incanus/PLL2 4/11/2019 1 2 2 X 1,67 [16,7/ 06| 3 4 4 X 3,67 | 36,7 36,7
H.incanus/PLL3 4/11/2019 4 3 X 4 40 (10| 5 4 3 X 4 40 | 40
H.incanus/PLL4 4/11/2019 0 0 X 0 0 |00 1 0 0 X 0,25 | 25 | 25
H.incanus/EFS1 4/2/2020 10 10 | 10 | 10 10 |[100 |0,0| - - - - - - -
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H.incanus/EFS2 18/12/2019 10 10 | 10 | 10 10 |100 |0,0| - - - - - - }

H.incanus/EFS3 18/12/2019 10 10 | 10 | 10 10 | 100 |0,0| - - - - - - }

H.incanus/EFS4 18/12/2019 0 0 0 0 |00 8 3 2 2 3,75 | 37,5 29
H.incanus/EFS5 18/12/2019 X 3,5 35 |21 7 7 X X 7 70 | 0,0
H.incanus/EFS6 18/12/2019 X 0 0 |00 O 0 0 X 0 |00
H.incanus/CC/FR-20 16/3/2020 10 10 | 10 | 10 10 |100 |0,0| - - - - - - -

H.incanus/CC/FR-21 16/3/2020 10 10 | 10 | 10 10 | 100 |0,0| - - - - - - -

H.incanus/CC/FR-24 a 51 16/3/2020 6 6 3 4 475 (47,5|/15| 6 7 8 8 725 |72,5| 1,0
H.incanus/CC/FR-52 a 55 16/3/2020 3 5 2 2 3 30 |[1,4| 10 9 10 | 9 9,5 95 | 0,6
H.incanus/CC/FR-56 a 67 16/3/2020 0 0 0 0 0 0 |00 8 5 4 7 6 60 | 1,8
H.incanus/CC/FR-68 a 75 16/3/2020 0 0 0 0 0 0 (00| O 0 1 2 0,75 | 7,5 | 1,0
H.incanus/CC/FR-81 a 91 16/3/2020 0 0 0 0 0 0 |00 O 0 0 1 025 | 2,5 |05
H.incanus/CC/FR-92 a 95 16/3/2020 0 0 0 0 0 0 (00| O 1 0 1 0,5 5 |06
H.incanus/CC/FR-96 a 99 16/3/2020 0 0 0 1 025 |25 (05| O 0 0 1 025 | 2,5 |05
H.incanus/CC/FR-100 a 107 |16/3/2020 0 0 0 0 0 0 |00 2 0 0 3 1,25 (12,5 1,5
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6.6. Apéndice 6. Resultados dos testes para atividade larvicida para calculo de CLso.

Lapachol isolado (FR20-2)

Concentragao 23/06/20 30/06/20 07/07/20 MEDIA | DP
(ppm) Rep1 | Rep2 | Rep3 | Rep1 | Rep2 | Rep3 | Rep4 | Rep1 | Rep2 | Rep3 | Repd
100 10 10 10 10 0
50 10 10 10 10 0
30 10 10 10 10 10 10 10 9 9,8 0,3
25 10 10 10 10 0
20 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0
12,5 0 0 0 0 0
10 9 10 10 9 5 9 6 10 8,5 1,9
5 0 0 0 0 8 6 7 1 2,75 3,5
0 (branco) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Desidro-a-lapachona (FR20-4)
Concentragéo 23/06/20 30/06/20 07/07/20 MEDIA | DP
(ppm) Rep1 | Rep2 | Rep3 | Rep1 | Rep2 | Rep3 | Rep4 | Rep1 | Rep2 | Rep3 | Rep4
100 10 10 10 10 0
50 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0,3
40 1 0 1 0 3 2 2 1 1,25 1
25 1 0 2 1 1
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12.5 1 0 0 0,3 0,58
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 (branco) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Lapachol comercial

Concentragéao 30/06/20 07/07/20 MEDIA DP
(ppm) Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4
30 10 10 10 10 10 10 10 10 0 0
20 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0
10 6 9 0 6 3 9 3 1 0 3,34
5 0 0 0 0 2 0 1 0 0,43 0,79
0 (branco) 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00
Extrato bruto
Concentragao 30/06/20 07/07/20 MEDIA DP
(ppm) Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4
200 9 10 10 10 9,75 0,50
100 3 5 4 10 5,50 3,11
50 0 0 0 0 2 3 0 0 0,63 1,19
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 (branco) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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