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APRESENTACAO

O Brasil possui uma das floras mais ricas e diversificadas do mundo — quase 19%
da flora mundial. Nosso conhecimento sobre a diversidade, o cultivo e os beneficios
que as plantas, frutos e sementes podem proporcionar ainda séo incompletos. Dessa
forma ressaltamos a importancia de se continuar a explorar e conhecer o potencial que
a flora brasileira possui.

Nesse intuito o e —book Producéo e Controle de Produtos Naturais € composto
por 13 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
a flora brasileira. O leitor ira encontrar assuntos que abordam temas como a atividade
toxicologica de fungos, a composi¢cdo quimica, bioldgica, atividade antioxidante,
alelopatica, citotdxica, anticitotdxica, teor de fendlicos totais e teor de flavonoides totais
de plantas, além de fatores que podem ter influéncia sobre esses aspectos.

O e-book Producéao e Controle de Produtos Naturais também apresenta artigos
com intuito de orientagdo e incentivo ao uso, cultivo e manejo de plantas medicinais,
além de temas relacionados a Gestdo Ambiental e Sustentabilidade.

Diante da importancia de discutir a biodiversidade, os artigos relacionados neste
e-book, visam disseminar o conhecimento acerca da constituicao da flora brasileira e
promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera
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RESUMO: O mosquito Aedes aegypti é um dos
principais vetores de arboviroses e os inseticidas
utilizados no seu controle s&o téxicos e ndo sao
totalmente efetivos. O género Piper apresenta
diversas substancias ativas contra artrépodes,
incluindo as neolignanas. O presente trabalho
avaliou o potencial larvicida do extrato bruto
n-hexanico de folhas de Piper solmsianum
(PS) e do eupomatenoide-6 contra Ae. aegypti.
O extrato PS apresentou boa atividade contra
larvas de terceiro estadio e eupomatenoide-6
exibiu DL, de 19,33 uM, sendo a substancia
mais ativa contra Ae. aegyptija isolada de uma
espécie de Piper. Eupomatenoide-6 foi também
analisado quanto a sua toxidez e apresentou
boa seletividade. Foi desenvolvido e validado
um método por Cromatografia em Fase Liquida
de Alta Eficiéncia acoplado a detector de
ultravioleta-visivel em rede de diodos (CLAE-
DAD) para a determinacao de eupomatenoide-6
em PS, sendo o extrato padronizado em 23,45
+ 0,58 mg da substéancia/g. Dessa forma, a DL,
de PS corresponde a uma dose cerca de quatro
vezes menor que a DL, de eupomatenoide-6,
indicando a presenca de outras substancias
ativas. Foi demonstrado que PS apresenta
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grande potencial para uso como inseticida contra Ae. aegypti, uma vez que sua
substancia majoritaria apresenta 6tima atividade e seletividade. O método analitico
desenvolvido apresenta diversas vantagens sobre o descrito anteriormente na
literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Larvicida, Neolignanas, Padronizacao, Piperaceae, Toxidez.

ABSTRACT: The Aedes aegypti mosquito is one of the major vectors of arboviruses
and the insecticides used are toxic and have not been effective. The genus Piper has
many active compounds against arthropods, including neolignans. The present study
evaluated the larvicidal potential of the n-hexanic crude extract of leaves of Piper
solmsianum (PS) and of eupomatenoid-6 against Ae. aegypti. PS showed good activity
against 3“ instar larvae and eupomatenoid-6 exhibited LD, of 19.33 uM, being the most
active compound against Ae. aegypti isolated from Piper sp. Eupomatenioid-6 was
also assayed to its toxicity and exhibited great selectivity. A High-Performance Liquid
Chromatogaphy (HPLC-DAD) method for the determination of eupomatenoide-6 in PS
was validated and the extract was standardized in 23.45 + 0.58 mg of eupomatenoid-6
per gram of extract. Therefore, the LD,  of PS corresponds to a dose of eupomatenoid-6
about 4 times smaller than the isolated compound, indicating the presence of other
active substances. In conclusion, we found that PS has a great potential for use as
insecticide against Ae. aegypti once its major compound is very active and selective.
The analytical method developed has many advantages over the previously reported
in scientific literature.

KEYWORDS: Larvicidal, Neolignans, Piperaceae, Standardization, Toxicity.

11 INTRODUCAO

O artrépode Aedes aegypti(Culicidae) é um inseto adaptado ao ambiente urbano,
local onde encontra-se a principal fonte de alimentacao das fémeas, o sangue humano.
Esse mosquito € considerado o principal vetor de diversas arboviroses nas regides
tropicais e subtropicais. Dentre as arboviroses transmitidas estédo a dengue (DENV) e
as febres chikungunya (CHIV) e zika (ZIKV) (MUSSO; GUBLER, 2016).

Nos ultimos 40 anos vém ocorrendo o ressurgimento de varias dessas arboviroses,
afetando em grande escala os seres humanos. Além dos transtornos causados por
esses virus, diversas complicagdes podem ocorrer: a dengue pode evoluir para quadro
hemorragico, podendo levar o paciente a choque hipovolémico e morte, as infec¢des
por CHIV podem levar a quadros de artralgia incapacitante crénica e, quanto ao ZIKV,
existem fortes indicios de que esteja ligado ao surgimento da Sindrome de Guillain-
Barré (SGB) e microcefalia em neonatos (MUSSO; GUBLER, 2016).

N&o existe tratamento especifico para essas arboviroses, sendo este feito sobre
os sintomas. Recentemente foi lancada uma vacina contra DENV (Dengvaxia®), mas
ainda néo existem vacinas para ZIKV e CHIV. De maneira geral, a melhor forma de
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prevengao contra essas arboviroses € o combate ao Ae. aegypti. A recente expansao
de DENV, CHIV e ZIKV destaca a ineficiéncia dos métodos atuais de controle deste
vetor (HIGGS; VANLANDINGHAM, 2015).

Um dos motivos complicadores no controle do vetor Ae. aegypti € a sua
domesticacao. O fato de ele estar associado a presenca de seres humanos restringe o
leque de inseticidas que podem ser utilizados, uma vez que muitos deles apresentam
grande toxidez contra mamiferos (NESHEIM; FISHEL; MOSSLER, 2014). Outro
problema é o surgimento de cepas resistentes, como relatado por Chediak et al.
(2016). Esses autores reportaram o aumento da resisténcia com o passar dos anos,
onde, desde 2010, o temefés vem apresentando mortalidade de menos de 80% dos
mosquitos na maioria das regides brasileiras, caracterizando sua ineficiéncia. Assim,
evidencia-se a necessidade do desenvolvimento de novos métodos efetivos de controle
do vetor Ae. aegypti.

Para suprir essa necessidade, pesquisas por novas alternativas naturais de
controle que tenham menor impacto na satde humana e de outros animais tém sido
realizadas (BENELLLI, 2015). Nesse contexto, as plantas do género Piper produzem um
arsenal de substéancias ativas contra artropodes. As neolignanas se destacam nesse
cenario, especialmente contra mosquitos (MACEDO; DOS SANTOS; et al., 2017).

As neolignanas isoladas de espécies de Piper apresentam diversas atividades
biolégicas, sendo as benzofurédnicas as mais exploradas (MACEDO; DOS
SANTOS; et al., 2017). No que concerne a atividade larvicida, eupomatenoide-5 (1),
eupomatenoide-6 (2), conocarpano (3) e decurrenal (4) foram testados contra larvas
de Aedes atropalpus e apenas 4 nao apresentou toxidez significativa (CHAURET et al.,
1996). Burchelina (5) foi toxica para larvas de Ae. aegypti, causando desorganizacao
e destruicdo celular, ruptura do tecido muscular e vacuolizagdo de células epiteliais do
intestino (Figura 1) (NARCISO et al., 2014).

R, % \b
R RID@ DDJ
B 3 <D
R, HO
LR =-0HF,=-0Me R, =-H 3:R=R,=-H, R, = (E}propenil ]
LR =-0HF.=E,=-H 4:B, =-0Me B,=-H R, =-CHO

6 R, +R, = -OCH20-, R, =-H

Figura 1 — Algumas neolignanas com nucleo benzofuranico isoladas de espécies de Piper.

Piper solmsianum C.DC. é um arbusto nativo e endémico do Brasil, conhecido
popularmente como caapeba ou jaguarandi (Figura 2). A partir de extratos dessa
espécie ja foram obtidas as neolignanas benzofuréanicas 1, 2, 3, eupomatenoides-3
(6), além de outras substancias como neolignanas tetraidrofuréncias, flavonoides e
o arilpropenoide apiol (MARTINS et al., 2000; MOREIRA; KAPLAN; GUIMARAES,
1995; SILVA et al., 2010).
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O objetivo deste trabalho consistiu no isolamento bioguiado para avaliacdo do
potencial citotoxico e larvicida do extrato em n-hexano de folhas de P. solmsianum e
do eupomatenoide-6, bem como no desenvolvimento e validagdo de um método para
quantificacdo desta neolignana.

Figura 2 — Piper solmsianum C.DC.: (A) arbusto, (B) detalhe das inflorescéncias.

Fonte: Davyson de Lima Moreira

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do extrato

Folhas de Piper solmsianum C.DC. foram coletadas em propriedade privada,
proxima ao Parque Nacional da Serra dos Orgdos, Guapimirim/RJ (GPS 22.480502
°S 42.996839 °0), em agosto de 2009. A espécie foi identificada pela especialista em
Piperaceae Dra. Elsie Franklin Guimaraes do Instituto de Pesquisas Jardim Botéanico
do Rio de Janeiro (JBRJ) e uma exsicata foi depositada no Herbario do JBRJ sob o
numero RB306112.

As folhas foram secas a 40 °C em estufa ventilada até atingirem peso constante
(600 g). O material vegetal seco foi triturado, extraido por maceracao estatica com
n-hexano e o solvente foi removido em evaporador rotatorio sob pressao reduzida,
rendendo 20,1 g de extrato seco (PS).

2.2 Isolamento de substéancias do extrato de Piper solmsianum

Uma aliquota de 20 g do extrato de PS foi submetida a cromatografia liquida a
vacuo (CLV - particula 5-25 pm) em funil sinterizado, onde foram obtidas 18 fracdes.
As fracdes PS-2 a 5 foram reunidas (5,07 g) e submetidas a cromatografia em coluna
de gel de silica, com auxilio de uma bomba Waters 510 (particula 5-25 um), eluida com
gradiente de polaridade, rendendo 27 fragdes. Dessas fragdes, reuniu-se de 8-11 (711
mg) que foram novamente cromatografadas em cromatografia Flash (particula 40-63
pum), sendo obtidas 10 fragcbes. Dessas fragdes juntou-se de 5-7 (131 mg) que foram
posteriormente separadas em CLAE-DAD (equipamento Waters® constituido de duas
bombas modelo 510; detector de arranjo de fotodiodos (DAD) modelo 996 e injetor

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 12




manual) preparativo utilizando coluna Supelcosil C-8 (250 x 21,2 mm, 12 um) com fase
médvel composta por 80% de metanol e 20% de agua ultra pura acidificada com 0,05%
de acido trifluoroacético (TFA), vazao de 3 mL/min. Foram recolhidas duas fracbes A
(13 mg) e B (51 mg).

2.3 Elucidacao estrutural

As andlises por cromatografia com fase gasosa (CG) foram realizadas em
equipamento Hewlett-Packard 6890 acoplado ao espectrdmetro de massas (EM)
Hewlett-Packard 5972, utilizando-se colunaDP-5MS (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano)
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura da camada),
tendo Hélio como gas de arraste, com vazao de 0,5 mL/min, por 60 min. Atemperatura
inicial foi de 70 °C com taxa de aquecimento de 5 °C/min até atingir 315 °C, mantendo
essa temperatura até o final da analise. A temperatura do injetor foi 270 °C e a do forno
300 °C. Os parametros de operacao do EM foram: 70 eV, fonte de ions a 250 °C, com
o quadrupolo configurado para selecionar ions com m/z de 40 a 700.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em um
espectrdmetro Varian VNMRS 500 MHz, operando a 500 MHz para frequéncia de 'H e
125 MHz para *C, tendo como padrao interno o tetrametilsilano (TMS), para 'H e *C

(0 ppm).

2.4 Teste larvicida

Os ovos de Ae. aegypti, cepa Rockefeller, foram fornecidos pelo Dr. José Bento
Pereira Lima, do Instituto de Biologia do Exército Brasileiro e Fundag¢ao Oswaldo Cruz.
A eclosao foi feita em agua de criagao por aproximadamente 60 min. Em seguida, as
larvas foram colocadas em recipientes plasticos (25 x 15 x 7 cm) contendo 1 mL de
agua desclorada e 1 mg de racéo em po para peixe por larva. As larvas foram mantidas
em estufas BOD a 26 + 1 °C por 72 a 78 h.

As unidades experimentais foram formadas por grupos de 10 larvas de terceiro
estadio acondicionadas em copos plasticos de 50 mL contendo 10 mL de &agua
desclorada cada. Os copos foram entédo organizados em grupos de maneira aleatoéria,
com auxilio do programa PASS 11.0.10 para Windows, pela implementacdo do
algoritmo “random sorting” (HINTZE, 2011).

Para avaliar o extrato de P. solmsianum, dois grupos formados por seis replicatas
foram submetidos a doses de 50 e 100 pg/mL. Subsequentemente foi realizado
um experimento de dose x resposta utilizando B para o calculo da dose letal de 50
(DL,,), 90 (DL,,) e 99 (DL,,), variando-se a concentragéao entre 11,35 e 30,27 uM (3
e 8 pyg/mL). Grupos com diferentes concentra¢cdes de B foram formados com quatro
replicatas cada. Este estudo foi realizado em duplicata para o calculo dos valores de
DL (MACEDO; DUPRAT; et al., 2017).
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2.5 Analise dos dados

Os resultados sdo mostrados como média aritmética da porcentagem de cada
replicata de acordo com os grupos experimentais ao longo dos dias. As barras de erro
representam o erro padrao da média.

A comparacao das curvas de desenvolvimento das larvas a adultos foi feita pelo
teste estatistico de Gehan-Breslow-Wilcoxon (p < 0,05) no software GraphPad Prism
6,05 para Windows. Os valores de p gerados foram validados no software PAST,
versao 3,14 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Os valores de DL foram calculados
por analise de probit (RAYMOND, 1985).

2.6 Ensaio de citotoxidez

A atividade metabdlica (viabilidade) das células MRS5 foi analisada utilizando
o método de MTT (MOSMANN, 1983). As células foram semeadas em placas de 96
pogcos em concentragcdo de 5 x 10* células/poco e deixadas em estufa por 24 h. O
meio de cultura foi entdo aspirado e substituido por um fresco. As células retornaram
para a estufa incubadora na presenca dos diferentes extratos e particbes e foram
incubadas por 48 h. Apds esse periodo, o reagente de MTT foi adicionado e as placas
foram incubadas por mais 3,5 h. O sobrenadante foi novamente retirado, os cristais
de formazan foram dissolvidos em solucédo a base de isopropanol (4 mM de HCI e
0,1% de Nondet P-40) e a absorbancia medida a 560 nm em espectrofotometro de
microplaca EPOCH. A substéancia B foi testada entre 7,8 e 500 ug/mL e em ftriplicata.

2.7 Validacao do método de CLAE-DAD e padronizacao do extrato em n-hexano

A padronizacao foi feita por CLAE-DAD utilizando sistema Flexar SQ 300
equipado com coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (50 mm x 4,6 mmi.d., 3,5 um, tamanho
de particula), fase mével composta por 65% de acetonitrila e 35% de agua acidificada
com 0,05% de TFA, com vazao de 0,8 mL/min e temperatura de forno de 30 °C. O
volume de injecdo foi de 10 pL e a andlise foi acompanhada em 254 nm por 4,5 min.

A substéncia B foi utilizada para a construcédo da curva analitica de oito pontos
(10 a 140 ng/mL). O método foi validado de acordo com o0 manual do Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, sendo avaliados o intervalo de trabalho e
linearidade, limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ), efeito de matriz, preciséao e
robustez (INMETRO, 2016).

3| RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do extrato obtido com n-hexano de P. solmsianum (PS), foi feita uma série
de cromatografias para o isolamento das substancias A e B.

Em andlise por CG-EM da fragédo A, foi encontrado um sinal tnico com tempo de
retencao (tR) de 37,28 min e ion molecular de m/z 266, sugerindo férmula molecular
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de C H, O,. Ja na andlise da fragdo B foi encontrado um sinal unico com tR de 40,05
H.,.O

18" 16— 2°
Os dados de RMN 'H e ®C permitiram identificar as substancias A e B como

min e ion molecular de m/z 264, sugerindo formula molecular de C

as neolignanas conocarpano (3) e eupomatenoide-6 (2) (Tabela 1) respectivamente,
quando comparados com dados da literatura (PESSINI et al., 2005). Os espectros
de correlagdo homonuclear 'H-'H COSY e heteronucleares 'H-'*C HSQC e HMBC
confirmaram as estruturas propostas.

4CH 'H(m,Jem Hz, nH) 'H (nH, m, J em Hz) 8C (m)* 3C (m)
(B) (A) (B) (A)

1 - - 124,2 (C) 133,16 (C)
2/6 7,68 (d, J= 8,7, 2H) 7,29 (d, J= 8,5, 2H) 128,3 (CH) 128,06 (CH)
3/5 6,94 (d, J=8,6,2H) 6,83 (d, J=8,6, 2H) 115,4 (CH) 115,65 (CH)

- - 155,4 (C) 155,79 (C)
- 5,08 (d, J=8,7, 1H) 151,1 (C) 92,80 (CH)
- 3,39 (m, 1H) 109,9 (C) 45,44 (CH)

9 2,42 (s, 3H) 1,39 (d, J= 6,6, 3H) 9,3 (CH,) 18,06 (CH,)

1’ - - 132,6 (C) 131,48 (C)
2 7,43 (d, J=1,4,1H) 7,13 (s, 1H) 116,1 (CH) 120,93 (CH)

3 - - 131,7 (C) 132,55 (C)

& - - 153,0 (C) 158,49 (C)

5’ 7,36 (d, J=8,7, 1H) 6,76 (d, J=8,1, 1H) 110,6 (CH) 109,48 (CH)

6’ 7,28 :d: ;/;)8’7 © 7,12 (d, J=8,2, 1H) 122,1 (CH) 126,51 (CH)

6,52 (dd, J=15,6e 6,36 (dd, J=15,6, 1,5,

7 (1,5, 1H) ( 1H) 131,2 (CH) 130,96 (CH)

& 6,23 (gfqé’.,:E;S,G e 6,09 (dq, ;/;)15,6, 6,5, 124.2 (CH) 123,24 (CH)

g 1,91 (1d: ;’/;)6,6 e 1,86 (dd,sJH; 6,6, 1,5, 18,4 (CH,) 18,60 (CH,)
OH 4,99 (sl, 1H) 4,90 (sl, 1H) - -

Tabela 1 — Dados de deslocamentos quimicos (em ppm) das substancias A e B.
'H 500 MHz, CDCl,; **C 125 MHz CDCI,. * valores obtidos a partir dos espectros de HMBC e HSQC.

Uma vez que as neolignanas tém demonstrado boa atividade contra insetos,
decidiu-se testar o extrato de P. solmsianum contra larvas de Ae. aegypti (MACEDO;
DOS SANTOS; et al., 2017).

A Figura 3 apresenta o efeito do tratamento das larvas de Ae. aegypti com o
extrato em n-hexano de PS nas concentracbes de 100 yg/mL e 50 pyg/mL. A dose
mais alta causou a morte de 80% das larvas no primeiro dia e 98,3% no terceiro,
restando apenas uma larva viva. Essa larva passou para o estagio de pupa com 5
dias de atraso, morrendo apés essa evolucéo. A concentragcéo de 50 pyg/mL, por outro
lado, ndo causou nenhuma morte apds o primeiro dia e 50% dos insetos morreram ao
final do experimento, sendo a maioria na forma de pupa. Nao houve uma quantidade
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significativa de mortes em nenhum dos grupos controle (Figura 3A). Dessa forma, nao
foi feita curva de dose x resposta e assumiu-se 50 pg/mL como DL, para o extrato de
PS. Foi possivel observar também o atraso de 1 dia no desenvolvimento das larvas
sobreviventes a pupa e 1 dia de pupa para adultos (Figura 3B-D).

Sobrevivéncia (%)
Larvas (%)

Dias Dias
PS100x CS p = 1,901 PS 50 x CS p = 2,091
SC xPCp=0,2422 PS100x CS p =1,088%

SCxPCp=0,7215

1004 100+

80+ 80

60+ 60+

40+

Pupas (%)
Adultos (%)

40+

20+ 20+

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias
8 PS50 - pPs100 & CS %+ C PS50xCS p=3,83213

PS100x CS p =9,7442
SCxPCp=0,8092

Dias

Figura 3 — Efeito do extrato bruto em n-hexano de folhas de P. solmsianum na sobrevivéncia
(A) e desenvolvimento de larvas (B), pupa (C) e adultos (D) de Ae. aegypti a partir de larvas de
terceiro estadio em diferentes dias ap6s tratamento experimental com 100 yg/mL (PS 100) ou

50 pg/mL (PS 50) comparados com o controle de solvente (CS) e controle fisico (CF). Adaptado
de Macedo et al. (2017)

O extrato foi entédo fracionado, as fracdes testadas e, da mais ativa, foi obtido 2,
substancia que Chauret et al. (1996) demostraram apresentar boa atividade contra
larvas de segundo estadio de Ae. atropalpus. Essa substancia foi testada em diferentes
concentragbes contra as larvas de Ae. aegypti para a obtencao dos valores de DL,
(19,33 uM = 5,11 pg/mL), DL, (28,68 uM = 7,58 pg/mL) e DL, (36,28 uM = 9,59 g/
mL) como mostrado na Figura 4 e na Tabela 2. A atividade contra Ae. aegypti exibida
por 2 € maior do que as ja descritas para outras substancias isoladas de espécies de
Piper (CABRAL et al., 2009; LEITE et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2013).
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Figura 4 — Efeito do eupomatenoide-6 (2) obtido do extrato bruto em n-hexano de folhas de
P. solmsianum na sobrevivéncia (A) e desenvolvimento de larvas (B), pupa (C) e adultos
(D) de Ae. aegypti a partir de larvas de terceiro estadio em diferentes dias apoés tratamento
experimental com 3,0 a 8,0 yg/mL (EUP 3 a 8) comparados com o controle de solvente (CS) e

Sobrevivéncia (%)

Pupas (%)

100

=]
o
1

=]
o
1

B
o
1

20+

Larvas (%)

Dias
5 Eup3 o Eup4 o Eup5 g Eupé

Adultos (%)

(%]
o
L

o

-o- Eup7 - Eup8 —aA- CS - CF

controle fisico (CF). Adaptado de Macedo et al. (2017)

DL

[uM] (IC 95%)

[ug/mL] (IC 95%)

2

4,39 (0,61-7,04)

1,16 (0,16-1,86)

50

19,33 (18,24-20,35)

5,11 (4,82-5,38)

90
99

28,68 (27,09-30,76)
36,28 (33,67-39,91)

7,58 (7,16-8,13)
9,59 (8,90-10,55)

Tabela 2 — Valores de Dose Letal (DL) do eupomatenoide-6 (2), obtido do extrato bruto em
n-hexano de folhas de P. solmsianum, contra larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti da cepa

Rockefeller.

Outras substancias ativas isoladas de espécies de Piper e testadas contra Ae.

aegypti sao os alcaloides piplartina, isolado de Piper tuberculatum e piperlonguminina,

purificado de P. scutifolium. A piplartina foi efetiva em concentragdes acima de 378,33

pM (100 pg/mL), enquanto piperlonguminina apresentou DL, de 37,81 yM (12 pg/
mL), matando 100% das larvas a 94,54 yM (30 pyg/mL) (MALECK et al., 2014). A
neolignana (-)-grandisina, isolada das inflorescéncias de P. solmsianum apresentou

DL,, igual a 5,48 yM (2,37 pg/mL), porém esse estudo foi realizado com larvas de

primeiro estadio, sendo mais susceptiveis a tratamentos quimicos (CABRAL et al.,

2009). Quando testada em larvas de terceiro estadio, como no presente trabalho, o

valor de DL, da (-)-grandisina foi 346,81 yM (150 pg/mL). A avaliagéo histologica

das larvas mostrou alteragdes no intestino médio, com intensa destruicéo tecidual e

desorganizacao celular (LEITE et al., 2012). Outra neolignana ativa € a burchelina
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(5), que apresentou DL, de 45,54 uM (15,5 pyg/mL) e DL, de 79,33 uM (27 pg/mL)
(NARCISO et al., 2014).

Aboa atividade encontrada para 2 sugeriu que esta pode ser a principal substancia
ativa do extrato obtido em n-hexano de PS, dessa forma foi desenvolvido um método
para a quantificacéo de 2 neste extrato (secédo 3.1). Assim, o extrato foi padronizado
em 23,45 + 0,58 mg de eupomatenoide-6 (2) por grama de PS. Em vista disso, a DL,
de PS sobre as larvas (50 pg/mL) corresponde a uma dose de 4,44 + 0,11 pM (1,17
+ 0,03 ug/mL), uma quantidade cerca de 4 vezes menor que a substancia isolada,
0 que sugere a presenca de outras substancias ativas. Como também foi isolado 3
no presente trabalho e esta neolignana ja apresentou atividade contra larvas de Ae.
atropalpus é esperado que essa substancia contribua em possivel efeito de interacgéo,
como sinergistico ou aditivo (CHAURET et al., 1996). Embora nédo seja ideal, utilizando
a abordagem de Felipe et al. (2006) para doseamento de neoliganas totais, estima-se
uma concentracao de 1,15 + 0,52 mg de 3 para cada grama de PS, tendo assim a dose
correspondente de 2,14 + 0,11 uM (0,57 £ 0,03 pg/mL) na DL, de PS.

Existem trés tipos de interacéo entre substancias em alvos biolégicos: efeitos
aditivo, sinergistico e antagbnico. O efeito aditivo ocorre quando a acdo de duas
substancias utilizadas em conjunto é igual a soma das atividades isoladas, enquanto
o efeito sinergistico é o fenbmeno onde duas ou mais substancias agem em conjunto
para produzir um efeito maior do que o0 esperado para essas substancias isoladamente.
Ja o antagonismo é definido pelo efeito de interagéo ser menor que o esperado para a
soma dos efeitos individuais (LEE, 2010).

O sinergismo geralmente assume papel importante nas atividades descritas para
produtos naturais. Devido a presenca de sinergismo e de outros fatores como menor
custo de producéo e, geralmente, menor toxidez associada a extratos brutos, grande
parte do mercado de produtos naturais visa o desenvolvimento de produtos a partir
desses extratos ao invés de substancias isoladas (CALIXTO, 2000; DUTRA et al.,
2016; WAGNER, 2011). Alguns exemplos de inseticidas comercializados no Brasil na
forma de extratos sédo Derris sp. e Lonchocarpus sp. (devido a presenca de rotenona),
neem (Azadirachta indica A.Juss.) e alho (Allium sativum L.) (ISMAN, 2006).

Outro fator importante na busca de extratos ou substéncias ativas é a verificacdo
de sua toxidez. Dessa forma, além do teste larvicida de 2, foi realizado um ensaio
de citotoxidez em uma linhagem de fibroblastos humanos saudaveis (MRC5), onde
foi encontrada uma concentragéo inibitoria de 50% (Cl,;) de 39,30 uM (10,39 pg/
mL). Essa concentragao foi 2,03 vezes maior que o valor de DL, encontrado para a
atividade larvicida. Embora a realizagcao de ensaios de citotoxidez ndo sejam comuns
nos trabalhos que buscam novas substéncias com atividade larvicida, essa é uma
etapa crucial para que possa ser predita a toxidez aguda em mamiferos, uma vez que
a maioria dos inseticidas utilizados hoje apresentam alta toxidez (COS et al., 2006).
Nesse sentido, utilizando o método proposto por Vieira et al. (2011), foi calculado o
valor predito de DL, para toxidez aguda em roedores de 2, obtendo uma dose de 42,26
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mmol/kg (11.147,01 mg/kg), sendo um valor considerado seguro (ORGANIZACAO
DAS NACOES UNIDAS, 2009). Segundo o manual da ONU, substancias que possuem
DL,, predita entre 2.000 e 5.000 mg/kg (maior DL,, abordada neste documento)
apresentam toxidez aguda relativamente baixa e o teste em animais é desnecessario.
A partir desse valor pode-se calcular ainda o indice de seletividade (IS = DL, predita
para camundongo/DL,, do alvo) que mostra que 2 é aproximadamente 283.893 vezes
mais seletivo para mosquitos do que para camundongo.

3.1 Desenvolvimento e validagcao do método analitico

Na validacdo deste método foram construidas trés curvas pelo método dos
minimos quadrados utilizando as areas dos sinais cromatograficos obtidos a partir
de solugbes de 2 em acetonitrila. As medi¢cbes de cada curva foram realizadas
em triplicatas para cada nivel de concentracdo. Comportamento linear na faixa de
concentracao de 10,0 a 140,0 ng/Lde 2 foi observado em todas as curvas analiticas.
A equacao representativa da curva esta descrita na Figura 5A.
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120000 y =935,0538x- 1.789,2146
R®=0,9999
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Concentra¢io de eupomatenoide-6 (ng/mL)

Figura 5 — (A) Curva analitica representativa para determinacdo de eupomatenoide-6 (2) em
extrato em n-hexano de P. solmsianum por CLAE-DAD; (B) grafico de residuos.

O teste de Grubbs apontou a auséncia de valores discrepantes (outliers) e o
teste de Shapiro-Wilk confirmou a distribuicdo normal dos residuos [W_,_ . = 0,875

>W,_, . (n=28) =0,818] (Figura 5B). A adequagao do modelo linear foi avaliada
pelo teste F de Snedecor—Fisher [F .., = 372.647,7 > F .. (1;23) = 5,8] e pelo
teste de falta de ajuste e erro puro [F_, . =010<F_ . (6; 16) = 3,34]. Todos os

testes consideraram p = 0,05. A partir dos resultados destes testes estatisticos, pode-
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se concluir que o modelo linear € adequado para a determina¢ao de eupomatenoide-6
(2) no extrato em n-hexano de folhas de P. solmsianum.

Para a medicdo do efeito de matriz foram feitas trés curvas de adicédo padrao
independentes (Figura 6). A adicdo padrao se deu nas mesmas concentracdes e
condi¢des da curva analitica proposta. O valor de t calculado (0,009) foi menor que o
valor tabelado (2,692) utilizando p = 0,01, mostrando que as inclina¢cdes das curvas
séo estatisticamente iguais e, dessa forma, a matriz nao interfere na analise.

180000
/'
160000 y =936,8123x + 36.845,3178 e
2=

140000 R?=0,9992 o e

5 120000 —
fov
< 20000 " . y =935,0538x - 1.789,2146
20000 e R?=0,9999
0 -«
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentragio de eupomatenoide-6 (ng/mL)

Figura 6 — Curva analitica (azul) e curva de adicdo padrao (laranja) para avaliagdo do efeito
da matriz sobre a determinacéo de eupomatenoide-6 (2) em extrato em n-hexano de P,
solmsianum por CLAE-DAD.

O limite de quantificacdo (LQ) e o limite de deteccéo (LD) foram calculados
utilizando sete inje¢cdes do primeiro nivel de concentracdo da curva analitica (10,0
ng/L), sendo LD = 0,97 ng/L e LQ = 3,35 ng/L.

Para o método desenvolvido, a repetibilidade foi estimada utilizando o coeficiente
devariacao (CV) combase emtrés medidas consecutivas de trés niveis de concentracéo
(10,0, 80,0 e 140,0 ng/L), no mesmo dia (precisao intra-dia). Valores de CV foram
inferiores a 15% para cada nivel estudado, 3,07, 0,26 e 1,51 respectivamente,
evidenciaram a boa repetibilidade do método (INMETRO, 2016).

Neste trabalho a preciséo intermediaria foi avaliada variando o dia das medidas e
foi calculada por meio do coeficiente de variacao, em triplicatas auténticas, de solucdes
de eupomatenoide-6 (2) em acetonitrila, para os niveis mais baixos, intermediario e
mais alto (10,0, 80,0 e 140,0 ng/L, respectivamente), em trés dias diferentes (preciséo
inter-dia). Valores de CV menores que 15%, 1,77, 2,66 e 1,36 respectivamente,
demonstram a boa precisao intermediaria do método (INMETRO, 2016).

A robustez do método foi avaliada considerando a influéncia da temperatura e
variagao da fase mével. A avaliagao consistiu nos dados de CV (Tabela 3), cujo valor
médio foi inferior a 1 %. Além disso, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de
um fator por vez, sendo que os valores de F calculados, tanto para temperatura (0,681)
quanto para fase movel (0,400), foram inferiores ao valor critico tabelado (5,143), para
p = 0,05. Tais fatos evidenciaram que o método é robusto nas condi¢des investigadas.
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Area média do

Condicao sinal (mAU) Desvio Padrao CV (%)
MeCN:H,0O (65:35), 30 °C 64.319,61 1.758,96 2,73
MeCN:H,0O (63:37), 30 °C 65.132,90 768,72 1,18
MeCN:H,O (67:33), 30 °C 64.811,49 293,55 0,45
MeCN:H,O (65:35), 25 °C 64.777,44 172,23 0,27
MeCN:H,O (65:35), 35 °C 65.366,32 726,80 1,11

Geral 64.881,55 396,77 0,61

Tabela 3 — Robustez do método desenvolvido para determinacéo de 2 em extrato em n-hexano
de P. solmsianum por CLAE-DAD. Este procedimento foi realizado com uma solu¢éo de extrato
bruto em n-hexano de folhas de P. solmsianum.

MeCN = acetonitrila; H,0O = agua ultrapura + 0,05% de &cido trifluoroacético; CV: Coeficiente de variagéo

O presente trabalho é o primeiro a propor a quantificagcdo de eupomatenoide-6
(2) em extrato de P. solmsianum. O unico trabalho descrito na literatura que também
visava a quantificacao de 2 foi o de Felipe et al. (2006), porém em extratos de P. regnellii
var. pallescens e apresentava algumas peculiaridades. Os autores propuseram um
método para a quantificacéo de neolignanas [eupomatenoide-5 (1), 2 e conocarpano
(3)] por CLAE-DAD utilizando apenas 3 como padréo. As condi¢cbes utilizadas para
quantificacéo de 2 e por Felipe et al. (2006) sdo apresentadas na Tabela 4.

Os autores utilizaram 3 como padrao para quantificar trés substancias diferentes
e comprimento de onda maximo no ultravioleta (A) igual a 280 nm, por considerarem
como ponto comum de maximo das trés neolignanas (FELIPE et al., 2006). No presente
trabalho foi encontrado como maximo de absorcéo de 2 em A 254 nm. O ajuste de
A possibilitou trabalhar em concentragdes na ordem de ng/mL ao invés de pg/mL,
levando a um LD e LQ mais de mil vezes menor. A utilizacdo de uma coluna de 50 mm
com tamanho de particula menor (3,5 x 5,0 mm), permitiu analisar 2 com um tempo
total relativamente curto (4,5 min), reduzindo muito o gasto de solvente.

Parametro Proposto Felipe et al. (2006)

Coluna Zorbax Eclipse Plus C18 Metadesil ODS
(50 mm x 4,6 mm, 3,5 um) (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um)

) 65% de MeCN e 35% de H,O + 60% de MeCN e 40% de H,O

Fase movel L -
0,05% de TFA + 2% de acido acético

Vazéo 0,8 mL/min 1,0 mL/min
Temperatura de forno 30 °C 30 °C
Comprimento de onda 254 nm 280 nm
Tempo de analise 4,5 min 25 min
Padrao Eupomatenoide-6 (2) Conocarpano (3)
Intervalo da curva 10 a 140 ng/mL 32,25 a 125 pg/mL
Limite de detecgéo 0,97 ng/mL 1,68 pg/mL
Limite de quantificagdo 3,35 ng/L 5,6 pg/mL

Tabela 4 — Comparacéo do método proposto com método da literatura para doseamento de 2.
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41 CONCLUSAO

O extrato bruto em n-hexano de folhas de P. solmsianum apresentou boa
atividade contra larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti. Foi isolada a neolignana
eupomatenoide-6, substancia com maior atividade larvicida isolada de Piper spp. até o
momento. Foi possivel também o isolamento e identificacdo de conocarpano que néo
foi testado por ndo haver quantidade suficiente. O eupomatenoide-6 apresentou alta
seletividade de agao, tendo a toxidez estimada em roedores em mais de 200 mil vezes
menor que para as larvas.

Um método analitico foi validado para a quantificacdo do eupomatenoide-6 no
extrato. Esse método apresentou vantagens quando comparado ao da literatura, como
menores LD e LQ, correcdo do comprimento de onda utilizado, menor tempo total
de analise e menor gasto de solvente. O extrato foi, entdo, padronizado quanto a
quantidade de eupomatenoide-6 e a proporcao dessa neolignana nesse extrato em
relacéo a atividade larvicida sugere a presencga de outras substéancias ativas.
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