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RESUMO

Substancias extraidas de liguens podem ser uma alternativa ao controle
de pragas agricolas causadas por insetos e até mesmo no controle a insetos
vetores, causadores de importantes doencas em humanos. Reduzindo assim o
uso de inseticidas sintéticos. Diante disso, esse trabalho tem como objetivo
avaliar acdo larvicida e praguicida de compostos extraidos de espécies
liquénicas frente ao Aedes aegypti e o Sitophilus zeamais (praga do gréo
armazenado). Para verificar os efeitos larvicida e praguicida dos &cidos
fumarprotocetrarico (FUM) e divaricatico, extraidos de Cladonia verticillaris e
Ramalina complanata. Foram utilizados extratos orgénicos obtidos e o0s
compostos majoritarios de cada espécie. Foi avaliado também o sal de potassio
do &cido Usnico, (extraido de Cladonia substelata). Larvas de A. aegypti, em L4
foram expostas aos extratos: etéreo de R. complanata e acetbnico de C.
verticillaris e aos compostos isolados acido divaricatico e FUM, respectivamente.
E larvas nos estagios: L1, L2, L3 e L4, foram expostas ao sal (ushato de potassio)
sintetizado a partir do acido Usnico. Em relacdo ao Sitophilus zeamais, individuos
adultos foram expostos ao extrato etéreo de R. complanata e ao &cido
divaricatico para avaliar a toxicidade dos mesmos. As estruturas quimicas e a
pureza das substancias foram confirmadas através de analises em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e de Ressonéancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMNH?Y). Como resultado observamos que: o extrato
etéreo de R. complanata e o acido divaricatico se mostraram praguicidas frente
a S. zeamais, sendo a LCso em teste de toxicidade por fumigacdo 312,5 e
625mg/mL, respectivamente; em teste de toxicidade por ingestéo tanto o extrato
gquanto o composto afetaram o desenvolvimento nutricional e 0s insetos
perderam massa corporal. Em relagdo aos testes larvicidas frente a A. aegypti:
0 usnato de potassio matou larvas em todos os estagios larvarios (abaixo de
1ppm); os extratos acetdnico de C. verticilaris e etéreo de R. complanata, e 0s
compostos isolados, acido FUM e divaricatico, respectivamente demonstraram
uma acéao larvicida frente a larvas L4 de A. aegypti, com LCso na faixa de 5 e
29ppm. Os resultados obtidos com esse trabalho colaboram na busca por
alternativas de bioinseticidas e uma diminuicdo na utilizacdo de inseticidas
sintéticos que poluem o meio ambiente e podem afetar a salde humana.

Palavras-chave: fendis liquénicos; bioinseticidas; gorgulho-do-milho



ABSTRACT

Substances extracted from lichens can be an alternative to the control of
agricultural pests caused by insects and even to control vector insects, which
cause important diseases in humans. Thus reducing the use of synthetic
insecticides. Therefore, this work aims to evaluate the larvicidal and pesticide
action of compounds extracted from lichenic species against Aedes aegypti and
Sitophilus zeamais (stored grain pest) that causes the larvicidal and pesticide
effects of fumarprotocetrarico (FUM) and divaricatico acids, extracted from
Cladonia verticillaris and Ramalina complanata, Extracts obtained from organic
sources and the major compounds of each species were used. The sodium salt
of the Usnico acid (extracted from Cladonia substelata) was also evaluated.
Larvae of A. aegypti, in L4 were exposed to the extracts: ether of R. complanata
and acetonic of C. verticilarisos and to the isolated compounds divaricatic acid
and FUM, respectively. And larvae in the stages: L1, L2, L3 and L4, were exposed
to the salt (potassium usnate) synthesized from the uric acid. In relation to
Sitophilus zeamais, adult individuals were exposed to the ether extract of R.
complanata and to divaricatic acid to assess their toxicity. The chemical
structures and the purity of the substances were confirmed through analyzes in
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Hydrogen Nuclear
Magnetic Resonance (NMRH1). As a result, we observed that: the ether extract
of R. complanata and divaricatic acid were shown to be pesticides against S.
zeamais, with the LDso being tested for fumigation toxicity 312.5 and 625mg / mL,
respectively; in toxicity test by ingestion both the extract and the compound
affected the nutritional development and the insects lost body mass. In relation
to larvicidal tests against A. aegypti: potassium usnate killed larvae in all larval
stages (below 1ppm); the acetonic extracts of C. verticilaris and ethereal of R.
complanata, and the isolated compounds, FUM and divaricatic acid, respectively,
demonstrated a larvicidal action against L4 larvae of A. aegypti, with LCso in the
range of 5 and 29ppm. The results obtained with this work collaborate in the
search for bioinsecticide alternatives and a decrease in the use of synthetic
insecticides that pollute the environment and can affect human health.

Keywords: lichenic phenols; bioinsecticides; corn weeuvil.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional do Brasil aumenta a demanda de alimento e
dificulta o controle de doencas. Sdo observadas grandes epidemias de zika,
dengue, chikungunha, e pragas que assolam as lavouras. Em todos os casos
verifica-se a presenca de vetores ou insetos como importantes “partes do
problema”. De fato, o controle destes organismos é extremamente necessario.
Metabdlitos secundérios de liquens e seu conhecido potencial biolégico com
inUmeras propriedades ja bem documentadas pode significar muito na
dissolucdo desta questdo (BARRETO, 2005; LORINI, 2003; DE BARROS
ALVES et al., 2014).

No Brasil, trés espécies de mosquitos se destacam como vetores de
doencas: o Anopheles darlingi como o transmissor mais importante da malaria,
o Culex quinquefasciatus como o principal vetor da filariose bancroftiana e o
Aedes aegypti como transmissor do dengue e da febre amarela urbana
(CONSOLLI, 1994). O Aedes aegypti ja foi considerado erradicado no Brasil, mas
a ineficiéncia das medidas empregadas no controle e a falta de participacdo dos
paises vizinhos nos programas de combate proporcionaram a reintroducdo do
vetor no pais (BARRETO, 2005).

O controle do A. aegypti tem sido uma constante preocupacdo das
autoridades brasileiras. A FUNASA (Fundacdo Nacional de Saude) vem
constatando a resisténcia ao larvicida temefés (que € utilizado a 1%) desde
dezembro de 1999, quando comprovou o fato em nove de 22 municipios dos
estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo (FUNASA, 2000). Como alternativa, a
FUNASA vem estudando sua substituicdo pelo Bacillus turinghiensis israelensis
(FUNASA, 2001), que promove a morte de larvas e pupas pela acdo de toxinas
produzidas in situ (BEN-DOV et al.,, 2003). Como as toxinas do Bacillus
turinghiensis israelensis sdo compostos organicos, o desenvolvimento de
resisténcia em longo prazo também podera se desencadear. Assim, a busca por
novas substancias larvicidas ou outras estratégias de controle desse mosquito
torna-se imperativa (FUNASA, 2001).

Outro problema causado por insetos que afeta o brasileiro, em especial 0
setor agricola tem sido as infestacfes a grdos armazenados por Sitophilus
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zeamais. O que tem gerado perdas para o0 setor e consequentemente para o
pais. O S. zemais ataca 0s graos estocados e com isso diminui a sua qualidade.
O controle para essa praga tem sido feito com produtos sintéticos os quais

muitas vezes afetam o meio ambiente (LORINI, 2003).

Uma vez que inseticidas quimicos utilizados tanto no controle de pragas
agricolas quanto no controle de vetores de doencas humanas, causam
importante impacto nos ecossistemas e na saude humana a busca por
alternativas biologicamente mais seguras € imperativa. Neste sentido os
metabolitos liquénicos s@o moléculas extremamente promissoras como
bioinseticidas (LORINI, 2003; BENHALIMA et al., 2004).

Os liguens séo organismos oriundos de uma associacao simbidtica entre
um fungo (micobionte) e uma alga e/ou cianobactéria (fotobionte)
(KAASALAINEN et al.,, 2012). Os seres fotobiontes tém um importante papel
nessa simbiose, uma vez que sintetizam aclUcares que posteriormente serdo
aproveitados pelos fungos. Segundo relatos da literatura cerca de 46% das
espécies de ascomicetos conhecidas sao liquenizadas, o que torna esse grupo
maioria no que diz respeito a fungos liquenizados, mas existem outros grupos
formadores de liquens, como basidiomicetos e deuteromicetos. A liquenizacéo
tem sido uma das mais importantes fontes de nutricdo para os ascomicetos. Os
fotobiontes presentes nessa associacdo sao seres unicelulares ou filamentosos
de algas verdes ou cianobactérias (XAVIER FILHO et al., 2006). Durante essa
simbiose sao produzidos aproximadamente 1000 compostos secundarios
(Stocker-Worgotter, 2008). Sendo que cada espécie de liquen pode apresentar

até cinco compostos simultaneamente (Tigre e Rodrigues, 2012).

Os liguens produzem metabdlitos secundarios com relevantes
propriedades biolégicas amplamente descritas. Por exemplo, os acidos
fumarprotocetrarico (FUM) e lecanorico (LEC). O FUM apresentou atividade
expectorante e antioxidante comprovadas em ratos (DE BARROS ALVES et el.,
2014). Ja o LEC, além de se comportar como antioxidante, também demonstrou
acdo contra bactérias Gram-positivas (GAIKWAD et al., 2014; DE AZEVEDO

NOBREGA et al., 2012). Extratos dos liquens Lecanora muralis, Letharia vulpina
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e Peltigera rufescens, apresentaram atividade inseticida frente a adultos de
Sitophilus granarius (EMSEN, 2015).

Os metabolitos secundarios conferem aos liquens uma protecdo contra
determinados tipos de insetos. O que pode tornar esses compostos interessante
alternativa como bioinseticidas contra pragas como o Sitophilus zeamais e
larvicida para o combate ao A. aegypti (EMSEN, 2015; BOMFIM et al., 2009).

1.1 Objetivo Geral
Avaliar a possivel atividade larvicida e praguicida exercidas por
metabdlitos secundarios liquénicos em larvas de Aedes aegypti e individuos

adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae).

1.2 Objetivo Especificos
e Sintetizar o sal de potassio do &cido Usnico isolado de Cladonia
substellata;
e Avaliar a atividade larvicida do sal de potassio do &cido Usnico frente a
todos os estagios larvarios de Aedes aegypti e no estagio de pupa;
e Determinar a atividade inseticida o extrato etéreo de Ramalina
complanata e o &cido divaricatico em adultos de Sitophilus zeamais

(Coleoptera: Curculionidae).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Liquens

O termo liquen vem da palavra grega “leichén” e tem sua origem por volta
do ano 300 a.C. (MARCELLI, 1995). No ano de 1868, o botanico sui¢o, Simon
Schwendener, definiu como sendo os liquens uma verdadeira simbiose
complexa entre fungo (micobionte) e alga (fotobionte) (XAVIER-FILHO; RIZZINI,
1976).

Porém, essa “nova” teoria ndo foi bem aceita por todos os cientistas a
época, muitos acreditavam na existéncia de uma relacao do tipo parasitismo, no
qual a alga era parasitada pelo fungo que dela retirava seu alimento (XAVIER-
FILHO; RIZZINI, 1976). Para alguns, esse é um parasitismo controlado, uma vez
gue o fungo parece ser mais beneficiado que a alga (PURVIS, 2000). No entanto,
outros pesquisadores defendem que na verdade existe um parasitismo
obrigatorio por parte do fungo, pois esse depende dos produtos resultantes da
fotossintese do fotobionte que tem seu ciclo de desenvolvimento reduzido
(XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976).

Diante de tanta controvérsia a melhor definicdo do que seja um liquen
segundo Xavier Filho et al. (2006) € a de um fungo que cultiva determinado
fotobionte entre as hifas de seu micélio. Ou seja, € uma simbiose, mas néo se
sabe o tipo, pode ser tanto mutualistica estrita como parasitaria a depender das
espécies de micobiontes e fotobiontes envolvidas.

A maior parte dos fungos presentes na constituicao dos liqguens pertence
ao filo Ascomycota e em menor propor¢cao temos os dos filos Basidiomycota e
Deuteromycota (HAWKSWORTH, 1984). As algas encontradas nos liquens
pertencem aos grupos unicelulares ou filamentosos das cloroficeas (algas
verdes). Sendo mais comuns, espécies unicelulares pertencentes aos géneros
Trebouxia e Pseudotrebouxia. E em liquens tropicais algas filamentosas
pertencentes ao género Trentepohlia. Ja se tratando de cianobactérias, as mais
frequentes pertencem aos géneros Nostoc e Scytonema. Nessa associa¢cdo uma
espécie de fungo sO se liga a uma determinada espécie de alga, no entanto

podemos encontrar uma alga em varias espécies de fungos diferentes. Durante
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essa simbiose a alga ndo se reproduz sexuadamente além de sofrer mudancas

na forma, tamanho e estrutura de suas células (XAIER FILHO et al., 2006).

O corpo de um liquen formado pelo conjunto de fungo e alga recebe o

nome de talo liquénico conforme mostrado na Figura 1.

Ascocarpo do fungo
/ N Sorédios
Hifas
fongicas Camada
de algas

50 wm

Figura 1. Estrutura geral de um liqguen, mostrando a organizagcdo em camadas (Reece et al.,
2015).

Quanto as caracteristicas morfologicas e anatémicas do talo, os liguens
estdo classificados em: crostosos ou crustaceos, sao aqueles que nao
apresentam cortex inferior e ligam-se intimamente ao substrato (FiguraFiguras 2
e 3) pela medula (CARLILE et al., 2001). Foliosos ou foliaceos (Figuras 4 e 5),
esse tipo de caule apresenta uma estrutura laminar e com duas partes (uma
superior e outra inferior), o cOrtex superior serve como protecdo a estrutura do
liguen, um cortex inferior com estruturas de fixacdo, responsaveis pela adesao
ao substrato, apresenta ainda uma camada do fotobionte e a medula com
algumas algas espalhadas e hifas frouxamente organizadas (HALE, 1979), ndo
esta preso ao substrato pela medula, o que ajuda na sua remocao. Fruticosos
(Figuras 6 e 7), tém aparéncia de pequenos arbustos que podem crescer eretos,
perpendiculares ao substrato ou pendurados em rochas, troncos e galhos de
arvores, muitos crescem ao substrato apenas enroscando-se a ele (XAVIER
FILHO et al., 2006). O fungo é o responsavel pela aparéncia inicial do talo, mas,

s6 se estabelece apds a simbiose (ALMBORN, 1965).
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Cértex
superior

Camada
do
fotobionte

> Medula

Figura 2. Talo crostoso sobre rocha, Figura 3. Estrutura geral de um liquen
Calenia depressa Mull. Arg. (Gomphillaceae, Ostropales). crostoso (Reddn 1985, modificado).
Fonte: www.tropicallichens.net. Acesso em 14/03/2019

Cortex
superior

Camada
do
fotobionte

Medula

Cortex
inferior

Figura 4. Talo folioso, Parmotrema falvescens (Autor). Figura 5. Estrutura geral de um liquen
folioso (Redon 1985, modificado).

/
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Figura 6. Talo fruticoso, Ramalina complanata (Sw.) Ach. Figura 7. Estrutura geral de um liquen
(Ramalinaceae, Lecanorales). Fruticoso, ¢ = cortex, ea = extrato com algas,
Fonte: www.tropicallichens.net. Acesso em 14/03/2019 m = medula e cc = cilindro central (Redén

1985, mod.).
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Atualmente sdo conhecidas mais de 19.387 espécies de liquens,
distribuidas em 995 géneros, 115 familias, 39 ordens e 8 classes (LUCKING,
2017), distribuidas em vérias regides do planeta. Eles estado presentes em todos
0s substratos, climas, altitudes, latitudes e até mesmo em regifes desafiadoras
para a vida como na Antartida. Sendo encontrados em cascas de arvores e em
rochas (XAVIER FILHO et al., 2006).

Além disso, os liquens séo importantes no monitoramento de poluicdo do
ar, uma vez que, devido a sua sensibilidade, algumas espécies, estdo ausentes
em regibes com ar poluido e em florestas fechadas sem iluminacdo ou
extremamente Umidas (XAVIER FILHO et al., 2006). Outras caracteristicas que
contribuem para que os liquens sejam utilizados como bioindicadores sao:
auséncia de camada protetora; a anatomia externa ndo tem muita mudanca
durante o ano; realizam fotossintese e se desenvolvem o ano todo; usam o
substrato apenas para fixagdo e capazes de ter uma ampla distribuicdo
geografica (PUCKETT, 1988; NIMIS, 1990).

Apresentam uma excelente capacidade em alterar seu estado de
atividade e inatividade metabdlica. Esse estado ativo e inativo pode variar de
acordo com as condicBes ambientais disponiveis, como temperatura, radiacao
ou disponibilidade hidrica (XAVIER FILHO et al., 2006).

2.1.1 Os metabolitos primérios e secundarios dos liquens

Os metabdlitos priméarios encontrados nos liquens, produzidos tanto pelo
micobionte quanto pelo fotobionte, sdo carboidratos, aminoacidos, proteinas,
enzimas e glicolipideos (HONDA e VILEGAS, 1999), presentes também em
plantas e atuam nos liquens no metabolismo celular e nas funcbes estruturais
(PODTEROB, 2008).

Os metabolitos secundarios, produzidos pelo micobionte, estdo presentes
na medula ou no coértex, sdo denominados acidos ou fendis liquénicos como,
acidos Usnicos, depisideos, depisidonas, dibenzofuranos, lactonas e
antraquinonas (NASH lll, 2008).
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O fotobionte, prové compostos organicos através da fotossintese, tanto

para o micobionte, quanto para seu proprio alimento (SCHNEIDER, 1904).

2.1.2 Importancia biolégica e econémica dos liquens

Os liquens e suas notaveis moléculas tém sido fonte para numerosos
estudos devido as diversas potencialidades biolégicas. Sao descritas, atividade
anti-inflamatéria (OETTL et al, 2013), antimicrobiana, antineoplasica,

analgésica, entre outras. (OETTL et al., 2013).

Outro trabalho mostra as acgfes citotoxica, antibacteriana e antifingica
apresentadas por compostos derivados do acido Usnico isolado de Usnea

logissima, conforme relatos da literatura (YU, et al., 2016).

Martins e colaboradores (2017), demonstraram que o extrato etéreo e 0
composto acido barbatico, do liquen Cladia aggregata, aprestaram acao
moluscicida contra Biomphalaria glabrata e schistossomicida frente a cercarias

de S. mansoni.

Os liguens sao utilizados também na fabricacdo de corantes como é o
caso da orceina ou azul de tornassol (Figura 8), que tém utilidade na microscopia
e como indicador quimico e bioquimico, a exemplo o papel indicador que originou
o teste “litmos”. Para a produgéo desse corante sédo usadas varias espécies do
liguen Rocella, acredita-se que os Paises Baixos utilizam de 0,7 a 1,4 t de

espécies desse liquen por ano na producéo de orceina (MOXHAM, 1982).

| Papel Tornassol Azul | Papel Tornassol Vermelho

10 % 70 mm 10X 70 mm
Lhws e 100 thems Uvre com 100 tivas
o 1 D)
st unifil | -
| | Cospnsohens unifil

2

Figura 8. Papel de tornassol, azul e vermelho.

Fonte: www.metaquimica.com. Acesso em 18/03/2019.

Ha relatos que mencionam que na india liquens do género Parmelia foram
utilizados para tratamento de doencas do trato digestorio, febre, vomito e diarreia

(KUMAR e UPRETY, 2001). J& extratos acetbnico, clorofémico e metandlico de


http://www.metaquimica.com/
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Parmotrema tinctorum apresentaram uma ac¢do antifungica frente aos fungos
patogénicos (Aspergillus fumigatus, Fusarium solani, Fusarium roseum,

Penicillium citrinum e Ustilago spp.) (TIWARI et al., 2011).

Outros liquens séo usados na industria farmacéutica, a exemplo temos os
antibidticos Riminofenazinas em especial Clofazimina que tem atividade
antileprética frente ao Mycobacterium leprae e antituberculose frente ao
Mycobacterium tuberculosis (REDDY, 1999).

Algumas espécies de liquens sdo utilizadas na perfumaria, como por
exemplo, Evernia prunastri e Pseudevernia furfuracea que sao responsaveis
pela maior parte dos fixadores utilizados no mundo, além de Parmotrema
nilgherrensis (Nyl.) Hale e algumas espécies de Ramalina. Essa utilizagédo vai
desde fixadores que permitem uma maior duragdo do perfume, a fragrancias
naturais a partir de extratos liquénicos. E ainda por possuirem atividade
antimicrobiana algumas espécies de liguens séo utilizadas na industria de
cosmeéticos, o liqguen Cetraria islandica é utilizado na producéo de desodorantes,
pés-barba, esfoliantes, creme dental, shampoos e condicionadores (ILLANA-
ESTEBAN, 2016).

Outra atividade biol6gica dos liquens € a utilizacdo de extratos liquénicos
como inseticidas. A exposicdo de Sitophilus granarius adultos ao extrato de
Usnea longissima, causou uma mortalidade superior a 98% dos individuos
tratados apos um periodo de 96h (YILDIRIM et al., 2012).

2.2 Aedes aegypti

O nome Aedes aegypti significa “o indesejavel do Egito”, e € um mosquito
originario do Egito no continente Africano. Acredita-se que tenha migrado para
as Américas e outras partes do mundo durante o periodo das grandes
navegacoes (SILVA et al., 2008). No Brasil existem relatos que ele tenha
chegado em meados do século XIX comego do século XX, através dos navios
negreiros utilizados para o transporte de escravos (FIOCRUZ, 2016).



23

O mosquito A. aegypti tem uma enorme capacidade de adaptacédo a
diversos locais do globo, o que confere a essa espécie uma ampla distribuicdo
geografica, sendo entdo considerada como cosmopolita. Habita desde de
regides com climas tropicais, subtropicais e temperadas. Isso tem facilitado seu
desenvolvimento sobretudo em ambientes urbanos e sua expansdo mundial.
Outro fator que contribui para essa expansdao em ambientes urbanos é a
facilidade em encontrar locais com agua parada, propicios criadouros para a
espécie (GLASSER e GOMES, 2002; CONSOLI e OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 2002).

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) tem sua classificagédo taxonémica como
um animal pertencente ao filo arthropoda, por possuir pés articulados, subfilo (ou
Superclasse) hexapoda, devido a presenca de trés pares de pernas, classe
Insecta (invertebrados com exoesqueleto quitinoso e corpo dividido em cabeca,
térax e abdémen), ordem diptera (pois possuem dois pares de asas, sendo o
anterior usado para o voo e o0 posterior transformado em halteres), pertence a
Familia Culicidae, Subfamilia Culicinae e Género Aedes (NATAL, 2002).

Em relacdo ao desenvolvimento, o A. aegypti apresenta metamorfose
completa (holometabolo), pois seu ciclo de vida compreende quatro estagios:
ovo, larva, pupa e adulto. Seu ciclo (Figura 9) dura cerca de 10 dias, podendo
ser alterado no desenvolvimento de ovo até adulto devido a temperatura,
competicdo entre larvas no mesmo criadouro ou ainda disponibilidade de
alimento (BERMUDI et al., 2017).

Ciclo biolégico
do
Aedes aegypti

Figura 9. Ciclo de vida de Aedes aegypti Mosquito adulto (A), ovos (B), larva de 1° estagio (C),

larva de 2° estagio (D), larva de 3° estagio (E), larva de 4° estagio (F) e pupa (G).
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Fonte: GERIS et al., 2012.

Os ovos (Figura 10) tém aproximadamente 1mm de comprimento,
apresentam formato eliptico e alongado. Apds a postura na coluna d’agua os
oVvOoS apresentam uma membrana externa com aspecto claro e de consisténcia
flexivel que vai escurecendo e enrijecendo ao entrar em contato com o oxigénio,
a medida em que escurece também adquire resisténcia contra perda de agua,
devido ao revestimento de quitina (FORATTINI, 2002). Esses ovos podem
suportar até 450 dias em locais secos e durante esse periodo basta uma gota de

agua para que ocorra a eclosdo (FUNASA, 2001).

i
WY 5

Figura 10. Ovos de Aedes aegypti vistos ao microscépio estereoscédpico (lupa) Fonte:

Autor

A fase de larva que, é o segundo estagio de desenvolvimento, apresenta
quatro instares: L1, L2, L3, L4 (SILVA et al., 2008). As larvas diferentemente dos
ovos ndo resistem a longos periodos de seca, pois sdo aquaticas e ndo suportam
viver muitos dias sem alimentac&o, a matéria organica depositada nas paredes
e no fundo dos criadouros Ihes serve de alimento. E seu desenvolvimento varia
de acordo com as condigcbes como temperatura, alimento disponivel, mas, em

média de L1 a L4 ndo se passam mais que cinco dias (BRASIL, 2015).

As larvas ndo possuem pernas (apodas). Na pequena cabeca, que é
parcialmente ligada ao térax, existe um par de antenas, um aparelho bucal
mastigador-raspador, no oitavo segmento apresentam o sifao respiratorio e no
décimo segmento o lobo anal (FORATTINI, 2002).

A pupa é o estagio de transicdo entre a fase de larva e a fase adulta, dura
de dois a trés dias e nessa fase as larvas ndo se alimentam (BRASIL, 2015).

Elas tém o corpo em forma de virgula e esté dividido em cefalotérax (cabeca
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fundida com térax) e abdémen, além disso no ultimo segmento abdominal existe
um par de paletas natatOrias, 0 que permite as pupas se movimentarem
(FORATTINI, 2002).

Na fase adulta (Figura 11), os mosquitos podem chegar a medir 6mm de
comprimento. Apresentam uma coloragao preta, com listras brancas no corpo e
nas pernas. Os machos sao menores que as fémeas. O mosquito adulto vive em
ambiente terrestre e tem capacidade para o0 voo, apresenta os trés segmentos

corporais: cabeca, torax e abdémen (FUNASA, 2001).

Figura 11. Mosquito adulto de Aedes aegypti.
Fonte: https://noticias.r7.com/dia-d-de-combate-ao-aedes-aegypti. Acesso: 19/03/2019.

BN

Em relagdo a alimentacdo, machos e fémeas se alimentam de
substancias que contém acucar, como néctar e seiva. No entanto, apenas as
fémeas se alimentam de sangue (hematodfagas), devido a necessidade de
proteinas presentes no sangue que auxiliardo na maturagcédo dos ovos, por isso

apenas as fémeas picam os seres humanos (FIOCRUZ, 2016).

As fémeas, durante o periodo gonotroéfico (que vai de uma oviposigéo a
outra), ttm a capacidade de colocar em média 100 ovos por oviposi¢do. E como
nesse periodo necessitam de sangue em sua alimentagcéao, conseguem picar até
mais de uma pessoa durante um unico periodo gonotrofico (FIOCRUZ, 2016;
CONSOLI e OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).


https://noticias.r7.com/dia-d-de-combate-ao-aedes-aegypti
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2.2.1 Aedes aegypti como vetor de doengas e métodos de controle

O mosquito A. aegypti € o vetor dos virus que causam as arboviroses
(doencas causadas por artropodes): da dengue, zika e chikungunya, doencas
gque acometem os seres humanos, com grande nivel de mortalidade e
morbidade, especialmente em paises e regides de clima tropical (BRASIL, 2016).
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que em média 50 milhdes de
casos de dengue devem ocorrer anualmente no mundo. Essas doencas sdo
adquiridas durante a picada da fémea contaminada com o virus, em busca de

sangue, necessario para a maturacao de seus ovos (BRASIL, 2016).

2.2.1.1 Dengue

No Brasil sdo encontrados 4 sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4,
qualquer um dos quatro tipos pode causar a forma mais leve da doenca ou a
mais grave, como a dengue hemorragica. O virus da dengue pertence a familia
Flaviviridae e ainda ndo existe vacina para o virus. Qualquer pessoa pode
contrair um dos 4 tipos ou 0s quatro, sendo um de cada vez. Ao contrair um tipo
do virus a pessoa fica imune a ele, ou seja, ndo terd mais a doenca. Sua
transmissdo é através da picada do A. aegypti, ndo ha histérico de contagio de
pessoa para pessoa. (FIOCRUZ, 2019; BRASIL, 2019). Segundo dados do
boletim epidemioldgico do Ministério da Saude até o inicio de fevereiro de 2020
ja foram notificados 94.149 casos de dengue no Brasil (BRASIL, 2020).

2.2.1.2 Zika virus

Da mesma familia do virus da dengue, o zika virus (ZIKV), pertence
também ao género Flavivirus, causador da doenga conhecida como zika, causa
febre baixa geralmente, dores no corpo e articulagcdes e manchas vermelhas no
corpo. E um virus recém chegado ao Brasil, seus primeiros registros foram em
2015. Diferentemente da dengue, febre amarela e chikunguinha, o virus da zika
pode afetar o sistema nervoso e ocasionar enfermidades neurol6gicas como

encefalite ou até mesmo a Sindrome de Guillain Barré. A maior preocupacao é
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em relacdo a mulheres gravidas, uma vez que estudos relatam a relagéo entre o
zika virus e a microcefalia (FOICRUZ, 2016; BRASIL, 2019). Até o inicio de
fevereiro, o Brasil registrou 242 casos de infectados pelo zika virus (BRASIL,
2020).

2.2.1.3 Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKV) apesar de ser um arbovirus, pertence a
familia Togaviridae, género Alphavirus (FERREIRA et al., 2019). Os sintomas se
apresentam como febre, dor de cabeca, além de manhas vermelhas no corpo,
dor nas articulacfes e coceira pelo corpo. O periodo de incubacao pode durar
até 12 dias (BRASIL, 2019). Nos primeiros 2 meses de 2020 ja sdo 3.439 casos
registrados no Brasil (BRASIL, 2020). Estudos comprovaram a eficacia do
medicamento sofosbuvir inibindo a replicacdo do virus e prevencédo de edema
de pata induzido pelo CHIKV, em camundongos infectados com o virus
(FERREIRA et al., 2019).

Uma das formas de se evitar estas doencas ainda se faz através da
eliminacao do vetor. Alguns métodos de controle do A. aegypti sdo: mecanico,
gue inclui a eliminacao de focos de criadouros do mosquito (ZARA et al., 2016)
e quimico. Este ultimo teve inicio com a utilizacao do dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT) um inseticida quimico altamente perigoso por se acumular no organismo
e causar sérios danos a saude e ao meio ambiente, ap6s aplicado ainda
permanece por longo periodo em atividade (ROZENDAAL, 1997). Outro
composto quimico utilizado e que é recomendado pela OMS, é o temefos
(BRAGA e VALLE, 2007) mas, atualmente vem sendo substituido por outros
devido ao surgimento de resisténcia por parte dos insetos. O piriproxifeno é
usado atualmente no Brasil contra o vetor, mas ha casos de reincidéncia de A.
aegypti apés a aplicacdo desse, aléem de danos ambientais causados por
inseticidas quimicos. E diante dessas barreiras surge a possibilidade de métodos
biol6gicos no combate a esse vetor, um desses é a utilizacio da bactéria Bacillus

thuringiensis var. israelenses (Bti), no entanto sua utilizacao repetida causou a
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selecdo de populacbes de A. aegypti mais resistentes (BELINATO e VALLE,
2015).

O uso indiscriminado de inseticidas quimicos leva a degradacao ao meio
ambiente ocasionando sérios danos a populacdo. Como alternativa surge a
necessidade de se investigar compostos mais seguro com o caso 0s de origem

natural, extraidos de plantas (NEVES et al., 2017) ou liquens.

2.3 Sitophilus zeamais

O sitophilus zeamais Mothschulsky (FiguraFigura 12), retratado
inicialmente em 1855, € classificado taxondmicamente como um animal
pertencente ao Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Coleoptera (o par de
asas anterior tem funcdo de protecdo funcionando como capa rigida e o par
posterior € membranoso e serve para voar), Familia Curculinidae, Género
Sitophilus. E conhecido como gorgulho-do-milho, um inseto cosmopolita que
ataca o milho causando prejuizos sérios por afetar a qualidade e aparéncia deste

(LORINI, 2003).

SR R EE———
Figura 12. Adulto de Sitophilus zeamais.

Fonte: https://www.agrolink.com.br/problemas/gorgulho_1902.html. Acesso em 19/03/2019.

O S. zeamais é cosmopolita devido sua capacidade de sobreviver em
varios ambientes. Tem a capacidade de realizar infestacdo cruzada, ou seja,
ataca o grédo tanto no campo como no armazém, penetrando na massa 0 que

causa grandes prejuizos para agricultores (LORINI, 2008).


https://www.agrolink.com.br/problemas/gorgulho_1902.html
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Os adultos medem cerca de 2,5 a 4mm de comprimento, tém uma
coloracdo castanho-escura, com manchas avermelhadas nas asas anteriores
(chamadas de élitros). Seu aparelho bucal € modificado em forma de um rostro
cruzado com mandibulas mastigadoras, o que facilita na perfuracdo dos gréos.
O rostro nos machos é mais curto e grosso e nas fémeas mais fino e alongado
(ANTUNES e DIONELLO, 2010).

As fémeas depositam os ovos individualmente nos grdos, para isso
utilizam orificios que cavam com a mandibula, apés a oviposi¢do utilizam uma
secrecdo gelatinosa produzida e secretada pelas glandulas associadas ao
aparelho ovipositor. Essa secrecao serve para fechar o gréo e assim outra fémea
sabera que naguele grao ja tem ovo. Mesmo colocando mais de um ovo por gréo
apenas um adulto ira emergir, a larva mais forte sobrevivera e apds os quatro
estagios larvarios alcancard o estagio de pupa onde ndo se alimenta e
permanece dentro do gréo até a eclosdo do individuo adulto (ANTUNES e
DIONELLO, 2010).

Apresenta um ciclo de vida desde a fase de ovo até adulto de 34 dias em
média, dependendo das condi¢bes favoraveis como temperatura média de 28°C,
umidade relativa do ar em 60% e tendo o milho como hospedeiro. Apresenta um
periodo de pré-oviposicao que dura em média 6 dias, a fémeas passam 104 dias
em periodo de oviposi¢do e colocam em média 280 ovos, destes apenas 26,9%
se desenvolvem até a fase adulta. Os machos apresentam uma longevidade de
142 dias, ja as fémeas vivem em média 140 dias (ROSSETO, 1972).

2.3.1 Sitophilus zeamais como praga e métodos de controle

Devido a tantos problemas para agricultores, acarretando perdas na
gualidade dos graos contaminados por essa praga, no Brasil cerca de 20% da
producdo é perdida em decorréncia de infestacdo por Sitophilus (RIBEIRO,
2003). Diversos métodos séo utilizados para seu controle, entre esses temos a
utilizacdo de inseticidas sintéticos como piretroides, organofosforados e
fumigantes (fosfeto de aluminio e magnésio). Esse tipo de controle tem

apresentado riscos ao meio ambiente e aos aplicadores, podendo causar
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intoxicagdes, além de se acumularem e deixarem residuos nos gréos (LORINI,
2003). Em adicéo, o uso indiscriminado de pesticidas causa uma resisténcia em

populacdes do inseto a algumas moléculas quimicas (RIBEIRO et al., 2007).

Para evitar danos ao meio ambiente e a salde humana em decorréncia
do uso desses inseticidas quimicos, tém sido realizados varios estudos e testes
com produtos naturais. Napole&o e colaboradores (2013) demonstraram que o
extrato de folhas da planta Myracrodruon urundeuva, quando acrescentado a
dieta de S. zeamais, apresentou uma perda na biomassa dos insetos e

consequentemente sua morte.

Extratos do liguen Usnea longissima e metabdlitos secundarios (acido
difractarico e &cido Usnico) apresentaram efeitos inseticidas em adultos de S.
zeamais, chegando a apresentarem mortalidade elevada ap6s 96h de
exposicao, sendo o acido Usnico o que apresentou uma mortalidade de 76% nos

individuos adultos de S. zeamais expostos (YILDIRIM et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢ao do material botanico

Os liquens foram coletados na regido Nordeste do Brasil, sendo:

Ramalina complanata coletado, no municipio de Saloa,
Pernambuco, PE, Latitude S 09° 01.399’, Longitude W 36°47.565’,
a uma altitude de 1052 metros, no periodo do inverno do Hemisfério
Sul (Junho 2008), voucher n°® 54299.

Cladonia verticillaris coletado em Alhandra-PB e o registro no
herbério € n° 361638.

Os talos de ambas as espécies foram identificados de acordo com

caracteristicas morfolégicas e uma amostra de cada espécie foi depositada no

Herbario Geraldo Mariz, Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil.

3.2 Extracéao e isolamento dos compostos liquénicos

A extracédo e o isolamento dos compostos foram realizados cem aparelho

de Soxhlet, sob temperatura de refluxo em (40°C), o processo foi acompanhado

por cromatografia em camada delgada (CCD) para acompanhar, conforme

descricéo abaixo:

Para o extrato etéreo de R. complanata, foram utilizados 10g do
material liquénico seco, com 100 mL de éter dietilico a uma
temperatura de 40 °C. Logo apos, o solvente foi eliminado em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida e armazenado em
dessecador até peso constante. E o isolamento do &cido
divaricético foi realizada com o extrato de R. complanata dissolvido
em etanol absoluto e refluxado em banho maria, a 40 °C por 20 min
e em seguida armazenado em dessecador.

Para o extrato de acetonico de C. verticillaris, foi utilizado 10g do
material liquen com 100mL de acetona a uma temperatura de 40°C.

Posteriormente utilizamos rotaevaporador para eliminagcdo do
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solvente e armazenamos em dessecador. O isolamento do acido
FUM se deu de acordo com Asahina e Shibata (1954).

3.3 Andlise fisico-quimica dos compostos

Para verificar a pureza dos acidos divaricatico e FUM, utilizamos a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em um cromatografo Hitachi
modelo 655-11, acoplado a um detector de UV da marca CG de modelo 437 a
254 nm. A coluna utilizada foi RP18, a fase madvel constituiu-se de
metanol/dgua/acido acético (80:19,5:0,5 v/v/v), em sistema isocratico, volume de
injecdo de 20uL. As amostras (0,1 mg/mL) foram dissolvidas em éter. A
identificacdo dos compostos se deu por comparacéo dos tempos de retencdo na
coluna (TR) das substéancias e as areas dos picos, respectivamente (Huneck e
Yoshimura, 1996).

A estrutura molecular de ambos os compostos foi confirmada por
ressonancia magnética nuclear de protons (RMN-H?!), em espectofotbmetro
Varian Unity Plus a 400 MHz, utilizando CDCls.

3.4 Sintese do Usnato de potassio

O 4&cido Usnico purificado foi homogeneizado em &agua destilada. A
mistura foi adicionada, solugcéo de KOH 10% até total dissolu¢éo do acido usnico,
com pH=11. O produto foi armazenado a -80°C e em seguida liofilizado para
obtencéo do sal (usnato de potassio), conforme metodologia descrita por Martins

et al. (2014). E a estrutura foi confirmada por RMN-H1.

3.5 Avaliacao da Atividade larvicida

Os extratos e compostos puros foram diluidos em agua destilada para
preparacao de diferentes concentragdes. Utilizamos Tween 80 como co-solvente
para uma melhor homogeneizacéo. Larvas de A. aegypti nos diferentes estagios
larvarios foram expostas ao tratamento em béqueres de 50 mL contendo 20 mL
da solucao teste e 20 larvas. Cada teste foi realizado com 3 réplicas. Um grupo
controle foi avaliado apenas com &agua destilada. A mortalidade das larvas
expostas aos tratamentos foi avaliada apds 24 e 48 horas, e a quantidade de

larvas mortas foi registrada em ficha para observacéo e calculo de CLso. Foram
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consideradas mortas, as larvas que ndo apresentaram atividade motora, apos
48 h do inicio do bioensaio. O célculo de CLso para os compostos testados foi
realizado pelo programa PROBIT do software StatusPlus2006 (SRIVASTAVA,
2008; NEVES FILHO et al., 2009).

3.6 Avaliagéo da Atividade inseticida

Foram realizados dois testes em adultos de S. zeamais expostos ao

extrato etéreo de R. complanata e ao acido divaricatico:
3.6.1Toxicidade por ingestédo

Realizado de acordo com uma adaptacdo do método de Xie et al.
(1996) descrita por Napoledo et al. (2013). Consiste na preparacao de uma dieta
artificial com 1,0 g de farinha de trigo autoclavada (Dona Benta®, Bunge
Alimentos S.A., Benevides, Brasil) misturada com o extrato ou o acido
divaricatico. O material foi solubilizado em acetona destilada formando uma
mistura homogenia de 2,0 mL. Foram testadas as concentracgdes: 4, 8 e 12 mg/g.
Para uma maior seguranca aos resultados foi estabelecido um controle negativo,
solubilizando a farinha de trigo apenas com o solvente (acetona destilada). Ap6s
a homogeneizacéo, aliquotas de 100 uL foram transferidas para placas de petri
estéreis (90 x 100 x 15 mm) para formar discos (cinco discos por placa) em
seguida as placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Apés a incubacao, 10
insetos adultos foram expostos em cada placa. Os bioensaios foram realizados
em quadruplicata. A massa dos discos de farinha e dos insetos, bem como a
mortalidade foram registrados no 7° dia apds o inicio do experimento. Também
foram avaliados os indices de deterréncia alimentar e parametros nutricionais ao
final dos 7 dias de exposicdo. O indice de deterréncia alimentar (IDA) foi

calculado da seguinte forma:
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Na equacao, A é a massa ingerida pelos insetos no grupo controle e
B € a massa ingerida pelos insetos nos tratamentos com o extrato ou com o acido
divaricatico (Isman et al., 1990). De acordo com os dados do IDA, os tratamentos
foram classificados como n&o-deterrente (IDA < 20%), fraco deterrente (50% >
IDA = 20%), deterrente moderado (70% > IDA = 50%) ou forte deterrente (IDA =
70%) (Liu et al., 2007).

Também foi calculada a taxa de consumo relativo:

TCR = ————
¢ (D * dias)

Em que C é a massa (mg) ingerida e D € a biomassa (mg) inicial dos insetos.

Calculamos a taxa relativa de ganho de biomassa:

TGB = ————
G (D = dias)

Nessa equacéo, E é a biomassa (mg) adquirida ou perdida pelos insetos.
E por fim calculamos a eficiéncia na converséao do alimento ingerido, da seguinte

forma:

ECAl = ———
(C *100)

Em que E é a biomassa (mg) adquirida ou perdida pelos insetos, C é a massa
(mg) ingerida (Xie et al., 1996).

3.6.2 Toxicidade por fumigacéo

Foram utilizados 20 insetos adultos que foram expostos ao extrato
etereo de R. complanata ou composto isolado &cido divaricatico nas
concentragdes 78; 156,25; 312,5; 625 e 1250 mg/mL. Potes de plastico (2,5 cm
de largura e 5,5 cm de comprimento e 24 mL de volume) foram utilizados e suas
tampas cobertas na parte inferior com papel filtro previamente embebido em 20
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pL das solugdes do extrato de R. complanata e a do acido divaricatico, ambos
diluidos em acetona, ja no grupo controle foi utilizado apenas o solvente. Apos a
evaporacao do solvente os insetos foram expostos e o pote fechado, formando
assim uma camara selada. A taxa de mortalidade foi avaliada ap6s 8 dias de
exposicao. Os ensaios foram realizados em quadruplicata (Chu et al., 2010).

4. RESULTADOS

4.1 Analise fisico-quimica dos compostos isolados

4.1.1 Acido divaricatico

A andlise em cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato etéreo
de R. complanata confirmou a presenca do composto com alta concentracéo e
Rf = 0,56, rendimento de 2,5%. Estes dados corroboram aqueles obtidos por
(HUNECK; YOSHIMURA, 1996) que descreve este componente para R.
complanata. A pureza apoés isolamento do acido divaricatico, foi confirmada por

HPLC com pureza de 99% e um tempo de retencao de 16,47min. (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma liquido de alta eficiéncia. Acido divaricéatico purificado de
R. complanata (Rt— 16.47).

4.1.1.1 RMH-H?
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A andlise de RMN-H! do &cido divaricatico (Figura 14) mostrou como
resultado: 'H RMN (CdCls, 400MHz): 81 6,759 (1H, d, J= 0,006Hz, H6); 6,645
(1H, d, J = 0,006Hz, H15); 6,387 (1H, m, H4); 3,844 (3H, s, OCH3-20); 2,996 (4H,
m, CH2-25,26); 1,6878 (4H, dd, J=0,018Hz); 0,987 (6H, m, 2CHs-18,27),
confirmando assim a estrutura do &cido divaricdtico conforme Huneck e
Yoshimura (1996).

Figura 14 — Estrutura quimica do acido divaricatico

4.1.2 Acido fumarprotocetrarico — FUM

A analise em CCD mostrou o FUM com um Rf=0,18, presente no extrato
acetonico de C. verticillaris. E a analise em HPLC mostrou o FUM com um tempo

retencdo de 2,79min. e 93,79% de pureza conforme figura 15.
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Figura 15. Cromatograma em CLAE do Acido Fumarprotocetrarico (FUM). Rt 2,79 e
93,79% de pureza.

4.1.2.1 Analise de RMN-H*

A estrutura quimica foi confirmada por RMNH?! (Figura 16) confirmou a
presenca da estrutura: RMN-H? (300 MHz, DMSO-de) 8+ (H; m; int.): 2,38 (3H; s;
CHs-9), 2,41 (3H; s; CH3-9’). 5,26 (2H; s; CH2-8’), 6,60 (2H; s; CH-2’; CH-3’), 6,80
(1H; s; CH-5), 10,53 (1H; s; CH-8), 11,93 (1H; s; C-4-OH ou C-2’-OH).

Figura 16- Estrutura do Acido fumarprotocetrarico.

4.1.3 Usnato de Potéassio (sal do acido Usnico isolado de C. substellata)

A estrutura quimica foi confirmada por RMN-H?! (Figura 17) confirmou a
presenca da estrutura: RMN-H?! (CdClz, 400MHz) dn: 1,76 (3H; s.; CHs-14): 2,11
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(3H: s; CH3-20), 2,66 (3H: s; CH3-24). 2,68 (3H; s; CH3-25), 5,98 (1H; s; H-7),
11,01 (1H; s; O-H-18), 13,30 (1H; s; OH-19),

Figura 17 - Estrutura do Usnato de potassio

4.2 Avaliacéo da atividade Larvicida

Larvas no inicio do estagio larval L4, foram expostas ao extrato etéreo de
R. complanata, acido divaricético, extrato aceténico de C. verticillaris e FUM para
verificar a toxicidade com 48h de exposicdo. ApGs o experimento foi determinada
a CLso nas concentracoes (ppm) conforme dados apresentados na tabela 1.
Tabela 1. Atividade larvicida dos extratos de Ramalina complanata e Cladonia verticillaris; e

0s compostos isolados acido divaricatico e FUM, testado contra larvas de Aedes aegypti em
todos os estégios larvarios, apos 48 horas de exposicéo.

Atividade larvicida
Material liquénico

LCso Desvio padréao
Extrato etéreo de Ramalina Complanata 5,95 ppm +1,54
Acido divaricatico 29 ppm +1,62
Extrato aceténico de Cladonia verticilaris 17,40 ppm +0,99
Acido Fumarprotocetrarico 13,63 ppm +10,5

Para o usnato de potassio sintetizado a partir do acido usnico isolado de
C. substellata, foram realizados testes em todos os estagios larvarios: L1, L2. L3

e L4. Os resultados obtidos estado apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Atividade larvicida do usnato de potassio, testado contra larvas de Aedes aegypti
em todos os estégios larvarios, apds 48 horas de exposi¢éo.

Atividade larvicida

Estagios larvarios

LCso Desvio padrao
L1 0,001 ppm +0,0001
L2 0,19 ppm 40,01
L3 0,18 ppm +0,02
L4 0,36 ppm 40,01

4.3Avaliacao da Atividade praguicida
4.3.1 Toxicidade por ingestao
Apos 7 dias de exposicdo, o extrato etéreo R. complanata
apresentou toxicidade de 5%, 22,5% e 33,33% e o0 &cido divaricatico de
0%, 35 e 52,5% nos tratamentos de 4, 8 e 12 mg/g respectivamente.
Foram observados também parametros nutricionais do extrato etéreo,

apresentados na figura 18.



40

>

0.0001 a

0.0000 Jﬁ f_T[‘_]

- 0.0001 -

- 0.0002 b
-0.0003

- 0.0004

Taxa de ganho relativo de
biomassa (mg/mg/dia)

(=3

0.0003 a

Taxa de consumo relativo @

(mg/mgldia)

Eficiéncia de conversdao do O

alimento ingerido (%)

b
= Controle =4mgig »8mg/g ~12mg/g

Figura 18. Efeito do extrato etéreo de Ramalina complanata em parametros
nutricionais de adultos de Sitophilus zeamais. (A) Taxa de ganho relativo de
biomassa (B) Taxa de consumo relativo. (C) Eficiéncia de conversao do alimento
ingerido. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os
tratamentos pelo teste de Tukey.

Tivemos também a avaliacdo nutricional do inseto com o acido divaricatico
(FiguraFigura 19).
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Figura 19. Efeito do acido divaricatico em parametros nutricionais de adultos de
Sitophilus zeamais. (A) Taxa de ganho relativo de biomassa (B) Taxa de consumo
relativo. (C) Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

4.3.2 Toxicidade por fumigacao
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O teste de fumigacgédo do extrato etéreo e do &cido divaricatico
estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Taxa de mortalidade de individuos adultos de Sitophilus zeamais submetidos
ao extrato etéreo de Ramalina complanata e o composto isolado acido divaricatico apos
teste de fumigacao.

Contracdes Taxa de mortalidade (%)
(mg/ml)
R. complanata Acido divaricéatico
Controle 0,00 + 0,00 6,67 £ 5,77
78 46,67 £ 11,55 33,33+ 5,77
156,25 50,00 + 10,00 43,33 £ 5,77
312,5 56,67 + 15,28 46,67 £ 5,77
625 66,67 + 15,28 56,67 + 5,77
1250 63,33+ 5,77 63,33+ 5,77

Média + Desvio padrdo das trés réplicas de 30 adultos expostos por 7 dias de
tratamento e do grupo controle negativo (acetona destilada).
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5. DISCUSSAO

O Aedes aegypti é hoje um problema de saude publica, ndo s6 no Brasil,
mas em varios paises do mundo, principalmente os paises tropicais. Uma vez
que, o Aedes aegypti € o vetor do virus da dengue. A dengue é uma doenca
causada por um arbovirus do género Falvivirus, da familia Flaviviridae e possui
quatro tipos conhecidos e identificados: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. Focos
de proliferacdo dessa espécie de mosquito tém sido eliminados para evitar a
contaminacéo a seres humanos. O grande problema encontrado na eliminacéo
desse vetor é sua resisténcia a inseticidas como organofosforados e piretréides.
A busca por bioinseticidas tem sido de grande importancia para a comunidade
cientifica atual. Para eliminar o mosquito ainda na fase larval, evitando sua
proliferacdo (BARRETO, 2005; SANTOS et al., 2014; VALOTTO et al., 2014).

Uma vez que inseticidas quimicos utilizados na eliminagdo do mosquito
transmissor da dengue, acabam eliminando também outros insetos
extremamente importantes sob o0 aspecto ecoldgico, bioinseticidas podem
representar uma alternativa segura para evitar danos ao meio ambiente.

Outros insetos como Sitophilus zeamais (praga do milho armazenado)
vém causando grandes prejuizos a produtores agricolas. As alternativas
agroquimicas para a eliminacéo desta praga atualmente em uso causam desde
intoxicacOes aos aplicadores, além de levar a resisténcia por parte dos insetos
alvo, além de impactos ambientais relevantes ao eliminar outros insetos. Neste
cenario a busca por novas alternativas tém sido bastante importantes (LORINI,
2003; BENHALIMA et al., 2004).

Os metabolitos secundarios apresentam propriedades biolégicas
comprovadas, a exemplo do acido fumarprotocetrarico (FUM) que apresenta
atividade expectorante e antioxidante (DE BARROS ALVES et al., 2014), e do
acido lecanorico além de se comportar como antioxidante, também demonstrou
acdo contra bactérias Gram-positivas quando testada sua avaliagdo
antimicrobiana (GAIKWAD et al., 2014; DE AZEVEDO NOBREGA et al., 2012).

Os éacidos usnico, barbatico e FUM apresentaram ainda acdo praguicida
na sobrevivéncia de cupins, demonstrando assim a capacidade dessas
substancias em atuarem no combate e controle a pragas urbanas (Martins et al.,

2018). Extratos de trés espécies liquénicas, Lecanora muralis, Letharia vulpina
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e Peltigera rufescens, apresentaram toxicidade por ingestdo quando testados
frente a S. granarius (Emsen et al., 2015). Nossos resultados mostraram que o
acido divaricéatico e o extrato etéreo do liqguen R. complanata, apresentaram
toxicidade frente a S. zeamais e alteracdo nos parametros nutricionais dos

individuos adultos expostos ao tratamento.

Outra importante atividade bioldgica dos liquens € sua acao larvicida, o
que contribui para ajudar a populacdo no combate a insetos vetores. Cetin e
colaboradores (2008) destacam a atividade larvicida do acido usnico frente a
larvas de Culex pipiens, em que apdés 24 horas de exposicao a letalidade chegou
a 100% das larvas expostas em 10ppm. Em um estudo mais recente o acido
asnico também se mostrou efeito larvicida frente a A. aegypti (Moreira et al.,
2016). Esses dados corroboram com 0s nossos nos quais larvas em estagio
larvério L3 expostas ao extrato etéreo de R. complanata, acetdnico de C.
verticillaris, aos &cidos divaricatico e fumarprotocetrarico apresentaram uma
CLso abaixo de 30ppm. Verificou-se ainda que o sal usnato de potassio, melhorou
a acdao larvicida do acido usnico (Moreira et al., 2016), visto que em todos os
estagios larvarios testados em nosso trabalho (L1, L2, L3 e L4) a LCso foi abaixo
de 1ppm.
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6. CONCLUSAO

Os compostos de origem liquénica: extrato etéreo de R. complanata e
acetonico de C. verticillaris, bem como seus compostos majoritarios, acidos DIV
e FUM, respectivamente mostraram-se como novas alternativas para o controle
do A. aegypti, visto que afetaram o desenvolvimento desse vetor, ao interromper
seu ciclo de vida matando larvas em terceiro estagio e assim impedir a
proliferacdo. E o usnato de potassio, sintetizado a partir do &cido Usnico isolado
de C. substellata, foi capaz de matar as larvas de A. aegypti, em todos os quatro
estagios larvarios (L1, L2, L3 e L4) em concentracdes abaixo de 1lppm, o que
torna o usnato uma alternativa rapida e de custo baixo, uma interessante
ferramenta contra esse vetor.

Nas condi¢cbes experimentais o extrato etéreo de R. complanata e o
composto isolado acido divaricatico apresentaram acao praguicida frente a S.
zeamais adultos, alterando os parametros nutricionais dos insetos expostos. Os
insetos tendo ingerido os compostos acabaram morrendo, por ndo conseguirem
metabolizar a biomassa. Houve também a inalagdo dos compostos como no
caso do acido divaricatico que se mostrou toxico em teste de fumigacao.

Desta forma estes fendis liquénicos se mostraram promissoras
alternativas praguicidas. Podendo ser importantes ferramentas, evitando perdas
econdmicas significativas aos agricultores em decorréncia da infestacao de S.

zeamais.
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Resumo

O Sitophilus zeamais € uma praga que ataca graos, causando a perda de
nutrientes e a baixa lucratividade para os produtores. Por isso, estudos voltados
para o controle dessa praga tém sido de grande importancia atualmente. Uma
das alternativas sdo os inseticidas artificias. No entanto, esses compostos
causam resisténcia por parte dos insetos e danos ambientais. Para resolver essa
situacdo existem estudos com produtos de origem natural. Os metabolitos
secundarios de origem liguénica tém apresentado atividades biologicas
importantes, como, termicida contra Nasutitermes corniger. Nesse estudo
tivemos como objetivo avaliar a atividade praguicida do extrato etéreo do liquen
Ramalina complanta e de seu metabdlito secundario, acido divaricético frente a
Sitophilus zeamais, através dos testes de toxicidade por ingestdo e fumigacao.
Para o teste de fumigacéo os insetos expostos as concentracfes 1,562 e 3,125
mg/L de ar apresentaram uma toxicidade acima de 50%, tanto ao extrato etéreo
de R. complanata quanto ao acido divaricatico. Na toxicidade por ingestéao, os
insetos expostos ao extrato na concentracdo 12mg/g apresentaram uma forte
deterréncia alimentar, e na concentragdo 8mg/g, apesar de ingerirem o extrato,
nao houve conversao em biomassa. Os insetos expostos ao composto isolado,
acido divaricatico apesar de terem apresentado baixa deterréncia alimentar na
concentracdo 12mg/g, ndo conseguiram converter o alimento ingerido em
biomassa e acabaram morrendo. O extrato etéreo de R. complanta e o acido
divaricatico tém forte potencial para serem utilizados como alternativa no
controle ao S. zeamais.

Palavras-chave: bioinseticida; gorgulho-do-milho; metabdlito liquénico.
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ABSTRACT

Sitophilus zeamais is a pest that attacks grains, causing loss of nutritional
value and reducing profitability for producers. The control of this pest is done
using synthetic insecticides, however, these have been associated with the
emergence of resistant populations and environmental damage. In this study, we
evaluated the insecticidal activity of ether extract of lichen Ramalina complanata
and of an isolated metabolite, divaricatic acid, against S. zeamais. Toxicity tests
were performed by ingestion and fumigation. In the ingestion toxicity test, the
extract promoted a maximum mortality of 33.33% (12 mg / g) and presented a
food deterrent effect at all concentrations. There was no conversion of the
ingested food into biomass in the treatments with the extract. Insects exposed to
divaricatic acid showed a mortality of up to 52.50% (12 mg / g) and also failed to
convert the food into biomass. A weak deterrent effect was detected at the
concentration of 12 mg / g. In the fumigation test, mortality of 46.67—63.33% and
33.33-63.33% was observed in the treatments with extract and divaricatic acid
(0.195-3.125 mg / L of air), respectively. In conclusion, the ether extract of R.
complanata and divaricatic acid have the potential to be used as an alternative to
control S. zeamais.

Keywords: bioinsecticide; corn weevil; lichen metabolite.
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INTRODUGCAO

O Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1855) é considerado a principal praga
de grédo de milho armazenado, causando danos que podem alcancar perdas
numericamente significativas para a produ¢cao mundial, uma vez que esta praga
inviabiliza o milho para o consumo. Este problema € particularmente importante
em paises tropicais como o Brasil, onde o clima favorece o desenvolvimento
deste inseto (Rees, D.P., 1996).

A fosfina € o fumigante mais usado para combater pragas de graos
armazenados. Porém, ja € descrita resisténcia de insetos a este produto sintético
€ Seu uso esta atrelado a preocupac¢des com o meio ambiente e a saude humana
(Pimentel et al., 2009). Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de novas
estratégias capazes de controlar esses organismos. Muitas substancias vegetais
gue demonstram efeito inseticida em pragas de produtos armazenados vém
sendo estudados como alternativas promissoras aos inseticidas sintéticos
(Braga, 2019).

Diversos Oleos essenciais tém se mostrado eficientes no controle de S.
zeamais, com atividade repelente e toxicidade por contato e fumigacéo, tais
como os O6leos obtidos de Alpinia purpurata, Cymbopogon winterianus,
Eucalyptus globulus, Eucalyptus staigeriana, Foeniculum vulgare, Ocimum
basilicum, Ocimum gratissimum e Piper hispidinervum (Estrela et al., 2006; Nerio
et al., 2010; Lira et al., 2015; Araujo et al., 2019). O dleo essencial de Mentha
piperita (Hortela-pimenta) estudado em teste de fumigacao contra duas pragas
mundiais de produtos armazenados, Sitophilus oryzae e Tribolium castaneum,
apresentou uma mortalidade de 100% nos individuos adultos expostos apds 24h
de tratamento nas concentracdes de 75,0 uL/L de ar e 100,0 yL/L de ar
(Rajkumar et al., 2019).

Estudos realizados com o extrato metanolico da folha de Agave
americana contra S. oryzae demonstraram acao repelente e toxicidade por
contato (Maazoum, 2019. Extratos obtidos de plantas como Myracrodruon
urundeuva, Schinus terebinthifolia, Zingiber officinales e Plumbago zeylanica tém
apresentado atividades fagodeterrente e téxica para S. zeamais (Napoledo et al.,
2013; Camaraoti et al., 2018; Akinneye, 2019).

Existem ainda alguns estudos com atividade inseticida de compostos
derivados de liquens. O composto acido divaricatico apresentou atividade
moluscicida contra Biomphalaria glabrata, ocasionando a morte de todos os
individuos adultos na concentracéo 5 ug/mL e de embribes em 20 pg/mL. Ainda
nesse estudo, o acido divaricatico se mostrou como um antiparasitario, uma vez
gue causou uma mortalidade de 100% dos individuos de Schistosoma mansoni
expostos a concentracao de 10 pug/mL, demonstrando assim sua capacidade de
combater determinados organismos (Silva et al., 2018).
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Extratos dos liquens de Lecanora muralis, Letharia vulpina e Peltigera
rufescens foram téxicos por ingestdo para adultos de Sitophilus granarius (L.)
(Emsen, 2015). Martins e colaboradores (2018) verificaram um efeito termicida
nos compostos acidos usnico, fumarprotocetrarico e barbatico, isolados dos
liguens Cladonia substellata, C. verticillaris e Cladia agregata, respectivamente,
contra o cupim Nasutitermes corniger.

No presente trabalho foi avaliada a toxicidade por fumigacéao e ingestao
de extrato etéreo de Ramalina complanata e do acido divaricatico, composto
isolado desse extrato. Este é o primeiro trabalho avaliando a atividade inseticida
de extrato de liquen contra S. zeamais.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material liquénico

O liguen Ramalina complanata foi coletado na regido Nordeste do Brasil,
no municipio de Saloa, Pernambuco, Brasil (09° 01.399’ S, 36°47.565" W), a uma
altitude de 1052 metros, no periodo do inverno (més de junho). O talo foi
identificado de acordo com caracteristicas morfol6gicas e um voucher (n° 54299)
foi depositado no Herbario Geraldo Mariz do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Preparacdo de extrato etéreo de Ramalina complanata e isolamento do
acido divaricatico

O material liquénico seco (30 g) foi submetido a extracdo em aparelho de
Soxhlet, com 100 mL de éter dietilico a uma temperatura de 40 °C. Logo apds, o
solvente foi eliminado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e
armazenado em dessecador até peso constante. O isolamento do acido
divaricatico seguiu a metodologia descrita por Asahina e Shibata (1954), na qual
o extrato de R. complanata foi dissolvido em etanol absoluto e refluxado em
banho maria a 40 °C por 20 min e em seguida armazenado em dessecador.

Andlise fisico-quimica do acido divaricético

O &cido divaricético foi submetido a cromatografia em camada delgada
(CCD) com placas de silica gel Merck® Fasanm (Culberson, 1969). O sistema de
eluicdo utilizado foi tolueno/dioxano/acido acético (45:12,5:2 viviv), revelado em
acido sulfarico a 10%. A visualizacdo das bandas resultantes do processo
ocorreu por meio de luz UV, a 254/312 nm.

Para verificar a pureza do acido divaricatico, foi utilizada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), em um cromatografo Hitachi modelo 655-11,



58

acoplado a um detector UV (254 nm) da marca CG, modelo 437. A coluna
utilizada foi RP18, a fase moével constituiu-se de metanol/agua/acido acético
(80:19,5:0,5 v/viv), em sistema isocratico, volume de injecdo de 20 pL. Utilizou-
se como padrdo o acido divaricatico cedido pelo Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Bioquimica — UFPE. As amostras (0,1 mg/mL)
foram dissolvidas em éter. A identificacdo do composto se deu por comparacao
dos tempos de retencdo na coluna (TR) e a area do pico com o perfil obtido para
0 padrao.

A estrutura molecular foi confirmada por ressonancia magnética nuclear
de prétons (RMN-H?), em espectrofotometro Varian Unity Plus a 400 MHz,
utilizando CDCls.

Insetos

A criagdo de S. zeamais utilizada & mantida no Laboratério de Bioquimica
de Proteinas da Universidade Federal de Pernambuco, com autorizacdo (n°.
36301) do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo).
Os insetos foram criados em potes de vidro contendo graos de milho livres de
agrotoxicos, mantidos em BOD a 25°C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo
12:12. Para os ensaios foram utilizados insetos de 30 a 40 dias de idade.

Avaliacao da toxicidade por ingestao

A avaliacdo da toxicidade por ingestao do extrato etéreo de R. complanata
e do &cido divaricatico para S. zeamais foi realizada de acordo com uma
adaptacdo do método de Xie et al. (1996) descrita por Napoleédo et al. (2013).
Para cada bioensaio foi preparada uma dieta artificial misturando-se 1,0 g de
farinha de trigo autoclavada (Dona Benta®, Bunge Alimentos S.A., Benevides,
Brasil) com extrato ou composto, diluidos em 2,0 mL (acetona destilada)
formando uma solucéo das amostras para obter as concentracoes finais de 4, 8
e 12 mg/g (mg de extrato/composto puro por g de farinha de trigo). Foi
estabelecido um grupo controle, misturando a farinha de trigo apenas em
acetona. Apdés homogeneizagao, aliquotas de 100 pL da suspensao foram
transferidas para placas de Petri estéreis (90 x 100 mm) para formar discos
(cinco discos por placa) apés incubacéo por 24 h a 37 °C. As placas, contendo
os discos secos foram pesadas. Em seguida, 10 insetos foram pesados em potes
de plastico e entdo transferidos para as placas de Petri contendo os discos. Os
bioensaios foram realizados em quadruplicata. A massa dos discos de farinha e
dos insetos foram registradas novamente no sétimo dia apdés o inicio do
experimento, bem como a taxa de mortalidade. Os insetos foram considerados
mortos quando seus apéndices abdominais ndo se movimentavam e nenhuma
outra reacao era observada quando tocados com pincgas.
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A partir dos dados obtidos foram calculados os indices de deterréncia
alimentar e os parametros nutricionais. O indice de deterréncia alimentar (IDA)
foi calculado da seguinte forma: IDA (%) = 100 x [(A-B)/(A)], onde A é a massa
ingerida pelos insetos no grupo controle e B é a massa ingerida pelos insetos no
teste (Isman et al., 1990). De acordo com os dados do IDA, os tratamentos foram
classificados como nao-deterrente (IDA < 20%), deterrente fraco (50% > IDA 2
20%), deterrente moderado (70% > IDA = 50%) ou deterrente forte (IDA = 70%)
(Liu et al., 2007). De acordo com Xie et al. (1996) foram calculados os seguintes
indices nutricionais: taxa de consumo relativo (TCR) = C /(D x dias), onde C é a
massa (mg) ingerida e D é a biomassa (mg) inicial dos insetos. A taxa relativa de
ganho de biomassa (TGB) = E /(D x dias) onde, E é a biomassa (mg) adquirida
ou perdida pelos insetos; e a eficiéncia na conversao do alimento ingerido (ECAI)
= E /(C x 100).

Avaliacao da toxicidade por fumigacéo

O teste de toxicidade por fumigacado foi realizado segundo Chu et al.
(2010) em recipientes de plastico (2,5 cm de largura x 5,5 cm de comprimento;
volume de 24 mL) cujas tampas foram cobertas internamente com papel de filtro
(2 cm de diametro). Ao papel filtro, foram adicionados 20 pL de solucao (extrato
de R. complanata ou do acido divaricatico, ambos diluidos em acetona destilada)
para formar as concentragdes de 0,195; 0,390; 0,781; 1,562 e 3,125 mg/L de ar.
Para o grupo controle, foi utilizado apenas a acetona destilada. Apés 1 min para
evaporacao do solvente, 20 insetos foram colocados em cada recipiente e as
tampas foram fechadas firmemente para formar uma camara selada. Apés 24 h
de exposicdo, os insetos foram transferidos para novos recipientes, sem
amostra, e a taxa de mortalidade foi registrada apos 7 dias. Os ensaios foram
realizados em quadruplicata.

Andalise estatistica

Para calcular o desvio padrao (DP) e a diferenca entre os grupos tratados
através do teste de Tukey de comparagdo multipla, nivel de significancia (p <
0,05), foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 4.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). A CLso (concentracao letal
para causar 50% de mortalidade) foi calculada usando a anélise Probit com um
intervalo de confianca de 95%, através do software StatPlus 2006 (AnalystSoft,
Canada).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Anélise fisico-quimica do acido divaricatico

O acido divaricético foi obtido a partir do extrato etéreo de R. complanata.
Andlise feita em CCD mostrou um Rf = 0,56, confirmando a presenc¢a do acido
divaricatico com rendimento de 2,5%, em relacdo ao extrato bruto obtido de 30g
do liquen. Para verificar a pureza do composto utilizamos a anélise em HPLC

(Figura 1), onde foi detectado um tempo de retencédo de 16,47 min, similar ao
padrao e 99% de pureza.

8
h
PP I ———CRRLLY

-

Figura 2. Cromatograma em HPLC do Acido divaricatico purificado de R. complanata (RT —
16.47).

Os dados de RMN-H! confirmaram a estrutura do &cido divaricatico:
(400MHz, CdCls)5 0,98 (6H, T, 5,4Hz, Me, C18, 27); 1,68 (4H, m, CH2 — C-16 e
26); 2,97 (4H, m, CH2, C-17, 25); 2,93 (3H, s,0CHS3, C-20); 6,38 (2H,d, 2,4Hz,

C4, 11); 6,64 (1H, d,2,4Hz, C15); 6,76 (1H, d, 2,4Hz, C-6); 10,65 (2H, s, OH, C7,
22).

3.2 Avaliacéo da toxicidade por ingestao

A Tabela 2 mostra os resultados do teste de toxicidade por ingestdo. O
extrato etéreo induziu mortalidade dos adultos de S. zeamais de até 33,33%,

enquanto o acido divaricatico promoveu uma mortalidade de 52,5% na maior
concentracéo testada.
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Tabela 2. Taxa de mortalidade de individuos adultos de S. zeamais ap0s serem submetidos a
dieta contendo o extrato etéreo de R. complanata ou o composto isolado acido divaricatico.

Concentracgdes Taxa de mortalidade (%)
(mg/g)
R. complanata Acido divaricético
Controle 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
4 5,00 + 10,00 0,00 + 0,00
8 22,50 + 5,57 35,00 £ 5,77
12 33,33+ 11,55 52,50 £ 9,57

Média + desvio padréo das quatro réplicas. Os dados foram obtidos apés 7 dias de tratamento.
No grupo controle foi utilizada acetona destilada.

Camaroti et al (2018) demonstraram que o extrato salino da folha de
Schinus terebinthifolius teve efeito na mortalidade de S. zeamais apos 7 dias de
tratamento, 100 mg/g matou 32%, 200 mg/g matou 40% e 250 mg/g matou 51%
dos insetos. A lectina de Opuntia ficus-indica, quando associada a dieta artificial
de S. zeamais néo foi significativa em relacdo a mortalidade de insetos expostos
as concentracbes 15, 60 e 95mg/g nem indicou efeito dissuasivo nas
concentracdes 60 e 95 mg/g, no entanto, causou perda de massa por parte dos
insetos (De Santana Souza et al.,, 2018). O extrato foliar de Myracrodruon
urundeuva causou a morte de 50% de individuos adultos de S. zeamais expostos
a 72,4mg/g (Napoleéo et al., 2013). Os nossos dados mostram que em 12mg/g
o extrato etéreo da R. complanata matou 33% e o acido divaricatico matou 52%
para essa mesma concentracdo. Os compostos liquénicos apresentaram
atividade maior que aquela demonstrada pelos compostos de Napoledo et al.
(2013).

Foram avaliados os parametros nutricionais dos insetos apds exposi¢ao
ao extrato (Figura 3) e ao acido divaricatico (Figura 4). Houve perda de biomassa
dos S. zeamais expostos ao extrato (Fig. 3A) e a taxa de consumo relativo foi
menor nos tratamentos com o extrato em relacéo ao controle (fig. 3B). Devido a
essa ingestao do extrato, por parte dos insetos no tratamento, pode-se perceber
que o extrato apresentou um fraco indice de deterréncia alimentar (IDA%) na
concentracdo 4mg/g (IDA: 50%), moderada deterréncia na concentracdo 8mg/g
(IDA: 67%) e uma forte deterréncia na concentracdo 12mg/g (IDA: 71%). Além
disso, ndo houve uma converséao do alimento ingerido (fig. 3C), mostrando que
0s insetos utilizaram reservas energéticas para sua sobrevivéncia.
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Figura 3. Efeito do extrato etéreo de R. complanata em parametros nutricionais de adultos de S.
zeamais. (A) Taxa de ganho relativo de biomassa (B) Taxa de consumo relativo. (C) Eficiéncia
de converséo do alimento ingerido. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05)
entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Em relacdo ao composto isolado, acido divaricéatico, pode-se observar que
também houve diminuicdo da biomassa dos insetos expostos as concentracoes
de 8 e 12 mg/g (Figura 4A). O consumo relativo (Figura 4B) foi estatisticamente
significativo na concentragédo 12mg/g, mas sendo menor que o grupo controle. O
acido divaricatico apresentou fraca deterréncia alimentar nas concentracdes
4mg/g e 8mg/g (IDA: 5% e 16%, respectivamente) e moderada na concentragéo
12mg/g (IDA: 51%). No entanto, mesmo os insetos tendo se alimentado do
composto, é possivel perceber que a taxa de eficiéncia na conversao de
biomassa do alimento ingerido foi negativa nas doses de 8 e 12 mg/g.
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Figura 4. Efeito do acido divaricatico em parametros nutricionais de adultos de S. zeamais. (A)
Taxa de ganho relativo de biomassa (B) Taxa de consumo relativo. (C) Eficiéncia de converséo
do alimento ingerido. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os
tratamentos pelo teste de Tukey.

Camaroti et al. (2018) estudaram o extrato da folha de Schinus
terebinthifolius e a lectina SteLL do extrato no experimento de ingestdo do S.
zeamais. O extrato da folha de S. terebinthifolius teve efeito deterrente na
mortalidade por ingestdo de S. zeamais. Ja a lectina SteLL n&o apresentou efeito
deterrente. Os insetos se alimentaram de lectina, mas ndo houve a converséo
em biomassa e com isso 0s insetos utilizaram de reserva energética para
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sobrevivéncia. Em nosso trabalho, os insetos ingeriram o extrato etéreo R.
complanata mas eles ndo conseguiram converter em biomassa e acabaram
morrendo. O mesmo efeito foi observado para o experimento de ingestao usando
0 acido divaricatico no S. zeamais.

No presente trabalho, tanto o extrato de R. complanata quanto o acido
divaricatico isolado demonstraram efeitos anti-nutricionais nos insetos expostos
ao tratamento. Semelhantemente Lira et al. (2015) ao testarem o 6leo de A.
purpurata perceberam que, quando ingerido por adultos de S. zeamais, o 6leo
nao aumentou a taxa de mortalidade nos insetos, no entanto afetou a nutricao,
pois 0 ganho de biomassa e a eficiéncia na conversdao de alimentar foram
negativas.

Emsen et al. (2015) demonstraram que extratos dos liquens Lecanora
muralis (Schreb.) Rabenh., Letharia vulpina (L.) Hue, e Peltigera rufescens
(Weiss) Humb apresentaram atividade de mortalidade em ingestdo frente a
adultos de Sitophilus granarius. Os extratos de L. muralis e L. vulpina causaram
uma mortalidade de 100% dos individuos em 20 mg/mL e o extrato de P.
rufescens provocou 86% de mortalidade na mesma concentracao.

Compostos isolados de liquens tém apresentado atividade inseticida por
ingestao frente a outras pragas, como relatado por Martins et al. (2018), que
testaram 4&cido Usnico, acido fumarprotocetrarico e acido barbatico, isolados
respectivamente de Cladonia substellata, Cladonia verticillaris e Cladia
aggregata frente a cupins da espécie Nasutitermes corniger. Nesse estudo, foi
observado que em 10 dias de exposicao houve uma mortalidade de 100% dos
individuos, em todas as concentragdes testadas (5, 7 e 10 mg/mL).

Ainda sdo poucos os trabalhos de liquens e seus metabdlitos secundarios
para controle de pragas. O presente trabalho destaca a acdo inseticida do
composto acido divaricatico de origem liqguénica, o que suscita a necessidade de
mais estudos utilizando esses organismos e seus metabdlitos secundarios
buscando a descoberta de inseticidas de origem natural.

3.2 Avaliagéo da toxicidade por fumigagéo

A analise dos resultados do teste de fumigacao (Tabela 1) mostraram que
houve diferenca estatisticamente significativa entre a mortalidade no grupo
controle (acetona destilada) e nos grupos tratados (R. complanata ou &cido
divaricéatico). Isso mostra que houve toxicidade por inalacdo do extrato e do
composto isolado. Além disso, as taxas de mortalidade foram semelhantes nos
ensaios com o extrato e o composto isolado, indicando que o composto ativo do
extrato de R. complanata € o acido divaricatico.
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Tabela 1. Taxa de mortalidade por fumigacao de individuos adultos de S. zeamais expostos ao
extrato etéreo de R. complanata e ao composto isolado acido divaricético.

Contracoes Taxa de mortalidade (%)
(mg/ml)
R. complanata Acido divaricéatico
Controle 0,00 = 0,00 6,67 £ 5,77
78 46,67 £ 11,55 33,33+ 5,77
156,25 50,00 + 10,00 43,33 £ 5,77
312,5 56,67 + 15,28 46,67 £ 5,77
625 66,67 + 15,28 56,67 + 5,77
1250 63,33 + 5,77 63,33 + 5,77

Os valores correspondem a meédia + desvio padrao das quatro réplicas. Os adultos foram
expostos por 24 horas e a mortalidade registrada 7 dias apds essa exposi¢ao.

Diversos 6leos essenciais tém sido descritos com essa propriedade. Lira
et al. (2015) testaram a toxicidade por fumigacdo do 6leo essencial de Alpinia
purpurata, o qual foi capaz de causar a morte dos insetos com 41,4 uL/L de ar.
Os dados apresentados na tabela 1, mostram uma toxicidade por fumigacédo
superior a 50% nos individuos expostos ao tratamento com o extrato etéreo de
R. complanata e o composto isolado, &cido divaricético, nas concentracées
1,562 e 3,125 mg/L de ar. Ainda sobre a atividade de toxicidade por fumigacao
frente a S. zeamais, foi observado que o 6leo essencial de Artemisia vestita
causou a mortalidade de 50% dos individuos adultos expostos a concentracédo
de 13,42 mg/L de ar (Chu, 2010). O 6leo essencial das partes aéreas florais de
Dipsacus japonicus teve acdo fumigante contra as pragas S. zeamais
(LCs50=10,11mg/I de ar) e Tribolium castaneum (LCs0=5,26mg/L de ar) (Liu et al.,
2013). Kim et al (2016), demonstraram a toxicidade por fumigagédo dos o6leos
essenciais de Hyssopus offcinalis, Origanum majorana e Thymus zygis frente a
adultos de Sitophilus oryzae na concentracéo de 25 mg/L de ar. Nosso trabalho
€ o primeiro da literatura com teste de fumigacéo utilizando liquens e seus

metabdlitos secundarios frente a Sitophilus zeamais
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4. CONCLUSOES

O extrato etéreo de R. complanata e o &acido divaricatico isolado
apresentaram toxicidade por fumigacdo e por ingestdo para adultos de S.
zeamais. O &cido divaricatico apresentou maior toxicidade em ambos 0s casos.
A toxicidade por ingestdo esta possivelmente relacionada a efeitos anti-
nutricionais que prejudicaram a conversao do alimento em biomassa pelos
insetos. Sendo assim, o extrato e o acido divaricatico tém potencial para serem
usados como inseticidas de origem natural contra S. zeamais.
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Resumo

Os liquens tém sido bastante estudados por suas propriedades biologicas,
como bactericida, praguicida e bioindicadores ambientais. Os liquens produzem
metabdlitos secundérios que sao utilizados para a defesa contra predadores.
Uma das propriedades desses metabolitos é a acao contra insetos. O mosquito
Aedes aegypti tem sido conhecido como um vetor de importantes doencas
humanas (dengue, zika, chikungunya e febre amarela). O combate a esse vetor
tem sido executado por meio de inseticidas sintéticos que muitas vezes causam
danos ao meio ambiente. Com base nisso, esse trabalho teve como objetivo
avaliar a acado larvicida dos extratos etéreo do liquen Ramalina complanata e
acetonico de Cladonia verticillaris, bem como seus metabdlitos secundarios
isolados, acido divaricético e fumarprotocetrarico, respectivamente. Larvas em
terceiro estagio larvario de A. aegypti foram expostas aos compostos e avaliadas
a mortalidade apds 24 e 48h. Os extratos, etéreo de R. complanata e aceténico
de C. verticillaris, bem como os &cidos divaricatico e fumarprotocetrarico
apresentaram LCso de 5,95; 17,40; 29 e 13,63 ppm, respectivamente. Mostrando
gue os compostos liquénicos podem ajudar no combate a insetos vetores por
interromperem o ciclo de vida desses.

Palavras-chave: Liquens; acido divaricatico; acido fumarprotocetrarico; A.
aegypti

Abstract

Lichens have been extensively studied for their biological properties, such
as bactericide, pesticide and environmental bioindicators. Lichens produce
secondary metabolites that are used to defend against predators. One of the
properties of these metabolites is the action against insects. The Aedes aegypti
mosquito has been known as an insect vector of human pathologies (dengue,
zika, chikungunya and yellow fever). The fight against this vector has been
through chemical insecticides that often cause damage to the environment.
Based on this, this work aimed to evaluate the larvicidal action of the ethereal
extracts of lichen Ramalina complanata and acetonic of Cladonia verticillaris, as
well as its isolated compounds, divaricatic acid and fumarprotocetrarico,
respectively. Larvae in the third larval stage of A. aegypti were exposed to the
compounds and mortality after 24 and 48 hours was evaluated. The ether extracts
of R. complanata and acetonic of C. verticillaris, as well as the divaricatic and
fumarprotocetrarico acids presented LC50 of 5.95; 17.40; 29 and 13.63 ppm,
respectively. Showing that lichenic compounds can help in fighting vector insects
by interrupting their life cycle.

Key words: Lichens; divaricatic acid; fumarprotocetraric acid; A. aegypti
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INTRODUGCAO

O Aedes aegypti € o mosquito vetor de doencas de relevante importancia
sanitaria, séo elas a Zika, Dengue, Chikungunya e Febre Amarela. Milhares de
pessoas sdo afetadas por estas doencas no mundo em areas tropicais e
subtropicais (Musso et al., 2015 e WHO 2016). O numero de casos de dengue
em 2019 ja € 149% maior que em 2018 (Ministério da Saude, 2019). A dengue
€ endémica em mais de 125 paises, e estima-se que entre 2,5 e 3,6 bilhdes de
pessoas em todo o mundo estdo em risco de contrair esta doenca (Ferreira,
2012).

A forma comum de prevenir estas doencas € combater o mosquito
transmissor com armadilhas de captura de ovos, larvicidas e inseticidas, ou seja,
interrompendo seu ciclo de vida. Os larvicidas sao eficientes por combaterem as
larvas, forma aquatica do ciclo biol6gico do mosquito, no entanto, ja é constatado
que larvicidas sintéticos desenvolvem mosquitos resistentes e uma alternativa
para eles seriam os larvicidas naturais obtidos por meio dos metabolitos
secundarios de plantas, que sdo atualmente amplamente usados como fonte de
produtos promissores no combate a mosquitos e outros insetos praga (Consoli
e Oliveira, 1998; Maia et al., 2011; Diniz et al., 2014). Um exemplo disso é a
atividade larvicida de lignanas isoladas de Podophyllum hexandrum, a
podophyllotoxone exibiu significativa toxicidade frente ao A. aegypti,
apresentando mortalidade de 73% das larvas em estadio L4 e 50% de
mortalidade de pupas e ambos na concentracdo de 50 mg/ml (Maleck et al.,
2016). Vale salientar os trabalhos com algas que também demonstraram esse
tipo de atividade (Navarro et al., 2013). Bianco et al. (2013) verificaram n&o
somente a atividade larvicida com algas, como também mostraram que a
substancia responsavel pela mortalidade das larvas foi o elatol. Um exemplo em
plantas € a atividade larvicida de Piper corcovadensis, na qual o 6leo das folhas
e 0 composto majoritario (1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene and terpinolene)
mostraram possuir atividade larvicida frente ao A. aegypti (Silva et al., 2016).

Liguens também séo ricos em metabdlitos secundarios com propriedades
biolégicas comprovadas, resultantes de suas rotas secundarias, como por

exemplo, os &cidos fumarprotocetrarico (FUM) e lecandrico. O acido
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fumarprotocetrarico tem demonstrado atividade expectorante e antioxidante
comprovada em camundongos e o acido lecandrico além de se comportar como
antioxidante, também demonstrou acéo contra bactérias Gram-positivas quando
testada sua avaliacdo antimicrobiana (GAIKWAD et al., 2014; DE AZEVEDO
NOBREGA et al., 2012; DE BARROS ALVES et al., 2014). Extratos dos liquens
Lecanora muralis, Letharia vulpina e Peltigera rufescens, apresentaram atividade
inseticida frente a adultos de Sitophilus granarius (Emsen, 2015). Os metabolitos
secundérios conferem aos liguens uma protecéo contra determinados tipos de
insetos (POYKKO et al., 2010). O que pode ser uma alternativa na busca de

bioinseticidas contra pragas como larvicida para o combate ao A. aegypti.

Sao poucos os trabalhos de liquens como inseticida frente a insetos de
importancia sanitaria, assim realizamos um estudo de varios extratos de liquens
e seus compostos majoritarios testando-os separadamente frente ao mosquito

A. aegypti.

METODOLOGIA

Material liguénico

O liguen Ramalina complanata foi coletado na regido Nordeste do Brasil,
no municipio de Saloa (estado de Pernambuco, Brasil), Latitude S 09° 01.399’,
Longitude W 36°47.565’, a uma altitude de 1052 metros, no periodo do inverno
do Hemisfério Sul (Junho 2008). O talo foi identificado de acordo com
caracteristicas morfoldégicas e uma amostra (voucher n°® 54299) foi depositada
no Herbario Geraldo Mariz, Departamento de Botanica da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil.

Os liguens Cladonia verticillaris e Parmotrema flavenscens formam
coletados na regido Nordeste do Brasil, no municipio de Taquaritinga do Norte
(estado de Pernambuco, Brasil), Latitude S 09° 01.399’, Longitude W 36°47.565’,
a uma altitude de 785 metros, no periodo do inverno do Hemisfério Sul (Junho
2017). Os talos foram identificados de acordo com caracteristicas morfologicas

e uma amostra de cada (voucher n° 54301 e 54302, respectivamente) foram
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depositadas no Herbario Geraldo Mariz, Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil.

Preparacédo dos extratos e isolamento dos compostos

O isolamento de todos os compostos se deu de acordo com a metodologia
descrita por Asahina e Shibata (1954). Para obtencao dos extratos foi utilizado o
aparelhno de Soxhlet, 100mL de solvente (sendo éter para R. complanata,
acetona para C. verticillaris e P. flavenscens) refluxado em banho maria a 40°C.
A partir dos extratos de R. complanata, C. verticillaris e P. flavenscens foram
isolados os compostos acidos: divaricatico, Fumarprotocetrarico e salazinico,

respectivamente.

Identificacdo dos compostos presentes nos extratos e confirmacdo de

estrutura molecular

A identificacdo e isolamento dos compostos se deu por meio da
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (RMN-H?Y).

Manutencéo da coldnia de Aedes aegypti

As larvas foram oriundas da colbnia do Aedes aegypti Linneaus (cepa
Rockfeller) do insetario do Laboratério de Ecologia Quimica da UFPE. O
insetario foi mantido a temperatura de 27°C £1°C, umidade relativa média de
50% e fotoperiodismo de 14D :10N. A cepa Rockefeller foi cultivada e utilizada
em diversos laboratorios de entomologia, pois é referéncia em suscetibilidade, o
que permite o seu emprego em bioensaios para comparacao de resisténcia com
populacdes locais (FIOCRUZ, 2007).

Criacéo de A. aegypti em laboratorio
Para ecloséo dos ovos de Aedes aegypti foi necessario colocar um ou mais

papelotes contendo os ovos coletados em um copo com a agua anteriormente
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usada nas bacias com as larvas em desenvolvimento. A eclosdo ocorre ,
normalmente, dentro de 24 horas.

As larvas recém eclodidas séo distribuidas e condicionadas em bacias
plasticas redondas de 20cm de didmetro, contendo cerca de 450 mL de agua
destilada. Nos estdgios larvais a alimentacdo é realizada com racdo para
cachorro Purina® pulverizada.

A agua das bacias de cultivo das larvas foi trocada a cada dois dias até
as larvas atingirem o estadio de pupa. Quando as larvas atinggiram o estadio
pupal, as bacias sao colocadas dentro de gaiolas quadradas de 35cm de lado,
onde segue a emergéncia dos mosquitos adultos dentro de gaiolas.

Os adultos foram alimentados diariamente com uma solucdo de sacarose
a 10%.

Bioensaio Larvicida

Larvas de A. aegypti no quarto estadio inicial (L4), foram expostas aos
compostos isolados (acidos divaricatico e FUM) e extratos dos liquens, sendo,
20 larvas do mosquito A. aegypti no quarto estadio inicial (L4, cabeca branca)
por concentracdo foram colocadas em béqueres contendo 20mL de solucdo. O
namero de larvas mortas bem como altera¢cdes morfolégicas e comportamentais
foi registrado ap6s 24 horas de inicio do experimento e novamente apds um
periodo de 48 horas. Foram preparadas também solucbes controle, que
continham o co-solvente utilizado no preparo da solucdo teste, na mesma
concentragao.

De acordo com o resultado obtido foi construida uma curva
concentracdo/mortalidade para o calculo da CLso. A ClLso. A curva de
sobrevivéncia foi calculada utilizando-se da anélise de sobrevivéncia Probit com

0 programa estatistico Statplus 2008.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises fisico-quimica dos metabolitos liquénicos

O isolamento dos compostos foi acompanhado por cromatografia em
camada delgada (CCD). Para o FUM o Rf = 0,18, demonstrando assim estar de
acordo com os dados apresentados na literatura (Martins et al., 2018). E o acido
divaricatico Rr = 0,56. A pureza dos compostos foi avaliada utilizando analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), o &cido divaricético apresentou
99% de pureza (FiguraFigura 1) a um tempo de retencao de 16,47min.
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Figura 1. Cromatograma em HPLC. Acido divaricatico purificado de R. complanata (RT —
16.47).
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O FUM com um tempo de retencao de 2,79min e 93,79% de pureza (FFigura 2).

L

4

Figura 2. Cromatograma liquido de alta eficiéncia. Acido Fumarprotocetrarico (FUM), Rt 2,79
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e 93,79% de pureza.

A andlise molecular foi realizada com a técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear de Prétons (RMNH?Y), conforme Huneck e Yoshimura (1996).
Para o &cido divaricéatico: (400MHz, CdClIz)é 0,98 (6H, T, 5,4Hz, Me, C18, 27);
1,68 (4H, m, CH2 — C-16 e 26); 2,97 (4H, m, CHz, C-17, 25); 2,93 (3H, s,0CHps,
C-20); 6,38 (2H,d, 2,4Hz, C4, 11); 6,64 (1H, d,2,4Hz, C15); 6,76 (1H, d,2,4Hz, C-
6); 10,65 (2H, s, OH, C7, 22).

O FUM apresentou o seguintes dados de RMNH?!: 'H RMN (300 MHz,
DMSO-de) dn (H; mult.; int.): 2,38 (3H; s; CH3-9), 2,41 (3H; s; CHs-9’). 5,26 (2H;
s; CH2-8’), 6,60 (2H; s; CH-2’; CH-3’), 6,80 (1H; s; CH-5), 10,53 (1H; s; CH-8),
11,93 (1H; s; C-4-OH ou C-2’-OH).

Atividade larvicida dos compostos testados

Os resultados de LCso das larvas de A. aegypti expostas aos compostos
liquénicos estdo apresentados na tabela 1. O extrato etéreo de R. complanata
apresentou uma letalidade de 50% dos individuos expostos em 5,95ppm,
gquando comparado esse resultado ao composto isolado, acido divaricatico, o

qual a LCso foi em 29ppm. Pode-se observar que o extrato demonstrou uma agéo
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larvicida superior ao composto isolado. Esse fato pode ser decorrente do

sinergismo entre os componentes quimicos do extrato.

O extrato acetbnico de C. verticilaris apresentou uma LCso em 17,40ppm.
Ja o seu composto isolado, acido fumarprotocetrarico (FUM), ficou em 13,63 ppm
a mortalidade de 50% de individuos expostos. Nesse caso, o composto isolado,
FUM demonstrou uma atividade larvicida superior a do extrato. O potencial
inseticida do FUM ja foi reportado na literatura por alguns autores como Martins
et al. (2018), que demonstraram uma acao inseticida do FUM no
desenvolvimento de Nasutitermes corniger. Além do FUM, a lectina isolada do
liquen C. verticillaris também apresentou acao inseticida contra Nasutitermes

corniger (Silva et al., 2009).

Outros compostos isolados de liquens se apresentaram como
bioinseticidas. O acido Usnico isolado do liguen Ramalina usnea, foi capaz de
causar uma letalidade de 50% de larvas de A. aegypti expostas ao composto na
concentracéo de 4,48 pg/mL (Moreira et al., 2016). Extratos do liquens Lecanora
muralis, Letharia vulpina e Peltigera rufescens, causaram a mortalidade em

individuos adultos de Sitophilus granarius (Emsen et al., 2015).

A tabela 1 mostra dados de LCso dos compostos testados

Atividade larvicida
Material liquénico

LCso Desvio padréao
Extrato etéreo de Ramalina Complanata 5,95 ppm 1,54
Acido divaricatico 29 ppm 1,62
Extrato acetbnico de Cladonia verticilaris 17,40 ppm 0,99

Acido Fumarprotocetrarico 13,63 ppm 10,5
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CONCLUSOES

Os extratos dos liquens R. complanata e C. verticilaris juntamente com
seus compostos isolados, acido divaricatico e FUM, respectivamente se
mostraram como larvicidas contra o A. aegypti, uma vez que conseguiram
interromper o ciclo de vida das larva expostas aos metabdlitos.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram a importancia de se
continuar a estudar metabolitos secundarios de origem liquénica como uma fonte
natural de bioinseticida e poder se evitar o uso de inseticidas quimicos, os quais
em sua maioria prejudicam o meio ambiente e consequentemente a saude

humana, devido contaminacao de fontes aquaticas.
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Anexo A

TEXTO DA PATENTE

“LARVICIDA E PUPICIDA A BASE DE SNATO DE POTASSIO”

Campo da Invencéo

[001] A presente invencéo refere-se ao produto de microemulsdo com o
usnato de potéssio obtido a partir da sintese de acido Usnico e hidroxido de
potéssio, que para ser utilizado como larvicida/pupicida € preparado em tween
80. Desta maneira, a microemulsdo mostrou capacidade de causar a mortalidade
em todos os estagios larvarios e na fase de pupa do mosquito Aedes aegypti. E
a primeira vez que o usnato de potassio € descrito na literatura cientifica como

sendo larvicida/pupicida para Aedes aegyti.

Estado da Técnica/problemas

[002] O mosquito Aedes aegypti tem se tornado um problema de saude
publica, atualmente j& sdo conhecidas trés patologias associadas a esse vetor,
como Dengue, Zika virus e febre Chikungunya. Estudos voltados para o combate
a espécie de mosquito tém ganhado destague. Um meio para eliminacao de
focos € a utilizacdo de inseticidas sintéticos que tem causado resisténcia por
parte do vetor e afetado o meio ambiente, o que ainda é um grande problema.

[003] Compostos naturais, extraidos de plantas sdo uma opc¢éo para o
combate ao Aedes aegypti. Uma vez que tem demostrado forte potencial
larvicida e como forma de evitar os sintéticos utilizados atualmente. Vérios
artigos e patentes tém mostrado que uma série de metabdlitos secundarios de
plantas apresentou potencial larvicida e pupicida frente a larvas e pupas de
mosquitos, entre esses 0 Aedes aegypti, como visto na patente, BR
102016012240-6 A2, a qual refere-se a uma microemulsdo contendo o 6leo
essencial de planta Citrus sinensis. No entanto, Oleos essenciais sédo de dificil
dissolugdo em 4gua o que pode ocasionar perda da atuacao larvicida/pupicida
ao longo da sua utilizagdo no meio ambiente.

[004] Compostos de origem liguénica tém apresentado atividades
bioldgicas importantes, inclusive como praguicidas. O acido usnico € extraido de

liguens, mas o usnato de potassio ndo é um composto de origem natural.
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Sumaério da Invencao/novidade/efeito técnico/vantagens

[005] Na intencdo de evitar a proliferacdo do mosquito Aedes aegypti e
erradicar esse vetor, sem no entanto causar dano ao meio ambiente,
desenvolveu-se o presente produto formulado a partir da microemulsdo de
usnato de potéassio e tween 80, facilitando assim sua solubilidade em agua e um
composto com uma rapida acao contra o inseto testado em todas as suas fases
de larva e no estagio de pupa. Trata-se de uma invencdo biotecnoldgica,

biodegradavel e que ndo causa residuos nem danos ao meio ambiente.

Descricao detalhada da Invencao

[006] Para melhor compreensdao da invencdo, sdo usados exemplos
especificos que detalham melhor as etapas de obtencdo do produto. Esses
exemplos tem a finalidade de ilustrar a produ¢éo do nosso produto, que é dividido
em 3 etapas.

[007] Exemplo 1: Obtencdo do metabolito secundéario &cido Usnico. O
composto foi isolado da espécie liquénica Ramalina aspera em extracdo a
soxhlet e purificado.

[008] Exemplo 2: Obtencdo do sal (usnato de potassio). Para obtencao
deste sal de potassio, foi realizada uma reagédo com hidréxido de potéssio (10%)
onde, o &cido Usnico foi totalmente solubilizado em pH 11 e logo apés essa
solucédo foi submetida a liofilizacdo. Desta maneira, se obteve o usnato de
potassio.

[009] Exemplo 3: Formulacdo de microemulsdo do usnato de potassio.
Para obtengéo da formulagéo, foi utilizado como tensoativo, o tween80. A técnica
de reparagdo consiste na mistura fisica entre o sal e o tensoativo na proporgéo
de 5% de tween80 em agua com 1 mg do ushato de potassio, com agitacao
mecanica entre 3 e 5 minutos a solucdo esta pronta para uso em teste
larvicida/pupicida.

[010] Para a avaliagdo biologica foram realizados testes larvicidas e
pupicida no Laboratério de Ecologia Quimica do DQF/UFPE, obedecendo a
metodologia da OMS (Organizacdo Mundial da Saude). Foram utilizadas 20
larvas do mosquito Aedes aegypti nos estagios: L1, L2, L3 e L4 em cada réplica

de concentracdo. As larvas foram submetidas a 20ml da formulacdo de usnato
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de potassio (1 mg) em tween80 (5%) e agua. Apos 48h de exposicdo (nas
concentracfes abaixo de 1ppm) das larvas na formulacao pode-se observar que

a formulacao teve um efeito letal nas larvas 100%, conforme tabela 1.

Tabela 1. Atividade larvicida do usnato de potassio, testado contra larvas de A. aegypti em

todos os estagios larvarios, apos 48h de exposigao.

L, . L. Atividade larvicida
Estagios larvarios

LCso Desvio padréo
L1 0,001 ppm 0,0001
L2 0,19 ppm 0,01
L3 0,18 ppm 0,02
La 0,36 ppm 0,01

[011] Pupas do mosquito Aedes aegypti, foram expostas a formulacao de
usnato de potassio obtida para verificar sua possivel acéo citotoxica a essa fase
de desenvolvimento. E ap6s 48h de exposicdo na concentracdo 30ppm
observou-se que morreram 50% dos individuos para a formulacdo de usnato de
potassio com tween em agua nas proporc¢des ja explicitadas. A formulacéo de
usnato de potassio com tween80 em agua na concentracdo de 60 a 100 ppm

mataram 100% das pupas e a LC50 ficou em 35ppm, de acordo com tabela 2.

Tabela 2. Atividade pupicida usnato de potéssio, testado contra larvas de A. aegypti em todos

0s estagios larvérios, apds 48h de exposigéo.

Atividade pupicida

Pupicida
LCso 35 ppm

[012] A Figura 1 mostra a interrupgdo do desenvolvimento larval que, se
deu pela mortalidade dos individuos expostos a microemulsdo do composto
testado. Diante dos resultados obtidos, pode-se perceber o potencial larvicida e
pupicida da formulacdo. O que a torna uma futura op¢do no combate ao vetor

Aedes aegypti.

[013] A acdo do composto podera ser melhor compreendida através da
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FiguraFigura 1, que representa larvas mortas apds exposicdo de 48h no
composto:

FIGURA 1

REIVINDICACOES

1. . “LARVICIDA E PUPICIDA” caracterizado por ser uma microemulsdo
de usnato de potassio obtido pela sintese de acido Usnico com hidréxido de
potassio.

2. “‘LARVICIDA E PUPICIDA” de acordo com a reivindicagcdo 1,
caracterizado por combinar a formulagdo do usnato de potassio ao tween80 em
concentracdes na faixa de 0,001 mg/L até 0,1 mg/L.

3. “LARVICIDA E PUPICIDA” de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizado por a concentragéo preferencial de 0,012 mg/L.
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RESUMO
“LARVICIDA E PUPICIDA A BASE DE UNSATO DE POTASSIO”

Trata-se de uma formulagdo de microemulsdo do usnato de potassio
obtido através de um processo quimico com acido usnico com utilizacdo como
inseticida para combate ao Aedes aegypti. Os resultados mostraram que o sal
apresentou uma LCso, para individuos em estagio larval L1, L2, L3 e L4. Para
todos esses o0 composto foi toxico em menos de 1ppm. E ainda foi testada a acédo
do sal em pupas, o0 que mostrou uma LCso em aproximadamente 30ppm. Diante
dos dados apresentados o0 ushato de potassio se mostrou como um otimo
bioinseticida. E com isso encontramos em produtos naturais acdo de grande
importancia para o controle do mosquito vetor dos virus causadores das

patologias: dengue, chikungunya e zika.
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ANEXO C — ESPECTRO DE RMN-H* DO ACIDO DIVARICATICO

T

ZT

T.'I'I.-{

oT

e
v oaow
HHE

e
IT.EI'[

LR LR ‘[
i"E.!-T{

89

Oy oy
L, Py

Bddm ST Emg

LR N STy

T
miany
oo

WFEIFELEE B
[T ¥ T

IO

a

ROADHd  sousntes smng

RIS

[ TUTT TSN ST T T
iF e

M —n]
oD oy

Jopmssdo  cpinc
sxpmistie




ANEXO D — ESPECTRO DE RMN-H* DO ACIDO FUMARPROTOCETRARICO
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ANEXO E — ESPECTRO DE RMN-H* DO USNATO DE POTASSIO
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