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RESUMO

Os mosquitos sdo responsaveis por seérios problemas de salde pablica mundial. O Aedes
aegypti e Anopheles sdo importantes vetores na transmisséo da dengue e malaria no Brasil.
Como ndo existe vacina disponivel, a principal forma de reduzir os indices de dengue e
malaria é controlando a proliferacdo dos insetos vetores que se baseia no controle vetorial
através da aplicacdo de inseticidas quimicos que possibilitam a contaminacdo ao meio
ambiente e selecdo de resisténcia em populacdes de mosquitos em decorréncia da intensa
aplicacdo. O uso de extrato de plantas vem ganhando destaque como alternativa no controle
de vetores, especialmente no ambiente amazénico, ja que os vegetais empregados apresentam
compostos quimicos com atividade larvicida e inseticida. Este trabalho tem como objetivo
realizar a prospeccdo fitoquimicae avaliar a atividade larvicida dos extratos e do Oleo
essencial de P. capitarianum para o controle de A. aegypti e Anopheles sp em condicdes de
laboratério. Os ovos de A. aegypti foram coletados em dois bairros de Manaus, e as larvas de
anofelinos foram obtidas nos criadouros do bairro Puraquequera. Os bioensaios foram
preparados com os extratos, 6leo e agua destilada nas seguintes concentracgdes: 500, 250, 100,
50, 25 mg/mL, controle positivo (temefds) e o controle negativo (DMSO, H,O e Tween),
testados com Rockfeller, A. aegypti e Anopheles que foram avaliada através da observagédo da
mortalidade das larvas em 24 , 48 e 72 horas de exposi¢do. Os extratos hexanicos,
metanolicos e aquoso foram preparados pelo sistema Soxhlet, método de infusdo e o Oleo
essencial foi extraido por hidrodestilacdo e analisados em CG-EM. Os extratos foram
submetidos a prospeccédo fitoquimica, onde foi analisada em cromatografia camada delgada
(CCD), utilizando reveladores especificos. O estudo fitoquimico dos extratos revelou a
presenca das classes quimicas antraquinonas, flavondides, terpenos, alcaldides e esterdides.
No oleo essencial foram identificados como constituintes majoritarios, o p-cariofileno
(34,08%), B-mirceno (13,77%) ¢ o a-humuleno (13,32%), respectivamente. Os extratos
hexanicos e metanolicos das inflorescéncias e Oleo essencial de P. capitarianum,
apresentaram atividade larvicida nas duas maiores concentragdes (500 e 250 pg /mL), com
mortalidade de 100% sobre A. aegypti e Anopheles sp, ap6s 72 horas exposicao,

demonstrando ser uma alternativa viavel no controle dos vetores.

Palavras-chave: Dengue; Malaria; Mosquitos; Fitoquimica
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ABSTRACT

Mosquitoes are responsible for serious problems of global public health. The Aedes aegypti
and Anopheles are important vectors in the transmission of dengue and malaria in Brazil. As
there is no vaccine available, the main way to reduce dengue indices and malaria is
controlling the proliferation of the insect vector that is based on vector control through the
application of chemical insecticides that allow contamination of the environment and
resistance selection in populations of mosquitoes as a result of intense application. The use of
plant extracts has been gaining attention as an alternative in vector control, especially in the
Amazon environment, since the plant employees have chemical compounds with larvicidal
activity and insecticide. This study aimed to carry out phytochemical prospecting and
evaluation of larvicidal activity of essential extracts and oil P. capitarianum for controlling A.
aegypti and Anopheles sp. under laboratory conditions. A. aegypti eggs were collected in two
neighborhoods of Manaus, and the larvae of Anopheles were obtained in the breeding of
Puraquequera neighborhood. Bioassays were prepared with the extracts, oil and distilled water
at the following concentrations: 500, 250, 100, 50, 25 mg / ml, positive control (temephos)
and negative control (DMSO, H20 and Tween), tested at Rockefeller A. aegypti and
Anopheles which were evaluated by observing the mortality of larvae at 24, 48 and 72 hours
of exposure. The hexane extracts, methanolic and aqueous were prepared by Soxhlet system,
infusion method and the essential oil was extracted by hydrodistillation and analyzed by GC-
MS. The extracts were submitted to phytochemical screening, which was analyzed by thin
layer chromatography (TLC), using specific developers. The phytochemical study of the
extracts revealed the presence of chemical classes anthraquinones, flavonoids, terpenes,
alkaloids and steroids. In the essential oil were identified as major constituents, the B-
caryophyllene (34.08%), B-myrcene (13.77%) and o-humulene (13.32%), respectively.
Hexane and methanolic extracts of the flowers and essential oil of P. capitarianum showed
larvicidal activity in the two higher concentrations (500 and 250 mg / mL), with 100%
mortality of A. aegypti and Anopheles sp, After 72 hours exposure, It is proving to be a viable

alternative for the control of vectors.

Keywords: Dengue, Malaria, Mosquitoes; Phytochemistry
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos sdo insetos conhecidos como pernilongos murigocas ou
carapanas, pertencentes a familia Culicidae que sdo de grande importancia para a saude
publica, por serem transmissores de patdgenos causadores de doencas como malaria,
filariose, febre amarela, dengue, leishmanioses, febre chikungunya, virus zika e entre
outras arboviroses (CHRISTOPHERS, 1960; CONSOLI & LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; MS/SVS, 2015). Estes insetos pertencem ao filo Arthopoda, classe
Insecta, ordem Diptera, e estdo distribuidos em todo globo terrestre, causando danos ao
homem por estarem envolvidos na transmissdo de mudltiplas infeccbes (LOZOVEI,
2001; FORATTINI 2002).

O comportamento considerado importante para a evolucao da relacdo patégeno-
vetor € a hematofagia que ocorre por meio da picada das fémeas infectadas, favorecendo
a transmissao dos agentes etioldgicos ao homem por intermédio do repasto sanguineo.
Este se faz necessario, pois as fémeas necessitam de uma fonte de proteinas presente no
sangue para 0 amadurecimento dos ovos. Durante o repasto sanguineo, 0s mosquitos
transmitem os patdgenos ao organismo e estes desencadeiam os sintomas podendo
comprometer varios 0rgaos e, as vezes até levar a o6bito (FORATINNI, 2002; SVS/MS,
2015).

De acordo com WHO (2015), anualmente milhGes de pessoas adoecem de
malaria e dengue no mundo e, diante deste fato, nota-se a importancia dos estudos em
mosquitos para o controle da transmissdo destas enfermidades. Dentre os insetos vetores
de patégenos de maior importancia ao homem, o mosquito Aedes aegypti Linnaeus,
(1762), é o principal transmissor do virus dengue no Brasil, podendo também transmitir

os virus chikungunya, zika e a febre amarela. Os mosquitos do género Anopheles sp.



também possuem grande importancia médica, pois sdo responsaveis pela transmissao
dos plasmodios, agente etioldgico da malaria, doencga parasitaria mais prevalente do

mundo (FORRANT]I, 2002; TADEI, et al 2010; WHO, 2015).

1.1 Dengue

A dengue € um dos principais problemas de satde publica no mundo, sendo a
segunda arbovirose mais importante em relacdo ao numero de pessoas infectadas
(WHO, 2012; WHO, 2015). Essa doenca é causada pelo virus da familia Flaviviridae,
género Flavivirus e, entre 0s sintomas, estdo a cefaléia, mialgia e artralgias. Existem
quatros sorotipos do virus da dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, sendo
que recentemente foi detectado o sorotipo DENV-5 na Malésia, que até o momento
ocorre em primatas (GOULD & SOLOMON 2008; ROCHA & TAUIL 2009;
VASILAKIS, 2013). Portanto o virus dengue é transmitido pelos mosquitos Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus (Skuse, 1894), sendo no Brasil o A. aegypti
o principal vetor e no continente asiatico o A. albopictus (MARZOCHI, 1994; OMS,
2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2015) estima que ha em torno de 390
milhdes de pessoas infectadas anualmente, em mais de 100 paises de todos os
continentes, exceto a Europa. Constatou-se também que dois quintos da populacdo
mundial, ou seja, mais de 2,5 bilhGes de pessoas correm o risco de contrair dengue.
Destes, cerca de 5 milhdes de doentes necessitaram de hospitalizagdo e 500 mil
morreram em consequéncia desta arbovirose (WHO, 2015).

No Brasil a dengue apresenta a maior incidéncia de casos nos primeiros cinco

meses do ano, periodo mais quente e Umido, tipico dos climas tropicais, sendo que



devido as alteracGes climaticas, 0s casos passaram ocorrer em todo ano em Varias
localidades (SVS/MS, 2015).

A cidade de Manaus foi uma das ultimas capitais brasileiras a ser infestada por
A. aegypti (PINHEIRO, 2000). O isolamento geogréafico favoreceu este fato, porém, em
novembro de 1996, foi detectada a infestacdo em um dos bairros da area central (Praca
XIV) e rapidamente o Aedes aegypti atingiu o centro da cidade, sendo que no ano
seguinte ja estava presente em toda cidade de Manaus (BASTOS, 2004; FIGUEIREDO
et al., 2004). Dois anos apds, em 1998, ocorreu a primeira epidemia na qual foram
detectados os sorotipos DENV 1 e DENV 2, com registro de 29.033 casos clinicamente
detectados (PINHEIRO, 2000).

Atualmente, o pais vem enfrentando epidemias de dengue em grande parte do seu
territorio , sendo que as populacbes ainda vivem em areas de risco de transmissdo da
doenca. Apesar do desenvolvimento tecnoldgico e cientifico, a dengue permanece como
um dos maiores problemas de salde publica a ser combatido. Segundo o SVS/MS
(2015) relatou a ocorréncia de 1.297 casos de dengue no pais, levando 401 pessoas a
Obitos. Esta situacdo fez com que o Brasil se tornasse um dos paises com um indice
expressivo de registros de casos de dengue.

Como ainda ndo dispde uma vacina eficaz para a prevencdo da dengue, 0
controle vetorial € a medida mais eficiente para manter a doenca em nivel que ndo cause
epidemias. Embora ocorram importantes avangos no desenvolvimento de medidas
alternativas, o uso de inseticidas quimicos continua sendo essencial nos programas de
controle integrado, sendo utilizados ha muitos anos devido a sua eficacia,
sustentabilidade e baixo custo (WHO, 2013), porém os principais problemas do uso
destes inseticidas quimicos sdo o aparecimento de populacfes resistentes e 0s danos

ambientais provocados por seu uso intensivo em varias outras regifes tropicais e



subtropicais (LUNA et al., 2004; OMS, 2014). Em diferentes estados do Brasil
(Rondonia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Distrito Federal) foram detectados o “status” de
resisténcia do A. aegypti aos inseticidas quimicos resultando em sérios problemas no
controle da transmissdo dos diferentes tipos de virus (FUNASA, 2012; SILVA, 2013).
Atualmente no Brasil, varios Estados brasileiros, tem se encontrado grande nimero de
populacdes de insetos vetores resistentes a inseticidas ou com a suscetibilidade alterada,
sendo assim os laboratorios realizam o monitoramento de resisténcia, preconizam a
substituicdo destes inseticidas em cidades aonde tenha sido detectada resisténcia
(PICCOLLI, 2011). Em virtude desta problematica, ha uma intensa busca por métodos

alternativos ou complementares para o controle do vetor.

1.2 Maléria

A malaria é a doenca parasitaria mais frequente no mundo em relagdo ao nimero
de pessoas infectadas que ocorre na regido tropical do globo terrestre causando
problemas sociais e econdmicos nas areas em que € registrada (WHO, 2015). Essa
doenca é causada por protozoarios do género Plasmodium, que podem ser transmitidos
ao hospedeiro vertebrado pela picada do mosquito fémea do género Anopheles
(FORRANTI, 2002; TADEI et al, 2010).

Segundo a OMS (2015), cerca de 220 milhdes de pessoas sdo infectadas
anualmente, em mais de 104 paises, e aproximadamente dois milh6es morrem em
decorréncia do agravo da doenga, sendo que no continente africano estdo concentrados
aproximadamente 90% dos casos clinicos da doenca e 90% das infeccdes.

No Brasil, a malaria ¢ endémica nos estados que fazem parte da regido
Amazonica (Acre, Amazonas, Amapa, Roraima, Mato grosso, Maranhdo, Rondonia e

Tocantins), onde se registra cerca de 140 mil casos de malaria por ano, sendo que 276



necessitam de hospitalizacdo e 36 morreram em conseqiéncia dessa doenca, que
corresponde a 99% dos casos notificados oriundos da regido Amazénica (OMS, 2014;
SVS/MS, 2015). As condicbes ambientais, geograficas e ecoldgicas da regido
Amazonica favorecem o desenvolvimento dos anofelinos e sua interacdo com
plasmddio, constituindo area de alto e médio risco de infeccdo (TADEI, 2005; TADEI
et al.,, 2010; RODRIGUES et al., 2013). Outro fator importante na transmissao da
maléria € a variedade de ambientes aquaticos encontrados na regido que estdo
relacionados ao contato do homem com o vetor, durante o periodo do pulso das
enchentes e da vazante, causando a manifestacdo da doenca (TADEI & DUTARY,

2000; TADEI et al., 2001; 2007; 2010).

Vaérios fatores contribuem para a manutengdo da malaria na Amazonia, como
por exemplo, a colonizagdo desordenada; a construcdo de usinas hidrelétricas; os
tanques de piscicultura, aberturas de estradas, exploracdo de minérios e combustiveis
fosseis, entre outros. (TADEI et al., 2007; HAHN et al., 2014).Todas essas atividades
colocam o homem em contato com a mata proporcionando condi¢Ges de reprodugéo
para os anofelinos e aumentando a densidade populacional. Esse intenso contato

homem-vetor nessas areas provoca a disseminacgdo da malaria

A principal forma de reduzir os indices de malaria é controlando a proliferacéo
do inseto vetor, por meio do controle integrado que é a unido de diferentes formas de
atuacdo, no qual pode-se destacar: controle fisico (manejo dos criadouros, telagem das
casas), controle quimico (uso de inseticidas quimicos,como borrifacdo intradomiciliar,
termonebulizacdo, mosquiteiros impregnados de inseticidas) e controle biolégico (com

uso de patogenos ) (TADEI, 2010; OMS, 2011).



Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2014), em mais de 90 paises em todo
mundo sdo distribuidos gratuitamente mosquiteiros impregnado com inseticidas
quimicos que tem contribuido para a diminuicdo de numeros de malaria e também séo
recomendadas a aplicacdo dos inseticidas quimicos através da borrifacdo intradomiciliar
para manter as pessoas protegida do inseto vetor contaminado. Nos ultimos anos tem
sido observado um decréscimo na utilizagéo de inseticidas quimicos devido ao aumento
no preco, contaminacdo ao meio ambiente e selecdo de resisténcia dos mosquitos em
decorréncia da intensa aplicacdo. (WHO, 2014)

O controle bioldgico é uma acéo alternativa ou complementar s demais acgoes ja
empregadas, consistindo na utilizacdo de agentes bidticos que sdo letais contra o inseto
alvo, contribuindo para a preservacdo de recursos naturais (RODRIGUES et al., 2008;
FERREIRA, 2013). As principais vantagens do uso do controle biologico séo: a)
apresenta especificidade agindo diretamente sobre o inseto alvo e ndo provocando
efeitos adversos; b) ndo poluem o meio ambiente, pois sdo biodegradaveis ndo
possuindo efeito cumulativo no ambiente e ¢) ndo promovem resisténcia ao inseto alvo
(ALVES, 1998).

Para o controle de anofelinos, utilizam-se: peixes predadores de larvas
(PAMPLONA et al., 2004), extratos botanicos (CAVALCANTI et al., 2004), fungos
(HABIB, 1984) e bactérias (DE BARJAC, 1990). Dentre as bactérias utilizadas
destacam-se as pertencentes ao género Bacillus sp., estas produzem cristais toxicos com
acdo inseticida (DE BARJAC, 1990).

Em conseqiiéncia dos fatos tém-se necessidade pela busca de substancias
biologicamente ativas que ndo causem danos ambientais, com isso 0 uso de extratos de
plantas vem sendo uma alternativa para o controle de vetores de patdégenos, devido esses

organismos apresentar compostos quimicos inovadores efetivos contra espécies de



mosquitos, gerando alternativas de baixo custo para o controle (MEDEIROS, 2012;

OMS, 2013).

1.3 Atividade inseticida com extratos de plantas

No Brasil encontra-se a maior diversidade de plantas do planeta, com cerca de

55.000 espécies catalogadas correspondendo a 30% da flora mundial, o que torna o pais
promissor na busca de novos compostos com atividade inseticida contra insetos
(SIMOES et al., 2004; JOLY et al., 2011).
Os extratos de plantas com propriedade inseticida vém sendo utilizados pelo homem
desde a idade média, sendo que algumas produzem compostos ativos que podem agir
sinergicamente ou como repelentes causando mortalidade e também atuam
negativamente no comportamento e na fisiologia dos insetos (FRIGHETTO, 1997,
SHAALAN et al, 2005). As plantas produzem defesas bioquimicas, também
conhecidas como metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlicos primarios sdo
encontrados em todas as células vegetais e sdo importantes para o desenvolvimento da
planta, diferente dos metabdlicos secundarios que sdo produzidos como protecdo contra
insetos e microrganismos (TAIZ & ZEIGER, 2013). Os compostos com propriedade
inseticida estdo presentes nos metabdlicos secundarios que podem ser utilizado como
um método alternativo no controle de insetos vetores, pois suas a¢des sdo especificas
sobre inseto alvo e agem em concentracBes baixas, além de ndo serem toxicos ao
homem (PINTO et al., 2002)

Entre 0os compostos vegetais encontram-se as amidas, terpenos, alcaloides,
flavonoides e lignanas que sdo consideradas 0s principais grupos de metabolitos da
planta, pois sdo responsaveis pela atividade inseticida produzindo substancias

secundarias para a defesa contra insetos, sendo que as familias Meliaceae, Rutaceae e



Piperacea sdo as que mais produzem esses metabdlitos. (YUNCKER, 1973; PARMAR

etal.,, 1997; BARBOSA et al., 2012).

1.4 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae é a mais primitiva entre as angiospermas que pertence a
ordem Piperales segundo o sistema de classificagdo de Cronquist (1981) e suas espécies
estdo distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais ocorrendo em ambos 0s
hemisférios (YUNCKER, 1973; GUIMARAES & SILVA, 2009).

Esta familia compreende cerca de 2000 espécies distribuidas em 14 géneros,
sendo que no Brasil tem 3 géneros nativos: Sarcorhachis (Trel), Piper (Linnaeus) e
Peperomia (Ruiz & Pav) (MABBERLEY, 1997) com aproximadamente 500 espécies
(YUNCKER, 1972) sendo encontradas desde a regido Norte ao Sul que representa uma
grande parte do bioma amazonico (GUIMARAES & MONETEIRO 2006; MARQUES
etal., 2008)

Algumas espécies da familia apresentam importancia econdmica, medicinal,
ornamental, sendo utilizadas na alimentagdo como a Piper nigrum L. conhecida
pimenta-do-reino (MOURA et al, 2008). Outras espécies sdo utilizadas na medicina
popular por produzirem compostos ativos como alcal6ides, propenilfendis, lignanas,
neolignanas, terpenos, esterdides, cavapironas, piperolideos, chalconas, diidrochalconas,
flavonas e flavononas (PARMAR et al, 1997), com diversas propriedades, tais como
antiinflamatdria, antimicrobiana, antihelmintica, antifingica, inseticida (LEAL, 2000;
SANTOS et al., 2012; PINTO et al., 2012). Aproximadamente 592 substancias foram
isoladas, sendo que apenas 10% sdo das espécies do género Piper, com andlise

fitoquimica (MYERS et al., 2000; MARQUES & KAPLAN, 2015).



1.5 Género Piper (Linnaeus)

O género Piper é o0 mais representado da familia Piperaceae com
aproximadamente 700 espécies, as quais encontram-se distribuidas em regides tropicais
e subtropicais, sendo que no Brasil sdo conhecidas cerca de 266 espécies (YUNCKER,
1973; LARA JUNIOR et al., 2012;). Este género compreende arbustos ou pequenas
arvores, escandentes. As folhas sdo alternas, inteiras, simples que apresentam, podendo
atingir em algumas espécies até, consisténcia membranacea a coridcea. As flores sdo
sésseis, aperiantadas, dispostas em espigas opostas as folhas que variam de
comprimento e espessura, eretas, providas de pedunculos delgados ou espessos. Os
frutos sdo drupas globosas com pericarpo pouco espessado (MOREIRA, 1995; REITZ,
2003; GUIMARAES & GIORDANO, 2004).

As espécies desse género sdo comumente utilizadas como inseticida contra
varios insetos, como por exemplo, a Piper aduncum, que em seu 6leo essencial mostra
altos teores de dilapiol, que identificaram atividade inseticida para o mosquito da
dengue (PINTO et al., 2012). A espécie Piper hispidinervum conhecida como pimenta
longa, € rico em safrol, componente quimico aromatico empregado como agente
sinergistico de inseticidas (PIMENTEL et al., 1998). Os 6leos essenciais obtidos de
outras espécies de Piper, tais como: P. hispidum, P. callosum, P. marginatum e P.
divaricatum sdo muito eficazes como inseticidas (SOUTO, 2011; SANTOS et al.,
2012).

Compostos biologicamente ativos como ligninas, amidas de longa cadeia e
ésteres graxos, foram isoladas de P. nigrum, P. guineense e P. tuberculatum,
substancias reconhecidas por sua agdo inseticida, podendo agir por contato, sinergismo,
repelente e anti-alimentar (ESTRELA et al., 2005; SCOTT et al., 2008; AHMAD et al.,

2012). Outras espécies provenientes da india, como P. longum, P. beetle, P. peepuloides
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e P. cubeba apresentam atividade inseticida sobre espécies da ordem Coleoptera e

Diptera, sendo a piperina o principal constituinte (MIYAKADO et al., 1989; BOLL et

al., 1994).

Outros metabolitos tém sido isolados do género Piper, e estdo apresentados na

Figura 1, como compostos quimicos que apresentam atividade larvicida sobre o vetor da

dengue A. aegypti, que sdo encontradas especialmente em P. nigrum, a espécies mais

estudadas da Familia Piperaceae. Deve também notar-se os baixos valores de CLso

observada para algumas classes destes compostos, que poderia ser uma alternativa

viavel no controle de insetos vetores no ambiente amazo6nico (SIDDIQUI et al., 2007,

DA SILVA etal.,, 2011; LEITE et al., 2012; RAHMAN, 2012; GARCEZ et al., 2013)
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0
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Figura 1.
condic@es de laboratorio.

Metabolitos isolados das espécies do género Piper sobre A. aegypti em
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Portanto, poucas espécies do género Piper foram estudadas do ponto de vista
fitoquimico, havendo necessidade de ampliar os conhecimentos e obtencdo de novos
compostos ativos desta familia que permitam a sintese de novos produtos inseticidas

com o uso direto no controle de insetos vetores de patdgenos.

1.6 Piper capitarianum (Yunck)

A espécie Piper capitarianum é um arbusto de 1-2m de altura com caule provido
de nds e suas folhas sdo alternas, simples com diferentes formas e de tamanho variavel,
sendo que a inflorescéncia € basicamente uma espiga pedunculada, com 4-7 cm de
comprimento (YUNCK, 1974)

Segundo o sistema de classificacio de CRONQUIST (1981), a espécie Piper
capitarianum pertence a Ordem Piperales, Familia Piperacea e 0 Género Piper, e esta
distribuida naturalmente nos estados do Amazonas, Roraima e Rondodnia (YUNCK,
1996; GUIMARAES &GIORDANDO, 2004).

Em um trabalho realizado por Pohlit et al. (2004), foi realizada uma triagem com
56 espécies vegetais distribuidas em 28 familias de plantas encontradas no estado do
Amazonas e foram testados 0s extratos aquosos, etanolicos e metandlicos contra larvas
de A. aegypti. Os extratos metandlicos que apresentaram a maior atividade larvicida do
género Piper foram P. aduncum , P. tuberculatum e P. capitarianum. Portanto, ndo ha
nenhum estudo fitoquimico realizado quanto a presenca de compostos com atividade
inseticida dessa espécie.

Dessa forma, ha necessidade de buscar informagdes sobre a composic¢éo quimica
e suas atividades biologicas que serdo fundamentais para o avanco das pesquisas na area

de fitoquimica nestas espécies.
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2. JUSTIFICATIVA

Em 2013 a incidéncia de maléria aumentou em 35%, no Estado do Amazonas,
comparada aos anos anteriores, segundo o boletim de Vigilancia em Saude da Fundagédo
de Vigilancia em Saude do Amazonas (FVS), onde foram registrados 17.950 casos de
malaria (FVS, 2013). Portanto, 0 Amazonas ainda vem sendo classificado como &rea de
alto risco devido aos elevados nimeros de casos.

Outro problema que afeta a populacdo do estado do Amazonas é o virus dengue
e chikungunya, que vem causando sérios problemas de saude publica. Em 2011, o
Estado do Amazonas vivenciou a maior epidemia de dengue da sua histéria, onde foram
registrados 47 mil casos e tendo como conseqiiéncia da epidemia, 0 registro de 12
Obitos (SUSAM, 2011). Em 2014, foram registrados 8 casos confirmados do virus
chikungunya no Estado do Amazonas, sendo que no seguinte ocorreram reducdo dos
namero de casos da doenca (SVS/MS, 2015).

Neste contexto, a dengue e a malaria sdo consideradas doencas passiveis de
intervencdo sendo importante o desenvolvimento de pesquisas para fornecer subsidios,
que contribuam para o combate ao vetor.

No que se refere a0 meio ambiente, 0 uso constante de inseticidas quimicos que
causa descontrole da populacdo de mosquito, levando a selecdo de espécies resistentes e
também tem provocado outros efeitos indesejaveis, como poluicdo ambiental e
toxicidade para seres humanos e outros organismos da fauna associada.

Assim, ha necessidade de buscar novas alternativas ambientalmente seguras,
potencialmente adequadas e mais eficazes para uso em programas de combate aos
vetores. Uma das tendéncias atuais é a bioprospeccdo de plantas na expectativa de

conseguir outros compostos, que apresentem atividade inseticida contra 0s insetos
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vetores. Portanto, ainda continuam escassos 0s estudos sobre busca de novas moléculas

bioativas, para serem incorporados nos atuais programas de controle.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Auvaliar atividade larvicida de extratos e do 6leo essencial de Piper capitarianum

utilizada no controle de A. aegypti e Anopheles sp em condicGes de laboratorio.

3.2 Especificos

e Obter extratos brutos e 6leo essencial de Piper capitarianum;

e Detectar a atividade larvicida dos extratos e 6leo essencial por meio de
bioensaios seletivo em laboratério utilizando as larvas de A. aegypti e Anopheles
SP;

e Determinar a concentracdo letal CLso e ClLgo por meios de bioensaios de
concentracdo em laboratorio utilizando as larvas de A. aegypti e Anopheles sp;

e Obter o perfil cromatografico do 6leo essencial de Piper capitarianum por meio de

Cromatografia Gasosa (CG-EM);

e Fracionar os extratos ativos por meio de cromatografia (coluna, CCD).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

As partes aéreas (folhas, caule e inflorescéncia) de P. capitarianum foram
coletadas no Setor de Plantas Medicinais e Hortalicas da Embrapa Amazénia Ocidental
(03°06” 23,04”S ¢ 60° 01° 35,14”W.), situado na Rodovia AM-010 da rodovia Manaus-

Itacoatiara no km 30 (Figura 2).

Figura 2. Exemplar de Piper capitarianum cultivada em area experimental da
Embrapa Amazénia Ocidental.

Apbds a coleta, o material foi acondicionado em sacos plasticos pretos
devidamente etiquetados com nome do coletor e data, transportado ao Laboratério de
Maléria de Dengue do INPA. As partes (folhas, galhos e inflorescéncia) do material
vegetal foram prensadas para confec¢do das exsicatas e secas em estufa & temperatura
de 50°C por um periodo de 72 horas. As exsicatas foram identificadas por meio de
comparacao com material existente na colecdo do herbario do INPA, onde se encontram

depositadas sob 0 n® 259.231 do herbario do INPA (Figura 3).
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Figura 3. Exsicata confeccionada da espécie Piper capitarianum coletada e

depositada no herbario do INPA.

4.1.1 Processamento do material vegetal

Apds a deposito das exsicatas no herbario do INPA, outras partes coletadas da
planta como as folhas, galhos, inflorescéncia de Piper capitarianum foram higienizados

e armazenados separadamente na estufa como segue:

a) As folhas foram retiradas dos ramos e colocadas na estufa a 60°C com
circulacdo de ar para desidratacdo. Apds a secagem as folhas foram pesadas

numa balanga para verificar a quantificacdo do material seco.

b) Os galhos foram retirados das folhas e escovados a seco para retirada das
sujeiras. Em seguida foram colocados na estufa a 60°C para desidratacao.
Posteriormente, os galhos secos foram pesados para quantificar o material

vegetal coletado.



17

c) As inflorescéncias foram retiradas dos galhos, colocadas na estufa a 60°C para
desidratacdo. Posteriormente, as inflorescéncias foram pesadas para a

quantificagéo.

Em seguida, os materiais secos foram triturados separadamente em moinho tipo

faca e pesados para obter a massa do material vegetal triturado que foi utilizado na

preparacdo dos extratos (Figura 4).

Figura 4. Processamento do material vegetal. (A) Estufa com circulagdo de ar para
desidratacdo do material vegetal; (B) Moinho do tipo faca utilizado para trituracdo das

partes coletadas de Piper capitarianum

4.1.2 Obtencao dos extratos de Piper capitarianum

Os extratos foram preparados no setor de Quimica de Produtos Naturais do
Laboratorio de Malaria de Dengue do INPA. O material vegetal triturado das partes
coletadas (folhas, galhos e inflorescéncia) foram submetidos a extracdo separadamente
utilizando o sistema de Soxhlet com solventes organicos (hexano, metanol) em ordem
crescente de polaridade, por um periodo de 3x de 6 h para obtencdo dos extratos,

conforme a Figura 5.
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Obteng do dos Extratos ]

Extracio em Soxhlet (3x) Extracio em Hi0 quente

Extrato [ Rexiduo botizico l [ Extracao do Oleo ]
[ Extrato Aquoso ] 2

Hexanico

Extrato |

Metanol

Residuo botanico

Figura 5. Fluxograma para obtencéo de extratos da Piper capitarianum

Apls a extracdo, os extratos foram filtrados em papel de filtro comum,
concentrados em rotaevaporador com rotacao de 100 rpm e temperatura do banho Maria
30°C, para eliminacdo dos solventes (Figura 6). Posteriormente, os extratos foram
acondicionados em recipientes de vidro ambar devidamente fechados e mantidos em
geladeira até serem utilizados nos bioensaios seletivos para um “screening” inicial
verificando atividade letal contra larvas de A. aegypti da cepa (Rockfeller), A. aegypti

(campo) e Anopheles sp.
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Figura 6. Preparacdo dos extratos de Piper capitarianum. (A) Sistema Soxhlet para

obtencdo dos extratos; (B) Evaporador rotativo para remogao dos solventes.

Na obtencdo do extrato aquoso foi utilizado o método descrito por Saraiva
(2006) por infusdo, sendo pesadas 50g do material vegetal triturado (casca, galhos e
folhas) acondicionados em becker com capacidade de 1 litro, onde foram adicionados
600 mL de agua fervente, por aproximadamente 15 minutos. Em seguida os extratos
foram filtrados em papel filtro, armazenados em recipientes de vidro ambar
devidamente fechados, onde foram congelados até o processo de liofilizacdo para

retirada da agua residual.

4.1.3 Extracdo do Oleo essencial

A extracdo do 6leo essencial das folhas de Piper capitarianum foi feita pelo
método hidrodestilacdo utilizando o sistema de Clevenger por periodo de 4h. Esse
sistema € composto por uma manta aquecedora, um baldo de fundo redondo com
capacidade de 2000 mL e um sistema de circulacdo de agua fria (Figura 7). No baldo de
fundo redondo foram adicionados 1litro de agua destilada e 200g de folhas trituradas
que foi aquecido sobre a manta aquecedora em uma temperatura de 100 °C. Apds o

processo de extracdo, o Oleo foi lavado em diclorometano e seco em sulfato de sodio
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(Na2S0s) anidro comercial para retirar dgua residual, acondicionado em frasco de vidro
ambar e deixado na capela com exaustor por 24 horas para evaporacdo do solvente

(diclorometano).

Figura 7. Extracdo do 6leo por hidrodestilacdo. (A) Sistema Clevenger modificado; (B)

Oleo essencial extraido das folhas de Piper capitarianum submerso em &gua destilada.

Posteriormente foi realizada a determinacdo do rendimento do 6leo e em seguida
a realizacdo dos bionsaios. O 6leo essencial foi analisado em Cromatogréafia Gasosa
acoplada ao Espectrometro de Massa (CG-EM) para determinacdo dos constituintes

quimicos majoritarios.

4.2 Analise quimicas
4.2.1 Anélise Cromatografica em Camada Delgada -CCD

Os extratos ativos foram analisados por cromatografia (CCD), utilizando
cromatoplacas da marca Merck, silica gel de fase normal com suporte de aluminio de

tamanho 20 x 20 cm com indicador de fluorescéncia Fzs4 (Figura 8 A). Para revelar as
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placas foram utilizados reveladores universais e especificos, visualizadas na luz UV

(365 e 254 nm).

4.2.2 Fracionamento em Coluna de Silica Gel

Os extratos ativos foram submetidos a fracionamento cromatografico através de
uma coluna de vidro, 20 cm de altura e 4 cm de diametro, utilizando silica gel 60 da
Merck em diferentes sistemas de eluicdo (solventes organicos) para isolamento dos
constituintes quimicos majoritario (Figura 8 B). As fracGes obtidas da coluna foram
comparadas e reunidas pela cromatografia em camada delgada - CCD comparativa. Os
constituintes isolados foram caracterizados por métodos espectroscopicos de RMN *C

e H.

Figura 8. Fracionamentos dos extratos ativos (A) Cromatografica em camada delgada -

CCD; (B) Cromatografia em coluna

4.2.3 Anélise do 6leo em Cromatografia Gasosa — (CG-EM)
O oleo essencial obtido das folhas de Piper capitarianum (OSFPC) foram

analisados por Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrémetro de Massa, utilizando
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um Cromatografo a Gas (ShimadzuTM), equipado com detector de lonizacdo por
Chama (DIC), com DB-5MS, coluna capilar (30 m x espessura de 0,25 mm, espessura
de filme 0,25 pum ), usando Hélio (He) como o gas de arraste (1,0 mL min™?). As
temperaturas do injetor e detector foram de 250 °C e 290 °C, respectivamente, sendo
injetados padrdes de hidrocarbonetos lineares C7 a C30 para a determinacdo dos indices
de retencdo nas mesmas condi¢des cromatograficas do CG-EM.

A identificacdo dos componentes quimicos foi realizada com dados de indices de
retencdo por CG-DIC e dos espectros de massas por CG-EM, que foram calculadas
utilizando Equacdo de van der Dool-Kratz, relacionando os tempos de retencdo das
substancias presentes nos 6leo essencial com os tempos de retencédo de hidrocarbonetos
lineares injetados no aparelho. Os indices de retencdo e os espectros de massa foram
comparados com as informacdes da biblioteca (WILEY 7.0) e de acordo com ADAMS

(2007).

4.3 Avaliacéo da atividade larvicida

4.3.1 Coleta dos ovos de Aedes aegypti

Os ovos de A. aegypti foram coletados no bairro Cidade Nova (S03°03°09.0”
W59°55°59.0”) localizado na zona oeste da cidade de Manaus. O critério de escolha
desse bairro foi baseado no Levantamento do Indice Rapido de Infestagdos por A.
aegypti (LIRAa), divulgado pela Secretaria Municipal de Saude (SEMSA). Segundo o
LIRAa (2013), foi registrado a zona oeste da cidade como a area de alto risco de
ocorréncia dos casos de dengue, devido maiores indices de Infestagio Predial (11P),onde
0 periodo de maior proliferagdo do mosquito transmissor, ocorre com a alta incidéncia

de chuvas (BRASIL 2013). Para a coleta dos ovos de A. aegypti, foram utilizadas 20
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armadilha de oviposicdo, contendo uma solucdo atrativa. Esta solucdo atrativa é uma
infusdo preparada com 83 g de capim elefante (Pennisettum purpureaum) picado,
adicionado em 10 litros de a4gua e mantido em um recipiente com tampa, por um
periodo de 7 dias. Apds o periodo da infusdo, a solucdo foi coada em uma peneira e
apenas o liquido resultante foi utilizado nas armadilhas, na concentracdo de 10%

(REITER & GUBLER, 1997).

As armadilhas utilizadas sdo constituidas de recipientes plasticos preto contendo
duas palhetas eucatex (3x13x 0,5cm), fixadas verticalmente em sua parede com
grampos, servindo de substrato de oviposicdo, sendo distribuidas duas armadilhas, em
diferentes comodos do intradomicilio: quarto, cozinha ou sala, e peridomicilio: quintal,
garagem ou area de servigo, tomando-se o cuidado de escolher locais onde ndo houvesse
incidéncia de luz solar e chuva. Apds cinco dias de permanéncia nos domicilios, as
armadilhas de oviposicdo (ovitrampa) foram recolhidas e as palhetas foram
acondicionadas no insetario do Laboratdrio de Malaria e Dengue no Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazoénia- INPA, e colocadas para secar em condicGes de laboratério

por um dia.

4.3.2 Manutencdo de Aedes aegypti no insetario.

As palhetas contendo os ovos foram colocadas em bacias contendo 500 mL de
agua para ecloséo dos ovos. As larvas foram alimentadas diariamente com ragdo para
gato da marca Purina (Friskies) macerado em moinho. A limpeza das bacias eram feitas
3 vezes na semana com remogdo de 1/3 da agua para evitar a formacdo de pelicula na
superficie seguindo a metodologia de rotina do Laboratério de Malaria e Dengue

(SANTOS et al 1980, SCARPASSA & TADEI, 1990). As larvas foram mantidas até
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atingirem o estagio de pupa, posteriormente as bacias foram teladas por fil6 (tecido)
contendo uma abertura central, onde foi colocado chumaco de algodao para facilitar o
acesso do capturador (aspirador entomoldgico), ao coletar os adultos recém emergidos.
Apdbs a emergéncia, os adultos foram identificados pela chave taxonémica de Consoli &
Lourenco de Oliveira (1994) observado com o auxilio de microscépio estereoscopico e
em seguida foram introduzidos nas gaiolas para montar a colénia no insetario (Figura 9

A B).

Figura 9. Manutencdo de Aedes aegypti no insetario. (A) Bacias teladas utilizadas na

manutencg&o das larvas no laboratorio. (B) Introdugdo dos mosquitos adultos nas gaiolas.

Os mosquitos adultos foram mantidos nas gaiolas apds a introducdo de macho e
fémeas de A. aegypti para reproducdo e reposicdo do estoque de ovos do laboratorio.
Estes foram alimentados com solucdo agucarada a 10%, contida em erlenmeyer com
algoddao umedecido. Para as fémeas foi oferecida alimentacdo sanguinea para a
maturacdo de seus ovos, utilizando hamster (Mesocricetus auratus) anestesiados por
aproximadamente 30 minutos, seguindo o Protocolo CEUA 069 /2015 do Comité de
Etica Animal do INPA que proporciona o bem estar do animal utilizado em ensaios

experimentais.
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Apols o periodo de repasto sanguineo, foram colocados recipientes (copo de
plastico 100 mL) na gaiola contendo agua e uma tira de papel de filtro em sua parede
interna para a desova. Apds o periodo de oviposicdo, 0s copos contendo as desovas
(Geragdo 1) foram retirados das gaiolas e novamente foi repetida metodologia de
criacdo para desenvolvimento da geracdo F1, sendo que as larvas de 3° estddio foram
selecionada para testar a atividade larvicida dos extratos e Oleo essencial de P.
capitarianum por meio de Bioensaios.

Os ovos da cepa Rockefeller utilizada como referéncia de suscetibilidade para
comparacdo das mortalidades de A. aegypti, foram obtidos do SUCEN
(Superintendéncia de Controle de Endemias) do estado de Sdo Paulo e mantidos
seguindo a técnicas do Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA.

No insetario onde foi feita a manutencdo dos mosquitos, as condi¢des ambientais
foram padronizadas e controlada, quanto a temperatura de 26° £ 2°C, umidade relativa

de aproximadamente 80% e fotoperiodo de 12 horas. (SCARPASSA & TADEI, 1990).

4.3.3 Local de coleta dos anofelinos

As coletas das larvas de anofelinos foram realizadas na Zona Leste, no bairro
Puraquequera e no ramal do Brasileirinho, area periurbana da cidade de Manaus (Tabela
1). O critério de escolha desse bairro € baseado nos trabalhos publicados por Tadei et al
(1998, 2001, 2007) e Arcos & Ferreira (2012) que registra como endémica desta
especie, apresentando varias colegdes hidricas com vegetacdo aquatica, tornando o
ambiente propicio para o desenvolvimento de formas imaturas do mosquito. Estas
foram coletadas com o auxilio de concha entomoldgica com capacidade de

aproximadamente 350 mL, abertura de 11 cm e cabo de manuseio de um metro para
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alcancar as areas em torno dos criadouros (TADEI, et al., 2007). Os pontos de coleta

selecionados estdo descritos na Tabela 4 com as respectivas coordenadas geogréficas.

Tabela 1. Pontos de coleta de anofelinos com as respectivas coordenadas geogréaficas.

Pontos Localidade Tipo de criadouro Coordenadas
P1 Puraquequara Tanque de piscicultura S 03°02'44.4" W 59°53'09.0"
P2 Ramal Brasileirinho Barragem S 03°01'.236” W 59° 54'. 664"
P3 Puraquequara Barragem S 03°03'.081” W 59° 53'.594"
P4 Puraquequara Tanque de piscicultura S 03°03'.304” W 59° 53' 533"

4.3.4 Manutencédo de anofelinos

Ap0s a coleta, as larvas foram colocadas em vasilhame pléastico utilizados para
transporte até o insetario do Laborat6rio de Maléria e Dengue do INPA (Figura 10). As
larvas transferidas para bacias contendo agua e alimentadas diariamente com ragdo de
peixe (Tetramim® e Goldfish®) macerados. A limpeza das bacias e adicdo de agua
eram realizadas todos os dias, seguindo-se a metodologia de rotina do Laborat6rio de
Maléria e Dengue (SANTOS et al 1980, SCARPASSA & TADEI, 1990). A limpeza da
agua foi muito importante porque as larvas de Anopheles se alimentam na superficie da
lamina d' 4gua. O excesso de alimento origina uma pelicula gordurosa na superficie da
agua, que dificulta a troca gasosa das larvas. Posteriormente foi feita a triagem
separando o instares larvais (L1, L2, L3 e L4) com auxilio de um conta gota e somente
as de 3° estaddio foram utilizadas nos bioensaios seletivos e de doses para testar a

toxicidade dos extratos e do 6leo essencial.
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Figura 10. Coletas e Manutencdo dos anofelinos. (A) Coletas de larvas na margem do

criadouro; (B) Bacias utilizadas na manutencédo das larvas no laboratério

4.3.5 Bioensaios

Os bioensaios foram realizados no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
- INPA, no Laboratdrio de Malaria e Dengue em sala com temperatura controlada em
26° £ 2°C, umidade relativa de aproximadamente 80% e fotoperiodo de 12 horas. Foram
realizados dois tipos de bioensaios, um seletivo para verificar a toxicidade dos extratos
as larvas de A.aegypti da cepa Rockfeller, A.aegypti (campo) e Anopheles sp e outro de
dose para determinar a Concentragdo letal mediana (CLso) e Concentracdo letal final

(CLgo) com seus limites de confianca.

4.3.6 Bioensaios seletivos

Os bioensaios seletivos foram conduzidos para testar a toxicidade, verificando
0s extratos e Oleo ativos de Piper capitarianum sobre as larvas de A.aegypti da cepa
Rockfeller, A.aegypti (campo) e Anopheles sp. A montagem dos bioensaios foi realizada
de acordo com a metodologia da Organizacdo Mundial da Salde (2005) com
modificacdes, seguindo-se os critérios estabelecidos por Dulmage et al (1990). Antes da

aplicacdo dos bioensaios, foram preparadas as amostras (extratos e 6leo), pesadas 250
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mg em balanca analitica colocados em tubos eppendorfs com capacidade de 2 mL,
solubilizados em 1000 pL dos solventes ( DMSO, TWEEN) a 1%, devido a tolerancia
das larvas de A. aegypti e Anopheles sp (Figura 11), tendo uma concentracéo final de
250 mg/mL no eppendorf, levados ao banho de ultrassom sob moderada sonicacéo para

dissolucéo por um periodo de 2 horas (Figura 12).

1000 pL do Solvente (DMSO)

250 mg dos Solutos (Extratos) K‘
\ J

Concentragéo 250 mg/mL

Figura 11. Diluicdo dos extratos para realizacdo dos bioensiaos seletivos contra

larvas de Aedes aegypti e Anopheles sp.

Figura 12. Diluicdo dos extratos em DMSO e TWEEN para realizacdo dos bioensiaos.
(A) Amostra sélida em tubo eppendorf. (B) Solubilizacdo das amostras em DMSO e
TWEEN na Ultrassonica.
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Apos a dissolucdo, foram retirados 200 pL dos tubos de eppendorf com
auxilio de pipeta automatica, adicionados em copos plastico com capacidade de 180
mL, contendo 9,8 mL de agua destilada, 1 mL de alimento, 20 larvas de 3° estadio de
A.aegypti da cepa Rockfeller, A.aegypti (campo) e Anopheles sp., tendo uma

concentracdo final de 500 pg /mL com o objetivo de detectar toxicidade acima de 50%

(Figura 13).
200 pL da solucéo teste (extrato/DMSO ou TWEEN)
9,8 mL de H20 w 20 Larvas de 3° estadio
Iy y oV, 5% <\‘
y My LY Copo de 180 mL
% /r

Figura 13. Esquema para realizacdo dos bioensaios seletivos com extratos e éleo de

Piper capitarianum.

Nesses ensaios foram preparadas trés réplicas de cada da concentracdo e trés
réplicas do controle negativo sem a adicdo do extrato vegetal, contendo DMSO ou
TWEEN e &gua destilada e do controle positivo teméfos na dose diagnoéstica de 0,012
mg/L, segundo a OMS, 2005. Apds aplicacdo dos extratos e 6leo foram realizadas as
leituras em 24 e 48 horas, fazendo-se a contagem das larvas mortas e vivas. Os extratos
que apresentaram mortalidade igual ou superior a 50% foram utilizadas nos bioensaios

de dose para determinar as concentragdes letais da CLso e da CLgo.
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4.3.7 Bioensaios de Dose

Os bioensaios de dose foram preparados de acordo com os resultados obtidos
com os bioensaios seletivos, sendo que para cada dose testada tinham cinco réplicas de
copos plasticos com capacidade de 180 mL, contendo 100 mL de agua destilada,
alimento, 20 larvas de 3° estadio de A. aegypti da cepa Rockfeller, A. aegypti (campo) e
Anopheles sp (Figura 14). Os tratamentos tiveram 5 diferentes concentragdes (500, 250,
100, 50 e 25 mg/mL) sendo acrescentado o grupo controle (dgua destilada, DMSO e
TWEEN sem adicdo de extratos), que serviu como base para mensurar a mortalidade
natural das larvas que segundo Dulmage et al (1990), ndo pode ultrapassar 10%. Se
ocorre mortalidade acima de 10 % e se as larvas pertencentes ao grupo controle
puparem no curso do experimento, o teste devera ser descartado. Testes com
mortalidade de 20 % ou mais para 0 grupo controle foram insatisfatorios e foram
repetidos. Para comparacdo da atividade larvicida dos extratos e oOleo de
P.capitarianum, utilizou-se o larvicida quimico temefos (grau técnico) na dose 0,012
mg/L e o alfacipermetrina (grau técnico) na dose 0,04 mg/L como controle positivo, que
ainda vem sendo utilizado pela SEMSA (Secretaria Municipal de Saude) no controle do
A. aegypti e Anopheles em areas urbanizadas e periurbanas da Cidade de Manaus (OMS
2005; SILVA et al., 2014). Apos a aplicacdo foi feita avaliacdo dos bioensaios por meio
das contagens das larvas vivas e mortas, em intervalos de 24, 48 e 72 horas. Os
bioensaios foram repetidos em trés dias alternados e foi empregado o programa POLO
PC® (LeOra Software Berkeley, CA) para realizacio da andlise de probit

(FINNEY,1971).
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Figura 14. Esguema para realizacdo dos bioensaios com extratos de Piper
capitarianum.

4.3.8 Analise dos Dados

Os dados da mortalidade obtidos dos bioensaios de dose, foram utilizados para
determinacdo da Concentragdo Letal Mediana (CLso) e Concentracdo Letal Final (CLgo),
realizadas pela analise de probit (FINNEY, 1971) considerando o nivel de significancia
de 95%, calculada com auxilio do programa POLO PC® (LeOra Software Berkeley,
CA) por meio de Regressdo Linear dose-resposta. Se a mortalidade do controle estiver
entre 5 % e 20 %, o percentual de mortalidade devera ser corrigido pela Formula de

Abbott;

Abbott: % mortalidade do teste - % mortalidade do controle x 100

100 - % mortalidade do controle
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5.1 Material Vegetal — (Piper capitarianum)

O material vegetal das partes coletadas (folhas, galhos e inflorescéncia) foram
selecionados para a investigacdo fitoquimica e atividade bioldgica, sendo que suas
massas com Seus respectivos pesos estdo descritos na Tabela 2. Durante o
processamento das partes coletadas, observou-se que nas folhas (1,210kg), obteve-se
maior quantidade de material triturado, seguido dos galhos (730g) e da inflorescéncia
(280g), material suficiente para preparacdo dos extratos deste trabalho. E importante
ressaltar que a massa perdida apds a secagem, foi devido a presenca de agua nas partes
coletadas e a trituracdo foi realizada para aumentar a superficie de contato do material

na extragdo com os solventes organicos.

Tabela 2. Descricdo e quantificacdo das partes coletadas de Piper capitarianum

Partes Coletadas Massa Verde Massa Seca  Massa Perdida Massa
(9) (9) (%) Triturada (g)
Folhas 4.720 1.280 54 1.210
Galhos 3.310 846 49 730
Inflorescéncia 1.507 400 50 280

Ap0s o processo de extracdo com material triturado foi feito a determinacéo dos
rendimentos dos extratos que estdo descritos na Tabela 3. Os extratos metandélicos das
partes coletadas (folhas, galhos e inflorescéncia) apresentaram maior rendimento,

seguido dos extratos aquosos e hexanico. Estes resultados sdao semelhantes aos obtidos
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por Silva et al. (2007), que obtiveram 0 mesmo rendimento nos extratos metandlicos e
aquosos das folhas com mesma quantidade de material vegetal das espécimes de Piper
aduncum coletadas em varias localidades da regido amazonica. Outros autores como
Choochote et al. (2006), também encontraram valores aproximados de rendimentos nos
extratos etandlicos (10,5%) e metandlicos das folhas (11%) e galhos (13,5%) das
espéecies Piper longum, Piper ribesoides e Piper sarmentosum coletadas em duas

localidades na Tailandia.

Tabela 3. Rendimentos dos extratos obtidos das partes coletadas de P. capitarianum

Rendimento (%)
Partes Coletadas

Hexanico Metandlico AQquoso
Folhas 9,5 17,5 1,0
Galhos 2,8 10,5 8,1
Inflorescéncia 5,0 15,5 58

Os resultados obtidos das massas e o rendimento do 6leo essencial das folhas de
P. capitarianum constam na Tabela 4. O 6leo essencial foi extraido em duas etapas
sendo que foram utilizados 200 gramas de material triturado obtendo-se um total de
2,429 da massa do Gleo essencial, que corresponde a um rendimento de 1,2%. Estes
resultados corroboram aos obtidos por Facundo et al. (2008), que obtiveram o mesmo
rendimento (1,2%) utilizando quantidade diferente de massa triturada (300g) e

analisaram os constituintes volateis dos 6leos essenciais presentes em espécimes de
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Piper tuberculatum e Piper hispidum coletadas em varias localidades da regido

amazonica.

Tabela 4. Massas e rendimento do 6leo essencial das folhas de P. capitarianum.

Partes Coletadas Massa Massa do Oleo  Rendimento
Triturada (Q) (9) (%)
Folhas 400 242 12

5.2 Avaliagdo da atividade larvicida dos extratos de Piper capitarianum
5.2.1 Bioensaios seletivos

Os resultados dos bioensaios seletivos com extratos P. capitarianum sobre larvas
de A. aegypti da cepa Rockfeller, A. aegypti (campo) e Anopheles sp. estdo
representados na Tabela 5. Dos 9 extratos testados seletivamente para detectar a
toxicidade considerando mortalidade acima de 50%, somente 4 mostraram atividade
larvicida, que corresponde aos extratos hexanicos (EHGPC) e (EHIPC), metanolico
(EHIPC), e o aquoso (EAIPC) sobre larvas de A. aegypti da cepa Rockfeller. Os
resultados mostram 100% de mortalidade para os extratos hexanico apos 48 horas de
aplicacdo com exce¢do do extrato metandlico (EMIPC) e aquoso (EAIPC) que
apresentaram mortalidade de 98% e 86% respectivamente, no mesmo intervalo de
leitura.

Nas larvas de A. aegypti (campo), somente 5 extratos apresentaram atividade

larvicida, que foram os hexanicos (EHGPC e EHIPC) e os metandlicos (EMFPC,
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EMGPC e EMIPC). Os extratos hexanico (EHIPC) e metanolico (EMIPC) da
inflorescéncia de P. capitarianum, mostrou maior mortalidade (93%), apds 72 horas de
aplicacdo, comparados aos extratos hexanico dos galhos (EHGPC) e o metandlico das
folhas (EMFPC) e dos galhos (EMGPC) que apresentaram mortalidade de 83%, 53% e
73% respectivamente na mesma leitura (72 horas). Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Pohlit et al. (2004), que observaram mortalidade de 54% no extrato
metanolico das folhas de P. capitarianum sobre larvas de A. aegypti coletados nos
bairros de Manaus, na concentracdo de 500ug/mL em condicdes de laboratorio.

Considerando os testes com as larvas de anofelinos, apenas 0s extratos
metanolico (EMFPC, EMGPC e EMIPC) apresentou atividade larvicida com
mortalidade de 85%, 78% e 80%, respectivamente na leitura de 24 horas. O extrato
metanolico da inflorescéncia de P. capitarinum, (EMIPC) apresentou maior percentual
de mortalidade (99%) ap6s 72 horas de exposicdo comparadas aos demais extratos
testados. Nos controles negativos (DMSO, TWEEN, H20) dos bioensaios foram
registrados mortalidade inferior ou igual a 3%, nos extratos testados contra larvas dos
mosquitos.

Considerando mortalidade das larvas nos bioensaios, observa-se que as larvas de
A. aegypti da cepa Rockfeller, apresentou a maior mortalidade comparando-se com 0s
valores obtidos para as larvas de A. aegypti do campo e com a mortalidade observadas
para os anofelinos, tornando-se mais suscetivel aos extratos de P. capitarianum.

Desta forma, os extratos (EHGPC), (EHIPC), (EMFPC), (EMGPC), (EMIPC) e
(EAIPC) foram selecionados para os bioensaios de dose com objetivo de determinar a

concentragoes letais (CLso e CLgo).
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Tabela 5 — Resultados dos bioensaios seletivos com extratos de Piper capitarianum

contra larvas de Aedes

Anopheles sp.

aegypti da cepa (Rockfeller), Aedes aegypti (campo) e

Aedes aegypti Aedes aegypti Anopheles sp
Extratos Concentracao (Rockfeller)
(ng/mL)
Mortalidade (%) Mortalidade (%) Mortalidade (%6)
24h  48h 72h| 24h 48h 72h | 24h 48h 72h
EHFPC 500 23 46 53 18 33 35 16 23 31
EHGPC 500 95 100 100 65 75 83 13 28 31
EHIPC 500 78 91 98 63 66 93 31 35 48
Controle TWEEN 0 0 3 0 0 3 0 0 3
EMFPC 500 28 36 63 36 55 76 85 91 98
EMGPC 500 13 38 55 18 41 53 78 88 97
EMIPC 500 95 98 100 81 86 93 80 91 99
Controle DMSO 0 0 1,6 0 0 3 0 0 2
EAFPC 500 1,6 5 8 3 5 5 4 11 16
EAGPC 500 0 5 15 1 13 15 6 16 23
EAIPC 500 40 86 93 26 31 15 10 17 31
Controle H20 0 0 3 0 0 3 0 0 2
Controle TEMEFOS | 100 100 100 | 100 100 100 | 100 100 100
positvo
Controle a-cipermetrina| 100 100 100 | 100 100 100 | 100 100 100
positvo

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo em triplicata;
Controles: DMSO e TWEEN a1 %.
Controle Positivo : Temefos a 0,012mg/mL e a-cipermetrina a 0,04mg/mL

EHFPC- Extrato hexanico das folhas;
EHGPC- Extrato hexanico dos galhos;

EHIPC- Extrato hexanico das inflorescéncias;

EMFPC- Extrato metandlico das folhas;

EMIPC- Extrato metandlico das inflorescéncias;

EMGPC- Extrato metandlico dos galhos;

EAIPC- Extrato aquoso das inflorescéncias;

EAFPC- Extrato aquoso das folhas;

EAGPC- Extrato aquoso dos galhos;
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5.2.2 Bioensaios de dose

5.2.2.1 Bioensaios com A.aegypti (Rockfeller)

Os resultados obtidos nos bioensaios quantitativos com 5 extratos de P.
capitarianum sobre larvas de A. aegypti da cepa Rockfeller, estdo representados na
Tabela 6. Os extratos hexanicos dos galhos (EHGPC), da inflorescéncia (EHIPC) e o
metandlico (EMIPC), apresentaram atividade larvicida nas duas maiores concentracdes
testadas (500 e 250 ug/mL), com mortalidade de 91%, 77% e 90% respectivamente, em
24 horas de exposicdo. Nas demais concentragdes, a mortalidade foi inferior a 50% na
leitura de 24 horas. Estendendo-se a observacdo até 72 horas, esses valores de
mortalidade aumentaram nas concentracfes (500, 250 e 100 ug/mL), para todos os
extratos testados sobre as larvas de A. aegypti da cepa Rockfeller, sendo que duas
menores concentragbes ndao mostraram mortalidade de 50%. O grupo controle
apresentou mortalidade de 2% em 24 horas e 3% nas leituras de 48 e 72 horas nos
bioensaios.

Considerando-se os valores de mortalidade nos intervalos de leitura de 24, 48 e
72 horas, observa-se que o0 maior impacto de mortalidade ocorreu na 24 horas para 0s
todos os extratos testados (Figura 15). Considerando o extrato metandlico da
inflorescéncia de P. capitarianum (EMIPC), observa-se que ocorreram 0S maiores
percentuais de mortalidade, demonstrando haver atividade larvicida para as larvas de A.

aegypti da cepa Rockfeller quando comparados aos demais extratos.
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Tabela 6 — Resultados dos bioensaios de concentragdo com extratos de Piper

capitarianum contra larvas de Aedes aegypti da cepa (Rockfeller) exposta em diferentes

concentragoes.
Extratos Concentracéao N Mortalidade (%)

(ng/mL) (Amostral) 24 h 48 h 72 h

500 100 91 97 99

250 100 59 71 95

EHGPC 100 100 42 63 78
50 100 16 35 56

25 100 4 14 20

500 100 77 92 96

250 100 64 79 86

EHIPC 100 100 38 48 61
50 100 11 27 35

25 100 2 15 18

500 100 90 94 98

250 100 77 88 92

EMIPC 100 100 45 76 83
50 100 31 44 48

25 100 9 20 36

500 100 82 86 93

250 100 28 41 55

EAIPC 100 100 19 37 41
50 100 6 17 24

25 100 2 9 11

TWEEN 100 0 2 3

Controle H20 100 0 0 2

DMSO 100 0 0 3

Controle positivo  TEMEFOS 100 100 100 100

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo;
Controles: DMSO e TWEEN al%

Controle Positivo : Temefos a 0,012mg/mL

EHGPC- Extrato hexanico dos galhos;

EHIPC- Extrato hexanico das inflorescéncias;
EMIPC- Extrato metandlico das inflorescéncias;
EMGPC- Extrato metanolico dos galhos;

EAIPC- Extrato aquoso das inflorescéncias;
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Figura 15. Mortalidade (%) das larvas de Aedes aegypti da cepa Rockfeller nos
bioensaios com extratos de Piper capitarianum, nos intervalos de leitura de 24, 48 e 72

horas.

A partir dos bioensaios de dose, foram obtidos os valores das concentracdes
letais CLso e CLgo (Tabela 7), através da analise de probit, considerando o intervalo de
confianca no nivel de significancia de 95% verificando o qui-quadrado (y2) e a equagao
de regressdo (y=(a+5) + b.log x) que corresponde a retas linear de dose-resposta.

Considerando os 4 extratos testados nos bioensaios sobre as larvas de A.
aegypti da cepa Rockefeller no intervalo de 24, 48 e 72 horas, os resultados indicaram
que os dados se ajustaram & analise de probit, com excecdo dos extratos hexanico
(EHIPC) e aquoso (EAIPC) da inflorescéncia de P. capitarianum que ndo se ajustaram,
como mostra o programa. Os valores do qui-quadrado (y2), calculado pelo programa
POLO PC, foram maiores que x2 tabelado ou esperado, ndo apresentando diferengas
significativas a g < 0,5. Portanto o extrato metanolico da inflorescéncia de P.
capitarianum (EMIPC), apresentou os menores valores da CLso (106,63 ug/mL, 58,61
pg/mL e 44,09 pg/mL) e ClLoo (488,87 pg/mL, 271,65 png/mL e 198,25 ng/mL)
respectivamente nas leituras de 24, 48 e 72 horas, com intervalos de confianga de 95%,

sendo eficaz as larvas de A. aegypti da linhagem Rockfeller comparados aos demais
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extratos testados que apresentaram maiores valores de CLsp e ClLgo. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2005), as populacdes da cepa Rockfeller, séo
caracterizadas como uma linhagem padrdo de mosquito, susceptivel & classe de
inseticidas quimicos derivados de produtos naturais. Estes sdo utilizados como
referéncia em estudos de monitoramento de resisténcia comparados com 0S mosquitos
existentes nas cidades brasileiras. Portanto, € importante ressaltar que as larvas de A.
aegypti da cepa Rockfeller foram mais susceptiveis aos extratos de P. capitarianaum,
do que as larvas A.aegypti do campo (Cidade Nova), embora alguns extratos ndo

tenham apresentado atividade larvicida em niveis satisfatorios.

Tabela 7 — Valores de CLso e CLgo dos extratos de Piper capitarianum contra larvas de

Aedes aegypti da cepa (Rockfeller) apos 24, 48 e 72 horas de aplicacao.

Equacao de regressao

Extrato CLso(1C 95%) CLgo(I1C 95%) X2
y=(a+5) + b.log x
148,03 (101,78 - 226,76) 590,31 (346,86 - 1732,03) 7.57 y=(-4,63 +5) +2,13.l0g X
EHGPC 87,01 (41,59 - 156,22) 401,30 (207,11 - 2554,69) 5,56 y=(-3,74 +5) + 1,93.log X
50,98 (43,50 - 58,75) 166,53 (138,22 -211,90) 2,54 y=(-4,25+5) +2,49.log x
106,63 (91,61 - 124,12) 488,87 (381,28 - 675,85) 2 y=(-3,92 + 5) + 1,93x
EMIPC 58,61 (37,05 -83,46) 271,65 (172,39 -639,81) 5,91 y=(-3,40 + 5) + 1,92x
44,09 (25,43 - 63,57) 198,25 (128,99 - 444,93) 5,27 y=(-3,22 + 5) + 1,96x
281,66 N.E 1091,27 N.E 20" y= (-5,33+ 5) + 2,17x
EAIPC 1146,3 N.E 188,44 N.E 18,8  y=(-3,71+5) + 1,63x
142,65 (61,67 - 309,91) 700,18 (318,82 - 1242,9) 13,7" y=(-3,99+ 5) + 1,85x

NE = Néo estimado a 95%
*Significativo (p<0,05)
X = log da concentracéo

EHGPC- Extrato hexanico dos galhos;
EMIPC- Extrato metandlico das inflorescéncias;

EAIPC- Extrato aquoso das inflorescéncias;
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5.2.2.2 Bioensaios de dose com Aedes aegypti (campo)

Os resultados obtidos nos bioensaios quantitativos com os extratos de P.
capitarianum sobre larvas de A. aegypti do campo, estdo representados na tabela 8. Os
extratos hexanico (EHIPC) e metandlico (EMIPC) das inflorescéncias apresentaram
atividade larvicida nas duas maiores concentracdes testadas (500 e 250 ug/mL), com
mortalidade de 90% e 73% respectivamente, em 48 horas de exposi¢do, sendo que para
as demais concentragdes, a mortalidade foi inferior a 50% na mesma leitura (48 horas).
Os demais extratos (EHPC, EMFPC e EMGPC) mostraram mortalidade de 87%, 51% e
74% na concentracdo de 500 pg/mL, em 72 horas, sendo que as menores concentragoes
mostraram mortalidade insatisfatoria e o grupo controle apresentou mortalidade de 2%
em 48 horas e 3% na ultima leitura (72 horas).

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Chansang et al. (2005) que
relataram a atividade larvicida do extrato metandlico das folhas de Piper retrofractum ,
apresentando mortalidade de 100% sobre larvas de A. aegypti na concentracdo de 100
pg/mL, apo6s 24 horas de exposic¢do. Por outro lado, trabalhos realizados por Nawaz et
al. (2011) também relataram que os extratos de Piper nigrum conhecida como pimenta
de macaco, foram eficazes contra A. aegypti, podendo ser usado como alternativa de
controle no ambiente. Estudos realizados por Chaithong et al. (2006) que também
avaliaram acdo inseticida dos extratos etandlicos em larvas de terceiro instar de A.
aegypti, extraido de trés espécies do género Piper, como Piper longum, Piper ribesoides
e Piper sarmentosum, também detectaram 100% de mortalidade de demonstrando

similaridades com os resultados deste trabalho.



43

Tabela 8 — Resultados dos bioensaios de dose com extratos de Piper capitarianum
contra larvas de Aedes aegypti do bairro Cidade Nova (Manaus), exposta em diferentes

concentragoes.
Extratos Concentracéo N Mortalidade (%0)

(ng/mL) (Amostral) 24 h 48 h 72 h

500 100 61 76 87

250 100 50 60 79

EHGPC 100 100 41 47 57
50 100 23 26 30

25 100 9 10 14

500 100 60 73 92

250 100 36 53 63

EHIPC 100 100 14 18 23
50 100 5 7 11

25 100 1 3 5

500 100 82 90 93

250 100 55 72 86

EMIPC 100 100 24 33 38
50 100 5 12 13

25 100 0 3 4

500 100 22 39 51

250 100 19 28 45

EMGPC 100 100 10 20 33
50 100 5 8 10

25 100 1 2 3

500 100 36 52 74

250 100 9 17 25

EMFPC 100 100 4 7 11

50 100 2 5 8

25 100 0 1 3

Controle TWEEN 100 0 0 2

DMSO 100 0 1 3
Controle positivo  TEMEFOS 100 100 100 100

Controles: DMSO e TWEEN a 1 %.

. Controle Positivo: Temefos a 0,012mg/mL

EHGPC- Extrato hexanico dos galhos;
EHIPC- Extrato hexanico das inflorescéncias;

EMIPC - Extrato metandlico das inflorescéncias;
EMGPC- Extrato metanolico dos galhos;

EMFPC- Extrato metandlico das folhas;
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Considerando os valores de mortalidade ndo acumulativos nos intervalos de
leitura de 24, 48 e 72 horas, observa-se que 0 maior impacto de mortalidade ocorreu em
24 horas para o extrato hexanico dos galhos (EHGPC) e o0 metandlico da inflorescéncia
de P. capitarianum (EMIPC), mostrando percentuais maiores 66% e 63%
respectivamente, demonstrando atividade larvicida contra as larvas de A. aegypti do
campo quando comparados aos demais extratos (Figura 16). Nos extratos EHIPC,
EMFPC e EMGPC, registraram-se maiores niveis de mortalidade nas leituras de 24 e 48

horas, que foram inferiores considerando nivel de 50 % de mortalidade.
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Figura 16. Mortalidade em porcentagem das larvas de Aedes aegypti do campo nos
bioensaios com extratos de Piper capitarianum, nos intervalos de leitura de 24, 48 e 72
horas.

Considerando os 5 extratos testados nos bioensaios com as larvas de A.
aegypti do campo no intervalo de 24, 48 e 72 horas, apenas 0 extrato hexanico
(EHGPC, EHIPC) e o metandlico da inflorescéncia (EMIPC) se ajustaram & andlise de
probit, ndo apresentando diferencas significativas a g < 0,5. Os valores do qui-quadrado

(x2), foram menores que y2 tabelado (FINNEY,1971). Os extratos metandlicos das

folhas (EMFPC) e dos galhos (EMGPC), ndo se ajustaram, na leitura de 72 horas,
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embora os dados ndo fossem suficientes para o calculo da CLso e CLgo, conforme a Tabela
9. Portanto, os extrato hexanico dos galhos (EHGPC) e o metandlico da inflorescéncia
(EMIPC) apresentaram os menores valores da CLso (97,63 pg/mL e 127,11 pg/mL) e
da CLgo (508,38 ug/mL e 354,44 pug/mL) respectivamente na leitura de 72 horas com
intervalos de confianca de 95%. Estes resultados mostram que as larvas terceiro instar
de A. aegypti, sdo susceptiveis as diferentes concentracdes testadas, comparadas aos
demais extratos que apresentaram maiores valores de ClLso e Clgo, demonstrando

atividade larvicida em niveis satisfatorios.

Segundo Mongelli et al. (2002) que avaliaram a atividade inseticida das
folhas de Piper peltata em larvas de A. aegypti e relataram que 0s extratos brutos
apresentaram uma CLso de 398ug / mL em 24 horas de exposigdo, que sdo semelhantes
ao resultados obtidos para os extratos EHIPC (CLso 373,47 pg / mL) e EMIPC (CLsg
214,35ug / mL), deste estudo. Estudos realizados na india por Tennyson et al. (2012)
com extratos metanolicos das folhas de Piper betle, foi moderadamente ativos contra A.
aegyti, na concentra¢do de 1000 ppm com valores de CLso de 236,73 e 98.45 pg /mL,
respectivamente nas leituras de 24 e 48 horas. Estes resultados mostram similaridade
com aos resultados obtidos no extrato EHGPC deste trabalho, que apresentaram valores
aproximados da CLso que foi de 239,43 e 97,63 pg /mL na leitura de 24 e 48 horas de
exposicdo. Estes resultados sdo indicativos que estes extratos mostraram-se promissores
como método alternativo no controle de vetor da dengue em areas urbanizadas devido
aos baixos valores de CLso € a presenca de classes quimicas que apresentam essa acéo
inseticida (GARCEZ et al,. 2013).

Atualmente, estratégias que inserem diversas formas de controle em um
processo integrado sdo altamente viaveis para a regido amazonica, principalmente

aquelas em que priorizem o manejo ambiental de forma racional, reduzindo os impactos
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negativos do uso indiscriminado de inseticidas quimicos, que podem favorecer o

aparecimento de resisténcia em espécies de mosquitos (TADEI, et al., 2010; OMS,

2012; MEDEIROS et al., 2013).

Tabela 9 — Valores de CLsp e CLgo dos extratos de Piper capitarianum contra larvas de
A. aegypti (campo) apds 24, 48 72 horas de aplicacao.

Extratos

CLso(IC 95%)

CLaso(IC 95%)

X2

Equacéo de regressao
y(a+5)b.logx

EHGPC

239,43 (146,31 - 562,40)
149,14 (106,38 - 219,08)
97,63 (81,61 - 115,86)

3201,6 (1053,9 - 62740)
1178,4 (626,44 - 3813,7)
508,38 (387,88 - 728,02)

4,75
3,36
2,73

y=(-2,70 + 5) + 1,13x
y=(-3,10 + 5) + 1,42x
y= (-3,55 + 5) + 1,78x

EHIPC

373,47 (308,76 - 474,47)
248,07 (212,26 - 296,17)
183,67 (155,28 - 212,04)

1738,96 (1184,9 - 3011,9)
1037,45 (774,38 - 1537,32)
517,03 (425,03 - 683,71)

0,11
1,34
2,86

y=(-0,18+ 5) + 0,80x
y= (-0,15+ 5) + 0,66x
y= (-0,64+ 5) + 2,85x

EMIPC

214,35 (188,30 - 246,28)
151,76 (132,30 - 173,92)
127,11 (97,20 - 161,88)

684,87 (551,14 - 908,75)
486,58 (398,41 - 629,18)
354,44 (263,41 - 565,47)

2,06
0,1
3,91

y= (-5,92+ 5) + 2,54x
y= (-5,52+ 5) + 2,53x
y= (-6,05+ 5) + 2,87x

EMFPC

885,30 (495,78 - 6083,6)
536,79 N.E
370,49 N.E

4160 (1400,8 - 2737,6)
1850,85 N.E
739,62 N.E

5,16
6,08
8,96

y= (-5,62+ 5) + 1,90x
y= (-6,50+ 5) + 2,38x
y= (-10,96+ 5) + 4,26x

EMGPC

2335,4 (1108,1 - 1060)
774,26 (405,06 - 3995,4)
370,26 N.E

4394 (9907,4 - 1004,7)

8927,2 (2267,1 - 5183,8)

3163,8 N.E

2,12
3,74
11,35"

y= (-3,38+ 5) + 1,00x
y= (-3,48+ 5) + 1,20x
y= (-3,53+ 5) + 1,37x

NE = N&o estimado a 95%
*Significativo (p<0,05)
X = log da concentragdo

EHGPC- Extrato hexanico dos galhos;

EHIPC- Extrato hexanico das inflorescéncias;

EMIPC - Extrato metandlico das inflorescéncias;

EMGPC- Extrato metandlico dos galhos;

EMFPC- Extrato metandlico das folhas;
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5.2.2.3 Bioensaios de dose com Anopheles

Os resultados obtidos nos bioensaios de dose com os extratos de P. capitarianum
sobre larvas de Anopheles sp estdo representados na Tabela 10. Os extratos metanélicos
das folhas (EMFPC), dos galhos (EMGPC) e das inflorescéncias (EMIPC),
apresentaram atividade larvicida nas duas maiores concentragOes testadas (500 e
250pg/mL), com mortalidade de 93% e 56% para extrato (EMFPC), 91% e 66%
(EMGPC), 95% e 77% (EMIPC) respectivamente em 24 horas de exposi¢do, sendo que
nas demais concentracdes a mortalidade foi inferior a 50% na mesma leitura.
Estendendo a leitura até 72 horas, a mortalidade aumentou nas maiores concentragdes
dos extratos, sendo que nas menores mostraram mortalidade insatisfatoria e o grupo
controle apresentou mortalidade de 2% em 24 e 48 horas e 3% na ultima leitura (72
horas), sendo que no grupo positivo (inseticida quimico), teve mortalidade de 100%
apos 24 horas de exposicao.

Segundo Trindade & Silva, (2009) avaliaram atividade larvicida dos
extratos metandlicos das folhas de Piper tuberculatum e dos galhos de Piper
alatabaccum em nove concentragdes (5, 10, 25, 50, 125, 250, 500, 750, 1000 pg/mL e
controle), em larvas de terceiro instar de Anopheles darlingi em condi¢bes de
laboratdrio e observaram que ocorreu mortalidade de 100% apenas nas duas maiores
concentragfes (1000 e 750 pg/mL). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com
os extratos metandlicos (EMFPC, EMGPC e EMIPC) deste trabalho. Em outras
especies do género Piper como Piper aduncum, Piper crassinervium, Piper cuyabanum,
Piper diospyrifolium e Piper hostmannianum apresentou efeito moluscida com 100% de
mortalidade dos caramujos, em concentragfes que variaram de 10 ppm a 60 ppm

(RAPADO, 2007).
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Medeiros et al. (2013) avaliaram atividade larvicida de extratos aquosos e
metanolico do cravinho da india (Eugenia caryophyllata THUMBERG) sobre larvas de
Anopheles darlingi , apresentando mortalidade de 97% e 72% respectivamente, apos 24
horas de aplicacdo na concentracdo de 100 ug/mL. Portanto, os resultados obtidos neste
trabalho mostraram que os extratos metanélicos (EMFPC, EMGPC e EMPC) de P.
capitarianum, podem ser promissores como método alternativo no controle de
mosquitos vetores da malaria, importantes em saude pablica na Amazénia. Para isto,

seria necessario a realizacdo bioensaios em campo do ambiente amazonico.

Considerando os valores de mortalidade ndo acumulativos nos intervalos de
leitura de 24, 48 e 72 horas, 0 maior impacto de mortalidade ocorreu em 24 horas para
os todos os extratos testados, sendo que o extrato metandlico da inflorescéncia
(EMIPC), mostrou maior percentual (63%) demonstrando atividade larvicida sobre as
larvas de Anopheles sp (Figura 17). Nas demais leituras (48 e 72 horas), 0s extratos
(EHIPC, EMFPC e EMGPC) apresentaram mortalidade inferior a 50% em niveis

insatisfatorios.
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Tabela 10 — Resultados dos bioensaios de dose com extratos de Piper capitarianum
contra larvas de Anopheles sp, do bairro Puraquequara, situado na Zona Leste da cidade

de Manaus, exposta em diferente concentracdes.

Concentracao N Mortalidade (%)
Extratos (ng/mL) (Amostral)

24 h 48 h 72 h

500 100 93 92 94

250 100 56 61 65

EMFPC 100 100 20 25 27
50 100 7 11 14

25 100 2 4 6

500 100 91 93 95

250 100 66 79 82

EMGPC 100 100 15 19 22
50 100 7 12 16

25 100 2 3 7

500 100 95 97 99

250 100 77 81 84

EMIPC 100 100 21 27 30
50 100 10 12 16

25 100 5 6 10

Controle DMSO 100 0 0 3
Controle positivo - Cipermetrina 100 100 100 100

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo em 5 repeticdes
Controles: DMSO a 1 %.

Controle Positivo : a- Cipermetrina a 0,04mg/mL;.

EMGPC- Extrato metandlico dos galhos;
EMFPC- Extrato metandlico das folhas;

EMIPC- Extrato metandlico das inflorescéncias;
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Figura 17. Mortalidade em porcentagem das larvas de Anopheles sp nos bioensaios
com extratos de Piper capitarianum, nos intervalos de leitura.

Em relacéo aos 3 extratos testados nos bioensaios sobre as larvas de A. aegypti
do campo nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, apenas 0s extratos metandlicos das folhas
(EMFPC) e das inflorescéncias (EMIPC) se ajustaram & andlise de probit, ndo
apresentando diferencas significativas a g < 0,5. Em relacdo ao extrato metandélico dos
galhos (EMGPC), que néo se ajustou, nas leituras de 48 e 72 horas, o Programa POLO
PC utilizou o fator de heterogeneidade dos dados para o calculo da CLso e CLgo, dados
representados na Tabela 11. Portanto, o extrato metandélico da inflorescéncia (EMIPC)
apresentou os menores valores da CLso (146,91 pg/mL, 129,99 pg/mL e 140,23 pg/mL)
e da ClLgo (427,76 pg/mL, 376,23ug/mL e 307,39 ug/mL), respectivamente nas leituras
de 24, 48 e 72 horas, com intervalos de confianca de 95%. Estes dado mostram que as
larvas de terceiro instar de Anopheles sp sdo susceptiveis dependendo de suas espécies
e das condigfes ambientais como a alta umidade relativa do ar , que pode prejudicar o

andamento dos bioensaios em campo.
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Tabela 11 — Valores de CLso e CLoo dos extratos de P. capitarianum contra larvas de

Anopheles sp., apds 24, 48 72 horas de aplicacao.

Extratos CLso(1C 95%) CLoo(1C 95%)

X2

Equacao de regressao

y=(a+5) + b.log x

188,66 (138,01 - 270,40) 557,90 (364,20 - 1246,74)
EMFPC 168,94 (126,59 - 234,41) 574,06 (376,68 - 1193,98)
169,95 (116,55 - 222,49) 488,68 (352,22 - 924,47)

7,10
5,4
3,82

y= (-6,19 + 5) + 2,72x
y= (-5,37 + 5) + 2,41x
y=(-6,22 + 5) + 2,79x

184,18 (136,56 - 257,03) 519,26 (349,51 - 1063,68)
EMGPC 150,19 (101,14 - 233,44) 431,88 (268,16 - 1172,63)
154,80 (88,17 - 208,01) 372,83 (272,31 - 760,46)

6,79
11,17
9,76"

y=(-6,44 +5) + 2,84x
y= (-6,09+ 5) + 2,79x
y= (-7,35+ 5) + 3,3x

146,91 (94,11 - 244,58) 427,76 (254,20 - 1425,78)
EMIPC 129,99 (86,06 - 205,68) 376,23 (230,90 - 1080,74)
140,23 (69,81 - 192,27) 307,39 (222,11 - 718,47)

13,6
12
6,64

y= (-5,98+ 5) + 2,76x
y= (-5,87+ 5) + 2,77x
y= (-8,07+ 5) + 3,76x

NE = N&o estimado a 95%
*Significativo (p<0,05)
X = log da concentragdo

EMIPC - Extrato metanélico das inflorescéncias;
EMGPC- Extrato metandlico dos galhos;
EMFPC- Extrato metandlico das folhas;
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A atividade larvicida do extrato metanolico da inflorescéncia de P.
capitarianum (EMIPC) sobre as larvas A. aegypti da cepa Rockfeller, A. aegypti
(campo) e Anopheles sp, comparadas por meio das retas de regressdo linear esta
representada graficamente na Figura 18. Comparando-se os resultados obtidos nas trés
modalidades de testes, observa-se que as larvas da cepa Rockfeller mostraram-se mais
susceptiveis ao extrato, do que as larvas do A. aegypti do campo e das larvas de
anofelinos. Estes resultados podem ser interpretados como decorrentes da pressdo de
selecdo que as acdes de controle, tanto da dengue como da malaria, exercem no
ambiente, e de forma maior sobre os anofelinos. As constantes aplica¢fes de inseticidas
quimicos em campo, objetivando o controle tanto da Dengue como da Malaria, em
doses cada vez mais elevadas, resultam em uma pressdo de selecdo maior no ambiente,
0 que resulta em linhagens com resisténcia aos inseticidas, em algumas espécies de

insetos (Braga e Valle 2007).

10
Rockleller .
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o
O T T T T 1
25 50 100 250 500
Dose(ul)

Figura 18. Reta de regressdo linear dose-probit obtida nos bioensaios com extrato
metanolico da inflorescéncia (EMIPC) sobre larvas de Aedes aegypti (Rockfeller),
Aedes aegypti (campo) e Anopheles sp .
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Diante dos resultados obtidos dos bioensaios, para as trés modalidades de
teste, observa-se que o extrato EMIPC foi o mais promissor, mostrando potencial para
contribuir em programas de controle de insetos vetores de patdégenos. Nesta Otica, sera
necessario o fracionamento destes extratos para a identificacdo do(s) principio(s)

ativo(s) presente(s), objetivando acdes direcionadas para um controle mais efetivo.

Neste sentido, a etapa seguinte deste estudo foi conduzida para avaliar o perfil
quimico, por diferentes técnicas cromatograficas, com o intuito de identificar compostos

responsaveis por essa atividade inseticida, presentes no vegetal.

5.3 Avaliacéo da atividade larvicida do 6leo essencial de Piper capitarianum
5.3.1 Bioensaios seletivos

Os resultados dos bioensaios seletivos com 6leo essencial de P. capitarianum
sobre larvas de A. aegypti da cepa Rockfeller, A. aegypti (campo) e Anopheles sp. estéo
representados na Tabela 12. O 6leo essencial (OSFPC) foi testado seletivamente para
detectar a sua toxicidade com o critério de mortalidade de 50%. Considerando a
mortalidade das larvas nos bioensaios, observa-se que as larvas de A. aegypti da cepa
Rockfeller e do A. aegypti de campo, apresentaram maiores mortalidades (100%) em 24
horas de exposi¢do, comparadas com as larvas de anofelinos que apresentaram 95% de
mortalidade, na mesma leitura (24 horas), tornando todas as espécies testadas
suscetiveis ao 0leo essencial de P. capitarianum.

Desta forma, o dleo essencial (OSFPC) foi selecionado para os bioensaios de

dose e determinar as concentraces letais (CLso € CLoo).
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Tabela 12 — Resultados dos bioensaios seletivos com oOleo essencial de Piper
capitarianum (OSFPC) contra larvas de Aedes aegypti da cepa (Rockfeller), Aedes
aegypti (campo) e Anopheles sp.

Populacao Concentragao N Mortalidade (%)

(ng/mL) (Amostral) 24 h 48 h 72 h
500 60 100 100 100

Rockfeller DMSO 60 0 0 3
Teméfos 60 100 100 100
500 60 100 100 100

Aedes aegypti DMSO 60 0 2 4
Teméfos 60 100 100 100
500 60 95 98 100

Anopheles sp. DMSO 60 0 1 2
a-cipermetrina 60 99 100 100

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo em triplicata;
Controles: DMSO a 1 %.

Controle Positivo : Temefos a 0,012mg/mL ¢ a-cipermetrina a 0,04mg/mL

5.3.2 Bioensaios dose

Os resultados obtidos nos bioensaios de dose com 6leo essencial das folhas de
P. capitarianum sobre larvas de A. aegypti da cepa (Rockfeller), A. aegypti (campo) e
Anopheles sp, expostas em diferente concentracdes estdo representados na Tabela 13. O
6leo essencial (OSFPC) mostrou atividade larvicida nas duas maiores concentracdes
(500 e 250 pg /mL), testadas para as larvas da cepa Rockfeller com mortalidade 100%,
apos 24h de exposicao. As larvas de A. aegypti (campo) apresentaram mortalidade de
100% e 72% respectivamente, nas concentracfes de 500 e 250 pg/mL na mesma leitura
(24 horas). As larvas de anofelinos apresentaram mortalidade de 100% e 95% nas
mesmas concentragdes ap0s 72 horas de exposicdo, sendo que as menores
concentragdes (100, 50 e 25 ug /mL) ndo mostraram mortalidade em niveis satisfatorios.

O controle negativo apresentou mortalidade de 3% na ultima leitura (72 horas), e 0
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controle positivo (inseticida quimico) teve mortalidade de 100% apds 24 horas de
exposicdo. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Oliveira et al. (2012) que
analisaram o 6leo essencial das folhas de P. aduncum e verificou a atividade larvicida
contra as larvas de A. aegypti, com uma de mortalidade de 100% apds 24h de exposicao,
nas concentracdes de 500 e 1000 pg/mL. Provavelmente a mortalidade das larvas
ocorreu pela presenca do fenilpropandide dilapiol, encontrado nessa planta e que foi
isolado por Oliveira et al. (2004), o qual possui atividade inseticida (FAZOLIN et al.,

2005)

Portanto os resultados obtidos neste trabalho mostram que as larvas sdo
susceptiveis aos constituintes quimicos presentes no 6leo essencial das folhas P.
capitarianum nas concentracdes de 500 e 250 pg/mL e a sua utilizagdo pode ser
considerada uma alternativa importante para o controle dos mosquitos, uma vez que sdo

biodegradaveis e ndo prejudica o meio ambiente.
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Tabela 13 — Resultados dos bioensaios de dose com 6leo essencial Piper capitarianum
contra larvas de Aedes aegypti da cepa (Rockfeller), Aedes aegypti (campo) e Anopheles

sp, exposta em diferentes concentragdes.

Populaco Concentracéo N Mortalidade (%)

(ng/mL) (Amostral) 24 h 48 h 72 h
500 100 100 100 100
CEPA 250 100 100 100 100
Rockfeller 100 100 27 31 38
50 100 11 16 20

25 100 0 4 8
500 100 100 100 100

250 100 72 81 91

Aedes aegypti

(campo) 100 100 11 17 25

50 100 4 6 9

25 100 0 2 4
500 100 98 99 100

250 100 84 90 95

Anopheles sp 100 100 22 25 30
50 100 6 8 12

25 100 2 5 8

Controle DMSO 100 0 0 3
Controle positivo  TEMEFOS 100 100 100 100
Controle positivo  y-cipermetrina 100 100 100 100

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo em 5 repetigdes;
Controles: DMSO a 1 %.
Controle Positivo: Temefos a 0,012mg/mL e a-cipermetrina a 0,04mg/mL
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Os resultados dos valores da CLso e CLgo do Oleo essencial das folhas de P.
capitarianum contra larvas de A. aegypti da cepa (Rockfeller), A. aegypti (campo) e
Anopheles sp., apds 24, 48 e 72 horas de aplicacédo estdo na Tabela 14. Os dados obtidos
das trés espécies testadas, apenas as larvas de Rockfeller ndo se ajustaram a analise de
probit, nas leituras de 24, 48 e 72 horas sendo que nao foram suficientes para o calculo da
CLso e CLgo. Portanto os menores valores CLso foram (141,45 pg/mL, 123,86 pg/mL e
129,85 pg/mL e CLgo (325,86 pug/mL, 298,48 pg/mL e 221,20 pg/mL), para as larvas de
anofelinos nas leitura de 24, 48 e 72 horas com intervalos de confianca de 95%,

tornando susceptiveis ao 6leo essencial das folhas de P. capitarianum.

Segundo Tabanca et al. (2013) o 6leo essencial de louro (Laurus nobilis)
apresentou CLso de 117 pg/mL sobre as larvas de Culex pipiens, e também apresentou
CLso de 167,9 pg/mL contra as larvas de A. aegypti em 24 h de exposicao,
demonstrando similaridades com os resultados obtidos na populagdo de A. aegypti e
Anopheles que apresentaram valores aproximados de CLso 173,04 e 141,45 pg/mL
respectivamente na mesma leitura (24 horas). A mesma a¢do também foi observada no
trabalho realizado por Fazolin et al. (2005) em insetos fitéfagos da ordem Coleoptera
(adultos de Cerotoma tingomarianus), quando utilizou o dleo essencial extraido de

folhas e ramos secundarios dessa planta.

Outros estudos realizados por Santos et al. (2013) demonstraram que a CL 5o do
Oleo essencial de S. terebinthifolia foi 117,34 pg/mL sobre as pragas do café
(Hypothenemus hampei) o que fez ndo corresponder ao valor encontrado nos mosquitos

testados neste trabalho.



58

Tabela 14. Os valores da CLso e ClLgo do Oleo essencial das folhas de Piper

capitarianum contra larvas de Aedes aegypti da cepa Rockfeller, Aedes aegypti (campo)

e Anopheles sp, apos 24, 48 e 72 horas de aplicacéo.

Equacéo de regressao

Populagdo CLso(1C 95%) CLoo(IC 95%) X2 y=(a+5) + b.log x
110,69 NE 203,35 NE 222" y=(-9,91 + 5) + 4,85x
Rockfeller 100,75 NE 220,43 NE 29,9°  y=(-7,55+5) + 3,76x
111,07 NE 145,50 NE 164"  y=(-22,3+5) + 10,9x
173,04 (120,74 - 251,75) 347,77 (241,50 - 792,33) 12,16  y=(-9,46+ 5) + 4,22
Aaegypti 163,07 (128,17 - 195,10) 295,77 (242,36 - 419,41) 3,44  y=(-10,96+ 5) + 4,95x
139,10 (109,74 - 165,48) 246,87 (203,61 - 347,61) 3,04  y=(-11,02+5) + 5,14x
141,45 (100,61 -203,89) 325,86 (221,93 - 700,07) 10,3 y=(-7,60+ 5) + 3,53
Anopheles sp. 123,86 (65,92 - 266,99) 298,48 (167,02 - 2329,22) 26,4 y=(-7,02+ 5) + 3,35x
129,85 (91,58 - 162,86) 221,20 (174,58 - 388,29) 4,94  y=(-11,7+5) + 553x

NE= N&o estimado a 95%
*Significativo (p<0,05)
X = log da concentragdo

A atividade larvicida do 6leo essencial das folhas de P. capitarianum (OSFPC)

sobre as larvas A. aegypti da cepa Rockfeller, A. aegypti (campo) e Anopheles sp,

comparadas por meio das retas de regressao linear representada graficamente na Figura

19. Comparando-se as trés espécies testadas, observa-se que as larvas da cepa

Rockfeller mostraram-se mais susceptiveis ao 6leo essencial do que as demais espécies

que apresentaram respostas semelhantes qualitativamente. Portanto, os dados de

mortalidade observada obtidos nos bioensaios foram diferentes significativamente das

mortalidades esperadas, calculada pelo programa POLO PC, utilizada na construgédo das

retas de regressao linear.
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Figura 19. Reta de regressdo linear dose-probit obtida nos bioensaios com o0leo
essencial (OSFPC) sobre larvas de Aedes aegypti (Rockfeller), Aedes aegypti (campo) e
Anopheles sp.
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Capitulo 2 — AVALIACOES QUIMICAS
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5.4 Analise cromatografica em camada Delgada -CCD

5.4.1 Perfil cromatografico dos extratos por CDD.

Os extratos que apresentaram atividade larvicida contra as larvas das trés
espéecies de mosquitos testadas, comprovadas pelos bioensaios, foram analisados por
cromatografia em camada delgada (CCD). Os perfis cromatograficos dos extratos de P.
capitarianum, foram obtidos utilizando cromatoplacas de silica normal (SiO.) com
suporte de aluminio como fase estacionaria e na fase mével a mistura dos eluentes
hexano e acetato de etila na proporcdo 7:2 (Figura 20). Os reveladores quimicos
utilizados nas placas de CCD para a revelacdo das classes de substancias presentes nos
extratos de acordo com sua coloracdo sendo visualizadas na luz normal e UV (365 e 254

nm) estdo descritos na Tabela 15 (WAGNER, 1996).

Tabela 15. Reveladores quimicos utilizados placas de CCD para avaliacdo do
perfil dos extratos de Piper capitarianum

Revelador Classe Quimica Coloracéo
Dragendorrf Alcalbides Laranja ou Marron
Antraquinonas Vermelho
KOH
Cumarinas Azul (UV - 365 mn)
. . Saponinas Vermelho ou Marron
Vanilina Sulfurica
Esteroides Amarela
NP/ PEG Flavonoides Verde ou Laranja

Anisaldeido Terpenos Lilas ou Rosa
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Figura 20. Perfil cromatografico dos extratos de Piper capitarianum por CDD.

Observando primeiramente a placa revelada com dragendorrf, é possivel notar
que nos extratos EMFPC (4) e EMGPC (5), existem uma intensa banda marrom, com o
mesmo RF, indicando a presenca de alcaldides, sendo que o revelador é especifico para
essa classe quimica, que reage quimicamente com 0 grupo amina presente na sua
constituicdo. Portanto, os demais extratos avaliados ndo apresentaram compostos
alcaloidicos em sua constitui¢do quimica.

Analisando as placas reveladas com KOH, observam-se uma banda de coloragdo
avermelhada nos extratos EHFPC (1) e EHGPC (2), caracteristicas de compostos
fenolicos, possivelmente da classe antroguinonas, sendo que 0s demais extratos ndo
apresentam essa caracteristica em sua constitui¢do. J& nas placas reveladas com vanilina
sulfurica, foi possivel identificar a classe quimica esterdides no extrato EMIPC (6),

devido a presenca da coloracdo amarela.
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As placas reveladas com NP/PEG tém a funcdo de identificar compostos da
classe flavonoides, que apresentaram bandas de coloracdo esverdeadas com o mesmo
RF nos extratos EHFPC (1), EHGPC (2), EHIPC (3), EMGPC (5) e EMIPC (6), que
foram visualizadas sobre a luz UV (365 nm), que possivelmente sdo anéis aromaticos,
indicando a presenca da classe flavonoides.

O anisaldeido é um revelador universal, sendo que nas placas foi possivel
observar a presenca da classe terpenos para os extratos EHFPC (1), EHGPC (2), EHIPC
(3) e EMIPC (6), devido a intensa banda de coloracdo rosa, caracteristica de
hidrocarbonetos com ligagdes duplas presente em sua constituicdo. Os extratos foram
numerados nas placas de CCD, conforme Tabela 16, demonstrando suas respectivas

classes quimicas identificadas.

Tabela 16. Classes quimicas identificadas nos extratos de Piper capitarianum em placas
de CCD,

Numeragéo Extratos Classes quimicas
1 EHFPC Antraquinonas, Flavonoides, Terpenos
2 EHGPC Antraquinonas, Flavonoides, Terpenos
3 EHIPC Flavonoides, Terpenos
4 EMFPC Alcalbides
5 EMGPC Alcaldides, Flavondides

6 EMIPC Esteroides, Flavondides, Terpenos
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Dentre as classes de substancias identificadas nos extratos, encontram-se 0s
terpenos, alcaldides e flavonoides considerados os principais grupos de metabdlitos das
plantas, responsaveis pela atividade inseticida em varios insetos (PARMAR et al., 1997;
AHMAD et al.,, 2012; SIMAS et al., 2004). Os terpenos, encontrados nos 06leos
essenciais de espécies do género Piper, como o limonene, a-phellandrene, mirceno
entre outros, apresentam atividade inseticida contra larvas de A. aegypti (TAWATSIN
etal., 2006; LARA JUNIOR etal., 2012; NASCIMENTO et al., 2013 ). Aparentemente
sua acdo inseticida seria decorrente da inibicdo dos receptores especificos da
acetilcolinesterase nos insetos, provocando paralisia e morte (CASIDA, 2011).

Os alcaldides naturais encontrados no género Piper, foram isolados de espécies
como: Piper longum, Piper nigrum, Piper chaba, Piper retrofractum e Piper
officinarum, resultando no isolamento de 145 alcalGides que apresentam diversas
atividades bioldgicas como antibacteriano, antifungico, antiinflamatorio, antimalarico e
inseticida (PARMAR, et al., 1997; LEAL, 2000; MARTINS, et al,. 2000; YOUYOQOU,
2011; PINTO et al.,, 2012). Portanto os alcaldides sdo substancias organicas que
possuem sua estrutura molecular compostos nitrogenados (NO2) que forma parte de um
anel heterociclico provenientes dos aminoacidos, que contribuem para a atividade
inseticida por meio da interacdo com receptores biologicos (MENEZES, 2005; HONG-
FEl et al., 2010).

Os flavondides por sua vez, atuam como antioxidantes ao se ligarem em residuos
oxidativos, moléculas importantes para todos 0s seres vivos, como enzimas, proteinas,
horménios e demais compostos denominados por radicais livres, que apresentam
diversas propriedades tais como antiinflamatério, antimicrobiana, anti-hemorragica,
anti-alérgica, inseticida (COSTA et al., 2004; KWEKA et al., 2008; RATHI et al.,

2008). A classe flavonoides constitui um grupo de pigmentos vegetais, oriundos da via
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biossintética do acido acético e acido chiquimico, os quais sdo amplamente distribuidos
na natureza sendo que esta relacionada a atividade inseticida (PINTO, et al., 2002). Em
trabalho de revisdo quimica do género Piper, verificou que ja foram isoladas 7
flavononas e 17 flavonas (PARMAR, et al., 1997). Portanto poucos flavonoides tém
sido isolados de espécies de Piper, e sua relacdo com atividades bioldgicas comparadas

a demais familias de vegetais.

5.5 Avaliacéo do perfil cromatogréafico por CG-EM

5.5.1 Identificacao dos constituintes quimicos presente no 6leo essencial das folhas
de Piper capitarianum (OSFPC)

A composicdo quimica do 6leo essencial obtido das folhas de P. capitarianum
(OSFPC), em ordem crescente de seus indices de retencdo consta na Tabela 17, sendo
identificados 28 compostos volateis, dos quais sdao 5 monoterpenos (17,03%) e 23
sesquiterpenos (78,13%) correspondendo a um total de 95% dos constituintes
identificados, através da comparagdo dos fragmentos espectrométricos considerando
indice de similaridade de 90%.

Os componentes majoritarios identificados do O6leo de essencial foram
sesquiterpeno ndo oxigenado B-cariofileno (34,08%), seguido do B-mirceno (13,77%) e
do a-humuleno (13,32%). Considerando um valor de area maior que 2%, registram-se
0s constituintes y-muuroleno (8,17%), B-selineno (4,19%), E-nerolidol (3,15%), PB-
elemeno (2,84%) e limoneno (2,28%), como pode ser observado nos picos de maior
intensidade no cromatograma de ions totais obtido do 6leo essencial de P. capitarianum
(Figura 21).

Dentre os constituintes volateis majoritarios identificados, o sesquiterpeno nao

oxigenado p-cariofileno (34,08%), foi isolados em varias espécies vegetais, sendo
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descrito na literatura por apresentar diversas atividades bioldgicas tais como
antimicrobiana, antitumoral, antiinflamatdrio e inseticida (MARTIN et al., 1993; COLE
et al., 2007; AL-BAYATI, 2008; SILVA et al., 2010). Segundo SANTOS et al., (2013)
relatam que os principais componentes majoritarios p-cariofileno, limoneno , B-
mirceno e B- elemeno, presente no Oleo essencial das folhas de S. terebinthifolius
(Anacardiaceae) apresentaram mortalidade 100% sobre as larvas de A. aegypti apos 24
horas de exposi¢do, demonstrando similaridades com os resultados deste trabalho. Por
outro lado, os constituintes quimicos presentes nos Oleos essenciais, como
fenilpropandides, eugenol, E-nerolidol, safrol, a-pineno e timol, sdo considerados
compostos Uteis para o controle do mosquito da dengue. (CARVALHO et al., 2003;
CAVALCANTI et al., 2004; SIMAS et al., 2004; MORAIS et al., 2006). Dos 6leos de
essenciais de Piper glandulosissimum, foram identificados 66 volateis, sendo que seu
componente majoritario foi o B-cariofileno (folhas 9,3%; e caule 12,3%), semelhantes
ao encontrados neste trabalho (ANDRADE & ZOGHBI, 2007). Em outras espécies do
género Piper, conhecia como pimenta longa na regido Amazodnica, onde foram
identificados os compostos oxido cariofileno e B-cariofileno como majoritarios do 6leo
essencial extraido de suas folhas (FACUNDO et al., 2006).

Considerando os resultados obtidos nesta dissertacdo com a literatura, foi
possivel observar que os sesquiterpenos sdo predominantes na maioria dos Oleos
essenciais estudados e neste trabalho representa cerca 78% dos volateis, que apresentam
atividade inseticida contra os vetores da dengue e malaria, podendo agir por contato e
ingestdo, ligando-se a enzima acetilcolinesterase que interfere no mecanismo de
transmissdo neuronal, ocasionando paralisia e morte do inseto (BRAGA e VALLE,
2007). Portanto ¢ possivel que atividade inseticida apresentada neste trabalho, seja pela

acdo do componente majoritario B-cariofileno, sendo que sé poderd ser comprovada
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quando for testado isoladamente e seu mecanismo de acdo também for avaliado. Apesar
disso, os constituintes responsaveis pela atividade bioldgica dos 6éleos essenciais nem
sempre esta relacionada ao composto majoritario podendo agir em conjunto com 0s
componentes minoritarios pelo fendmeno denominando sinergismo, sendo que para as
afirmac0es sejam feitas a respeito do composto responsavel pela atividade, é necessario

que estes sejam avaliados separadamente.
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Tabela 17. Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial das folhas de Piper
capitarianum por CG-EM.

Numeracao Constituintes IRcalc IRiit Area (%)

1 a-tujeno 926 924 00,8

2 a-pineno 933 932 0,48

3 B-pineno 977 974 0,42

4 B-mirceno 990 988 13,77

5 Limoneno 1028 1024 2,28

6 d-elemeno 1338 1335 0,42

7 a-cubebeno 1351 1348 0,11

8 a-ylangeno 1373 1373 0,15

9 a-copaeno 1377 1374 0,47

10 B- elemeno 1393 1389 2,84

11 p-cariofileno 1422 1417 34,08

12 [-copaeno 1430 1430 0,68

13 a-guaieno 1434 1437 0,32

14 a-humuleno 1455 1452 13,32

15 Allo-aromadendreno 1462 1458 0,06

16 4,5-di-epi-aristolocheno 1471 1471 0,43

17 y-muuroleno 1482 1478 8,17

18 Germacreno-D 1487 1480 3,06

19 [-selineno 1496 1489 4,19

21 y-amorpheleno 1501 1495 0,32

22 a-selineno 1507 1498 0,65

23 d-cadineno 1524 1522 1,22

24 a-calacoreno 1543 1544 1,31

25 E-nerolidol 1564 1561 3,15

26 Oxido de cariofileno 1584 1581 1,71

27 Oxido de humeleno 1549 1608 0,53

28 a-cadinol 1655 1652 0,27
Monoterpenos - - 17,03
Sesquiterpenos - - 78,13
Total identificado 95,16

IRcalc= indice de retenco calculado , IRIit = indice de Reten¢do descrito na Literatura (ADAMS, 2007).
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Figura 21. Cromatograma de ions totais obtido do 6leo essencial das folhas de Piper

capitarianum (OSFPC).
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Capitulo 3 - FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS
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Os resultados obtidos dos bioensaios realizados anteriormente, apenas 0 extrato
(EMIPC), foi selecionado para fracionamento cromatografico devido sua atividade
larvicida contra as larvas de A. aegypti da cepa Rockfeller, A. aegypti (campo) e

Anopheles sp, em condicdes de laboratorio.

5.6 Fracionamento cromatografico do extrato EMIPC

O extrato metanolico das inflorescéncias de Piper capitarianum (EMIPC), foi
submetido ao fracionamento por cromatografia em coluna, utilizando silica normal
(SiO2) como fase estacionaria e na fase mével a mistura dos eluentes ( Hexano /Acetona
(8:2), (7:3), (6:4), (1:1), seguido da acetona 100% e no final metanol 100%
respectivamente. Neste procedimento cromatografico foi utilizado 8,329 do extrato
EMIPC, resultando em 134 fracbes, sendo que apenas 8 fracdes apresentaram atividade
larvicida contra A. aegypti e Anopheles sp e foram reunidas por cromatografia em
camada delgada-CCD com seus respectivos rendimentos conforme a Figura 22.

Nas fracdes 20-22 e 50-54, ocorreu a formacdo de cristais amarelados, sendo
recristalizadas em CHClIs e foram caracterizados por métodos espectroscopicos de RMN
13C e H. Ap6s a andlise, as fracdes 20 e 50 resultaram no isolamento de dois compostos
denominados ISOLADOS A e B, respectivamente que ainda estdo em fase de analise

dos espectros para identificacdo e elucidacdo estrutural das moléculas isoladas.
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EMIPC
(8,329)

Coluna Cromatografica em Silica normal
1.Hex/Acetona (8:2), (7:3), (6:4), (1:1)
2. Acetona 100%

3. MeOH 100%

134 Fracbes

Andlise em CCD

Fr.3-8 Fr.9-11 Fr. 16 -19 Fr.20-22 Fr.29-34 Fr.35-43 Fr.50 -54 Fr.104 -111
890 mg 144 mg 100 mg 624 mg 149 mg 236 mg 173 mg 56 mg

Aa: 90% Aa: 13% Aa: 100% Aa: 56% Aa: 13% Aa: 60% Aa: 73% Aa: 60%

An: 33% An: 66% An: 53% An: 83% An: 53% An: 30% An: 90% An: 46%

Aa: Aedes aegypti

v \ 4

ISOLADO A ISOLADO B

An: Anopheles sb

Figura 22. Fracionamento cromatografico do extrato EMIPC de Piper capitarianum e
resultados dos bioensaios (500ug/mL) em 48 horas de exposi¢cdo das fracOes obtidas
sobre as larvas de Aedes aegypti e Anopheles sp. em condicdes de laboratorio.

As fracdes foram avaliadas atraves de CCD com os mesmos reveladores
quimicos utilizados na avaliagdo dos extratos ativos (Figura 23). Quando reveladas com
vanilina sulfurica, as fragdes 1 e 2 apresentam bandas de coloragdo amarelas e roxas,
indicando a presenca de esteroides e compostos aromaticos. A revelagdo com KOH, ndo
apresentaram bandas de coloragdo vermelha e azul, portanto ndo indicou a presenca de

classes quimicas nas fragcdes. As placas reveladas com NP/PEG, apresentaram intensa
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bandas alaranjadas nas fracdes 3, 4, 5 e 6 com mesmo RF, indicando a presenca de
flavondides.

A avaliacdo das fracbes de EMIPC em dragendorff, ndo indicou a presenca de
compostos alcaloidicos nas fragbes. Apesar disso, as placas reveladas com anisaldeido,
foi possivel observar a presenca da classe terpenos para as fracdes 5, 6 e 7 devido
aparecimento da banda de coloracdo rosa, que podem estar relacionados a atividade
larvicida neste extrato. Portanto, as fracdes foram numeradas nas placas de CCD,

conforme Tabela 18, demonstrando suas respectivas classes quimicas identificadas.

P |
-12345!‘ 7:‘

Vanilina Sulfurica KOH NP/PEG

&

3 3
Drangendorrf Anisaldeido

Figura 23. Perfil cromatogréfico das fragcbes ativas do extrato metanolico da
inflorescéncia (EMIPC) por CDD.
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Tabela 18 — Classes quimicas identificadas nas fracGes do extrato metanolico da
inflorescéncia (EMIPC) em placas de CCD.

Numeracao Fracoes Cadigo das fracdes Classes quimicas
1 3-8 EMI-A Esteroides
2 9-11 EMI-B Esteroides
3 16-19 EMI-D Flavonoides
4 20-22 ISOLADO-A Flavondides
5 29-34 EMI-I Flavonoides, Terpenos
6 35-47 EMI-J Flavonoides, Terpenos
7 50-54 ISOLADO-B Terpenos
8 104-111 EMI-T N&o identificado

5.7 Atividade larvicida das fracoes obtidas do extrato EMIPC
5.7.1 Bioensaios seletivos

Os resultados dos bioensaios seletivos com as fragdes do extrato EMIPC sobre
larvas de A.aegypti (campo) e Anopheles sp. estdo representados na Tabela 19. Das 134
fragOes testadas seletivamente para detectar a toxicidade considerando mortalidade
acima 50%, apenas 6 fracOes mostraram atividade larvicida sobre larvas de A. aegypti,
com mortalidade de 100% para as fracdes 3-8(EMI-A) e 16-19(EMI-D) ap6s 72 horas
de aplicacdo, com excecdo das demais que apresentaram mortalidade de 66% para as
fragdes 20-22(ISOLADO-A) e 35-77(EMI-J) e 76% para as fracdes 50-55(ISOLADO-

B) e 104-111(EMI-T), na mesma leitura.
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Para as larvas de anofelinos apenas as fragbes 3-8(EMI-A), 9-11(EMI-B), 16-
19(EMI-D), 20-22(ISOLADO-A), 29-34(EMI-1) e 50-55(ISOLADO-B) apresentaram
atividade larvicida com mortalidade de 56%, 66%, 70%, 100%, 53% e 96%,
respectivamente, apds 72 horas de exposi¢do, sendo que os compostos isolados (A e B)
apresentaram maior percentual de mortalidade comparados as demais fracdes do extrato
EMIPC. O controles (DMSO e H>0) registraram mortalidade inferior ou igual a 3%, na
leitura de 72 horas, sendo que no grupo positivo (inseticida quimico), teve mortalidade
de 100% ap0s 24 horas de exposicao.

Desta forma, as fracbes 3-8(EMI-A), 9-11(EMI-B), 16-19(EMI-D), 20-
22(ISOLADO-A), 29-34(EMI-I), 35-77(EMI-J), 50-55(ISOLADO-B) e 104-111(EMI-
T) foram selecionados para os bioensaios de dose para determinar a concentracdes letais

(CLso e CLoo).
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Tabela 19 — Resultados dos bioensaios seletivos com fragdes do extrato metandlico da

inflorescéncia (EMIPC) contra larvas de Aedes aegypti (campo) e Anopheles sp.

o Aedes aegypti Anopheles sp
Fragdes C?f;%ge‘ias Mortalidade (%) Mortalidade (%)
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
3-8 EMI-A 90 100 100 23 33 56
9-11 EMI-B 3 13 16 33 50 66
12-15 EMI-C 6 33 40 33 40 46
16-19 EMI-D 100 100 100 43 53 70
20 ISOLADO-A 23 56 66 83 96 100
29-34 EMI-I 0 13 20 36 50 53
35-43 EMI-J 26 60 66 6 23 30
50 ISOLADO-B 66 73 76 86 90 96
61-67 EMI-O 0 10 13 3 10 16
68-75 EMI-P 0 6 16 - - -
76-86 EMI-Q 0 3 6 20 23 36
87-100 EMI-R 10 20 7 36 43 46
101-103 EMI-S 10 23 30 - - -
104-111 EMI-T 33 60 76 36 43 46
112-117 EMI-V 13 20 30 3 26 36
118-124 EMI-W 10 36 46 23 40 46
125-128 EMI-X 30 43 50 33 36 46
129-132 EMI-Z 0 3 10 16 26 43
133 EMI-AA 3 6 10 3 16 23
DMSO 0 2
Controle
H.O 0 1 3
Controle Teméfos 100 100 100 i i i
positivo

a -Cipermetrina

100 100 100

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo em triplicata na concentragdo de 500pug/mL
Controles: DMSO 1 %.

Controle Positivo : Temefos a 0,012mg/mL e a-cipermetrina a 0,04mg/mL
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5.7.2 Bioensaios de dose
5.7.2.1 Bioensaios com fracfes do extrato EMIPC sobre larvas de Aedes aegypti

Os resultados obtidos nos bioensaios quantitativos das fracdes do extrato EMIPC
sobre larvas de A.aegypti, estdo representados na Tabela 20. As fracbes EMI-D e
ISOLADO-B, apresentaram atividade larvicida nas duas maiores concentracoes testadas
(500 e 250 ug/mL), com mortalidade de 98%, 64% e 76%, 68% respectivamente, apds
72 horas de exposicdo, sendo que nas concentragdes menores, a mortalidade foram
inferiores 50% na mesma leitura. As demais fracbes (EMI-A, EMI-J, EMI-T e
ISOLADO-A) mostraram mortalidade de 94%, 66%, 70% e 66% respectivamente na
concentragdo de 500 pg/mL, em 72 horas, sendo que nas menores concentragoes
testadas, a mortalidade nédo foi satisfatoria. O grupo controle apresentaram mortalidade
de 2% em 48 horas e 3% na ultima leitura (72 horas), sendo que no grupo positivo
(inseticida quimico), teve mortalidade de 100% apds 24 horas de exposicao.

Apesar das 6 fracOes testadas nos bioensaios, apenas a fracdo EMI-A, ndo se
ajustou ao modelo de probit nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, porém o programa
(POLO PC) utilizou o fator de heterogeneidade dos dados para o célculo da CLso e CLgo,
conforme a Tabela 21. Portanto a fracdo EMI-D, apresentou os menores valores da CLsg
(186,17pug/mL, 153,31pg/mL e 130,64 png/mL) e Cloo (589,43 g/mL, 579,38ug/mL e
499,33ug/mL) respectivamente nas leituras de 24, 48 e 72 horas com intervalos de
confianca de 95%, sendo eficazes as larvas de A. aegypti, comparados as demais as

fracOes testadas que apresentaram maiores valores de CLso e CLgo
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Tabela 20 — Resultados dos bioensaios de dose com fracGes do extrato EMIPC sobre

larvas de Aedes aegypti, exposta em diferente concentragdes.

Fraces Concentracao N Mortalidade (%)
(ng/mL) (Amostral) 24 h 48 h 72 h
500 50 80 90 94
250 50 12 16 20
EMI-A 100 50 6 10 14
50 50 3 6 10
25 50 0 2 6
500 50 94 96 98
250 50 52 58 64
EMI-D 100 50 22 16 42
50 50 10 9 22
25 50 3 2 8
500 50 48 52 66
250 50 16 22 30
ISOLADO-A 100 50 8 12 18
50 50 4 8 9
25 50 0 4 6
500 50 60 66 76
250 50 52 60 68
ISOLADO-B 100 50 14 24 28
50 50 4 8 16
25 50 0 6 10
500 50 30 60 66
250 50 20 28 38
EMI-J 100 50 10 14 18
50 50 4 8 14
25 50 0 4 10
500 50 35 55 70
250 50 16 18 32
EMI-T 100 50 4 8 14
50 50 3 6 10
25 50 0 4 8
Controle H20 0 2 2
DMSO 0 2 3
Controle positivo TEMEFOS 100 100 100

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo em 5 repeticdes
Controles: DMSO a 1 %.

Controle Positivo : Temefos a 0,012mg/mL
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Tabela 21. Os valores da CLso e CLgoo das frages do extrato EMIPC contra larvas de
Aedes aegypti, apos 24, 48 e 72 horas de aplicacao.

Fragdes

CLso(1C 95%)

CLoo(IC 95%)

X2

Equacao de regressao
y(a+5)b.logx

EMI-A

374,36 (336,77 — 417,24)
353,46 (236,27 — 529,13)
377,87 (232,57 — 488,17)

518,90 (506,59 — 730,11)
553,17 (414,27 — 2483,3)
503,81 (384,96 — 1659,6)

*

17,8
22,6
3,79

*

*

y= (-8,30 + 5) + 3,25x
y=(-5,86 + 5) + 2,33x
y=(-0,84 + 5) + 7,89x

EMI-D

186,17 (121,43 — 317,90)
153,31 (99,70 — 256,40)
130,64 (75,50 - 210,71)

589,43 (338,51 — 2233,56)
579,38 (323,68 — 2193,96)
499,33 (287,65 — 1834,87)

5,94
5,15
4,57

y= (-5,81+ 5) + 2,56X
y= (-4,85+ 5) + 2,21x
y= (-4,65+ 5) + 2,20x

EMI-J

793,88 (551,91~ 1371,4)
1101,6 (559,76 — 4870,5)
640,08 (375,48 — 1856,8)

3495,93 (1882,1 — 9693 5)
1883,8 (442,62 — 5876,3)
1047,8 (301,90 — 1719,4)

1,11
0,32
0,68

y= (-4,09+ 5) + 1,34x
y=(-3,16+ 5) + 1,04x
y=(-2,96+ 5) + 1,05x

ISOLADO-A

563,40 (432,00 — 856,38)
605,13 (416,30 — 1187,8)
480,36 (328,42 — 912,90)

1980,7 (1189,9 — 5089,6)
3840,2 (1729,5 — 19783)
4282,9 (1823,2 — 23039)

3,06
2,88
1,98

y= (-5,15+ 5) + 1,84x
y= (-3,83+ 5) + 1,37x
y= (-3,72+ 5) +1,39x

ISOLADO-B

310,62 (210,65 — 576,65)
248,28 (159,31-498,07)
202,32 (117,30 — 347,68)

1225,91 (637,02 — 6096,5)
1417,46 (643,86 — 9831,5)
1047,04 (533,67 — 6140,7)

3,72
3,68
3,10

y=(-5,35+5) + 2,14x
y=(-4,05+ 5) + 1,69x
y=(-4,13+ 5) + 1,79x

EMI-T

798,45 (555,13 — 1478,9)
1390,62 (666,70 — 9124,2)
669,32 (426,43- 1562,8)

3304,6 (1710,1 — 11400)
1922,1(4181 — 124212)

5782,84 (2204,2 — 43768,9)

0,36
1,00
0,31

y=(-5,22+ 5) + 1,76x
y=(-3,43+ 5) + 1,08x
y=(-3,76+ 5) + 1,10x

NE = N&o estimado a 95%
*Significativo (p<0,05)
x = log da concentracéo

5.7.2.2 Bioensaios com fragdes do extrato EMIPC sobre larvas de Anopheles sp.

Os resultados obtidos nos bioensaios quantitativos com as fragdes do extrato

EMIPC sobre larvas de Anopheles sp., estdo representados na Tabela 22. As fracGes

EMI-B, ISOLADO-A e ISOLADO-B, apresentaram atividade larvicida nas duas

maiores concentracfes testadas (500 e 250 pg/mL), com mortalidade de 66% e 50%;

92% e 78%; 90 e 74% respectivamente, apds 72 horas de exposicao, sendo que para as

demais concentragdes, a mortalidade foram inferiores 50% na leitura. O grupo controle
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apresentou mortalidade de 2% em 48 horas e 3% na ultima leitura (72 horas), sendo que
no grupo positivo (inseticida quimico), teve mortalidade de 100% ap06s 24 horas de
exposicao.

Apesar das 6 fragdes testadas nos bioensaios, apenas as fracoes EMI-A e EMI-B
ndo se ajustaram ao modelo de probit nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, devido o
valores do x? serem maiores que valores tabelados, porém o programa (POLO PC)
utilizou o fator de heterogeneidade dos dados para o célculo da CLso e CLgg, conforme a
Tabela 23. Portanto as fracdo que contem o composto ISOLADO-A, mostraram 0s
menores valores da CLso (269,15ug/mL, 128,43ug/mL e 98,68 png/mL) e ClLgo (1166,3
pg/mL, 463,41ug/mL e 422,91ug/mL), seguindo da fracdo ISOLADO-B, que
apresentaram baixos valores da CLso (287,24pug/mL, 199,42 pg/mL e 103,85ug/mL) e
CLoo (860,71pg/mL, 745,08ug/mL e 530,83ug/mL) respectivamente nas leituras de 24,
48 e 72 horas com intervalos de confianca de 95%. E importante ressaltar que o extrato
EMIPC e os compostos isolados sdo biologicamente ativos contra larvas de anofelinos,
podendo ser uma alternativa viavel no controle, devido sua acdo rapida e baixo custo
sendo capaz de reduzir densidade de insetos vetores em surtos epidémicos. Para isso €

necessario a complementacao de mais ensaios que precisam ser realizados em campo.
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Tabela 22 — Resultados dos bioensaios de dose com fra¢Ges do extrato EMIPC sobre
larvas de Anopheles sp., exposta em diferente concentracgdes.

Frades Concentracéao N Mortalidade (%)
(ng/mL) (Amostral) 24 h 48 h 72 h
500 50 76 82 96
250 50 26 32 42
EMI-A 100 50 8 14 20
50 50 4 8 14
25 50 0 4 8
500 50 44 50 66
250 50 36 44 50
EMI-B 100 50 14 24 34
50 50 10 20 28
25 50 4 12 16
500 50 46 52 56
250 50 24 30 38
EMI-D 100 50 10 14 18
50 50 6 8 14
25 50 0 2 6
500 50 76 84 92
250 50 34 64 78
ISOLADO-A 100 50 22 48 58
50 50 8 14 30
25 50 0 6 12
500 50 44 48 54
250 50 28 36 42
EMI-I 100 50 14 18 24
50 50 6 10 14
25 50 0 4 10
500 50 78 82 90
250 50 38 60 74
ISOLADO-B 100 50 10 22 36
50 50 4 8 20
25 50 0 4 12
Controle H20 0 0 2
DMSO 0 2 3
Controle positivo TEMEFOS 100 100 100

Nos testes foram utilizadas 20 larvas por copo em 5 repeticdes
Controles: DMSO a1 %.
Controle Positivo : Temefos a 0,012mg/mL
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Tabela 23. Os valores da CLso e CLgoo das frages do extrato EMIPC contra larvas de
Anopheles sp., apds 24, 48 e 72 horas de aplicacéo.

Equacao de regressao

Fracdes CLso(1C 95%) CLoo(IC 95%) X2 y(@+5)b.logx
331,50 (210,06 — 777,42)  1006,6 (520,44 —10301) 6,43 y=(-6.69 + 5) + 2,65x
EMI-A 278,19 (171,44 —650,36)  1165,8 (539,58 - 10931)  10,23" y=(-5,03 + 5) + 2,05
NE NE 716"  y=(-16,8 + 5) + 6,85x
596,50 (378,91 — 1341,7)  6343,9 (2355 —46669) 0,81  y=(-3,46+ 5) + 1,24x
EMI-B 454,34 (272,26 — 1220,9) 1097 NE 0,60 y=(-2,46+ 5) + 0,92x
NE NE 0,84 y=(-2,29+5) + 0,63x
601,04 (415,18 — 1123,9)  3596,5 (1701,5 — 15027) 1,47  y=(-4,58+ 5) + 1,64X
EMI-D 436,64 (298,8 —791,17)  3095,1 (3095,1 — 19728) 0,52  y=(-3,97+ 5) + 1,50
640,08 (375,48 — 1856,8)  1047,8 (301,90 - 1719,4) 0,68  y=(-2,96+ 5) + 1,05x
569,77 (400,56 — 1038,9)  3590,3 (1691,4 - 16188) 1,78 y=(-7,57+5) +2,74x
EMI-I 513,58 (339,35 -1039,1) 5074,4 (2043,3-29799) 0,14  y=(-3,49+5) + 1,28x
435,15 (281,54 — 882,38)  4407,2 (1716,3-39332) 0,13  y=(-3,36+ 5) +1,27x
269,15 (150,81 — 883,65)  1166,3 (486,48 — 38672) 7,75  y=(-4,89+ 5) + 2,01
ISOLADO-A 128,43 (79,64 —217,82) 463,41 (259.68 — 1861,4) 6,18  y=(-4,89+ 5) + 2,29x
98,68 (76,41 — 124,66) 422,91 (306,42 —677,01) 1,10  y= (-4,04+ 5) + 2,02x
287,24 (238,81 - 357,02) 860,71 (629,95 -1388,2) 2,10 y=(-6,60+5) + 2,68x
ISOLADO-B 199,42 (163,39 — 249,49) 745,08 (539,55 — 1229.7) 1,09  y=(-5,10+ 5) + 2,21x
103,85 (103,85- 180,07) 530,83 (385,67 —884,90) 0,90  y=(-4,77+5) + 2,22x

NE = N&o estimado a 95%
*Significativo (p<0,05)
x = log da concentracéo
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, pode-se afirmar que:

O extrato metanolico da inflorescéncia de Piper capitarianum (EMIPC),
apresentou maior letalidade frente as larvas de Aedes aegypti (campo) e
Anopheles sp com CLso 106,63 e 146,91 pg/mL respectivamente, apos 24 horas
de exposicao, demonstrando o mais promissor para ser utilizado no controle dos
vetores da dengue e malaria no ambiente amazonico.

A andlise fitoquimica dos extratos ativos de Piper capitarianum, analisadas por
cromatografia CCD, revelaram a presenca das classes quimicas antraquinonas,
esterdides, alcaldides, flavonodides e terpenos, podendo estar relacionada a
atividade larvicida, oferecendo novas oportunidades de controle efetivo para

insetos vetores.

A anédlise quimica do O&leo essencial das folhas de Piper capitarianum
possibilitou a identificacdo de 28 constituintes volateis, tendo o sesquiterpeno
ndo oxigenado [-cariofileno (34,08%) como componente majoritario, seguido

do B-mirceno (13,77%) e do a-humuleno (13,32%).

O oleo essencial das folhas de Piper capitarianum apresentaram atividade
larvicida, nas duas maiores concentracdes (500 e 250 pg/mL) testadas contra
A.aegypti da cepa Rockfeller, A. aegypti (campo) e Anopheles sp com 100% de

mortalidade ap6s 72 horas de exposicéo.

O fracionamento cromatografico do extrato EMIPC, resultou no isolamento de

duas substancias (ISOLADOS A e B), que ainda estdo sendo analisados para
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elucidacdo estrutural, mas que apresentaram atividade larvicida sobre as larvas
Aedes aegypti e Anopheles sp com 269,15 e 287,24 pg/mL, ap6s 24 horas de

exposi¢do, demonstrando ser uma alternativa viavel no controle desse vetores.
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