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RESUMO

Apresenta-se, pela primeira vez, o estudo fitoquimico das fracdes larvicidas, isoladas da Magonia pubescens, monitorado
pelo estudo de eficacia sobre larvas de 3° estadio de Aedes aegypti, na busca de alternativas para o controle desse
mosquito e obten¢do de estruturas quimicas passiveis de aprimoramento da atividade pela via sintética de outros
derivados. As fragBes bioativas foram monitoradas quimicamente através de cromatografia de camada delgada, utilizando
como revelador uma solugdo 4cida de vanilina, e analisadas por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
espectrometria de massas. Os bioensaios com as fragfes foram realizados em quintuplicata, a temperatura de 28+1°C,
80+5% de umidade relativa e fotofase de 12 horas. As concentracdes letais encontradas da fragcdo MP-9, que apresentou
o maior potencial larvicida, CL,; e CL,, foram de 3,1 e 36,6ppm, respectivamente. Todos os experimentos foram
acompanhados por uma série controle, contendo 0 mesmo ndmero de larvas.
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ABSTRACT

Phytochemical study of the larvicidal fractions wich were carried out for the first time, isolated of the Magonia pubescens,
monitored by the study of efficacy against the 3 larval instar of Aedes aegypti, in the search of alternatives for the
control of that mosquito and to obtain structures susceptible to chemical improving of the activity for the synthetic via
of other deriveds. The fractions with biological activity were monitored chemically through chromatography of thin
layer, using as revealing a solution acid of vanillin, analyzed by nuclear magnetic resonance of hydrogen and spectrometry
of masses. The bioassays with the fractions were accomplished wit five replications, controlled at the temperature of
28x1°C, 80%5% of relative humidity and 12 h light. The found lethal concentrations of the fraction that it presented the
largest potential larvicidal, MP-9, LC, and LC,, were of 3,1 and 36,6ppm, respectively. All the experiments were
accompanied by a control series, containing the same number of larvae.
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Aedes aegypti (Lin,1762) é atualmente 0 mosquito que
apresenta a maior dispersdo em areas urbanas no mundo. A
importancia médica dessa espécie esta na sua capacidade
vetorial dos quatro sorotipos do virus da dengue e do virus
amarilico. As altas densidades estdo relacionadas ao
comportamento sinantrépico e ao habito antropofilico dessa
espécie. Além disso, sua atividade hematofagica diurna e a

complexidade dos centros urbanos tém maximizado os
problemas do combate por aplica¢des espaciais de
inseticidas?. Contudo, a perspectiva de controle desse vetor,
na atualidade, esharra na sua grande capacidade adaptativa
a condices adversas, como o desenvolvimento em aguas
poluidas®, e a quiescéncia dos ovos em ambientes
inGspitos?.
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Uma das estratégias para combater a dengue € a eliminagéo
do vetor através de produtos inseticidas. Como consequéncia
do uso continuado desses produtos surgiram as populagdes
resistentes® 2* de A. aegypti. Além disso, efeitos indesejaveis
desses inseticidas como a permanéncia por longos periodos
de tempo no meio ambiente, afetando os ecossistemas,
estimularam a pesquisa de produtos naturais. Alguns estudos
apontam compostos de origem botanica com atividade larvicida
e potencial para uso no controles71015161923282933 g yetores,

A Magonia pubescens St. Hil. (Sapindaceae) é uma
planta caracteristica do Cerrado brasileiro® *?, apresenta
grande densidade em &reas de terreno fraco e tem sido
aproveitada na construgdo civil.

Estudos anteriores com extratos brutos etanélicos da
M. pubescens mostraram atividade larvicida para A. aegypti e
A. albopictus. Mesmo sabendo que as plantas constituem uma
fonte incomparavel de compostos quimicos inovadores, trabalhos
envolvendo atividade bioldgica ou toxicoldgica de principios
ativos puros8* sdo em nlimeros inexpressivos, sendo a maioria
das publicacdes referentes a atividade de extratos brutos’ 910282932
ou fracBes® 231, Na bibliografia pertinente, ndo foram
encontrados registros envolvendo os estudos sobre os
componentes quimicos da M. pubescens. Como existe atualmente
uma exigéncia de que produtos de origem natural sejam
quimicamente estudados*, para evidenciar sua eficécia e
seguranca de seu uso, este trabalho apresenta pela primeira vez,
0 estudo fitoquimico da M. pubescens, monitorado pelo estudo
de eficdcia sobre larvas de A. aegypti, na busca de alternativas
para o controle desse mosquito e obtencdo de estruturas
quimicas passiveis de aprimoramento da atividade pela via
sintética de outros derivados.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal. As cascas do caule de M. pubescens
foram coletadas na regido de Alto Paraiso — Chapada dos
Veadeiros — Goias, no més de novembro de 2001, e trazidas
ao Laboratorio de Bioatividade de Plantas, IPTSP/UFG.

Extracdo e fracionamento. As cascas foram secas em
estufa de ventilagdo forcada, a 40°C, e moidas até baixa
granulometria. Em seguida, 1,4kg do p6 foi extraido por
percolacdo com etanol (72 horas), por duas vezes
consecutivas, a temperatura ambiente, e 0 extrato bruto foi
filtrado e concentrado em evaporador rotativo (60,2g). Apds
os resultados de atividade larvicida do extrato bruto etandlico
(e.b.e.)® %, sobre A. aegypti, cerca de 51,29 deste material
foi submetido a cromatografia em coluna utilizando como fase
moével os solventes n-hexano, diclorometano e metanol,
seguindo a técnica de gradiente de polaridade. Foram obtidas
nove fracdes, as quais foram codificadas como MP-1 a MP-9.

Bioensaios. Para a deteccdo da atividade larvicida nas
fracOes foram utilizadas larvas de 3° estadio de A. aegypti,
criadas de acordo com metodologia ja& definida®. Uma
solugédo-mée foi preparada com uma determinada quantidade
da fracdo de interesse, pré-solubilizada em dimetilsulféxido

(DMSO0) e dissolvida em &gua, numa quantidade suficiente
para obter a concentracdo de 1000ppm. A partir desta
solucdo, a série de diluicOes foi preparada para obter
solugBes de concentragdes desejadas. Em 25mL de cada uma
dessas solugbes foram adicionadas 20 larvas. Os bioensaios
foram realizados em quintuplicata, a 28+1°C, 80+5% de
umidade relativa e fotofase de 12h. Todos os experimentos foram
acompanhados de uma série controle, contendo 0 mesmo
nuamero de larvas em DMSO e &gua destilada. Os dados obtidos
da mortalidade x concentragdo (ppm) foram analisados pelo
programa SAEG (Sistema de Andlises estatisticas), em gréafico de
Probit, para determinar as concentragdes letais (CL,, ,) € 0s
respectivos intervalos de confianca.

Andlise das fracdes bioativas. As fragdes bioativas
foram monitoradas quimicamente através de cromatografia
de camada delgada (CCD), utilizando como revelador uma
solugdo acida de vanilina. Além disso, essas amostras foram
analisadas por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H) em um espectrémetro Bruker ARX-200, utilizando
como solvente cloroférmio deuterado (CDCL,) ou metanol
deuterado (CD,OD), e tetrametilsilano (TMS) como padrédo
interno de referéncia. A anlise das fracBes por espectrometria
de massas foi realizada em um espectrémetro QuattroLC —
Micromass, utilizando como fonte de ionizagdo ESI/APCI nos
modos negativo e positivo.

50 e 90

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das nove fracdes obtidas a partir do e.b.e. da M. pubescens
apenas as fragoes MP-7, MP-8 e MP-9 apresentaram atividade
toxica sobre larvas de 3° estadio de A. aegypti (Tabela 1).
Com a particdo dos extratos e separagdo cromatografica foi
possivel obter concentragdes letais extremamente baixas em
relagdo aos estudos anteriormente feitos com o e.h.e.%.
Contudo, este apresentou a vantagem de ser hidrossoluvel,
simplificando o preparo da solucdo para uso.

Tabela 1 - Atividade larvicida das fracBes ativas de Magonia pubescens sobre
larvas de terceiro estadio de Aedes aegypti.

Fracdes CL,, (IC 95%) ppm CL,, (IC 95%) ppm
MP, 67,1 (60,9-71,1) 95,5 (90,7 - 104,1)
MP, 39,7 (22,5-26,4) 380,7 (250,6 — 477,3)
MP, 3,1 (0,08—-6,79) 36,6 (259 89,1)

IC 95% - Intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
Obs.: ndo houve morte no grupo controle

Estudos que ja evidenciaram potencialidade de uso de
fragGes botanicas para o controle de A. aegypti, apontam CL,
variando de 0,1 a 49ppm 2313 o que permite considerar
que a MP-9 apresentou resultado coerente com a literatura.

As andlises por CCD das frages MP-7 (diclorometano:metanol,
6:4), MP-8 (diclorometano:metanol, 4:6) e MP-9 (metanol)
revelaram manchas avermelhadas apds revelag&o com a vanilina,
sugerindo a presenga de derivados fendlicos, mais precisamente,
taninos. A formagéo de coloragéo vermelha, resultante da
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complexagdo do agente revelador vanilina com os taninos, é um
método facil e rapido para diagnosticar a presenca dessas
substancias em extratos e fragfes, embora ainda néo
conclusivo para a identificagdo da classe a qual os taninos
pertencem?,

Adicionalmente, essas fracdes também foram submetidas a
analises de prospecgdo para definir a classe de taninos presentes,
utilizando-se a solugdo de cloreto férrico. Na presenca dessa
solugdo, os taninos hidrolisaveis produzem uma forte coloracéo
azul, enquanto que os taninos condensados ou catéquicos exibem
uma forte coloragéo verde*. Nossos testes quimicos indicaram a
presenca de taninos catéquicos na fragdo MP-9. Os dados de RMN
para essa fracdo corroboraram os testes quimicos. Os espectros
de RMN 'H para MP-9 contém vérios multipletos com
deslocamentos quimicos para hidrogénios aromaticos entre 6,00
e 8,00ppm, os quais caracterizam 0s grupos catequinas nestes
taninos. Neste mesmo espectro foram também observados sinais
para uma série de hidrogénios carbindlicos (& 3,00 a 4,50)
correspondendo a hidrogénios H-2 e H-3, bem como a hidrogénios
de unidades de carboidratos indicando que parte das catequinas
podem estar ocorrendo na forma de glicosideos. Os espectros de
massas obtidos por electrospray nos modos positivos e negativos,
mostraram que a fragdo MP-9 é composta de uma mistura bastante
complexa de substdncias. No entanto, uma das substancias
apresentou [M+H]* a m/z 865 e [M-H]" a m/z 863. Assim, a
partir das analises por espectrometria de massas, uma das
substancias pode ser identificada como uma proantocianidina na
forma trimérica (massa molecular = 864Da). A estrutura
molecular para essa substancia, que foi a fragdo mais promissora
da M. pubescens, é mostrada na Figura 1.

As proantocianidinas sdo largamente distribuidas na
natureza, em plantas altas, particularmente coniferas, e sdo
também encontradas em muitos produtos alimenticios® como
chés, cacau e sorgo.

Taninos sao substancias fendlicas, sol(veis em agua, com massa
molecular entre 500 e 3000Da. Muitas vezes, S&o 0s principios
ativos de plantas empregadas na medicina tradicional para o
tratamento de diversas moléstias organicas, por apresentarem
atividades biol6gicas como a agdo bactericida?, fungicida,
moluscicida e inibicdo enziméatica®. Os taninos condensados séo
oligbmeros e polimeros formados pela policondensacao de duas
ou mais unidades flavanoidicas e possuem grande importancia
bioldgica por suas fortes interagBes com fons metalicos e
macromoléculas como os polissacarideos, além de apresentar a
habilidade para formar complexos soltveis* com alcaléides,
gelatinas e diversas proteinas. Essa habilidade que os taninos
exibem para interagir com proteinas torna essa classe de
substancias bastante toxica* a insetos, fungos e bactérias.

Estudos realizados® através de cortes histoldgicos,
mostraram o efeito téxico do &cido tanico, um tanino natural
hidrolisavel, sobre o epitélio do intestino médio de larvas de
dipteros. Outros autores’, ap6s avaliarem os efeitos toxicos
de taninos sobre a fauna associada aos culicineos, sugeriram
que os taninos vegetais podem ser (teis como complemento
em programas de controle de espécies de mosquitos
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Figura 1 - Estrutura molecular do tanino catéquico identificado
na fracdo larvicida MP-9, obtida de Magonia pubescens.

associados a atividade humana. Mais especificamente sobre a M.
pubescens e anteriores a particao, fracionamento e identificagdo do
tanino catéquico, estudos' 2% foram realizados com o extrato,
evidenciando os mecanismos de agdo e as alteracdes morfoldgicas
(ue provocaram as mortes nas larvas de A. aegypti, sendo similares
aquelas registradas pelo &cido tanico®. Além disso, estudos
toxicol6gicos?® do e.b.e. realizados em coelhos, ratos e cobaios
mostraram-se atoxicos de acordo com as normas para produtos
vegetais. Testes de campo evidenciaram sua degradacéo e atoxicidade
apartir da quarta semana?. Mesmo com essas informagfes favoraveis,
estudos toxicoldgicos adicionais com o tanino catéquico serdo feitos
para avaliar seu impacto, principalmente em espécies ndo alvo, e de
formulagBes que déem estabilidade e praticidade no uso desse
fitoinseticida potencial.
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