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RESUMO

A busca de possiveis fontes e modelos de novos agentes no controle de insetos
transmissores de doencas direcionou este trabalho a duas espécies de plantas
brasileiras que possuem acdo repelente. A primeira, Attalea excelsa € uma
palmeira de nome popular urucuri, palmeira tipica da regido norte do pais e a
segunda Pterodon emarginatus, conhecida vulgarmente como sucupira branca,
uma espécie abundante nos cerrados brasileiros.

O estudo quimico de bracteas de Attalea excelsa mostrou que o extrato hexanico,
ativo como repelente de Aedes aegypti, consiste principalmente de substancias
lipofilicas, sendo a presenca maior de acidos graxos saturados e insaturados,
seguida pela presenca de esterdides como estigmasterol, B-sitosterol, campesterol
e estigmastenona, dentre outros, substancias estas ndo possuidoras de atividade
repelente de insetos.

Das fracdes obtidas em coluna cromatogréfica do extrato hexanico das bracteas
de urucuri, somente as fracoes em diclorometano (FD) e em diclometano/acetato
de etila (FD/FAE) inibiram a alimentacdo de 100 % das fémeas de Aedes aegypti
por 8 horas. Nestas duas fracfes além dos acidos graxos e esteroides foi
caracterizada uma isocumarina, esta possivelmente relacionada com a grande
atividade repelente que estas fracdes demonstraram.

A espécie Pterodon emarginatus demostrou ter também grande atividade
repelente. O extrato hexanico de seus frutos também inibiu a alimentacdo dos
mosquitos por um periodo de 8 horas na menor dose testada.

Deste extrato hexénico (OSMT-1), utilizando CGAR/EM, foram caracterizados
acidos graxos em pequena quantidade, sesquiterpenos (a-cariofileno, p-
cariofileno, mirceno, a-pineno, farneseno) e diterpenos triciclicos furanicos que
preponderam. Foi isolado por cromatografia em coluna aberta um destes
diterpenos furanicos, o 6a,7p-diacetoxivouacapan-173-oato de metila. A estrutura
quimica dele foi proposta com base em comparacdes feitas com os espectros de
IV, RMN 'H, RMN **C e CG/EM com dados descritos na literatura. No entanto
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quando foi testado como repelente em duas doses (0,5 e 1,0 mg/cm?) e ndo
apresentou inibicdo da alimentacéo das fémeas de Aedes aegypti.

Das duas plantas trabalhadas a sucupira apresentou um maior potencial para
futuras formulacdes de produtos repelentes em larga escala, pois além de um
excelente rendimento, o préprio extrato bruto apresentou uma atividade repelente
frente aos mosquitos testados, numa dose comparavel ao repelente sintético
DEET. Além disso, o 6leo resultante da extracdo de seus frutos, possui um aroma
floral agradavel, devido a presenca de geranilgeraniol, que muito acrescentaria
nas locdes e cremes formulados. Estas caracteristicas compensam a dificuldade
de colheita e trituracdo dos frutos, e indicam um promissor repelente natural que

podera concorrer com os sintéticos do mercado.
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SUMMARY

The search for new leads in the control of insects, which transmit diseases,
stimulated the study of Brazilian natural products with activity in this field. Two
abundant plants with insect repellent properties are Attalea excelsa, a palm tree
with the common name urucuri, found in the northern part of the country and
Pterodon emarginatus, popularly known as sucupira branca, which occurs in the
“cerrado” or savannah of central Brazil.

In general chemical analysis of the bracts of Attalea excelsa showed that the
hexane extract which was active as a repellent for Aedes aegypti, contains large
quantities of lipophilic substances, in the main saturated and unsaturated fatty
acids. In second place come steroids like stigmasterol, B-sitosterol, campesterol
and stigmasterone as well as others.

From the fractions obtained by column chromatography of these hexane
extracts of urucuri bracts, only the fractions eluted with dichloromethane (FD) and
with dichloromethane-ethyl acetate (FD/FAE) totally inhibited feeding of Aedes
aegypti female adults during 8 hours. In these two fractions were found fatty acids,
steroids and one substance of a different chemical class — an isocoumarin, which
in contrast to the others, only appeared in these two fractions (FD and FD/FAE).
For this reason it is believed to be responsible for the strong repellent action of
these fractions.

The species Pterodon emarginatus was also strongly repellent, the hexane
extract inhibiting feeding of the mosquitoes for 8 hours at the lowest dose tested,
just as in the case of urucuri.

In the hexane extract of sucupira branca fruits (OSMT-1), analysis by gas
chromatography coupled to mass spectrometry, characterised small quantities of
fatty acids, sesquiterpenes (a-caryophyllene, B-caryophyllene, myrcene, a-pinene)
and larger amounts of tricyclic diterpenoid furans, which make up the major part of
the extract OSMT-1. From the same extract, solvent gradient chromatography
followed by preparative thin layer chromatography yielded the diterpenoid methyl

6a,7B-diacetoxyvouacapan-17p3-oate. The structure of this compound was
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proposed on the basis of comparison with IR, NMR *H, NMR *3*C and GC/MS data
in the literature. This diterpenoid however showed no antifeedant activity when
tested with female Aedes aegyptii mosquitoes.

Of the two plants tested sucupira shows the higher potential as a raw
material for large scale repellent production, because, not only is the yield
excellent, but the repellent activity is also high for the mosquito species examined
when compared with DEET. Apart from this, the crude oil obtained by extraction of
the fruits has a pleasant floral aroma, due to the presence of geranylgeraniol, an
attractive property in lotions and creams. These characteristics outweigh the
difficulty of collecting and grinding the fruits, and in our view this oil is a valid
competitor on the market presently occupied by synthetic substances.
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IINTRODUCAO

O controle de mosquitos e outras espécies de insetos de importancia em
saude publica tem sido realizado nas Ultimas décadas principalmente com
inseticidas quimicos sintéticos. Neste mesmo periodo, outros métodos auxiliares
foram usados, tais como campanhas que visam o controle de criadouros, controle
biolégico com o0 uso de peixes e microorganismos e uso de protecao individual
através de repelentes derivados principalmente da N,N-dimetil-m-toluamida
(DEET), presente em quase todas as formulagdes comerciais (Autan,OFF). Os
pesticidas, a primeira vista, pareciam ser a solu¢cdo, mas a experiéncia mostrou
que insetos sob o tratamento intensivo dos inseticidas passaram a ser tolerantes,
se tornado necessario o0 aumento das doses e com maior frequéncia de aplicacéo,
desencadeando aumento da resisténcia (OLIVEIRA FILHO, 1999).

Muitas espécies de mosquitos sdo vetores de importantes doencas
endémicas, tais como malaria, dengue, febre amarela, filariose bancroftiana e
arboviroses, e apresentam hoje resisténcia a varias classes de inseticidas
quimicos. Desta forma, o uso frequente de inseticidas tem resultado na quase
extingdo de parasitas, embora em alguns casos os predadores desses vetores
também sofreram, e com a resisténcia, tem aumentado a populacdo dos
transmissores. As espécies Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e A. darlingi
desenvolveram resisténcia multipla a diversos inseticidas, (OLIVEIRA FILHO,
2002). Mais de 113 espécies de Anofelinos e Culicineos apresentaram algum tipo
de resisténcia a inseticidas sintéticos, tornando urgente o desenvolvimento de
meios alternativos para o controle destes vetores (FONTAINE, 1980).

Em vista das dificuldades operacionais e econdémicas geradas por esta
crescente resisténcia dos mosquitos, os metodos alternativos ganharam novo
impulso e passaram a merecer maior atencado (WHO, 1977). Dentre estes, vem se
destacando o desenvolvimento de bioinseticidas bacterianos a base de Baccilus
thuringiensis e B.sphaericus e a busca de novos principios ativos, com atividade
inseticida sobre larvas e/ou adultos, atraentes ou repelentes ou ainda capazes de
interferir no crescimento do inseto. Vegetais, ou produtos deles derivados, tém
sido pesquisados por varias décadas com o objetivo de contribuir de forma eficaz
para este controle (SUKUMAR, 1991).
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As pesquisas com produtos naturais usualmente seguem duas vertentes, a
primeira busca a aplicacdo direta de plantas inteiras, suas partes, extratos ou
fracOes, cujos componentes quimicos sdo em grande parte desconhecidos; e a
segunda procura o isolamento de substancias ativas que serdo futuras fontes e
modelos de novos agentes no controle de insetos.

Algumas plantas acumulam substancias quimicas bioativas em varias de
suas partes especificas, dependendo da sua localizacdo, podendo ser nas folhas,
frutos, flores, sementes e raizes. Estas substancias podem atuar em todos o0s
estagios evolutivos do mosquito ou apresentar uma atividade mais limitada,
enquanto outras podem interferir no crescimento, na reprodugdo ou ainda
provocar respostas de atracao ou repeléncia.

No inicio do século varias plantas foram estudadas quanto ao seu potencial
como controladores de mosquitos, um exemplo sdo as sementes mucilaginosas
de vérias espécies de Cruciferae que sdo capazes de prender as larvas dos
mosquitos pelas pecas bucais e mata-las (REEVES, 1969) ou a presenca de uma
espécie do género Chara, uma alga que inibe o crescimento de larvas de Aedes
fluviatilis (CONSOLI, 1988).

As primeiras substancias inseticidas usadas pelo homem foram originarias
de plantas. Dioscorides (40-90 dC), por exemplo, mencionou a utilidade do 6pio e
aconito, entre outras (MCINDOO, 1945), tendo sido usados ndo s6 na
terapéutica, mas também como inseticidas. Outras plantas inseticidas e
repelentes mencionadas nos escritos classicos incluem absinto, louro, cedro, alho,
figo, carvalho, asafétida, cassia, roma (SMITH, 1975). Entretanto, o uso de
extratos vegetais em ampla escala comercial como inseticida comecou
aproximadamente em 1850, com a introducg&o da nicotina (Nicotiana tabacum), do
derris ou rotenona (Lonchocarpus sp) e do piretro (Chrysanthemum
cinerariaefolium). Hoje, aproximadamente 2000 espécies de plantas sao
conhecidas por possuir alguma atividade relativa ao controle de insetos
(CROSBY, 1966; AHMED, 1984).
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I.1. Produtos Naturais Ativos sobre Insetos:

Varias substancias de origem natural sdo eficazes contra insetos, por
maneiras distintas:
o Inseticidas: podem afetar os ax6nios (clorados e piretréides) e sinapses
(organofosforados e cabarmatos), ou a respiracdo (rotendides),
o Substancias que afetam o balanco hormonal: analogos e antagonistas
do hormonio juvenil,

o Substancias que afetam o comportamento: atrativos/repelentes.

Dentre os inUmeros produtos naturais que possuem uma ou outra das
propriedades citadas cima, muitos sdo compostos heterociclicos. As classes mais

comuns sao:

Alcaldides

Alcaléides sdo geralmente definidos como compostos organicos de
ocorréncia natural que possuem um atomo de nitrogénio incorporado em um anel
heterociclico.

Além da atividade inseticida, os alcaléides encontrados em plantas,
previnem ou reduzem a predacao de herbivoros.

Como inseticida e acaricida; a nicotina é provavelmente o alcaléide mais
conhecido e mais usado, ela esta presente em algumas espécies de Nicotiana
(Solanaceae). A nicotina é bastante toxica, com DLso oral em ratos de 30mg/kg,
mas € rapidamente eliminada do corpo do animal e na presenca de luz se
decompde.

A atividade da nicotina como inseticida estd relacionada com sua
semelhancga na configuragéo e distribuicdo de cargas com a acetilcolina, o que a
torna extremamente toxica a muitas espécies de insetos (DALES, 1996), (Figura

01).
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Figura 1: Semelhancga estrutural entre a nicotina e a acetilcolina. Os valores
s&o dados em A.

As propriedades inseticidas da nicotina estdo relacionadas essencialmente

com:

a) o anel piridinico

b) nitrogénio no anel pirrolidinico

c) distancia de 4,2A entre os dois atomos de nitrogénio e
d) a ndo substituicdo da posicdo a do anel piridinico.

Enquanto as bases livres penetram facilmente no tecido dos insetos, o ion
nicotinio, com carga positiva no nitrogénio pirrolidinico, tem permeacao limitada.
Alcancando o fluido corporal, um equilibrio € estabelecido entre os dois. Como
somente bases livres passam através da barreira sinaptica, o ion nicotinio é
metabolizado e excretado. Apds a penetracdo através da barreira do nervo um
novo equilibrio é estabelecido entre o ion e a base livre, regenerando o ion
nicotinio, que interage com o receptor da acetilcolina pela semelhanca da

distancia entre os heteroatomos atuando como inseticida.

Rotendides

Uma das principais caracteristicas dos principios existentes nas raizes de
Lonchocarpus urucu (Leguminosae — Fabaceae), conhecida popularmente como
timbd, é a sua acao especifica sobre animais de sangue frio. Essas substancias

sdo bem conhecidas e a principal delas é a rotenona. Ela sempre aparece
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acompanhada por outros principos ativos, os rotendides, dentre os quais destaca-
se toxicarol, deguelina, tefrosina, sumatrol, elliptona e malacol, (Figura 02). O
toxicarol tem atividade inseticida duas vezes menor do que a rotenona, a
deguelina trés vezes e a tefrosina, sete vezes. A rotenona € um inseticida que tem
boa solubilidade em cloroférmio, éter etilico e tetracloreto de carbono. Existem
testes qualitativos e quantitativos para determinar o teor de rotenona nas raizes.
Os testes qualitativos tém emprego pratico em viagens exploratérias, porque
permitem caracterizar as plantas portadoras de rotenona e fornecem indicacées
da presenca desta substancia. Um dos testes qualitativos mais empregados € o
de Durham, que consiste em aplicar uma gota de acido nitrico comercial na
superficie do corte transversal da raiz cujo tratamento |lhe da uma coloracéo
amarelada. Se o material contiver rotenona, com a adicdo de outra gota de
hidréxido de aménio, aparece coloracdo verde-azulada, que serd tanto mais
intensa quanto maior for o teor de rotenona (LIMA, 1947). As cascas das raizes
do timbé podem conter de 3 a 20% de rotenona e, ainda, outros rotendides com
atividade inseticida (MATHIAS, 1994).

As raizes do timb6 amassadas e agitadas na agua produzem um suco
leitoso com cheiro muito forte e peculiar. Sob acdo desse suco, mesmo muito
diluido, os peixes perdem o equilibrio, sobem aturdidos a supeficie e se deixam
apanhar facilmente. A palavra timb6 € de origem tupi —ti suco, sumo e mb cobra,
significando sumo de cobra (CORBETT, 1940).

Antes da segunda guerra mundial, o p6é das raizes do timbé constituia num
dos produtos de exportacdo da Amazonia. Era utilizada pelos importadores para a
extracdo de rotenona, com a qual preparavam diversos produtos de largo
emprego no combate as pragas e, também, no combate aos ectoparasitas de
animais domeésticos, como relata, com excelentes resultados, o experimento
realizado com o extrato aquoso de timbo em bufalos para controle de piolhos da
espécie Haematobius tuberculatus (COSTA, 1986).
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Figura 2: Rotendides de Lonchocarpus urucu Killip et Smith

Quassinoides

A madeira de Quassia amara era normalmente cortada em pequenos
pedacos para exportacdo. Em 1939, um milhdo de libras (cerca de 450 t) de
pedacos de quassia foram importados pelos EUA para controle de pragas como
os pulgdes (Aphidae) (MCINDOO, 1945).

Em 1834, foi isolado um principio amargo ndo nitrogenado, que recebeu o
nome de quassina. Esta, apos tratamento com excesso de éter, forneceu, cristais
amarelos, cujo ponto de fusdo é de 149°-151°C. Sua estrutura so foi estabelecida
em 1960 , (Figura 3), (VALENTA, 1960).

Pesquisas realizadas com a madeira de quassia, resultaram em uma
mistura de dois isdbmeros de formula C,,H3,0s com comportamento diferente do
atribuido a quassina. Um desses isdmeros cujo ponto de fusdo é de 226°C, foi
denominada de neoquassina (CLARK, 1937).

Quassia amara € uma planta arbustiva que ocorre em lugares Uumidos
proveniente da Ameérica tropical, habita as Guianas, Suriname, Panama e norte do
Brasil (Amazonas, Amapa, Para e Maranhdo) estendendo até Guatemala na
América Central. E muito utilizada na sua regido de origem para o combate &

maléaria, os indios e caboclos fazem o uso do cha (decoccao) da madeira para
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controlar os acessos de febre. Nos anos 90, o grupo de Grandolini isolou varios
alcalodides inddlicos da madeira de Quassia amara, que mostraram importantes
atividades antibidtica, amebicida, citotoxica e antimalarial. Destes, o alcalbide
mais importante € o 2-metoxicantiona (NJAR, 1993).

As pequenas doses de quassina sdo dotadas de uma elevada agéo sobre a
musculatura lisa, aumenta o apetite, a diurese e regulariza a evacuacdo. Em
doses moderadas excita as secrecdes salivares, hepaticas e renais. Doses
elevadas podem causar convulsdes e cefaléia (REUTTER, 1923).

Externamente, o decocto e a solugcdo alcodlica de quassina (0,50%) sao
utilizados em aplicacdes locais, como repelentes, apresentando também acao
larvicida contra larva de terceiro instar de C. quinquefasciatus (EVANS, 1991).

Em um trabalho realizado, com criancas em escola de nivel primario,
infestadas por piolhos, utilizando solugdes alcodlicas de Quassia amara,
observou-se uma reducdo consideravel nas reinfestacées supondo-se que a
quassia possa ter acao profilatica e terapéutica na pediculose humana (NINCI,
1991).

o Ot

Quassina Neoquassina

Figura 3: Quassindides de Quassia amara L.
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Triterpenos Degradados

Azadiractina

O triterpendide azadiractina foi isolado de sementes de Azadirachta indica
(Meliaceae), e possui atividade fagoinibidora, ocasionando mortalidade e
blogueando a metamorfose de insetos. Essa molécula apresenta 8 anéis
condensados (destes 5 heterociclicos) e 2 grupos carbometoxi e duas hidroxilas
esterificadas e € uma molécula de baixa estabilidade em condi¢cdes acidas ou
alcalinas. A concentracdo de azadiractina varia nos diferentes estagios de
desenvolvimento nas sementes e frutos do “neem”, acompanhando o crescimento
do fruto. Isso € importante no controle ecolégico, servindo a planta para sua
prépria defesa contra insetos e outros organismos, principalmente na fase inicial
de crescimento das sementes (PURI, 1999).

Essas arvores, originarias do Continente Asiatico, foram introduzidas no
Brasil e sua distribuicdo esta concentrada nas regifes Sudeste e Centro-Oeste.
As folhas de “neem” s&@o usadas para picadas de mosquito aliviando a coceira e
dor gracas a sua atividade antihistaminica. O Oleo extraido das sementes de
“neem” possui sabor amargo devido ao grande numero de acidos triterpénicos
oxigenados, sendo o principio ativo majoritario a azadiractina. Entre outros temos
tetranortriterpenodides, pentanortriterpendides e hexanortriterpenodides. E utilizado
em animais para controle de carrapatos, pulgas e piolhos no lugar dos inseticidas

tradicionais apresentando a mesma eficiéncia e baixa toxicidade (PURI, 1999).
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Tetranortriterpendides

Sao exemplificados pelos triterpenos degradados isolados da espécie
Carapa guianensis. (Meliaceae), conhecida como andiroba, (Figura 04). Esta
planta ndo tem a reputacdo de ser inseticida, mas o0 Oleo das sementes e o
bagaco de expressdo deste 6leo sdo tidos como repelentes de mosquitos e de
outros insetos e acaros hematéfagos, sendo largamente usados pelos indios e
pela populacdo em geral para repelir estas pragas. O costume de queimar o
bagaco de andiroba para repelir mosquitos conduziu ao uso dos componentes,
0leo e bagaco, em velas como maneira mais préatica de dispersar o “repelente”
pelo ambiente. (PEREIRA, 1998).

e

COMe

Andirobina
Gedunina

Figura 4: Tetranortriterpendides de Carapa guianensis Aubl.
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Piretréides

As flores do piretro, Chrysanthemum cinerariaefolium (Asteraceae), contém
seis substancias ativas identificadas como piretrinas | e Il, cinerinas | e Il, e
jasmolinas | e Il, (Figura 05). O piretro tem sido usado extensivamente como
protetor para produtos armazenados em lugares de clima temperado e tropical por
ser efetivo contra uma ampla variedade de insetos, incluindo mariposas e suas
larvas (OLIVEIRA FILHO, 1999). O seu uso apenas declinou com a introducao
dos organoclorados na década de 1940 e depois dos organofosforados sintéticos,
particularmente devido ao seu custo e alta instabilidade quando exposto a luz.
Mesmo assim, o piretro natural permaneceu como Unico inseticida permitido pelo
FDA nas embalagens de alimentos, como, por exemplo, em sacos de agucar.

Piretro € o nome comum dado as flores secas de Chrysanthemum
cinerariaefolium. Os componentes que possuem atividades inseticidas sao
conhecidos como piretrinas, geralmente sdo ésteres derivados do acido
crisantémico. Analogos sintéticos sdo conhecidos como piretréides. A piretrina é
um dos inseticidas mais antigos, tendo sido usada na Pérsia para o controle de
piolhos desde 400 aC. Atualmente costuma ser utilizada comercialmente na forma
de spray para o controle de pragas de insetos, especialmente em safras de frutas
e verduras.

Os piretréides também s&o utilizados nas principais areas de saude
publica. As aplica¢cdes incluem o controle de muitos vetores de doengas, como 0s
mosquitos da malaria, moscas tse-tse e moscas pretas, além do uso em setores
urbanos para o controle de pragas como baratas, pulgas e percevejos. No campo
veterinario sdo usados no controle de parasitas externos do gado, como
carrapatos (OLIVEIRA FILHO, 1999).

Em insetos, a piretrina tem uma rapida acdo paralisante. Dosagens
inferiores a letal geralmente causam a queda do inseto; contudo, o efeito costuma
ser temporario e a recuperacdo é completa. Insetos tratados com dosagens letais
de piretrina exibem sintomas tipicos de envenenamento nos nervos. Inicialmente
ocorre excitacdo seguida por convulsdes, paralisia e finalmente a morte. Esta
recuperacao total indica que o mecanismo de acédo é reversivel, além de refletir a

habilidade do inseto em metabolizar de maneira eficaz pequenas quantidades de
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piretrinas. O maior centro de excitagdo é o nervo da membrana que reage ao
estimulo pelo aumento na conducdo de ions sodio e potassio, o que provoca a
excitacdo. Sob circunstancias normais, o nervo retorna ao potencial inicial pela
restauracdo do gradiente de concentracdo de sédio e potassio pela membrana
através de processos fisico-quimicos.

A alta atividade inseticida dos piretréides depende da forma e assimetria da
molécula, além de sua lipofilicidade. Entre os piretréides existentes ha muitas
diferencas em relacdo a sua atividade, sendo a quiralidade da molécula muito
importante. Propriedades como densidade eletrénica e polarizabilidade sao de

importancia secundaria.
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Figura 5: Exemplos de piretrinas

As piretrinas sdo sensiveis ao calor e a luz, sendo facilmente oxidadas.
Com o aumento da pureza ha um crescimento da instabilidade destas substancias
devido a remocéo, durante a purificacdo de alguns constituintes que atuam como
preservativos ou como co-solventes. Apesar de tdxica a insetos, a piretrina
apresenta toxicidade oral e dermatologica muito baixa em mamiferos, sendo uma
excecdo aos produtos naturais com atividades biolégicas (PESTICIDE
MANUFACTURING AND TOXIC MATERIALS CONTROL ENCYCLOPEDIA,
1980).
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Piperamidas
Sao derivados isobutilamidicos insaturados isolados de plantas das
familias Asteraceae (Compositae) e Rutaceae. Sdo compostos caracterizados

como pungentes, que promovem entorpecimento e salivacdo quando degustados.
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Figura 6: Exemplos de piperinas.

Pipericida, dihidropipericida e guinesina sao isobutilamidas isoladas a partir
do fruto da pimenta-do-reino (Piper nigrum), e assim como a piperina sao
compostos ativos como inseticidas, (Figura 06) (SIMAS, 2003).

As piperinas atuam como o0s piretroides, afetando o0 sistema nervoso
derrubando rapidamente e matando o inseto. Esta semelhanca € muito
importante, pois apesar das piperinas agirem como o0s piretroides, insetos

resistentes a estes ndo o sdo em relacéo as amidas (DE PAULA, 2000)

Cromenos

Os cromenos (benzopiranos) e os benzofuranos de diversas estruturas sao
extraidos de plantas, como os precocenos de algumas espécies de Ageratum e 0s
acetilcromenos de girassol do deserto do género Encelia.

Os precocenos, (Figura 07), apesar de nado serem utilizados como
inseticidas podem ser muito Uteis no controle de pragas. Esses cromenos
possuem habilidade de induzir a metamorfose precoce em muitos insetos
destruindo a glandula que secreta os hormdnios juvenis, de forma que o inseto

passe para a fase adulta sem se reproduzir.
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Os acetilcromenos sdo capazes de reduzir o apetite de lagartas e outras
larvas que atacam o algodédo, até o ponto em que estas morrem de fome. Um
grande numero de cromenos naturais e sintetizados com atividade inseticida, tem
sido estudados e nenhum dos testados apresentou efeitos de hormdnio

antijuvenil, caracteristico dos precocenos.

Figura 7: Exemplos de precocenos

Juvenodides

As diversas mudancas que ocorrem durante o desenvolvimento dos insetos
sdo controladas por horménios secretados pelo sistema neuroenddcrino. As
células neurosecretoras do protocérebro liberam um horménio, freqientemente
denominado como horménio do cérebro, que transmite neuromensagens as
glandulas enddcrinas e a outros tecidos, (OLIVEIRA FILHO, 1984).

Alguns desses hormonios sdo conhecidos como horménios juvenis (JH),
(Figura 08). Existem muitas substancias sintéticas e naturais que imitam a agéo
desses hormonios e sdo conhecidas como analogos do horménio juvenil. Os
analogos do Horménio Juvenil (JH), ou juvendides, atuam de forma a suprimir a
diferenciacéo adulta e manter os insetos na fase imatura, impedindo desta forma
que eles se reproduzam. Os juvenoides podem interromper o processo de
desenvolvimento do inseto, estendendo a vida deste, mas na forma juvenilizada,
(OLIVEIRA FILHO, 1994).
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Figura 8: Exemplos de juvendides.

A relacéo entre a estrutura e a atividade obtida com um grupo de insetos
freqientemente ndo é aplicavel para outro grupo e generalizacbes sdo muito
dificeis de serem feitas. Entretanto, pequenas diferencas na atividade entre
espécies de mesmo género costumam ser observada. Geralmente os sitios de
ligagcdo nos hormdnios juvenis reconhecem caracteristicas estereoquimicas com
alta especificidade. Um dos possiveis isbmeros Opticos ou geométricos €
geralmente responsavel por toda a atividade morfogenética.

O tamanho total e a forma da molécula, sua lipofilicidade, a ramificacdo ao
longo do esqueleto carbdnico em posi¢cbes criticas, o carater e o local das
ligacBes olefinicas e dos centros aromaticos, as dimensfes e tipos de grupos
funcionais terminais e as hidrofobicidades respectivas exercem grande influéncia
na atividade bioldgica. A rigidez da molécula influencia nas possiveis
conformacdes que o juvenoide pode adotar e pode ter um efeito principal na
atividade e especificidade, (GODFREY, 1995).

Durante as primeiras cinco décadas (1940 — 1990) do uso de compostos
organicos sintéticos na agricultura e no controle de insetos vetores de doencas,
0S compostos quimicos baseados em produtos de origem natural forneceram uma

contribuicdo significativa na melhora dos rendimentos e na qualidade, resultado
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da disseminacdo desta pratica. Esta contribuicdo € atribuida principalmente ao
desenvolvimento dos piretréides, originados da piretrina, e de seus impactos no
controle de pragas. Outros exemplos de produtos naturais empregados como
protétipos para o desenvolvimento de inseticidas incluem fisostigmina, rianias,

nereistoxina e os hormaonios juvenis. (WARE, 1994).

[.2. Mosquitos de importancia sanitaria:

Originario da Africa, o A. aegypti (familia: Culicidae, subfamilia: Culicinae,
tribo: Aedini, género: Aedes Meigen, 1818, espécie: A. aegypti Linnaeus, 1762)
pode ser encontrado no domicilio humano (ambos os sexos em propor¢cdes
semelhantes), onde obtém seus alimentos, copulam e desovam. Tanto os machos
como as fémeas se alimentam durante o dia. Nos mosquitos adultos, as fémeas
sdo hematofagas, enquanto os machos se alimentam de sucos vegetais. Seus
criadouros sao recipientes artificiais representados principalmente por pneus,
caixas d’agua, latas, vidros, pratos de vasos e xaxins ou mesmo lagos artificiais,
piscinas e aquarios abandonados, com a condicdo de que a agua armazenada
seja limpa e pobre em matéria organica em decomposi¢cdo. Também pode ser
encontrado em recipientes naturais como bromélias, bambus e outros como a
carapanauba, arvore do género Aspidosperma que armazena a agua em uma
depresséao no tronco (carapana-mosquito e uba-arvore).

A densidade populacional é diretamente influenciada pelas chuvas, embora
possa ser mantida uma populacdo consideravel durante as estacbfes menos
chuvosas, a custa dos criadouros semipermanentes ou independentes das
chuvas. No Brasil, 0 A. aegypti € o unico vetor conhecido de febre amarela urbana
e é também o Unico transmissor da dengue, em nossos dias (CONSOLI, 1994).

A febre amarela, embora causada por um mesmo tipo de arbovirus (um
Flavivirus), pode se manifestar de duas formas: Febre Amarela Silvestre e Febre
Amarela Urbana. Devido a sua elevada endofilia, antropofilia e susceptibilidade ao
virus da febre amarela, o A. aegypti € um excelente vetor para a forma urbana da
doenca. E considerado o vetor classico dessa arbovirose. A febre amarela urbana
foi considerada extinta do pais desde 1942, quando ocorreram seus Uultimos
casos, em Sena Madureira, no Acre. Sua Ultima epidemia na América, produzida

a custa do A aegypti, aconteceu em 1929. Por outro lado, pouco apés sua
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reintroducdo no Brasil, o A. aegypti iniciou uma progressiva e alarmante
propagacao da dengue.

A dengue também é causada por um Flavivirus (4 soro-tipos: D1, D2, D3 e
D4). Epidemias ou surtos de dengue foram desencadeados e mantidos a custa do
A aegypti em Roraima (D1 e D4); no Rio de Janeiro e Alagoas (D1 e D2), Cear4,
Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul (D1) e
Tocantins (D2). A epidemiologia da dengue no Brasil, pelo aspecto entomoldégico,
em tudo se assemelha a da febre amarela urbana, e sua atual distribuicdo
coincide com a do A aegypti, seu unico vetor natural comprovado. Tanto na febre
amarela urbana como na dengue pode acontecer transmissao vertical do virus, de
maneira que uma parcela das fémeas filhas de um espécime infectado, ja nasce
infectada, (Figura 10).

O C. gquinquefasciatus (familia: Culicidae, subfamilia: Culicinae, tribo:
Culicini, género: Culex Linnaeus, 1752, espécie: C. quinquefasciatus Say, 1823) é
encontrado nas Ameéricas, sempre em lugares habitados, nas cidades e vilas
rurais. Seus criadouros preferenciais sdo os depdsitos artificiais no solo ou em
recipientes com agua rica em matéria organica em decomposicao e detritos, de
aspecto sujo e mal cheiroso. Ocorrem em latas, bebedouros de animais, nas
aguas estagnadas e poluidas no solo, como valas de aguas servidas
principalmente em residéncias, fossas, ralos, pocos, cisternas, impressées de
pneus e patas de animais.

Além de dividir com o A. aegypti o0 mesmo ambiente e atuar em horarios
diferentes deste, ambos apresentam algumas diferencas biolégicas, como, por
exemplo, suas larvas se encontrarem em aguas com matéria organica em
decomposicdo, enquanto as do A. aegypti, em aguas limpas. Os ovos de C.
quinguefasciatus sao depositados diretamente sobre as dguas dos criadouros em
forma de jangadas, e se tornam inférteis fora dela; os de A aegypti (resistentes a
dessecacao) sdo depositados individualmente. O C. quinquefasciatus é o principal
vetor da filariose bancrofitiana no Brasil. Sua predilecdo pelo homem (Unico
hospedeiro da Wuchereria bancrofti) e a sua preferéncia por sugar durante a noite
(periodo de aumento da microfilaremia periférica) facilitam muito o contato das
microfilarias com este culicineo, tornando-o mais eficaz que os outros mosquitos
susceptiveis. Hoje em dia a filariose vem se tornando um sério problema em

Recife, Jaboatdo e Olinda, no Estado de Pernambuco e em Maceid, Alagoas. No
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Brasil o C. quinquefasciatus é considerado o vetor secundario do virus Oropouche
(CONSOLI, 1994).

. . Anopheles darlingi
Culex quinquefasciatus Fonte: fmel.ifas.ufl.edu/gallery.htm
Fonte: www.west-nile-virus-
prevention.com/ species.html

Aedes aegypti

Fonte: www.embasa.ba.gov.br/
denniia htm

Aedes albopictus
Fonte: www.med.sc.edu:85/mhunt/
dengue-aedes.jpg

Figura 9: Principais mosquitos de Importancia Sanitaria no Brasil

O melhoramento das condi¢cdes sanitarias do ambiente, através da
eliminacdo dos locais de criacdo é um dos melhores métodos de controle
de vetores, assim como alternativas naturais como repelentes e inseticidas
gue nao agridam a saude e nem o meio ambiente. A Figura 9 mostra
algumas das espécies de mosquitos citadas acima.

A importancia sanitaria dos mosquitos A. aegypti, transmissor da
dengue e febre amarela, e C. quinquefasciatus, transmissor da filariose,
além de A. darlingi, transmissor principal da maléria, gerou a motivacao

para a busca de novas alternativas ao controle de vetores.
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Figura 10: Ciclo de Transmiss&o do virus do dengue (DE LEAO, 1997).

I.3. Familias Palmae e Leguminosae: Importancia Econdmica e Fonte de

Produtos Naturais Ativos Sobre Insetos.

[.3.1. Familia Palmae

As palmeiras sdo plantas monocotiledoneas da familia Palmae,
abrangendo cerca de 2500 a 3500 espécies em 200 a 236 géneros. O numero
exato de espécies é muito contraditorio, dependendo dos autores, mas
compreendem um grupo diverso e significativo que varia da quarta a quinta
posicdo em escala de tamanho para Monocotiledoneas. Recentemente foi
determinado que seriam aproximadamente 200 géneros e se forem incluidas as
hibridas naturais, variedades botanicas e subespécies, ultrapassariam a 300
(HENDERSON, 1995).
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Classificacdo taxondémica:

Divisdo: Angiospermae,

Classe Liliopsida (Monocotiledénea), subclasse Arecidae,

Superordem: Areciforae, ordem Arecales,

Familia Palmae Juss. (1789),

Nome alternativo: Arecaceae Schultz-Schultzenst

Outros menos usados: Borassaceae Schultz Sch. (1832), Cocosaceae
Schultz Sch. (1832), Coryphaceae Schultz Sch. (1832), Sabalaceae Schultz Sch.
(1832), Sagaceae Schultz Sch. (1832), Phoenicaceae Burnett. (1835),
Phytellephaceae Mart. ex Perleb. (1838), Calamaceae Kunth ex Perleb (1838),
Nypaceae Brongn. ex Le Maout & Decne. (1868), Manicariaceae F. Cook (1913),
Acristaceae F. Cook (1913), Ceroxylaceae F. Cook (1913), Genomaceae F. Cook
(1913), Iriarteaceae F. Cook (1913), Lepidocaryaceae F. Cook (1913),
Malortieaceae F. Cook (1913), Pseudophoenicaceae F. Cook (1913) e
Synechantaceae F. Cook (1913).

A variacdo do numero de espécies surgiu dos desacordos entre botanicos
no delineamento das fronteiras de géneros e espécies. A classificagcdo de Engler
(1964) descreve 236 géneros da familia, divididos em 9 subfamilias e 28 tribos e a
de Dransfield e Uhl (1968) mostra 198 géneros, 6 subfamilias, 14 tribos e 35
subtribos

A palavra palma é de origem remota. Os povos italicos aplicavam-na a
tamareira (Phoenix dactilifera) da Africa Mediterranea e do Oriente Médio. Os
gregos chamavam-na de foinix, palavra de origem fenicia. Essa palavra, por
influéncia arabe e aramaica, foi aplicada a antiga cidade de Palmira, com o
significado de “cidade onde havia palmas”. Esta familia juntamente com as
arvores, arbustos, gramados e plantas rasteiras, constitui elementos componentes
de parques e jardins em climas mais quentes. Sao as plantas mais caracteristicas
da flora tropical, com capacidade de transmitir a0 meio em que sao cultivadas
algo do aspecto exatico e do fascinio das regides tropicais. As palmeiras atingem
a sua melhor proliferacdo nos tropicos e estdo amplamente distribuidas nas zonas
temperadas menos frias de todo o mundo, principalmente onde € alto o indice
pluviométrico (LORENZI, 1996).

Sé&o consideradas as aristocratas do reino vegetal pelo porte altaneiro e
elegante que as distingue facilmente de outras plantas caracteristicas estas que
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as levou a integrar em a ordem Principes da Sistematica Vegetal, alusiva a
posi¢cao nobre que ocupam no reino vegetal (DRANSFIELD, 1986).

As palmeiras estdo entre as plantas mais antigas do globo, plantas
terrestres ancestrais, com fosseis datando do periodo cretaceo. Graos de pdlen
de “mangrove Palm”, Nypa fruticans, foram encontrados em Londres em
sedimentos do periodo Eoceno, de cerca de 50 milhdes de anos atras. Também
presente nos mesmos sedimentos o podlen de “Rattan Palm”, Calamus
daemonorops; o fruto da espécie de Oncosperma e de uma espécie de Sabal; e
sementes parecidas com “Fishtail Palm”, Caryota (STEWART, 1994). Nem
sempre foram tropicais, pois no Oligoceno e Mioceno, as palmeiras que hoje
estdo limitadas as regies da Asia tropical ocorriam na Europa Ocidental e,
atualmente, varias espécies ainda sao encontradas fora das regides sub-tropicais.
A maior ocorréncia de géneros e espécies verifica-se nas regides tropicais da
Asia, Indonésia, Ilhas do Pacifico e Américas. O continente africano é pobre em
palmeiras, e € notavel o fato de Madagascar, ao lado deste continente, mas que
nao fazia parte dele em tempos remotos, contar com um grande numero de
espécies (www.fao.org/forestry/FOR/FORM/FOGENRES/GENRESBU/web26-
en/palms.stm).

No Brasil, a chamada Zona dos cocais abrange extensas regidées do norte
e nordeste, caracterizando-se pelos babacuais, carnaubais e buritisais e, em
direcdo ao oeste, os carandasais. As demais regides do pais apresentam-se
salpicadas de diferentes espécies: na Amazodnia pelos buritis, tucumas, inajas,
marajas, jarinas, acais; jerivas, jucaras, butias; no centro-leste pelos licuris, buris;
em certos trechos da Serra do Mar pelos indaias, icas, patis e a beira-mar pelos
guriris, tucuns. Estranhamente, registram-se no interior de Sao Paulo, duas
formacdes isoladas e densas de uma espécie de Attalea a que chamam de
babacu (BARBOSA RODRIGUES, 1903).

Trata-se de uma familia com grande importancia econbémica (6leos
comestiveis de polpa e nozes, coco, cera de carnalba, etc.) e medicinal (Serenoa
repens). Muitas das quase 3500 espécies conhecidas como palmeiras sao
importantes economicamente como alimento, produzindo ndo somente 6leos e
gorduras mas também sagu, palmito, vinhos e para diversos fins como fibras,
roupas, madeira, combustiveis e material p/ constru¢do, (FERREIRA,1978;
PRANCE, 1995).
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Dentre as palmeiras mais importantes estéo:

Cocos nucifera L. coqueiro

Originaria da Malasia, mas amplamente distribuida nas regides costeiras
tropicais. Os frutos fornecem uma deliciosa agua muito nutritiva e bastante
apreciada. A polpa € comestivel quando o fruto estd maduro ou verde. Fornece
ainda a gordura de coco e o leite de coco, que séo utilizados na culinaria. Do
fluido do pendunculo da flor faz-se o vinho de palmeira e vinagre; cestas e

esteiras sao feitas das folhas; o tronco fornece madeira (Figura 11).

Cocos nucifera L. www.surf-mexico.com/states/Guerrero/ nature/coconut.htm

Figura 11: Cocos nucifera L.
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Serenoa repens (Bartram) Small. - “Saw Palmetto”.

www.roddyscheer.com/ saw_palmetto.html

Figura 12: Serenoa repens (Bartram) Small

Originario do sudeste dos Estados Unidos e Indias Ocidentais possui o
tronco resistente a agua, é usado para empilhamento de materiais molhados, as
arvores crescem para sombreamento, cestas e esteira sdo feitas das folhas, e
escovas duras dos galhos, sendo uma espécie de grande importancia medicinal,
pois € utilizada no tratamento da hiperplasia prostatica benigna (HPB),
(PLOSKER, 1996) uma doenca que esta acometendo grande parte da populacao

mundial masculina ap6s os 50 anos.
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Mauritia flexuosa L. - Buriti, Miriti, Caranda-guassu.

www.meioambientehp.hpg.ig.com.br/ www.fundaj.gov.br/docs/iesam/mhn

Figura 13: Mauritia flexuosa L.

Possui tronco solitario, ereto, 3 a 25 m de altura, seus frutos séo
cobertos por escamas, ocorre no Amazonas, Bahia, Ceara, Goias,
Maranhdo, Minas Gerais, Para e Tocantins. Espécie tipica de solos
alagados ou de lugares Umidos conhecidos como “veredas” no Brasil
central.

O peciolo das folhas é utilizado para artesanato, da polpa extrai-se

vinho e faz-se doce.
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Euterpe oleracea Mart.- Acai, Uacai.

Fonte: www.amazon.com.br/camta/acaiRio.htm

Figura 14: Euterpe oleracea Mart

O acaizeiro é uma palmeira caracteristica das varzeas e margens dos rios
amazonicos e das ilhas proximas a foz. De estipe (tronco) delgada, pode atingir
até 30 metros de altura. Suas folhas, de coloragédo verde-escura, chegam a 2
metros de comprimento. As flores desabrocham de setembro a dezembro, época
da "seca" (de fevereiro a maio ocorre o periodo de maior precipitacado em Marajo,
guando dois tercos da ilha ficam submersos), embora possa aparecer o ano todo.
Cada palmeira produz de trés a quatro cachos. Cada um deles, de 3 a 6 quilos de
frutas (www.fieam.org.br/invest/acai.htm)

Da planta, aproveita-se tudo, principalmente palmito e frutas, das quais se

extrai 0 vinho, ou suco. Verdadeira instituicdo cultural no Para, o vinho - o caldo
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de cor roxa intensa obtido com a maceracao da polpa da fruta - esta presente nos
costumes e nas manifestacdes musicais e artisticas da populacdo. In natura ou
misturado com farinha d'agua, farinha de tapioca ou agucar, € consumido todos os
dias pela populacdo como complemento de sua alimentacdo diaria, apos as
refeicbes, ou como acompanhamento de peixes, arroz, feijao, charque e demais
pratos da culinaria regional. O Pard responde por 95% da producao nacional,
calculada em 130 mil toneladas, segundo a Secretaria da Agricultura do Estado.
No Rio de Janeiro, o mercado atinge 500 toneladas por més, principalmente no
verdo. Em Séo Paulo, os nimeros sao mais modestos (150 toneladas/més), mas
a tendéncia € de crescimento. Segundo técnicos, o acai de melhor consisténcia,
cor e sabor vem da regido delimitada pelo estuario dos rios Amazonas, Tocantins
e Para, onde fica a llha de Marajo e, a sudeste dela, a cidade de Muana, vocébulo
herdado de uma tribo hombénima que significa, em tupi, "semelhante a cobra",

(www.agro-fauna.com.br/culturas.php?cultura=82).
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Elaeis guineesis N. J. Jacquin — Dendezeiro.

i
il
I| =

Fonte:www.cpgp.ufpa.br/gibi/lbm.htm
www.phuketmagazine.com/html/ Industries/Oil%20Palm.htm
www.foodmuseum.com/ oilpalm.html

Figura 15: Elaeis guineesis N. J. Jacquin

Na Africa constitui uma importante fonte de renda para as populacées
locais. Além do uso na alimentagcédo, o 6leo de dendé pode ser empregado na
fabricacdo de velas, sabdes duros, lubrificantes, glicerinas farmacéuticas e outros.

Extrai-se o 6leo da polpa do fruto, amarelo-avermelhado, de sabor doce e
consisténcia pastosa. O 6leo da améndoa é branco ou ligeiramente amarelado,
guase sem cheiro e sabor (um pouco amargo). Palmeira de até 20m de altura,
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estipe simples, anelado, ereto, quase negro, com as cicatrizes das folhas antigas
bem visiveis, conservando a base dos peciolos das folhas que sdo pinadas, de
até 5m de comprimento (LORENZI, 1996).

Originaria do centro da Africa, a palmeira do dendé, chamada “dem-dem”
em Angola, foi introduzida e adaptada em todas as regides tropicais do globo. No
Brasil, as primeiras sementes do dendezeiro foram trazidas para a América, ha
mais de trés séculos, pelos antigos escravos africanos. Na mesma época, foram
trazidas, também, outras importantes iguarias e especiarias, como as bananas, 0s
quiabos, a erva-doce, o gergelim e algumas pimentas. O azeite-de-dendé,
matéria-prima essencial dessa culinaria, é produto extraido da polpa do fruto do
dendezeiro. Seus frutos, cocos ndo muito grandes, nascem negros e, quando
maduros, alcancam uma coloracdo que varia do amarelo forte ao vermelho-
rosado, passando por matizes de cor alaranjada e ferrugem. O dendezeiro é a
oleaginosa tropical de maior rendimento existente, chegando a produzir dez vezes
mais Oleo/hectare do que a soja, quatro vezes mais do que o amendoim e duas
vezes mais do que o coco-da-baia. De seus frutos obtém-se duas qualidades
diferentes de éleos, com usos também diversos. O azeite-de-dendé (palm oil em
ingés) tem sabor doce, cheiro forte e consisténcia densa. Além de sua larga
aplicacdo culinaria, esse 0leo tem usos na induastria quimica e metallrgica,
quando refinado, desodorizado e branqueado, é também matéria-prima para a
industrializagcdo de maioneses e margarinas. O nobre 6leo de palmiste (palm
kernel oil), por sua vez, é produto extraido da améndoa do fruto do dendezeiro,
tendo aplicacGes na industria cosmética e na producédo de chocolate, onde pode
substituir a manteiga de cacau, alcancando altos precos no mercado
internacional. No Brasil, atualmente, as maiores plantacdes de dendé estdo
concentradas no Para, no Amazonas, no Amapa e na Bahia. Como ingrediente da
culinaria baiana, o azeite-de-dendé foi empregado com sabedoria ancestral, de
origem sagrada, nascida nos Candomblés da Africa negra. Até os dias atuais,
este elemento tem sido parte fundamental na elaboracdo dos principais pratos da

cozinha baiana, (www.mpopc.com.br/5_nutricao.htm).

Do ponto de vista quimico, os estudos foram feitos com espécies
brasileiras de palmeiras concentrando-se mais na érea de glicerideos dos 0leos
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de polpa. Alcaldides podem estar presentes, geralmente pirimidinicos; o0s
flavonodides polihidroxilados sdo frequentes, como kaempferol, quercetina, tricina,
luteolina; saponinas e sapogeninas; triglicerideos de acidos graxos saturados e
insaturados, principalmente dos &cidos palmitico, laurico, esteérico, linoleico e
oleico (HEIM DE BALSAC, 1931; WILLIAMS, 1973; HARBORNE, 1981;
GLASSMAN, 1983; LUBRANO, 1994; LUBRANO, 1997).

As palmeiras no seu local de ocorréncia podem ser componentes
dominantes da vegetacdo. Apesar da ampla distribuicdo da familia e da
frequéncia das palmeiras nos trGpicos, poucos géneros possuem muitas espécies
e/ou sédo espalhados. De fato, muitos géneros de palmeiras contém cinco ou
menos espécies e géneros monotipicos sdo comuns. A maior parte dos géneros

esta proliferada em areas relativamente restritas.

.3.1.1. Género Attalea

Originario da América do Sul, o género Attalea é constituido de cerca de 40
espécies, grandes, robustas, solitarias e que ndo apresentam espinhos, podendo
chegar até 30 m de altura. E uma planta mondica, com inflorescéncia interfoliar
que é toda envolvida por uma longa espata acanoada, lenhosa e persistente
(BARBOSA RODRIGUES, 1903).

1.3.1.2. Descricdo Botanica do Género

Attalea Kunth, in Humb., Bonpl. e Kunth, Nov. Gen. et Sp.PI. 1: 309. 1816.
Sinonimia: Scheelea H. Karsten, Linnaea 28: 264. 1857.

Palmeiras mondicas, inermes, caulescentes ou acaulescentes, de pequeno
a grande porte, estipe solitario, raramente cespitoso, curto e subterraneo ou aéreo
e ereto, robusto a massivo, liso ou parcialmente obscurecido por bainhas foliares
persistentes. Folhas pinadas, reduplicadas; bainha aberta, sem formacdo de
pseudocaule; peciolo curto ou alongado, raramente ausente; raque alongada,
pinas lineares ou linear-lanceoladas, aristadas, as vezes com auricula na base,
regular ou irregularmente arranjadas na raque, dispostas em um ou varios planos.

Inflorescéncia interfoliar, ramificada ou espigada; inflorescéncias
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predominatemente estaminadas, predominantemente pistiladas com flores
estaminadas estéreis ou raramente inflorescéncias com flores estaminadas e
pistiladas, todos os tipos podendo ocorrer simultaneamente em uma mesma
planta; peddnculo originando um profilo e uma bractea peduncular lenhosa
sulcada externamente; raque orginando numerosas raquilas simples, raramente
inflorescéncia pistilada espigada com raquilas curtas desenvolvendo-se em
apenas um lado da raque. Flores nas inflorescéncias estaminadas
desenvolvendo-se singularmente ou em pares em toda a raquila, sendo
geralmente ausentes na face adaxial; nas inflorescéncias bisexuais as flores
pistiladas sdo isoladas ou formam escassas triades na base das raquilas,
apicalmente apenas flores estaminadas singulares ou em pares; nas
inflorescéncias pistiladas as flores frequentemente estdo ausentes da face adaxial
e ocorrem isoladas na base das raquilas ou estdo inseridas diretamente na raque,
sem vestigio aparente de flores estaminadas; flores estaminadas com 3 sépalas
livres; 3 pétalas mais longas que as sépalas, livres, de seccdo achatada ou
circular; 6-7 estames com filamentos retos; pistilédio diminuto; flores pistiladas
com 3 sépalas livres e imbricadas; 3 pétalas mais longas que as sépalas, livres e
imbricadas; anel estaminodial presente; gineceu sincarpo, 3 ou mais léculos, 3 ou
mais ovulos. Frutos globosos, ovoides, oblongo-elipsdides ou oblongo-ovoides;
residuo estigmatico apical; epicarpo liso fibroso e firme; mesocarpo delgado a
espesso, carnoso e fibroso; endocarpo espesso e lenhoso, com fibras internas
distintamente arranjadas. Uma ou mais sementes; endosperma homogéneo;

embrido basal, (www.nybg.org/bsci/acre/attalea.html).

Attalea € membro da subtribo Attaleinae, que inclui Maximiliana, Orbignya e
Scheelea (Uhl and Dransfield, 1987). A taxonomia desse grupo ainda € confusa e
existem disputas quanto a validade destes géneros e o nimero de espécies a ser
reconhecidas em cada um deles (Wessels Boer, 1965, 1988; Uhl and Dransfield,
1987; Henderson, 1995; Henderson et al., 1995).
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Attalea speciosa Mart. ex Spreng. - Babacu, Aguacu, Bauacu.

Wi 41

Fonte: Lorenzi, 1996
Figura 16: Attalea speciosa Mart. ex Spreng

Babacu € uma planta famosa pelo seu alto grau de aproveitamento.
Todas as suas partes apresentam algum tipo de utilidade. Apesar de ser tdo
versatil e aproveitavel, a maioria de suas partes ndo € aproveitada
comercialmente, mas sim de uma forma doméstica, principalmente nas
regides Norte e Nordeste do Brasil. Quanto ao seu aproveitamento industrial, a
parte mais utilizada € a améndoa, que representa cerca de 6% do peso do
coco.

Muito utilizado na industria alimenticia, ndo s6 no Brasil, mas no exterior, 0
6leo da améndoa de babacu é um produto de exportacao.

As possibilidades sdo muitas e a criatividade dos pesquisadores acaba
sempre descobrindo novas formas de utilizagdo para cada uma das partes de
babacu. Para se ter uma idéia de algumas outras utilizagc6es, por exemplo, a sua
parte fibrosa pode ser utilizada como adubo, como também o caule, quando este
acaba ficando "podre”. Como utilizacbes mais domésticas e, normalmente,

restritas as areas produtoras temos a producdo do chamado "vinho de babacgu",



Introducédo 31

que é uma bebida feita com a seiva fermentada. Além disso, produz-se um leite
de coco, feito com as améndoas torradas.

Babacu é uma grande referéncia na economia das regides Norte e Nordeste.
Existem centenas de milhares de pessoas envolvidas de maneira direta ou
indireta na producéo de babacu, o que faz com que essa planta tenha um produto
de valor inestimavel e incomensuravel: a importancia social e o valor da

sobrevivéncia de um povo.

Attalea excelsa Mart. ex Spreng. - Urucuri, Acuri, Bacuri.

SR

Fonte: Lorenzi, 1996
Figura 17: Attalea excelsa Mart. ex Spreng

O urucuri possui tronco simples e curto, podendo chegar a 8 m de altura,
geralmente cobertos por restos de peciolo.Suas longas folhas sdo pinadas, muito
ereta, medindo de 2 a 4 metros, produz frutos grandes que podem chegar a até
10 cm. Attalea excelsa é natural das varzeas altas desde o Acre e o Rio Purus do
oeste amazobnico até o baixo Amazonas no para e Amapa (de onde veio o
material). A ocorréncia estendendo até o Planalto Central, desde Acre até Sao
Paulo. No Pantanal matogrossense forma os famosos acurizais.

Apresenta varias sinonimias: Attalea phalerata Mart. ex.Spreng; A parviflora

Barb. Rodr., A princeps Mart, Scheelea amylaceae Barb. Rodr., S. anissitisiana
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Barb. Rodr, S. corumbaensis (Barb. Rodr.) Barb. Rodr., S. lauromuelleriana Barb.
Rodr., S leandroana Barb. Rodr., S. martiniana Burret, S. microspadix Burret, S.
parviflora (Barb. Rodr.) Barb. Rodr., S. phalerata (Mart. ex.Spreng) Burret, S.
princeps (Mart.) H. Karst., S. quadrisperma Barb. Rodr., S. quadrisulcata Barb.
Rodr. (LORENZI, 1996).

As bracteas secas do urucuri sdo importantes ferramentas usadas pelas
comunidades ribeirinhas amazonicas para afugentar mosquitos. Estas sdo acesas
e presas na altura da cintura, sempre quando se vai entrar na floresta ou dentro
das casas (MORS, 1966). Este comportamento nos direcionou para o trabalho
fitoquimico com as bréacteas. Para a verificacdo da atividade repelente decidimos
utilizar o Aedes aegypti, pertencente a mesma familia dos anofelinos, espécie
comum destas regides.

Suas folhas sdo usadas para cobertura, em alguns estados amazoénicos seu
endocarpo € fonte de carvdo para o preparo da borracha. O mesocarpo

comestivel € aproveitado pela fauna silvestre (LORENZI, 1996).

www.esalg.usp.br/trilhas/palm/palm22.htm

Figura 18: Attalea excelsa Mart. ex Spreng, bracteas, frutos e améndoas
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Attalea funifera Mart. ex Spreng - Piacava, Piassaba-da-bahia.

MR Y N E =
Fonte: www.ceplac.gov.br/piacava.htm

Figura 19: Attalea funifera Mart. ex Spreng

De modo geral, as piacavas podem ser divididas em duas espécies: a Attalea
funifera Mart. e Attalea acaulis Mart., a primeira ocorre naturalmente no litoral
baiano, conhecida como Leopoldina, piassaba wallace ou piacava-do-Para,
caracteristica da regido do Alto Rio Negro, no Amazonas, e norte do Para. A
segunda encontrada desde os terrenos arenosos, de clima seco, do litoral norte
do estado, até perto da fronteira com Sergipe, embora alguns autores achem que
se trata da mesma Attalea funifera, em condi¢des de deficiéncia de agua e
nutrientes (www.ceplac.gov.br/diversificacao.htm).

No Brasil, a exploracdo de piagaveiras € uma atividade extrativista, tanto na
Amazonia quanto na Bahia, estado que responde por cerca de 90% da producao
nacional de fibra, usada para fabricar vassouras, escovas dentre outros.

Tradicionalmente, os produtores deixam as fibras e borra secando na mata,

-

ndo adubam nem usam nenhum fertilizante ou outro produto quimico. E uma
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planta que se adapta bem a solos pobres e ndo é exigente em nutrientes ou pH.
S6 faz questéo de clima quente e Umido, sem estacdo seca definida, e umidade
relativa do ar ao redor dos 80%.

No ano passado, o Brasil (a Bahia) produziu 622 mil arrobas de piacava, ou
9.329 toneladas, boa parte das quais exportada para Portugal, Alemanha,
Holanda e Estados Unidos, que a utilizam no fabrico de escovas para maquinas
de varrer rua e vassouras de uso domeéstico. Tanto na Europa quanto nos
Estados Unidos, a piacava € preferida no lugar do nailon que, em atrito com o
solo, esquenta demais e retorce sobre si mesmo, perdendo a flexibilidade, ao
contrario da piacava, que se mantém elastica e firme.

Cada palmeira da espécie Attalea funifera atinge de 12 a 15 metros de altura,
comeca a produzir a partir dos 7 anos e rende de 8 a 10 quilos de fibras
anualmente, durante uma década de vida Util, estas aproveitada como cobertura
de quiosques, choupanas, barracas, instalacbes rurais e casas de veraneio. A
piacaveira tem outras utilidades: além das fibras fazem-se as jA& mencionadas
para vassouras de uso domeéstico ou industrial (vassouras mecanicas), fazem-se
escovas, cordas para amarrar navios, corddes, cestos, alcapdes de pesca,
balaios, invélucros para garrafées e moringas etc., funcionando também como
excelente isolante térmico. As folhas sdo usadas para fazer chapéus de palha e
bolsas. A améndoa, aproveitada pela populacéo costeira da Bahia como alimento
na canjica, por exemplo, também se presta a producdo de Oleo, embora seu
rendimento seja menor que o de outros produtos de origem vegetal. Também
pode ser uma excelente opcdo para a producdo de carvao vegetal. Durante a
Segunda Guerra Mundial, os frutos da palmeira catolé (Attalea compta), bastante
semelhantes aos da piagava, foram utilizados como carvao pela Marinha
Mercante. O bagaco que sobra do beneficiamento € destinado a industria de
papeldo, e da casca do coco faz-se "farinha de satim”, utilizada no preparo de

cuscuz e mingaus, (www.seagri.ba.gov.br).



Introducédo 35

[.3.2. Familia Leguminosae-Papilionoideae

Alternativamente Fabaceae Lindl, Papilionaceae Giseke

Familia de ampla distribuicdo geografica representada por 650 géneros
aproximadamente e mais de 18 000 espécies subordinadas a trés subfamilias
diferentes entre si, separadas por alguns botanicos em trés familias
independentes  pertencentes a ordem Leguminales, cada subfamilia
compreendendo tribos que subordinam certo numero de géneros (BARROSO,
1978).

As espécies das subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae sé&o
principalmente tropicais e as da Faboideae encontram-se mais frequentemente
nas regides temperadas. Essa subfamilia abrange espécies com caracteristicas

consideradas mais avancadas dentro das Leguminosae. (BARROSO, 1991).

1.3.2.1. Género Pterodon

O género Pterodon compreende cinco espécies nativas brasileiras: P.
abruptus Benth, P. appariciori Pedersoli, P. emarginatus Vog., P. pubescens
Benth e P. polygalaeflorus Benth. A investigacdo quimica das cinco espécies foi
motivada pela descoberta da acao cercaricida do 6leo do fruto de P. pubescens
Benth (MAHAJAN, 1973), bem como das quatro outras espécies (FASCIO, 1976),
além de atividade antimicrobiana in vitro obtida do 6leo de P. pubescens Benth
(NETO, 1973).

Na década de 60, o 14,15-epoxigeranilgeraniol foi isolado do 6leo dos
frutos de P. pubescens e mostrou ser eficiente como agente quimioprofilatico na
esquistossomose (MORS, 1967). Em 1970, novos diterpendides foram obtidos de
P. emarginatus (MAHAJAN, 1970). No mesmo ano, dois novos terpenos foram
isolados do 6leo do fruto de P. pubescens (FASCIO, 1970).

De acordo com o estudo quimico de leguminosas brasileiras foram
isoladas isoflavonas de P. pubescens (BRAZ FILHO, 1971) e P. appariciori
(GALIRA, 1974) e diterpendides da espécie P. emarginatus (MAHAJAN, 1972).

Os diterpenos encontrados nas espécies P. pubescens foram eficientes
na profilaxia da esquistossomose (DOS SANTOS FILHO, 1972). Quatorze
diterpenos furanicos foram descritos e isolados do Oleo do fruto do género
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Pterodon, entre outras substancias, das quais quatro pertencem a espécies de P.
polygalaeflorus Benth (FASCIO, 1976), (Figura 12).

Do extrato hexanico de sementes de P. polygalaeflorus Benth, foi
obtido 6leo essencial por arraste de vapor, no qual os seguintes constituintes
foram identificados:, a-copaeno, p-cariofileno, o-humuleno, y- e &-cadieno
(CAMPOQOS, 1994). Da fracao insaponificavel do extrato etandlico de sementes, foi
isolado e identificado o &cido 6a,7p-diidroxivouacapan-17-6ico. Dando
prosseguimento ao estudo fitoquimico das referidas espécies, foi isolado o
diterpeno vouacapanico: 6a-hidroxi-7p-acetoxivouacapan-14(17)-eno (CAMPOS,
1994).
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Geranilgeraniol

OAc

OAc

6a-hidroxi-7B-acetoxivouacan-14(17)-eno 6o-acetoxivouacapan-14p-al

Figura 20: Diterpenos isolados do género Pterodon
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6a-hidroxi-7p-acetoxivouacapan-17p3-oato de

matila

6a, 7B-diacetoxivouacap-14(17)-eno

6oa-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-173-oato de metila

FIGURA 20. Diterpenos isolados do género Pterodon. (continuag&o)

38
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Pterodon emarginatus Vog. - Sucupira-branca ou Faveira.

Figura 21: Pterodon emarginatus Vog

Conhecida como esséncia nativa dos cerrados brasileiros e encontrada em
abundancia, nas regides Sudeste (Sdo Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo) e
Centro-oeste e Pré-Amazénia (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e
Tocantins).

A arvore dessa espécie possui 5-10 metros de altura e 50-70 centimetros
de diametro inflorescéncia em panicula, corola com pétalas violaceas. O fruto é
uma drupa, achatado, monospérmico, de coloragdo acinzentada, medindo seis

centimetros e com aspecto alado. Estudos realizados com germinacdo permitem
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levantar a hipotese de que as sementes de sucupira-branca possuem dorméncia
causada em parte pela impermeabilidade dos tegumentos ao oxigénio e a agua,
em parte pela existéncia evidente de inibidores quimicos da germinacédo (REIS,
1976). A propagacdo por semente apresenta seérios obstaculos aos métodos
normalmente utilizados pelo fato de a semente ser coberta com envoltério lenhoso
do fruto e ainda ser essa camada pontuada de glandulas oleosas que impedem a
penetracdo d’agua. Em condi¢cdes naturais, a semente necessita de mais ou

menos quatro anos para produzir plantulas (COELHO, 2001).

Tal espécie é usada pela medicina popular como antiinflamatério para o
tratamento de reumatismo, dor-de-garganta, problemas de coluna, como
depurativo e fortificante, tal como foi relatado no estudo etnobotanico realizado
em trinta cidades do norte de Minas Gerais (LEITE DE ALMEIDA, 1975). A
madeira é utilizada para construgdo naval e civil, pilares de pontes, postes,
dormentes, assoalho de vagdes e de carrocerias, carvao e lenha. Pode ser usada
na arborizacdo de ruas e pracas, caracteristica de terrenos secos e arenosos do

cerrado.

Vérios estudos tém sido feitos e trabalhos publicados, facilitando o

estudo da espécie.

II. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho faz parte de um projeto institucional da Fiocruz que
tem como prioridade a busca de novas moléculas naturais repelentes de insetos
elou inseticidas, que possam ser utilizadas em grande escala no controle dos
principais mosquitos vetores de doencas, em formulacdes competitivas com 0s
produtos sintéticos. Dessa forma foram escolhidas duas plantas, Attalea excelsa,
conhecida vulgarmente como urucuri, espécie tipica da regido norte e Pterodon
emarginatus, conhecido como sucupira branca, comum na regido de cerrado do
pais. A primeira foi sugerida em estudo etnobotanico realizado na regido de coleta
e confirmada por informacéo bibliografica (MORS, 1966) que descrevem o mesmo
uso como repelente de insetos, principalmente mosquitos sugadores de sangue.

A segunda espécie foi muito estudada nas décadas de 60 e 70 com a verificacao
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da atividade cercaricida do seu extrato hexanico e, mais recentemente, varios
trabalhos tém sido feitos para a confirmacdo da atividade antinflamatoria
(CARVALHO, 1998; PINTO COELHO, 2001) comprobatéria do seu uso popular
para tratamento de varias doencas, como por exemplo, inflamacdo de garganta,
reumatismo, artrite.

O que nos chamou a atencdo para a sucupira branca foi um trabalho
realizado em Ribeirdo Preto com Haematobia irritans (mosca-do-chifre), um
diptero que causa grandes prejuizos a pecuaria. Em varios experimentos foi
mostrado que os animais (gado) tratados com o 6leo de sucupira branca ficavam
até seis meses sem reinfestacdo (SARTI, 1993), revelando que o éleo da sucupira
branca inibia a alimentacdo destas moscas. Uma amostra de 500 g de frutos
desta planta foi doada pelo Dr. Silvio Sarti com a sugestao de se testar seu 6leo
como repelente de mosquitos. Partindo dessa amostra, foram realizados varios
testes de repeléncia em mosquitos do género Aedes. Os resultados preliminares
foram muito promissores, 0 que nos motivou a coletar os frutos desta planta e
desenvolver, como parte deste trabalho de tese, uma investigacao mais detalhada

acerca dessa atividade.
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[ll. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto € contribuir para o estudo quimico e biolégico
de Attalea excelsa Mart. & Spreng e Pterodon emarginatus Vog., direcionando o
estudo para a verificacdo da atividade repelente, adulticida e larvicida em
mosquitos hematofagos.

ll.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar a fitoquimica das bracteas do urucuri (Attalea excelsa) e dos frutos da

sucupira branca (Pterodon emarginatus).

» Testar atividade repelente, larvicida e adulticida de extratos de diferentes
polaridades de ambas as plantas frente a espécie Aedes aegypti.

» |dentificar a frac&o ativa ou as substancias ativas desses extratos.

» Elucidar a relacdo entre os constituintes quimicos majoritarios isolados e a

possivel atividade repelente, larvicida e adulticida desta espécie.

» Estabelecer a melhor técnica de extracdo para as duas espécies visando a
producédo futura em larga escala, como matéria prima para produtos repelentes

naturais.



Experimental 43

IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. Métodos Gerais

As cromatografias em camada fina (CCF) foram realizadas em
cromatoplacas de gel de silica Merck Darmstadt GF,s4 € as substancias foram
detectadas por irradiacdo com lampada ultravioleta a 254 e 365nm e/ou com
reveladores quimicos.

Vanilina / H,SO,4 (VAS): Solucéo 1: misturam-se 5 ml de acido sulfarico em 100 ml
de Etanol. Solugédo 2: dissolve-se 1 g de vanilina em 100 ml de etanol. A placa é
borrifada com a solucéo 1, depois com a solugéo 2 e aguece-se a mesma durante
5 minutos a uma temperatura de aproximadamente 100°C. Terpendides,
compostos aromaticos e compostos fendlicos coram-se, dependendo da
substancia, de rosa ou roxo, esteréides de amarelo, diterpenos apresentam
mancha rosa e triterpenos de roxo.

p-Anisaldeido: 0,5 ml de anisaldeido & misturado com 10 ml de acido acético
glacial, seguido de 85 ml de metanol mais 5 ml de acido sulfarico. Borrifa-se a
placa com essa solucéo e aguece-se a 100°C por 5-10 minutos. Fendis, terpenos,
acucares e esteréides apresentam manchas de cor roxa, azul, cinza ou verde,
dependendo da substancia presente.

Acido Fosfomolibdico: 10% de acido fosfomolibdico em etanol. Borrifar a placa e
aquecer a 120°C por 5-10 minutos. Esterdides aparecem como manchas azul-
escura.

- As cromatografias em camada preparativa foram realizadas em placas de
vidro 20 x 20 cm com uma camada de silica GFzs4 Merck (espessura 1mm). A
deteccao foi feita por irradiacdo com lampada ultravioleta a 254 e 365 nm ou com
reveladores quimicos (vanilina/H,SO4 e acido fosfomolibdico).

- As cromatografias em coluna foram realizadas em silica gel 60 (0,06-0,20
mm) Merck, com sistema de gradiente de solventes. A proporcéo de silica utilizada

foi aproximadamente 30 vezes o peso do produto bruto a ser purificado (30:1).
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- Os pontos de fusdo foram obtidos em Aparelho Modelo MQAPF-301 da
Microquimica Ind. e Com. Ltda.

- Os critérios de pureza adotados foram: a observacao do ponto de fusdo e a
obtencdo de uma mancha Unica em cromatografia de camada fina, utilizando-se
diferentes sistemas de eluentes.

- Os solventes utilizados na obtengdo dos extratos, para as diferentes técnicas
cromatograficas e para a recristalizacdo das substancias foram destilados,
constando: acetato de etila, diclorometano, metanol, etanol. Outros solventes
utilizados foram de grau P.A. O hexano utilizado foi grau pesticida e as misturas
de solventes foram feitas volume a volume (v / v).

- Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrometro Nicolet 205 FT-IR, utilizando pastilhas comprimidas de brometo de
potassio anidro (KBr). Os valores para as absor¢cées foram medidas em unidades
de nimero de onda (cm™).

- Os espectros de RMN *H foram registrados em espectrémetro Varian-Gemini-
200 (200 MHz), com solventes deuterados, utilizando o tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em unidade
adimensional, representando partes por milhdo (ppm) da freqiéncia aplicada e as
constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz).

- Os espectros de RMN **C foram registrados em aparelho Varian-Gemini-200 (50
MHz) com solventes deuterados, usando TMS como padrdo interno. A
multiplicidade dos sinais foi obtida de acordo com as técnicas de taxa de protons
ligados APT e DEPT.
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IV.2. Cromatografia com Fase Gasosa de Alta Resolucéo Acoplada a

Espectrometria de Massas

- A andlise por cromatografia com fase gasosa de alta resolucéo, acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), foi realizada em cromatégrafo a gas
modelo 6890N equipado com um detector seletivo de massas, modelo 5973, e um
injetor automatico modelo 5683, todos da Agilent Technologies. Foram utilizadas 3
colunas cromatograficas diferentes, HP-1 (100% dimetilpolisiloxano-apolar), HP-5
(5% fenil metilpolisiloxano-apolar) e HP-WAX (polietileno glicol-polar) para testar a
seletividade dos sinais cromatograficos.

Os dados foram adquiridos via HP CHEMISTATION Acquisition Software e
um ultrassom modelo Odontobras 2840D utilizado para dissolucdo das amostras.
As condi¢cBes cromatograficas estéo listadas a seguir:

Gas de arraste: Hélio;

Detector: espectrometro de massas;
Temperatura do detector: 280° C;
Temperatura do injetor: 270° C;
Vazéo: 1,0 mL/min.;

Split: 1:20;

Volume de injecao: 1,0 uL;
Temperatura forno: inicial 70 °C;

Programacao forno: 4 °C/min. até 290° C
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IV.3. Coleta e Preparo do Material Vegetal

IV.3.1. Attalea excelsa

Folhas, flores, frutos e bracteas de Attalea excelsa, foram coletados em
janeiro de 2000, proximo a cidade de Mazagao Velho, Amapa.

As bracteas foram secas em estufa com circulacdo de ar, por 15 dias com
temperatura de 40°C. Apds este tempo foram trituradas em moinho de facas e
armazenadas em sacos de plastico, dentro de barricas lacradas.

Uma amostra de A. excelsa (folhas, frutos) foi identificada pela Dra Maria
Elizabeth Van der Berg do Instituto Emilio Goeldi e depositada na Carpoteca do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro sob n® 62109.

As folhas e flores de A. excelsa foram avaliadas macro e
microscopicamente em lupa e microscopio estereoscopicos com "zoom" e sistema
acoplado de microfotografia.

A metodologia empregada para o estudo anatdémico consistiu na elaboracao
de cortes transversais do terco médio inferior das pinas ainda frescas e do terco
médio inferior do eixo da inflorescéncia, seguido de coloracdo semi-permanente,
segundo Dop e Gautié (DOP, 1942), com verde-iodo e vermelho do Congo como
corantes, seguido de montagem em gelatina glicerinada.

IV.3.2. Pterodon emarginatus

A sucupira-branca comecou a frutificar em meados de agosto de 2001.
Seus frutos foram colhidos em dois lotes: um em setembro/2001 e outro em
agosto de 2002, nas proximidades de Cuiaba, Mato Grosso e identificado pela Dra
Miramy Macedo, botéanica do Herbario Central da Universidade Federal do Mato
Grosso (UFMT) e uma exsicata foi depositada sob o nimero 20.899 no Herbario
Central da UFMT. A duplicata recebeu o numero FFAR - 0215 no Herbario

Farmacias Verdes, Far-Manguinhos, Fiocruz.
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Os frutos foram secos a sombra e moidos em moinho de facas e

armazenados no congelador, mas somente préximo ao momento da extragao.

IV.4. Preparo dos Extratos

IV.4.1. Attalea excelsa

Extracdo por Maceracao

= A Quente

As bréacteas trituradas de A. excelsa (1000g) foram extraidas com hexano a
guente, em baldo de fundo redondo acoplado a um condensador tipo serpentina
por 12 horas. Depois de evaporado o solvente, foi obtido o extrato hexanico das
bracteas de A. excelsa (EHBA-MQ) sob a forma de residuo pastoso.

= A Frio

Uma outra amostra de bracteas (100 g) foi extraida a frio com hexano, em
erlenmeyer sob agitacdo por 15 dias. Evaporou-se o solvente e obteve-se um
residuo pastoso (EHBA-MF)

= Com Ultrasom

100 g de bracteas secas foram colocadas em erlenmeyers com hexano e
extraidas por ultrasom, nos intervalos de 30, 60, 120 e 180 minutos (EHBA-U30);
(EHBA-U60); (EHBA-U120);(EHBA-U180).

Extragcdo em aparelho de soxhlet

As bracteas trituradas de A. excelsa (1000g) foram extraidas com hexano a
guente (soxhlet). Depois de evaporado o solvente foi obtido um extrato hexanico
(EHBA) sob a forma de residuo pastoso. O residuo das bracteas desengordurado

foi novamente submetido a extracdo utilizado etanol como solvente e apés
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fitracdo forneceu sob a forma de residuo escuro, o extrato etandlico
desengordurado (EEBA-D).
Uma nova amostra de bracteas (1000 g) foi extraida com etanol a quente,

depois de evaporado o solvente foi obtido um extrato etandlico (EEBA).

Extragdo por Fluido Supercritico

Todos o0s experimentos com extracdo supercritica foram realizados no
Laboratério de Separacgfes Fisicas (LASEFI), no Departamento de Engenharia de
Alimentos da UNICAMP, sob a orientacdo da Dra Maria Angela de Almeida
Meireles.

As bracteas secas e trituradas foram empacotadas manualmente na célula
de extracdo, colocando-se cerca de 2 g de amostra por vez, com auxilio de um
funil e de uma haste metalica (1/4 polegada de diametro) para comprimir o
material de forma a evitar a deformacdo e quebra do material sélido. A massa do
urucuri foi determinada e mantida constante em todos os experimentos. Quando o
leito estava formado, fechava-se a célula que foi adaptada ao equipamento de
extracdo (cilindro extrator). Apés este procedimento ligou-se a bomba para que a
linha fosse pressurizada. A pressurizacdo foi realizada em etapas: primeiro
pressurizou-se o sistema até entrada da coluna de extracdo. Quando as condi¢des
operacionais foram alcancadas, abriu-se a V3 antes da coluna para que a célula
de extracdo fosse pressurizada, permanecendo as valvulas de saida da coluna
fechadas. Quando todo o sistema estava pressurizado nas condicfes desejadas
de pressado e temperatura, as valvulas foram abertas dando inicio & operagéo de
extracao, (Figura 22).

As bracteas secas de urucuri (32 mesh) foram extraidas utilizando como

modificador de fase o etanol nas concentracdes de 5 e 10 %.
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Figura 22: Aparelho de extracdo por fluido supercritico, Laboratério de Engenharia
de Alimentos (LASEFI), UNICAMP/Campinas
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Quadro 1: Extracdo com fluido supercritico das bracteas de Attalea excelsa
utiizando CO, como solvente extrator e variagcbes nas condicdes de pressdo e

temperatura e tamanho de particula.

Experimento N° Tamiz (mesh) Presséo (bar) Temperatura °C

EXP 01 10 mesh 250 50

EXP02 28 mesh 250 50

EXPO3 32 mesh 250 50

EXP04 32 mesh + 5% 250 50
etanol

EXPO5 48 mesh 250 50

EXP06 32 mesh + 10%/100 20
etanol

EXPO7 32 mesh + 10% de |300 70
etanol

O extrato obtido de cada extracdo foi coletado em frascos de vidro em

fracGes nos intervalos de 30 minutos.

IV.4.2. Pterodon emarginatus

Extracdo por Maceracao

= A Frio
Uma amostra de frutos triturados de sucupira branca (100 g) foi extraida a frio com
hexano, em erlenmeyer sob agitagcdo por 15 dias. O solvente foi retirado sob
pressdo reduzida resultando em um 6leo verde escuro, VvisCOso e aromatico
(OSMT-MF).

Extracdo em extrator tipo Soxhlet — hexano
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Os frutos triturados de sucupira-branca, lote 2001 (100 g) e lote 2002
(100g), foram extraidos em soxhlet com n-hexano (400 ml), por aproximadamente
12 horas, divididos em trés dias. O solvente foi retirado em evaporador rotatério a
pressdo reduzida, resultando no extrato hexanico dos frutos de Pterodon
emarginatus (OSMT-1, lote 2001 - 25% e OSMT-2002, lote 2 - 26%), sob a forma

de material oleoso amarelado que foi armazenado em frasco ambar em geladeira.

Extracdo por extrator tipo Soxhlet — etanol

Os frutos triturados de Sucupira-branca (100 g) foram extraidos em soxhlet
com etanol (400 ml), por aproximadamente 8 horas. ApOs concentracdo em
evaporador rotatério a pressédo reduzida, foi obtido o extrato etandlico de frutos de
Pterodon emarginatus (EESMT-1 — 38%), sob a forma de material resinoso de tom

amarelado que foi armazenado em frasco ambar em geladeira.

Extracdo por Fluido Supercritico

Os frutos de Pterodon emarginatus secos e triturados, foram empacotadas
manualmente na célula de extracdo, colocando-se cerca de 2 g de amostra por
vez, com auxilio de um funil e de uma haste metélica (1/4 polegada de diametro)
para comprimir o material de forma a evitar a deformacdo e quebra do material
sélido. A massa de sucupira foi determinada e mantida constante em todos o0s
experimentos. Quando o leito estava formado, fechava-se a célula que foi
adaptada ao equipamento de extracdo (cilindro extrator). Apds este procedimento
ligou-se a bomba para que a linha fosse pressurizada. A pressurizacao foi
realizada em etapas: primeiro pressurizou-se 0 sistema até entrada da coluna de
extracao.

Quando as condi¢des operacionais foram alcancadas abriu-se a valvula de
saida antes da coluna para que a célula de extracdo fosse pressurizada,

permanecendo as valvulas de saida da coluna fechadas.
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Experimentos realizados:

Experimento 01 - EXP 01 — presséo = 150 bar e temperatura = 35 °c
Experimento 02 - EXP02 - press&o = 250 bar e temperatura = 35 °C

Alcancadas as condi¢cfes operacionais para cada experimento, a valvula V2
de entrada do solvente foi aberta, permanecendo a valvula V3 de saida fechada,
para permitir que o diéxido de carbono entrasse em contato com a matriz solida. A
valvula V3 foi aberta dando inicio a operacdo de extracdo. O extrato foi coletado
em frascos de vidro dividido em nove fragbes para o experimento 01 (EXP 01),
com pressdo a 150 bar e cinco para o experimento 02 (EXP 02), com presséo a
250 bar, no intervalo de 30 minutos entre cada uma. Adaptou-se na descarga do
equipamento, uma coluna de vidro com adsovente PORAPAK Q (80 — 100 mesh),

denominada coluna de captura, onde os terpenos mais volateis ficaram retidos.

IV.5. Fracionamento dos Extratos

IV.5.1. Attalea excelsa

Parte (5 x 4 g) do extrato hexanico das bracteas de urucuri obtido por
extracdo por Soxhlet (EHBA), foi fracionado em coluna cromatogréafica de gel de
silica, utilizando-se gradiente de solventes em ordem crescente de polaridade:
hexano, hexano/diclorometano, diclorometano, diclorometano/acetato de etila,
acetato de etila, acetato de etila /metanol e metanol. As fracdes obtidas, (Tabela
01 e Esquema 01), foram analisadas por CCF em silica gel 60 Fs4 € reveladas
com solugéo de vanilina 1% / H,SO,4 5% e acido fosfomolibdico; e por CG-EM. Em
paralelo foram realizados testes para avaliagdo da atividade repelente destas

fracoes.
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Tabela 01: Fracionamento em coluna de silica gel do extrato de bracteas de

Attalea excelsa (EHBA), utilizando gradiente de solventes.

% Solvente FRACOES OBTIDAS
Hexano (100) FH
Hexano/diclorometano (1:1) FH/D
Diclorometano (100) FD
Diclorometano/acetato etila (1:1) FD/A
Acetato etila (100) FA
Acetato etila/metanol (1:1) FA/M
Metanol (100) FM
EHBA
(49)
Colunasilica
gel 60
FD FAE
FH (4,2%) (7,25%) FM
(1,4%) (6,5%)
FH/D FAE/M
(2,7%) (14,2%)
FD/AE
(37%)

Esquema 1 Fluxograma da coluna cromatografica em silica gel, do extrato

hexanico de bracteas de A. excelsa
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IV.5.2. Pterodon emarginatus

500 mg do extrato hexanico dos frutos de sucupira branca, obtido por
soxhlet (OSMT-1), foram fracionados em coluna cromatografica de gel de silica. A
eluicdo constou de misturas de polaridades crescentes de hexano, acetato de etila
e metanol, obtendo-se 134 fracdes, (esquema 2) que foram cromatografadas em
CCF e reunidas por semelhanca resultando em 25 fracoes.

A placa preparativa foi lavada em metanol puro e ativada em estufa a 60°C
por 30 minutos. A fracdo 31-37 foi solubilizada em diclorometano e aplicada na
placa preparativa e eluida duas vezes em 100 ml do eluente n-hexano / acetato de
etila (7:3). Uma parte lateral da placa foi borrifada com vanilina/H,SO4, e aquecida
a 100 °C por 5 minutos. As faixas foram marcadas e raspadas, sendo separadas e
lavadas com diclorometano. As quatro fracdes foram filtradas e todo seu solvente
retirado, estas foram cromatografadas em CCF e apds derivatizacdo com
diazometano, foram enviadas para anélise de CG/EM Estas fra¢gbes da preparativa
foram analisadas por CG/EM e a fracdo F02-P, que obtivemos em maior
quantidade (43,5 mg), foi enviada para anélise de IV, RMN *H (200 MH, CDCls),
RMN *H (COSY), RMN **C (50 MH,, CDCls), RMN **C (DEPT), CG/EM. As fracbes
Forigem, FO1-P e FO3-P, foram avaliadas somente por CG/EM.
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Extrato hexanico de frutos de
P. emarginatus
OSMT-1

Coluna Cromatografica

Em silica gel

Fase normal/aberta

128-134

11-14 19-21 28 - 30 38-40 45 - 47 55 - 67 78 - 87 98 - 107
15-18 22 -27 31-37 41 - 44 48 - 54 68 - 78 88 - 97 118-127
(96mg)
Cromatografia preparativa
Fase movel: hexano/acet. etila (7:3)
FO FO1 F02 FO3
7,2 mg 19,8 mg 43,5 mg 3,4 mg

Esquema 2: Fluxograma da coluna cromatografica em silica gel, do extrato hexanico de frutos

de Pterodon emarginatus
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IV.5.2.1. Caracterizagdo do diterpeno furanico 6a,7p-diacetoxivouacapan-17f-

oato de metila

Espectroscopia de absorcdo no infravermelho - v max (KBr, cm™)
2926; 1744; 1368; 1248; 1017; 734 cm™

Espectrometria de RMN *H (200 MHz, TMS, §=0, CDCls)
3 0,96; 0,98; e 1,03 (s, Me, C-4 e C-10); 3,35 (1 H, d, H-14); 3,70 (CO,Me); 4,98 e
5,45 (HCOACc, H-7 e H-6); 6,10 e 7,23 (Hs furano)

Espectrometria de RMN *C (50 MHz, TMS, =0, CDCl,)

C quartenario: & 33,28 (C-4): 38,59 (C-10); 150,30(C-12); 113,06 (C-13); 170,33
(C-17): 21,84 (C-24); CH (55,14: 170,33: 174,15: 48,01; 45,67; 141,60; 108,31:
103,7); CH» (39,17; 18,31; 43,44; 22,39); CH3 (35,89; 20,78; 15,29; 52,13; 80,22;
73,26)

Espectrometria de massas — alta resolugédo — m/;z (abundéancia relativa %)
446, 386, 354, 327 (27), 326 (100), 312 (47), 285, 267, 229 (25), 209, 178, 159,
131, 91, 69, 43 (26)

O ponto de fusdo da fracdo 2 (FO2 P-1) foi medido e comparado com a literatura
(FASCIO, 1976; ARRIAGA, 2000)

IV.5.2.3. Particdo do EESMT-1

Foi realizada particdo liquido-liquido do extrato etandlico de frutos de
Pterodon emarginatus (EESMT-1), com o objetivo de se localizar a atividade
repelente do extrato, mesmo sendo menor que a do extrato hexanico dos frutos de
Pterodon emarginatus (OSMT-1).

O extrato etandlico de frutos de Pterodon emarginatus (EESMT-1, 26 g) foi

solubilizado em 100 mL de metanol/agua (9:1) sendo a solucéo transferida para
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uma ampola de separacdo de 1 L. A particdo liquido-liquido foi realizada com
gradiente crescente de solventes, hexano, diclorometano, acetato de etila. Foram
obtidas 4 fracdes: fragcdo hexano (FH-Pt); diclorometano (FD-Pt); acetato de etila
(FAE-Pt) e aquosa (FA-Pt). A solucdo metanol/ agua foi evaporada e

posteriormente liofilizada, (Esquema 3).

EESMT-1
26,0 mg

Metanol/agua
Ampola de separagéo
100 mL de n-Hexano

(8 vezes)

FH Fragéo
8,54 g Metanol/agua

CCF

CG/EM Metanol/agua

Diclorometano
100 mL (10 vezes)

FD Fracéo
8,54 ¢g Metanol/agua
CCF

Metanol/agua
Acet. de Etila
100 mL (5 vezes)

l—‘—1

CG/EM

FAE FA
0,239 0,33 ¢
Liofilizacéo Liofilizacéo

Esquema 3: Etapas da particAo do extrato etandlico de frutos de Pterodon
emarginatus (EESMT-1)
Todas as fracBes obtidas na particdo foram testadas frente a fémeas de A.

aegypti e analisadas por CCF e caracterizadas por CG/EM
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IV.6. Ensaios Bioldgicos

Os ensaios em laboratério foram montados com Culex quinquefasciatus e
Aedes aegypti e realizados no Laboratorio de Biologia do Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais (NPPN-UFRJ), sob a orientacdo do Prof. Dr. Alfredo Martins de
Oliveira Filho.

A maioria dos testes para a verificacdo da atividade repelente em A. aegypti
de sucupira branca e urucuri foram realizados utilizando como voluntarios a autora
deste trabalho e o bidlogo Celso Evangelista do LB/NPPN/UFRJ.

Todos os testes larvicidas e adulticidas também foram realizados pela

autora com o auxilio da equipe do laboratério de biologia.

IV.6.1. Teste para verificagdo da atividade larvicida

Estes ensaios visam determinar a linha béasica de suscetibilidade em larvas
de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus aos extratos hexanicos de bréacteas de
Attalea excelsa e de frutos de Pterodon emarginatus.

O procedimento experimental € uma adaptacdo da metodogia aprovada
pela World Health Organization, (WHO, 1970), (Figura 23). E valido para todos os
ensaios com variacdo de concentracdes dos extratos e das espécies.

Figura 23: Ensaio biolégico utilizando-se as larvas Fy, realizado de acordo com as recomendacdes

da OMS.
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Material

Larvas de terceiro estadio de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti,
copos de vidro com capacidade para 300 mL (diametro de aproximadamente 7
cm), com 199 mL de agua sem cloro (recipiente de teste), copos de vidro com
capacidade para 100ml (com diametro de aproximadamente 7 cm), com 50ml de
agua sem cloro e 25 larvas do mosquito, pipeta Pasteur, bastdo de vidro, 1 ml da
solucdo do extrato na concentragdo a ser testada (0,1;1,0;10,0 e 100 ppm)

fazendo 2 repeticdes de cada concentracao.

Procedimento

Em um copo com 199 mL de &gua, € acrescentado 1mL da solugéo
contendo a amostra na concentracao a ser testada. Mistura-se com um bastao de
vidro. Apdés 30 minutos acrescentam-se 50 mL de agua contendo 25 larvas de
terceiro estadio (separadas com o auxilio de uma pipeta pasteur). No controle sem
tratamento sdo colocados 200ml de agua e 50 mL de agua contendo 25 larvas de
mosquito. Quando foi preciso utilizar solvente para as diluicdes das concentracdes
(acetona), o mesmo foi utilizado no controle, na mesma proporcao. Apds 24 horas
observa-se o numero de larvas vivas (quando sobem serpenteando para a
superficie) e mortas (permanecem no fundo do copo).

O ensaio € considerado valido quando os valores dos indices de
mortalidade encontrados nos controles estiverem ente 5 e 20%, faz-se a correcéo
de Abbot. Valores superiores implicam em descarte do ensaio. Foram testadas, no
minimo trés concentracdes do extrato da planta em larvas dos mosquitos. Os
valores da percentagem de mortalidade obtidos apds 24 horas, deverao ficar entre
10 e 90%.
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IV.6.1.1. Attalea excelsa

Foram testados os extratos hexanico, etandlico de urucuri e &cido palmitico
nas concentracdes de 100, 10, 1 e 0,1 ppm.

As amostras (extratos e fracéo purificada) foram solubilizadas em acetona e
testadas com larvas de terceiro estadio para as duas espécies de mosquitos (A.
aegypti e C. quinquefasciatus), sendo a leitura realizada 24 h apés o inicio do

experimento.

IV.6.1.2. Pterodon emarginatus

Foram testados os extratos hexanico e etandlico de sucupira branca, nas
concentracdes de 100, 10, 1 e 0,1 ppm.

Os extratos foram solubilizados em acetona e testados com larvas de
terceiro para as duas espécies de mosquitos (A. aegypti e C. quinquefasciatus), e

a leitura realizada 24 h apds o inicio do experimento.

IV.6.2. Teste para verificagdo da atividade adulticida

A amostra (extrato hexanico e etandlico de urucuri; extrato hexanico e
etandlico de sucupira) foi solubilizada em acetona ou 6leo mineral e aplicada em
papel de filtro € colocado em um cilindro de plastico (modelo OMS) e um outro
papel sem amostra, somente contendo o veiculo, em outro cilindro semelhante,
(Figura 24). Os dois cilindros foram separados por uma porta deslizante e 25
fémeas adultas de C. quinquefasciatus e/ou A. aegypti introduzidas no cilindro
branco, a porta foi aberta e os insetos deslocados para o cilindro da amostra; apos
1 hora foram deslocados ao cilindro branco e retidos durante 24 horas, depois foi
realizada a leitura, verificando quantos mosquitos ficaram intoxicados e /ou

mortos.
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Figura 24: Kit da OMS para ensaios biologicos de resisténcia de mosquitos

adultos a inseticidas, através do uso de papéis impregnados.

IV.6.3. Repeléncia em superficie impregnada (antebragco humano)

Esta técnica foi adaptada, a partir da original desenvolvida por Dr Yap Han Heng,
(HENG, 1996).

Figura 25: Gaiolas para teste de repeléncia em superficie impregnada em
antebraco humano, em uma &rea tratada de 50 cm?, contendo 25 fémeas

de A. aegypti, ndo alimentadas com sangue.
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Metodologia

Sao utilizadas duas caixas de aluminio (30x30x30cm) com a parte lateral de
tela e a frontal de tecido onde se coloca o bracgo tratado. Vinte e cinco fémeas de
mosquitos da espécie A. aegypti sdo inseridas, com o auxilio do sugador de vidro
dentro da caixa controle e Vinte e cinco na caixa teste, (Figura 25).

As fémeas de A. aegypti utilizadas nos experimentos deverdo esta com
idade variando entre 4 e 8 dias e alimentadas somente com agua e acucar.

O ensaio é realizado utilizando-se dois controles, 6leo vegetal (5 mg/cm?),
para determinacdo do efeito de barreira mecanica e um repelente padréo
comercial, a N,N-dietil-m-toluamida (DEET), em solucdo a 20% em etanol (0,5
mg/cm?).

As amostras sao solubilizadas em acetona ou etanol (250 uL), nas doses de
250, 100, 50 e 25 mg e com auxilio de uma espatula, sdo aplicadas na pele do
antebraco de voluntario humano, numa area de 50 cm?, o braco é envolto em uma
faixa de papel com uma abertura de 25 cm?, que expde parte da area tratada com
a amostra ou o controle.

O braco é mantido na caixa com 0s mosquitos por 5 minutos. A exposicao &
repetida nos tempos de 1, 2, 4, 6, e 8 horas pdés-tratamento, verificando assim o
efeito repelente residual do produto testado. Apds cada leitura, novas fémeas séo

colocadas na gaiola. O experimento é realizado em triplicata.

Critério de Atividade

Deve-se anotar a cada minuto quantos mosquitos pousaram e quantos
picaram. O extrato bruto ou fracdo € considerado repelente ou fagorepelente
qgquando ndo ocorrer alimentacdo das fémeas de A. aegypti, ap6s 8 horas de
tratamento, na dose de 0,5 mg/cm?, resultado este igual ao do controle positivo
realizado com o repelente comercial DEET.
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IV.6.3.1. Attalea excelsa

Foram testados o0s extratos hexanico, etandlico bruto e etandlico
desengordurado de bracteas de wurucuri, e fragbes obtidas na coluna
cromatografica do EHBA (FH, FH/D, FD, FD/FAE, FAE, FAE/FM), nas

concentracdes 5,0; 2,0; 1,0 e 0,5 mg/cm?,
IV.6.3.2. Pterodon emarginatus

Foram testados os extratos hexanico e etandlico dos frutos de sucupira
branca, fracdes da particio do EESMT-1 (FH-PTt.,, FD-Pt., FAE-Pt.), nas
concentracdes 5,0; 2,0; 1,0 e 0,5 mg/cm? e a fragéo 2 obtida na preparativa (F02-

P) na concentracéo de 1,0 e 0,5 mg/cm?.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1. Preparo dos Extratos: Avaliagcdo do Rendimento das Extragdes

Neste trabalho vérias técnicas de extracdo foram utilizadas para as espécies
Attalea excelsa e Pterodon emarginatus com o objetivo de se obter um maior
rendimento associado a permanéncia da atividade repelente dos extratos. Os
resultados obtidos para cada planta sdo apresentados a seguir.

Attalea excelsa

As bracteas de urucuri sao estruturas fibrosas pobres em material extrativo, ao
contrario das folhas, que apresentam um bom rendimento, mas ndo apresentam
nenhuma atividade repelente de mosquitos, (resultados preliminares anteriores a
esta tese ndo mostrados aqui). A presenca de grande atividade repelente de
insetos em extratos de bracteas nos levou a procurar um método e um solvente
gue contornasse o problema do baixo rendimento obtido através da preparacao
de extratos por maceragéo a frio, e que, a0 mesmo tempo garantisse a presenga
de sua atividade bioldgica, (Tabela 3).

A extracdo por maceracao a frio foi o primeiro método utilizado resultando em
um baixo rendimento, associado ao longo tempo de extracdo (15 dias) e grande
volume de solvente. A adicdo de aguecimento a maceragdo reduziu o tempo de
extracao (3 dias), sem contudo, levar a um aumento consideravel no rendimento
final.

A extracdo por ultrasom, apesar de apresentar um rendimento comparavel ao
obtido através da maceracdo a quente, num menor tempo, apresenta alguns
fatores desfavoraveis como, por exemplo, indisponibilidade de equipamentos com
porte industrial, grande volume de solvente utilizado em cada extragéo, associado
a possivel degradacéo de substancias organicas.

A extracdo utilizando fluido supercritico (FSC), (Figura22), foi o método que
apresentou melhores rendimentos, (Tabela 2b), sendo que alguns fatores como
tamanho da particula e utilizagcdo de modificador de fase, foram fundamentais na
obtencéo destes resultados. Foram utilizadas bracteas trituradas secas em varios
tamanhos: 10, 28, 32 e 48 mesh, mantendo-se constantes a temperatura (50 °C)

e presséao (250 bar).
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As bracteas com 10 e 48 mesh, quando extraidas com fluido supercritico,
apresentaram um rendimento muito pequeno (0,05%), menor até do que aquele
obtido da maceracdo a frio com hexano (0,3%). Provavelmente o pequeno
tamnho das particulas da planta (48 mesh), faca com que ocorra a presenca de
caminhos preferenciais, reduzindo a interacdo matéria prima e CO,, ja com
particulas muito grandes ocorre um menor contato entre o solvente e a planta
reduzindo o rendimento final.

Os po6s das bracteas com 28 e 32 mesh apresentaram rendimentos também
baixos (0,1%). Para contornar o problema, optamos pela utilizacdo de um
modificador de fase (etanol 5%), técnica sugerida em literatura (ZANCAN, 1998)
para a modificacdo da polaridade do CO,, tornando a extracdo mais efetiva. Apds
a adicdo do etanol observamos um pequeno aumento no rendimento final da
extracdo das bracteas com 32 mesh (0,2%) resultado ndo satisfatorio. Partindo
destes resultados fizemos mais dois experimentos modificando outros parametros
tais como temperatura e pressdo. Utilizamos duas condicbes a primeira, baixa
pressdo (100 bar) e baixa temperatura (20 °C) e a segunda, alta pressdo (300
bar) e alta temperatura (70 °C) ambas associados & adicdo de modificador de fase
(etanol 10%). Os resultados foram muito interessantes, pois mesmo com baixos
valores de temperatura e pressdo, observamos um aumento consideravel do
rendimento que passou de 0,2% (mesh 32, 5% etanol, 250 bar, 50 °C) para 0,97%
(mesh 32, 10% etanol, 100 bar, 20 °C). A extrac&o realizada com alta temperatura
e alta pressédo também apresentou um o6timo resultado, elevando esse rendimento
para 1,2% (mesh 32, 10% etanol, 300 bar, 70 °C). Provavelmente a adicdo de
etanol como co-solvente promoveu a extragcao de mais substancias (polares) que
colaboraram para o aumento do rendimento, (Tabela 2b).

Apesar dos resultados serem bons a extracdo por fluido supercritico se torna
problematica pelo alto custo de manutencédo e do solvente (CO, puro), e pela
dificuldade de ser ter disponivel um extrator de larga escala, tornando o método
inviAvel como padrdo de extragcdo para bracteas de A. excelsa, para o
desenvolvimento desta tese.

Um outro método realizado foi a extracdo por aparelho de Soxhlet, onde vérios
intervalos de tempo de extracdo e solventes foram testados, (Tabela 3).
Verificamos que, a partir de 12 horas de extragdo continua, o rendimento final é
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bY

de 0,5%. Apesar de ndo ser tdo alto quanto a obtida com FSC, tinhamos a
disponibilidade de aparelhos grandes (1,5; 5 e 30 L) em nosso laboratério.
Considerando essa disponibilidade e que 12 horas é um tempo relativamente
pequeno de extracdo, optamos por utiliza-lo em todas as extracoes.

Um outro parametro analisado foi polaridade do solvente. Dois solventes de
polaridades diversas foram escolhidos: o hexano e o etanol, e véarios extratos
foram feitos e testados posteriormente.

A extracdo direta com hexano resultou no extrato hexanico de bracteas de A
excelsa (EHBA - 0,5%). O residuo da extragdo anterior foi entdo extraido com
etanol, fornecendo o chamado extrato etandlico desengordurado de bracteas de
A. excelsa (EEBA-D - 1,5%). Uma outra amostra de bracteas foi extraida
diretamente com etanol resultando no extrato etandlico de bracteas de A. excelsa
(EEBA - 2,5%).

Estes extratos foram avaliados com relacdo a sua atividade repelente para
fémeas de A. aegypti em varias concentracdes, e foi verificado que o extrato mais
ativo na menor dose testada (0,5 mg/cm?), era aquele mais apolar (EHBA),
(Gréfico 1).

A presenca de intensa atividade repelente apenas nos extratos preparados com
hexano nos chamou a atencdo para a possivel presenca de ftalatos,
contaminantes frequentemente encontrados no hexano, e que sdo dotados de
atividade repelente (WILKINSON, 1987). No inicio do trabalho o hexano utilizado
nas extracdes era destilado e tratado, o que ndo garantia sua pureza. Optamos
assim por utilizarmos o hexano grau pesticida, com tampas revestidas de teflon e

sempre com acompanhamento da pureza por CG.
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Tabela 2a. Rendimento das extracfes realizadas com bracteas secas de A.

excelsa utilizando varios métodos extrativos.

Método extrativo Solvente/tempo - codigo Rendimento
(%)
Maceragéo a frio Hexano/15 dias - EHBA-MF 0,3
Maceracéo a | Hexano/3 dias - EHBA-MQ 0,4
quente
Hexano/30 min. — EHBA-U30 |0,2
Ultrasom Hexano/60 min. — EHBA-U30 0,4
Hexano/120 min. — EHBA-U30 |0,4
Hexano/180 min. — EHBA-U30 |0,4
Aparelho de Soxhlet | Hexano/ 12 horas - EHBA 0,5
Etanol/12 horas - EEBA 2,5

Tabela 2b. Rendimento das extracdes realizadas com bracteas secas de Attalea

excelsa com fluido supercritico, utilizando-se CO, como solvente extrator.

Pressdo | Temperatura (°C) Tamanho de particula | Co-solvente Rendimento
(bar) (mesh) (VIv) (%) — cbdigo
10 Néo 0,05
FSCAE/250-10
28 Néo 0,1
FSCAE/250-28
250 50 32 Néo 0,1
FSCAE/250-32
32 Etanol 5% 0,2
FSCAE/250-32E5
48 Néo 0,05
FSCAE/250-48
100 20 32 Etanol 10% 0,97
FSCAE/100-32E10
300 70 32 Etanol 10% 1,2
FSCAE/300-32E10
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Pterodon emarginatus

O procedimento realizado com as bracteas de urucuri foi repetido com os
frutos secos e triturados da sucupira branca, apesar do rendimento extrativo desta
planta ser superior ao das bracteas.

Foram testados trés métodos extrativos diferentes com o objetivo de se
verificar também o rendimento e a permanéncia da atividade repelente. Os
extratos foram feitos utilizando hexano como solvente, e etanol para futuras
comparacoes.

A maceracao a frio com hexano, foi o primeiro método testado, resultando em
um rendimento baixo (15%) e longo tempo de extracéo (dez dias).

A extracdo utilizando fluido supercritico foi realizada também com CO, como
solvente extrator, sem a utilizacdo de modificador de fase, mas com a utilizac&o
de uma coluna PORAPAK, que foi colocada na saida do CO, para os frascos
coletores.

Os frutos triturados nao foram tamizados, pois seu alto teor de 6leo formava
um filme sobre as peneiras, impossibilitando a determinacéo do mesh, tal como
realizado com as bréacteas de urucuri. Dessa forma a influéncia do tamanho da
particula sobre o rendimento da extracdo ndo pode ser avaliado.

A extracdo utilizando fluido supercritico (FSC) foi o0 método que apresentou
maior rendimento, como observado também nas extra¢cdes do urucuri. Foram
realizados dois experimentos, onde somente a pressao foi alterada, mantendo-se
a temperatura constante a 35 °C. Utilizou-se baixa press&o (150 bar) e depois alta
pressdo (250 bar). Os resultados foram surpreendentes, pois o0 aumento da
pressdo ndo aumentou o rendimento como esperado e, sim, o fez cair. Este
resultado se deve, provavelmente, a formacdo de caminhos preferenciais na
matéria prima, diminuindo assim a area de interacdo entre o solvente extrator e a
planta, (Tabela 3).

Da mesma forma que foi realizada com urucuri, os frutos de sucupira branca
foram também extraidos com aparelho de Soxhlet, apresentando bons resultados.
Verificamos que a partir de 12 horas de extracdo continua com hexano o
rendimento final era de 25%. Apesar de nao ser tdo alto quanto a extracdo com o

FSC, foi o método escolhido pelas mesmas razdes citadas anteriormente na
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descricdo de urucuri. Dois solventes foram escolhidos nos extremos de faixa de
polaridade, o hexano e o etanol e os extratos resultantes também foram testados.
A extracdo direta com hexano resultou no extrato hexanico de frutos secos e
triturados de P. emarginatus (OSMT-1). Uma outra amostra de frutos foi extraida
diretamente com etanol resultando no extrato etandlico de frutos secos e
triturados de P. emarginatus (EESMT), (Tabela 3)

Tabela 3. Rendimento das extracdes realizadas com frutos triturados de Pterodon

emarginatus utilizando varios métodos extrativos.

Método extrativo Solvente/tempo Rendimento (%)
Maceracao a frio Hexano/10 dias — OSMT-MF | 15
Aparelho de Soxhlet Hexano/12 horas — OSMT-1 |25

Etanol/8 horas — EESMT-1 38
Extracdo supercritica (EXP01), | CO2/6 horas — FSCPE/150 30
35 °C, 150 bar
Extracdo supercritica (EXP02), | CO2/6 horas — FSCPE/250 24
35 °C, 250 bar

Estes extratos depois de removidos os solventes, foram testados com
fémeas de A. aegypti em varias concentracbes, onde verificamos a maior
atividade repelente dos extratos apolares, (Gréfico 6).

O extrato hexanico dos frutos de sucupira branca, obtido por extracdo em
aparelho de soxhlet do lote 2001 (OSMT-1) e lote 2002 (OSMT-2), foi
cromatografado em placa de silica gel, utilizando como fase moével a mistura
hexano/acetato de etila (70:30) e reveladas com vanilina/H,SO, Foi observada a
presenca dos diterpenos furdnicos que se caracterizam pela coloragdo rdosea
intensa e varias outras bandas de coloracdo roxo e amarelo, caracterizando a
presenca outros terpenos e esterdides respectivamente. Os dois lotes
cromatografados por CCF mostraram a permanéncia do perfil das substancias
presentes no lote de 2001, (Figura 26). Porém todo o trabalho foi realizado com

os frutos do lote 2001, chamado de lote Unico.
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Fig. 26 Perfil em cromatografia de camada fina do extrato hexanico dos
frutos de Pterodon emarginatus, colhidos no estado do Mato grosso em
2001(lote 01) e 2002 (lote 02).

Na extracado com fluido supercritico o extrato obtido dos frutos de sucupira
branca foi coletado em frascos de vidro. A coleta foi dividida em 14 frac6es sendo
nove para o primeiro experimento a 150 bar e cinco para o segundo, realizado a
250 bar, com intervalo de 30 minutos entre cada coleta. Estas fracbes foram
aplicadas em placa de silica gel e eluidas com a mistura dos solventes hexano e
acetato de etila na proporcdo 70:30, com o0 objetivo de se verificar possivel
diferenca entre as fracdes coletadas. Na mesma placa foram aplicados a fragcéo
da coluna cromatografica do OSMT-1(F31-37) e o padrdo de geranilgeraniol
(Sigma). Foi observado um perfil idéntico nas duas extracfes, tanto por CCF
como por CGAR/EM verificando-se assim que o aumento da pressao, na extracao
supercritica dos frutos de sucupira branca, ndo alterou o perfil quimico do extrato
de sucupira branca, (Figura 27). A Unica diferenca encontrada nas duas extracdes
foi a reducdo no rendimento final do oleo dos frutos obtido a 250 bar,
(FSCPE/250), (Tabela 3). Tal fato ocorreu provavelmente pela formacdo de
caminhos preferenciais na matéria prima empacotada no cilindro, levando a uma
extracdo menos eficiente, (ZANCAN, 2001).



Resultados e Discussao 71

GG
?v F31-37

EX\F"BE EXPO2

Figura 27: Perfil em cromatografia de camada fina das fragdes obtidas na

extracao supercritica, dos frutos secos e triturados de P. emarginatus, utilizando

CO, como solvente extrator.

GG-Geranilgeraniol
F31-37 - Fracao da Coluna Cromatografica do OSMT-1
EXPO1 - Extragao supercritica dos frutos de Pterodon emarginatus, 150 bar, 35 °c

EXPO2 - Extragao supercritica dos frutos de Pterodon emarginatus, 250 bar, 35 °c

V.4. Testes Bioldgicos

V.4.1. Teste para verificagdo da atividade Larvicida

Os extratos etanolico, (EEBA e EEBA-D), hexanico (EHBA) de bréacteas de
urucuri e extrato hexanico (OSMT-1) e etandlico (EESMT-1) de sucupira branca,
foram testados em 4 doses diferentes (100, 10, 1 e 0,1 ppm) frente a larvas de
terceiro estadio das espécies Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti, nao
apresentando atividade larvicida em nenhuma das doses, (Tabela 4a). O acido
palmitico isolado do EHBA também foi testado nas mesmas concentracdes dos
extratos (100, 10, 1 e 0,1 ppm), e também nao apresentou atividade larvicida,
(Tabela 4b). Estes resultados ndo corroboram os publicados por um grupo indiano
que mostrou 66% de mortalidade das larvas de quarto estadio de A. aegypti, para
0 &cido palmitico, na concentracéo de 100 ppm. (RAHUMAN, 2000).

Tabela 4 a: Percentagens de mortalidade de larvas de terceiro estadio de

Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, apés 24 h de exposicdo a diferentes
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concentracdes de varios dos extratos de bracteas de Attalea excelsa.

Extratos Espécie N larvas testadas % M
(ppm)
hexanico
EHBA
A. aegypti
0,1 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
1,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
10,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
100,0 C. quinquefasciatus 50 0
etandlico bruto Espécie N larvas testadas % M
EEBA
A. aegypti 0
0,1 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
1,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
10,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
100,0 C. quinquefasciatus 50 0
etandlico Espécie N larvas testada % M
desengordurado
EEBA-D
A. aegypti 0
0,1 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
1,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
10,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
100,0 C. quinquefasciatus 50 0

Tabela 4 b: Percentagens de mortalidade de larvas de terceiro estadio de Aedes
aegypti e Culex quinquefasciatus ap6s 24 h de exposicdo a diferentes
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concentracdes do acido palmitico.

Concentracao Repeticao N® larvas testadas % M
(ppm)
Acido Palmitico
A. aegypti 0
0,1 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
1,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
10,0 C. quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
100,0 C. quinquefasciatus 50 0
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Tabela 4 c: Percentagens de mortalidade de larvas de terceiro estadio de

Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, apés 24 h de exposicdo a diferentes

concentracdes de varios dos extratos de frutos de Pterodon emarginatus

Extratos Espécie N larvas testadas % M
(ppm)
hexanico
OSMT-1
A. aegypti 0
0,1 . quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
1,0 . quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
10,0 . quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
100,0 . quinquefasciatus 50 0
etandlico bruto Espécie N® larvas testadas % M
EESMT-1
A. aegypti 0
0,1 . quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
1,0 . quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
10,0 . quinquefasciatus 50 0
A. aegypti 0
100,0 . quinquefasciatus 50 0
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V.4.2. Teste para verificacdo da atividade Adulticida

Os extratos hexanicos de sucupira branca (OSMT-1) e urucuri (EHBA)
foram impregnados em papel de filtro e testados com fémeas adultas de A.
aegypti para verificagdo da mortalidade destas fémeas.

Na dose de 1g de extrato (EHBA e OSMT-1) por cm?, néo foi verificada a
alteracdo no comportamento dos mosquitos apds 24 horas da exposi¢cado, nem a

morte de nenhuma fémea dos mosquitos testados.
V.4.3. Repeléncia em superficie impregnada (antebraco humano)

Os extratos brutos (hexanico e etandlico) de ambas as plantas e as frac6es
obtidas em coluna cromatografica a partir do fracionamento dos extratos mais
ativos foram solubilizados em acetona, aplicados em antebrago humano de
voluntarios, nas doses 5,0; 2,0; 1,0 e 0,5 mg/cm? e expostos a 25 fémeas de A.
aegypti. Nos intervalos de 0, 1, 2, 4, 6 e 8 horas pds—tratamento fazia-se a leitura
de quantos mosquitos se alimentaram no espaco de cinco minutos. Um braco era
tratado com a amostra (teste) e o outro somente com o0 solvente (controle),
(Figura 25). Para controle positivo foi utilizado como repelente padrédo a N,N-dietil-
m-toluamida (DEET) presente em varias formulacdes do mercado cuja dose para
inibir a alimentacdo de 100% das fémeas de A. aegypti, por um periodo de oito
horas é de 0,5 mg/cm?, dose esta determinada por nés em laboratério.

Attalea excelsa

Varios extratos de urucuri foram testados utilizando fémeas de A. aegypti
com a finalidade de se localizar a atividade repelente reportada popularmente.
Comecamos os testes com extratos de polaridades diferentes (apolar e polar),
foram testados os extratos hexanico (EHBA), etandlico (EEBA) e etandlico
desengordurado, (EEBA-D) de bracteas de A. excelsa nas doses 5,0; 2,0; 1,0 e
0,5 mg/cm?. O extrato hexanico aplicado no braco apresentou uma excelente
atividade repelente, pois mesmo na menor dose (0,5 mg/cm?) nenhuma fémea do

mosquito se alimentou no intervalo de 8 horas, além de ficarem afastadas do
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braco tratado, comportamento idéntico ao dos mosquitos expostos ao repelente
sintético DEET. No braco controle as fémeas dos mosquitos se alimentaram
normalmente e apresentaram comportamento normal, (Grafico 1). O extrato
etandlico na dose de 0,5 mg/cm? ndo apresentou atividade repelente, esta
somente apareceu na dose de 1 mg/cm? por um periodo menor, de 6 horas,
(Gréfico 2). O extrato etandlico desengordurado foi testado nas mesmas
condicOes, apresentando atividade repelente de 8 horas, somente nas doses de 2
e 5 mg/cm? ndo sendo ativo nas menores doses, (Gréfico 3), nos mostrando a
importancia da presenca dos acidos graxos para a permanéncia da atividade
repelente. Partindo destes resultados, n6s nos concentramos no estudo do extrato
hexéanico das bracteas de urucuri, cuja performance foi muito melhor que a dos
outros extratos.

O mesmo procedimento foi repetido com as fragcdes obtidas na coluna
cromatografica do EHBA, (Esquema 1). As fracdes diclorometano (FD) e
diclorometano/acetato de etila (FD/AE) apresentaram excelente repeléncia, na
dose de 0,5 mg/cm? ao contrario das outras fracdes que ndo apresentaram
atividade, (Gréfico 4). A andlise por CG/EM se concentrou nestas duas fracdes
com o objetivo de identificar as substancias responsaveis por esta atividade. A
analise do EHBA por CG/EM mostrou a abundancia do acido palmitico, o que era
de se esperar na familia Palmae. Este foi isolado por placas preparativas da
fracdo hexano/diclorometano e também testado nas concentrag¢des 2,0; 1,0 e 0,5
mg/cm?, ndo apresentando atividade, (Gréafico 5).
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Gréfico 1: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti

expostas a pele humana tratada com extrato hexanico das bracteas secas de
Attalea excelsa (EHBA).
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Grafico 2: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti

expostas a pele humana tratada com extrato etandlico das bracteas secas de
Attalea excelsa (EEBA).
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Gréfico 3: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com extrato etandlico desengordurado das

bracteas secas de Attalea excelsa (EEBA-D).
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Grafico 4: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com fragcdes da coluna cromatografica do extrato

hexanico das bracteas secas de Attalea excelsa.
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Gréfico 5: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com acido palmitico das bracteas secas de

Attalea excelsa
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Pterodon emarginatus

O mesmo procedimento dos testes realizados com os extratos de urucuri
foi repetido com os extratos de sucupira branca. Os primeiros experimentos foram
feitos com o 6leo obtido da extracdo dos frutos secos de sucupira branca com
hexano, OSMT-1, seguido pelo extrato etanélico, EESMT-1, fracdo 31-37 e com o
diterpeno isolado 6a.,7p—diacetoxivouacapan-17p—oato de metila. Foram também
testadas as fragOes obtidas na particdo, fragdo hexano (FH-P); diclorometano
(FD-P); acetato de etila (FAE-P).

O extrato apolar, OSMT-1 apresentou melhor performance por um periodo
de 8 horas na menor dose, 0,5 mg/cm?, (Gréfico 6); ja 0 extrato etandlico dos
frutos de sucupira branca (EESMT-1) foi ativo por 8 horas em uma dose 4 vezes
maior (2 mg/cm?), (Gréfico 7), mostrando que a atividade repelente da sucupira
esta na sua parte apolar, assim como o urucuri.

Tanto a fracdo 31-37, como o diterpeno isolado 6a,7B-diacetoxivouacapan-
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17B-oato de metila, ndo apresentaram atividade repelente nas duas doses
testadas (0,5 e 1mg/cm?) frente a fémeas de A. aegypti, mostrando que estes
diterpenos ndo sdo ativos, apesar de estarem em grande quantidade no 6leo,
(Gréafico 8 e Grafico 9).

As fracdes obtidas da particdo foram testadas em uma dose duas vezes
maior (1mg/cm?) que a dose efetiva do repelente sintético DEET (0,5 mg/cm?). A
fracdo hexanica (FH-P) apresentou baixa repeléncia, ou seja, 0S mosquitos
voltaram a se alimentar 1 hora ap0s a exposicdo a esta fracdo. Ja a fracéo
diterpénica (FD-P) apresentou uma acéo repelente por 6 horas, ao contrario da
fracdo acetato de etila (FAE-P), que na dose testada ndo repeliu nenhuma fémea,
(Grafico 10).

Grafico 6: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com extrato hexanico dos frutos secos e
triturados de Pterodon emarginatus (OSMT-1).
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Gréfico 7: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com extrato etandlico dos frutos secos e
triturados de Pterodon emarginatus (EESMT-1).
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Gréfico 8: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com a fragdo 31-37 obtida na coluna
cromatografica do extrato hexanico dos frutos secos e triturados de Pterodon

emarginatus.
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Gréfico 9: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com o 6a,7p—diacetoxivouacapan-173—oato de

metila. Diterpeno isolado por placa preparativa da mistura de diterpenos de

Pterodon emarginatus.
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Grafico 10: Percentagem de inibicdo da alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
expostas a pele humana tratada com fragfes obtidas por particdo com gradiente
de solventes, do extrato etandlico de frutos de P. emarginatus (EESMT-1), na

dose de 1,0 mg/cm?.
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V.5. Fracionamento dos Extratos

V.5.1. Attalea excelsa

Ap6s o resultado dos ensaios de repeléncia com os varios extratos
preparados das bracteas de urucuri, decidimos pelo fracionamento daquele que
se apresentou mais ativo, que foi o extrato hexanico obtido através da técnica de
Soxhlet (EHBA). O perfil quimico do extrato em questdo foi determinado por
cromatografia com fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas, tendo
evidenciado grande propor¢édo de &cido palmitico (48%), oléico (25%) e linoleico
(12%). Esse extrato (EHBA) foi fracionado em coluna cromatografica de gel de
silica, conforme descrito (Tabela 02) obtendo-se 7 fracdes que foram analisadas
por CCF em silica gel 60 F,s4, reveladas com acido fosfomolibdico (Figura 28a) e
solucéo de vanilina/H,SO4, (Figura 28b).

Os resultados das analises por CG-EM deste extrato e das fragcdes da
coluna, estao descritos separadamente no item V.6. Em paralelo foram realizados
testes para avaliacdo da atividade repelente destas fracbes, onde verificou a
presenca da atividade repelente somente nas fracdes diclorometano (FD) e na

diclorometano/acetato de etila (FD/AE), (Gréfico 4).

oy

IEHBA FH FH/D FD FD/AE FAE FAE/M'EM

Figura 28 a: cromatografia em camada fina das fracbes obtidas na coluna de
silica gel do EHBA eluidas na mistura de hexano/acetato de etila na propor¢éo de

7:3, usando como revelador quimico o acido fosfomolibdico

FH: fracdo hexano; FH/FD: fragdo hexano/diclorometano; FD: fracéo diclorometano; FAE: fracdo acetato etila; FM: metanol;

FD/AE: frac&o diclorometano/acetato etila; FAE/M: fragao acetato etila/metanol
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; 8 .
EHBA FH FA/D FD FD/AE FAE FAEMM 'FM N

Figura 28 b: cromatografia em camada fina das fracbes obtidas na coluna de
silica gel do EHBA eluidas na mistura de hexano/acetato de etila na proporcao de

7:3, usando como revelador quimico vanilina/H,SOy4,

FH: fracdo hexano; FH/FD: fracdo hexano/diclorometano; FD: fracéo diclorometano; FAE: fracdo acetato etila;

FM: metanol; FD/AE: fragdo diclorometano/acetato etila; FAE/M: frag&o acetato etila/metanol.

V.5.2. Pterodon emarginatus

Os extratos obtidos a partir dos frutos de sucupira branca (OSMT-1),
levaram ao isolamento de um diterpeno pertencente ao grupo dos diterpenos
triciclicos furanicos, e que podem apresentar um numero grande de atividades
biolégicas diferentes. O 6a.,7p-diacetoxivouacapan-173-oato de metila foi isolado
com o objetivo de se verificar sua relacdo com a atividade repelente presente no
extrato hexanico de sucupira branca. Outras substancias foram caracterizadas
pela analise direta por CGAR/EM, do extrato hexanico e etandlico dos frutos de P.

emarginatus.

V.5.2.1. Caracterizagdo do diterpeno furanico 6a,7p-diacetoxivouacapan-17p-

oato de metila

As fracdes 31-37 obtidas da coluna cromatografica do extrato hexanico de
frutos de sucupira branca (OSMT-1), foram fracionadas por cromatografia

preparativa, originando quatro fracoes.
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A fracdo denominada FO2-p apresentou aspecto cristalino, com ponto de
fusdo entre 205 e 206,5 °C. A andlise dos dados espectrais sugeriu que fosse o

diterpeno furéanico 6a,7B-diacetoxivouacapan-173-oato de metila.

6a,7B-diacetoxivouacapan-17p-oato de metila
(C25H3407 -PM = 446)

O espectro de massas da substancia, (Espectro 2), correponde ao espectro
de massa do diterpeno triciclico furanico 6a,7p3-diacetoxivouacapan-173-oato de
metila, que mostrou sinais a m/z 386, 354, 326, 285, 267, 229, 209, 178, 159,
131, 109, 91, 69 e 43 e pico base a m/z 326. O sinal relacionado ao ion molecular
nao foi observado, provavelmente a perda de um grupamento acetoxi (60), do ion
molecular (446) deu origem ao fragmento m/z 386. O pico base originou-se

provavelmente da perda de dois grupos acetoxi do (M-120).
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Abundance
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Cromatograma 1: Perfil por cromatografia com fase gasosa do diterpeno 6a.,7p3-

diacetoxivouacapan-17p3-oato de metila.
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Espectro 1: Espectro de massas do 6a,7p-diacetoxivouacapan-173-oato de

metila.
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O espectro de RMN *H, (Espectro 2), mostra dois sinais na forma de
singletes largos a 6,10 e 7,23, relacionados respectivamente aos hidrogénios 15 e
16 do anel furéanico. O singlete a 3,70 ppm corresponde aos hidrogénios do
grupamento metila ligado ao éster no C-14. Os singletes em 0,96; 098 e 1,03 ppm
correspondem aos sinais dos hidrogénios metilicos em C-18, C-19 e C-20 e os
grupamentos acetoxi ligados respectivamente aos C-6 e C-7 podem ser
identificados pelos sinais em 4,98 e 5,45 ppm, correspondentes aos hidrogénios

dos grupamentos metilicos vizinhos a carbonila do éster.

O quadro 2 mostra os sinais que tiveram suas multiplicidades definidas no
espectro de RMH **C, (Espectro 3). Estes sinais estdo de acordo com aqueles
descritos na literatura (MAHAJAN, 1973; CAMPOS, 1994 E ARRIAGA, 2000).
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Quadro 2: Deslocamentos quimicos (ppm) atribuidos aos atomos de carbono da

substancia 6a,7p-diacetoxivouacapan-17p3-oato de metila.

C CH CH2 CH3
33,28 (C-4) 55,14 (C-5) 39,17 (C-1) 35,89 (C-18)
38,59 (C-10) 170,33 (C-6) 18,31 (C-2) 20,78 (C-19)
150,30 (C-12) 174,15 (C-7) 43,44 (C-3) 15,29 (C-20)
113,06 (C-13) 48,01 (C-8) 22,39 (C-11) 52,13 (MeO-17)
170,33 (C-17) 45,67 (C-9) 80,28 (C-22)
21,84 (C-24 ou 25) | 141,60 (C-14) 73,27 (C-23)
108,31 (C-15)
103,70 (C-16)

No espectro de DEPT, (Espectro 4), observou-se a presenca de quatro grupos
CH; e oito CH. Verificamos o total de 17 carbonos, excetuando os quartenarios, o

gue esta de acordo com a estrutura proposta C,sHz407.
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O espectro de absorcdo na regido do infravermelho, (Espectro 5),
apresentou sinais principais em 1744 cm™ (estiramento da ligacdo C=O dos
acetatos); 1248 cm™ (vibracdo da deformacédo assimétrica C-O do acetato); 1017

cm™ (vibragdo da deformacéo assimétrica C-O-C de éster) e 734 cm™ (furano)

1509,81
1094,73

~
$
g ’H
- g
R
I~
=)
r =]
914
DITER F:2 PP-6 r Q
¥
w- -
3000 2000 1000

Wavenumbers (cm-1)
Espectro 5: Espectro de infravermelho (KBr) de 6a,7pB-diacetoxivouacapan-17f-

oato de metila
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V.6 Andlise por Cromatografia com Fase Gasosa de Alta Resolucao acoplada
ao Espectrometro de Massas (CGAR/EM)

A rapidez e a extrema sensibilidade do CGAR-EM é de particular vantagem
na analise de substancias em extratos vegetais por permitir a deteccdo das
substancias presentes em pequena concentracao.

A identificacdo através do CGAR-EM requer comparacao dos espectros de
massa com um padrdo e se este ndo estiver disponivel recorre-se a literatura.

No inicio deste trabalho trés colunas capilares foram testadas, HP-1 (100%
dimetilpolisiloxano-apolar), HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar) e HP-WAX
(polietilenoglicol-polar) para a verificagdo da seletividade dos sinais
cromatograficos. A coluna HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar) apresentou
melhor resolucdo. Todos os extratos e fracbes de A. excelsa e P. emarginatus
foram submetidos a andlise por cromatografia com fase gasosa de alta resolucao

acoplada ao espectrometro de massas, utilizando a coluna HP-5.

V.6.1. Perfis por CGAR/EM em diferentes colunas capilares dos extratos
hexanicos de bracteas de Attalea excelsa (EHBA) e Pterodon emarginatus
(OSMT-1)

Attalea.excelsa
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=Zs. 00 =0o.00 =25.00 ao.co as.oco so.00 s55. 00 so0.00
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de bractea de A excelsa (EHBA) na coluna capilar HP-WAX (polietilenoglicol-polar)
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Cromatograma 2b: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico
de bractea de A excelsa (EHBA), HP-1 (100% dimetilpolisiloxano-apolar)

Pterodon emarginatus
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Cromatograma 2c: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico
de frutos de P. emarginatus (OSMT-1) na coluna capilar HP-WAX (polietilenoglicol-
polar)
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Abundance
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Cromatograma 2d: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico
de frutos de P. emarginatus (OSMT-1) na coluna capilar HP-1 (100%
dimetilpolisiloxano-apolar)

V.6.2. Attalea excelsa

V.6.2.1. Perfil por CG/EM do extrato hexanico de bracteas de urucuri

A caracterizacdo dos ésteres metilicos de cadeia linear do extrato hexanico
das bracteas de urucuri foi realizado através da andlise dos espectros de massa
do extrato e das fracdes, (Espectros 7-11). A busca de ions resultantes de rota de
fragmentacdo caracteristica de ésteres metilicos de cadeia linear e de ions
moleculares nos espectros de massa analisados, (Quadro 3, esquema 4),
confirmado pela comparacao dos espectros de massa da biblioteca com alto grau
de coincidéncia de sinais (acima de 90%). Os cromatogramas obtidos para o
extrato hexanico das bracteas de urucuri deram um perfil desse extrato, que é
constituido basicamente de hidrocarbonetos lineares, acidos graxos saturados e
insaturados e esterbides, (Cromatogramas 2a-2c). Os espectros de massa
comparados aos espectros da biblioteca do espectrometro utilizado e a
comparacao com dados da literatura (NUNES, 1999) mostrou a presenca de,

hidrocarbonetos lineares, ésteres de acidos graxos, (Quadro 3), e esteréides como
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estigmasterol, campesterol, B-sitosterol, estigmastenona, (Cromatograma 2c,
Espectros 12-15).
H
TN e o

HaC
H3C\ \_/ \O \
o R -
M/z 74
R
R
+0
H2C CH3
P M P | o
(CH2)n O
M/z 87

Esquema 4: rotas de fragmentacdes caracteristicas de ésteres metilicos lineares

Quadro 3: Esteres metilicos de cadeia linear, caracterizados por CGAR/EM, no
extrato hexanico de bracteas de Attalea excelsa (EHBA).

M+ Tempo de retengdo Formula Molecular Nome
(min)

268 30,88 CgH340, Palmitoleato de metila
270 31,47 C17H340, Palmitato de metila
280 34,31 CgH3,0, Undecanoato de metila
284 33,10 C1gH360, Palmitato de etila
294 35,39 C19H340, Linoleato de metila
296 35,58 C19H360, Oleato de metila
298 36,20 C19H350, Estearato de metila
310 37,07 CyoH350, Oleato de etila
326 40,55 Cy1H450, Eicosanoato de metila
354 44 57 Co3H460, Docosanoato de metila
382 48,31 C5H500, Lignocerato de metila
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Cromatograma 3a: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico

de bractea de A excelsa (EHBA) em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)
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Cromatograma 3b: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico
de bractea de A excelsa (EHBA), detalhe da regido dos ésteres de acidos graxos,

em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)
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Abundance
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Cromatograma 3c: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico
de bractea de A excelsa (EHBA), detalhe da regido dos esteroides, em HP-5 (5%

fenil metilpolisiloxano-apolar)
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Espectro 6: Espectro de massas do palmitato de metila presente no extrato
hexanico de bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 7: Espectro de massas do palmitato de etila presente no extrato hexanico
de bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 8: Espectro de massas do linoleato de metila presente no extrato

hexanico de bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 9: Espectro de massas do oleato de metila presente no extrato hexanico
de bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 10: Espectro de massas do palmitoleato de metila presente no extrato

hexanico de bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 11: Espectro de massas do estearato de metila presente no extrato
hexanico de bracteas de A. excelsa (EHBA)

Esterdides

Abundance

Scan 3524 (56.205 min): MSo4a461.D
=Z600 adpo

zZao00

z2z200 aa-

zZ000
9 z20o7

1s00 =  =as

1004 | ! 0 4 e,

1400 “’
=82 e
H
1200
o

1000 A

240 60 80 1001201401601 802002202A402602803003203403603804004 20440

200

so0o0o A

a400

zoo ] ‘ H

m/=

m/e
Espectro 12: Espectro de massas do campesterol presente no extrato hexanico de
bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 13: Espectro de massas do ergost-4-en-3-ona presente no extrato

hexanico de bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 14: Espectro de massas do 3 sitosterol presente no extrato hexanico de
bracteas de A. excelsa (EHBA)
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Espectro 15: Espectro de massas do estigmast-4-en-3-ona presente no extrato

hexanico de bracteas de A. excelsa (EHBA)

V.6.2.2. Perfil por CG/EM da fracéo diclorometano (FD), obtida em coluna de

silica gel do extrato hexanico de brécteas de A excelsa (EHBA)

O extrato hexanico das bracteas (EHBA) fracionado em coluna
cromatografica originou sete fracdes das quais somente as diclorometano (FD) e
diclorometano/acetato de etila (FD/AE), foram as mais ativas, (Grafico 4), havia
além de acido palmitico, um acido graxo predominante nesta espécie (48%), a
presenca de grande quantidade de esterdides, principalmente estigmastenona e
de uma isocumarina que apareceu nas duas fracbes em pequena gquantidade. O
fato que somente as duas fracdes com esta isocumarina demonstraram repeléncia

nos faz relacionar esta substancia com a possivel atividade repelente das fracdes.
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Cromatograma 4a: Perfil por cromatografia com fase gasosa da FD obtida da
coluna em silica gel do extrato hexanico de bracteas de A excelsa (EHBA), em

HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)
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Cromatograma 4b: Perfil por cromatografia com fase gasosa da FD obtida da

coluna em silica gel do extrato hexanico de bracteas de A excelsa (EHBA), detalhe
da regido da isocumarina
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em silica gel do extrato hexanico de bractea de A. excelsa (EHBA)
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Cromatograma 4c: Perfil por cromatografia com fase gasosa da FD/AE o tR
coluna em silica gel do extrato hexanico de bractea de A excelsa (EHBA), em HP-

5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)
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(FH), obtida da coluna em silica gel do extrato hexanico de bractea de A excelsa

(EHBA), em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar).
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Cromatograma 5b: Perfil por cromatografia com fase gasosa da fragéao
hexano/diclorometano (FH/D), obtida da coluna em silica gel do extrato hexanico

de bractea de A excelsa (EHBA), em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)
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Cromatograma 5c: Perfil por cromatografia com fase gasosa da fracéo ¢ tR
etila (FAE), obtida da coluna em silica gel do extrato hexanico de bractea de A

excelsa (EHBA), em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)
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Cromatograma 5d: Perfil por cromatografia com fase gasosa da fracdo acetato de
etila/metanol (FAE/M), obtida da coluna em silica gel do extrato hexanico de
bractea de A excelsa (EHBA), em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)
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V.6.2.3. Perfil por CG/EM do Extrato Etandlico de Bracteas de A excelsa
(EEBA)

O extrato etanolico de bracteas de A excelsa foi analisado por CGAR/EM
em coluna em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar). Por comparacdo com a
biblioteca (Wiley 7n.l), observou-se uma regido dos derivados do acido benzéico
(Tempo de retencdo entre 16 e 22 min., outra dos ésteres de &cidos graxos entre
31 a 44 min. e uma pequena regido com esterdoides em 57 a 60 min.,

(cromatograma 5).
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Cromatograma 6: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato etandlico de

bracteas de A excelsa (EEBA), em HP-5 (5% fenil metilpolisiloxano-apolar)

V.6.3. Pterodon emarginatus

Do extrato hexanico dos frutos de sucupira baranca (OSMT-1), utilizando
cromatografia com fase gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de
massa foram caracterizados acidos graxos em pequena quantidade,
sesquiterpenos (cariofileno, cariofileno, mirceno, pineno) e diterpenos triciclicos
furanicos (Cromatograma 8, espectros 18-20), que estdo em maior quantidade no

extrato OSMT-1, (Cromatograma 7).
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V.6.3.1. Perfil por CG/EM do extrato hexanico de frutos de P. emarginatus

(OSMT-1)
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Cromatograma 7: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico de
frutos de P. emarginatus (OSMT-1)
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Cromatograma 8: Perfil por cromatografia com fase gasosa do extrato hexanico de

frutos de P. emarginatus (OSMT-1), detalhe da regido dos diterpenos furanicos
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Espectro 18: Espectro de massas do diterpeno 6a-hidroxi-7p-acetoxivouacapan-

17B-oato de metila (A), com T, = 50,06 presente no do extrato hexanico de frutos

de P. emarginatus (OSMT-1)
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Espectro 19: Espectro de massas do diterpeno 6a,7B-diacetoxivouacapan-143-al,
com T, = 50,65 (B), presente no do extrato hexanico de frutos de P. emarginatus
(OSMT-1)
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Espectro 20: Espectro de massas do diterpeno (C), com T, = 52,55 presente no do

extrato hexanico de frutos de P. emarginatus (OSMT-1)
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Espectro 21: Espectro de massas do diterpeno 6a,7B-diacetoxi-17p-
hidroxivinhaticoato de metila (D), com T, = 52,78 presente no do extrato hexanico
de frutos de P. emarginatus (OSMT-1)
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VI. CONCLUSOES

Foi verificado que a atividade repelente de mosquitos hematéfagos (Aedes aegypti e
Culex quinquefasciatus), das duas espécies tratadas neste trabalho, esta diretamente
relacionada com a presenca de substancias apolares no extrato hexanico de bracteas de
Attalea excelsa.

Através dos testes bioldgicos realizados com os extratos etandélicos de bracteas de
Attalea excelsa podemos verificar que quando a parte graxa era retirada a atividade
diminuia sensivelmente. Possivelmente os acidos graxos por terem cadeia longa se
complexem com as substancias ativas fazendo com estas fiqguem mais tempo disponiveis
sobre a pele do voluntario. O extrato hexanico de bracteas de Attalea excelsa possue
mais de 90 % de acidos graxos, uma pequena percentagem de esterdides, ambas classes
guimicas nao demostram repeléncia em nosso modelo, outras substancias estao
presentes em menor concentracdo. A atividade repelente deste extrato € impressionante,
pois ha menor concentracgéo testada de 0,5 mg/cm? obtivemos a inibicdo da alimentacéo
de fémeas de Aedes aegypti por 8 horas, enquanto extrato etandlico (EEBA) soO
apresentou atividade repelente equivalente em uma dose 4 vezes maior (2 mg/cm?).

Quando o extrato hexanico das bracteas de A. excelsa (EHBA) foi fracionado em
coluna cromatogréafica, verificou-se que nas fracdes diclorometano (FD) e
diclorometano/acetato de etila (FD/AE), eram as mais ativas, havia além de acido
palmitico (48%), a presenca de grande quantidade de esterdides, principalmente
estigmastenona e em pequena quantidade uma isocumarina que apareceu nas duas
fracbes. O fato que somente estas duas fracbes demonstraram repeléncia nos faz
relacionar esta isocumarina com a possivel atividade repelente das fra¢cdes.

A presenca de esterdides nas plantas possivelmente atue na protecdo ao ataque de
insetos, talvez como adjuvantes da isocumarina porque as bracteas sdo 6rgdos de
protecao da inflorescéncia.

O &cido palmitico apesar de estar em grande quantidade no EHBA e nas fra¢des,
nao atua diretamente na atividade repelente, pois nas quatro doses testadas ele néao
apresentou nenhuma atividade repelente frente a fémeas de Aedes aegypti

O extrato apolar dos frutos de Pterodon emarginatus, OSMT-1 apresentou o melhor
resultado, repelindo os mosquitos por um periodo de 8 horas na menor dose testada, 0,5

mg/cm?, J& o extrato etandlico (EESMT-1) foi ativo por 8 horas em uma dose quatro vezes
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maior (2mg/cm?), mostrando que a atividade repelente da sucupira estad na sua parte
apolar assim como o urucuri.

O diterpeno 6a,7p-diacetoxivouacapan-173-oato de metila, um componente isolado
do 6leo, ndo apresentou atividade repelente nas duas doses testadas (0,5 e 1mg/cm?)
frente a fémeas de Aedes aegypti, sugerindo que este e os demais diterpenos triciclicos
furanicos semelhantes, ndo séo ativos, apesar de estarem em grande quantidade no 6leo.
Eles podem fixar as substancias que realmente inibem a alimentagédo dos mosquitos.

Das duas plantas trabalhadas o 6leo dos frutos de sucupira branca apresentou um
maior potencial como matéria prima para futuras formulacées de produtos repelentes em
larga escala, pois além de um excelente rendimento, apresentou uma grande atividade
repelente frente aos mosquitos testados, numa dose comparavel ao repelente sintético
DEET, Tabela 10. Além disso, o aroma floral agradavel do 6leo, devido a presenca de
geranilgeraniol, torna atrativo ao usuario as lo¢des e cremes formulados. Em resumo ele é
um promissor repelente natural que ir& concorrer com o0s sintéticos do mercado.

O urucuri apesar de ter 6tima atividade repelente de mosquitos, possui baixo
rendimento, que reduz a viabilidade desta planta como matéria prima para uso em larga
escala, pois seriam necessarias toneladas das bracteas do urucuri para obter alguns
gramas do extrato, o que certamente iria encarecer o produto final, contrariando o objetivo
deste projeto que visa produtos acessiveis e baratos para uso em saude publica. No outro
lado a isocumarina isolada representa um modelo valioso para novos repelentes

sintéticos.
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