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RESUMO

A propagacao do Aedes aegypti esta cada vez mais se tornando um problema de satde publica
mundial, principalmente em paises subtropicais, como o Brasil. O desenvolvimento de novos
inseticidas e/ou estratégias naturais para o controle desse vetor torna-se imprescindivel para
reducdo dos casos de arboviroses. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
larvicida dos extratos metanolicos de Aristolochia ringens, Aristolochia pohliana e seus
produtos de bioconversdo por Battus polydamas, e caracterizar suas substancias majoritarias.
Para tanto, foi realizado ensaios de atividade larvicida em Aedes aegypti e realizada a analise
quimica dos extratos por Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN). Como resultado dos
bioensaios larvicidas, todos os extratos foram considerados ativos, destacando-se todos extratos
da espécie A. pohliana. Em relacéo a caracterizacdo quimica, foi observada a presenca do acido
colavénico como substancia majoritaria para A. ringens e duas substancias majoritarias
caracterizadas como (-)-kusunoquinina e dimetilmatairesinol, para A. pohliana, 0 mesmo foi
observado para os extratos de bioconversdo. Dessa forma podemos concluir que tanto os
extratos de folhas quanto os de fezes, possuem potencial larvicida contra o vetor A. aegypti, e
gue sdo necessarios novos estudos para analisar as diversas substancias que estdo inseridas nos
extratos.

Palavras chave: Aedes aegypti; plantas medicinais; satde publica; dengue; bioativo

ABSTRACT

The spread of Aedes aegypti is increasingly becoming a global public health problem, especially
in subtropical countries such as Brazil. The development of new insecticides and/or natural
strategies to control this vector is essential to reduce arbovirus cases. In this context, the aim of
this study was to evaluate the larvicidal activity of methanolic extracts of Aristolochia ringens,
Aristolochia pohliana and their bioconversion products by Battus polydamas, and to
characterize their major substances. For that, assays of larvicidal activity were carried out in
Aedes aegypti and chemical analysis of the extracts by Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
was performed. As a result of larvicidal bioassays, all extracts were considered active,
highlighting all extracts of the species A. pohliana. Regarding the chemical characterization,
the presence of collagenic acid was observed as a major substance for A. ringens and two major
substances characterized as (-)-kusunoquinine and dimethylmatairesinol, for A. pohliana, the
same was observed for the bioconversion extracts. Thus, we can conclude that both leaf and
feces extracts have larvicidal potential against the A. aegypti vector, and that further studies are
needed to analyze the various substances that are included in the extracts.

Keywords: Aedes aegypti; medicinal plants; plubic health; dengue; bioactive



1. Introducéo

Os mosquitos do género Aedes, atuam como vetores para varias doengas causando
problemas na saude em humanos e animais (Kovendan e Murugan 2011). As doengas mais
comuns sdo a Dengue, Chikungunya, Zika e Febre Amarela, causadas por virus que possuem
como principal vetor o Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) (Costa et al. 2018). Dentre essas
arboviroses, destaca-se a Dengue que ocasiona graves danos a saude publica, e ocorre
principalmente em paises tropicais e subtropicais como o Brasil (Krishnappa et al. 2012).
Atualmente estima-se que 390 milhdes de infecgdes de dengue ocorram anualmente, dentre elas
96 milhdes se manifestam clinicamente (WHO 2022).

A propagacdo do A. aegypti esta relacionada aos fatores ambientais, socioecondmicos,
politicos, sociais e demais microfatores como, caracteristicas biologicas do virus, do vetor e da
pessoa infectada (WHO, 2009; SVS-MS, 2018). O controle desse vetor & feito atraves de
inseticidas quimicos, como compostos organoclorados e organofosforados (Usman et al. 2018).
No entanto, populacdes de A. aegypti apresentam resisténcia a esse grupo de inseticidas,
limitando seu controle, além destes ocasionarem danos a saude humana pois quando
introduzidos nos organismos, permanecem por um longo periodo no mesmo (Krishnappa et al.
2012).

Nesse sentido, faz necessaria a utilizacdo de alternativas ecologicamente corretas, como
as propostas pela quimica verde, que tem como objetivo a implementacdo de processos para
reduzir ou eliminar o uso ou geracdo de substancias nocivas a saide humana e ao ambiente
(Lenarddo et al. 2003), tornando fundamental a utilizacdo de inseticidas naturais biodegradaveis
(Garcez et al. 2009).

As plantas sdo constituidas de substancias bioativas com estruturas quimicas diferentes e
que podem apresentar atividades contra insetos. Substancias derivadas de plantas, tém-se
destacado como promissoras para o desenvolvimento de inseticidas naturais para o controle de
mosquitos e outras pragas (Krishnappa et al. 2012), por possuirem substancias cujas moléculas
possuem acao fagoinibidora, repelente, inseticida, além de serem capazes de alterar a regulacéo
do crescimento (Murugan et al. 2007).

O uso de extratos vegetais na medicina tradicional é lucrativo porgque ndo sdo necessarios
procedimentos de alto custo para obté-los, os custos de producdo sdo baixos e 0s materiais s&o
acessiveis (Dias et al. 2012; Fregene et al. 2005). Dentre estes extratos ou compostos ativos

podemos destacar 0s que compdem a espécie Aristolochia que podem ser aplicados em aspectos
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farmacoldgicos e na medicina tradicional com frequéncia nos ultimos anos (Lerma-Herrera et
al. 2022).

O género Aristolochia, mais abundante da familia Aristolochiaceae, possui folhas com ou
sem pseudoestipulas, alternas, simples, pecioladas, inteiras ou raramente lobadas (Wanderley
et al. 2002). S&o espécies com ricas fontes de diterpenos e lignanas (Andrade-Neto et al. 2007).
Os metabdlitos secundarios responsaveis pelos efeitos bioldgicos de suas espécies geralmente
sdo &cidos aristoloquicos e seus derivados, bem como monoterpenos, diterpenos e triterpenos
(Lerma-Herrera et al. 2022; Pacheco et al. 2009). Varios acidos aristoloquicos, lignanas e
diterpenos desempenham um papel significativo na defesa das plantas contra insetos
(Nascimento et al. 2004).

Outro aspecto é que além das plantas possuirem propriedades larvicidas, podemos
considerar que o processo de bioconversdo vem se destacando também como método
alternativo, principalmente por ndo ser prejudicial ao meio ambiente. Esse processo que é
caracterizado pela bioconversdo de micromoléculas secundarias, particularmente pela
metabolizacdo destas por lagartas de lepidopteros e por outros insetos, como um caminho
eficiente para a diversificacdo quimica (micromolecular), o que pode levar a obtencdo de
substancias inéditas e/ou bioativas (diversas bioatividades). Trata-se de ferramenta interessante
para inUmeras aplicagcdes, incluindo acesso a novos compostos, modificacdo estrutural e
desintoxicacdo de biomassa (Nogueira et al. 2021).

Desta forma, a bioconversdo permite simplificar o processo de obtencdo dos produtos,
tornando a sua sintese mais rapida e econémica (Moreira et al. 2014). O maior destaque tem
sido dado a utilizacdo de microrganismos para esses fins, entretanto foi verificado também o
potencial de insetos como a espécie Battus polydamas, conhecida popularmente como
“borboleta rabo de andorinha” (Nogueira et al. 2021).

Sendo assim, extratos vegetais e/ou seus produtos de bioconversdo podem se tornar uma
alternativa promissora para o controle de larvas de A. aegypti. Nesse sentido, o objetivo do
estudo foi avaliar a atividade larvicida dos extratos metandlicos de Aristolochia ringens,
Aristolochia pohliana e de seus produtos de bioconversdo por Battus polydamas, bem como

realizar a caracterizacdo quimica de suas substancias majoritarias.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal e insetos: coleta e identificacao



As folhas hospedeiras de espécies do género Aristolochia foram coletadas durante
janeiro e fevereiro de 2018, no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Grande
Dourados, Dourados (MS), Brasil. As plantas foram identificadas pelo Dr. Joelcio Freitas
como: A. ringens Vahl. e A. pohliana Duch. Amostras das folhas plantas foram secas em estufa
e prensadas para a preparacao de seus extratos.

Também foram coletados insetos do género Battus nas folhas hospedeiras durante
janeiro e fevereiro de 2018. A espécie, Battus polydamas, foi identificada pelo MSc. Paulo
Ricardo Barbosa de Souza, possuindo nimero de autorizagdo IBAMA, 51842, e nimeros de
registros de acesso CGEN/MMA, AC96E87 e A1F6637 (Nogueira et al. 2021).

2.2 Criagdo de lagartas e coleta de material fecal

Lagartas de B. polydamas de diferentes estadios foram alimentadas em laboratorio com
folhas saudaveis de A. ringens e A. pohliana. Cada grupo de insetos foi alimentado com uma
Unica espécie vegetal. Foram criadas em gaiolas [30 x 30 x 40 cm (w xh xI)] sob condicdes
semi-controladas: luz artificial durante fotoperiodo natural, umidade e temperatura ambiente,
antes do inicio dos experimentos de bioconversdo. Para a coleta das fezes, as lagartas ficaram
em jejum por 12 h e posteriormente alimentadas com folhas das plantas relacionadas a esse
estudo no periodo de 12 h subsequente. As fezes que foram expelidas durante essas 24 h foram
descartadas, com o intuito de purificar o organismo, no caso de as lagartas em campo terem se
alimentado de outras amostras que ndo fossem essas folhas. Os materiais fecais excretados pelos
insetos, depois do periodo de purificacdo (24 h), foram coletados diariamente, secos ao ar por
15 dias e armazenados a temperatura ambiente em frascos de prolipropileno até a extracdo das

fezes (Nogueira et al. 2021).
2.3 Preparo dos extratos das folhas e dos produtos de bioconversao

As folhas de A. ringens e A. pohliana foram lavadas, secas ao ar a temperatura ambiente
e seus extratos foram extraidos por maceracdo com metanol (grau HPLC JTBAKER), na
proporcao (m/v) 1 para 10, sendo 1g de amostra de folha para 10 ml de metanol, a temperatura
ambiente e armazenadas em frascos de prolipropileno. O mesmo procedimento de secagem,
maceracdo em metanol foi realizado com as fezes das lagartas de B. polydamas alimentadas ad
libitum com essas folhas. O solvente organico foi eliminado em capela com exaustdo até a

consisténcia xaroposa.



Ap0s a secagem, 0s extratos foram armazenados a temperatura ambiente, até 0 momento
da realizacdo do bioensaio larvicida e calculou-se seu rendimento total. Estes calculos foram
realizados de acordo com a férmula: Re = (ME /MA) x 100. Onde: Re = Rendimento total do
extrato (%); ME = Massa de extrato (g), MA = Massa da amostra (g).

2.4 Ensaio larvicida com Aedes aegypti

Os bioensaios de toxicidade para determinacdo da atividade larvicida foram realizados
seguindo protocolo da WHO (2005), utilizando larvas de 3° e 4° instar (L3 e L4) de A. aegypti,
linhagem Rockefeller. Os ovos foram fornecidos pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
unidade de Bio-Manguinhos do Rio de Janeiro.

Inicialmente, os ovos foram mantidos em local controlado com temperatura de 28+2°C,
umidade relativa de 60+1%, e um fotoperiodo programado de 10:14 h claro/escuro até o
momento do teste. Posteriormente, os ovos, aderidos em papel de filtro, foram colocados em
um recipiente plastico com agua deionizada e fermento bioldgico (Anjolette e Macoris, 2016),
e em seguida alimentados com racdo triturada para peixes contendo 28% de proteina bruta
(Laguna®, Lote 05EX180067109). Ao atingir 32 e 42 instar, as larvas foram separadas com
pipeta de pasteur e alocadas em copo plastico contendo 100 mL de agua deionizada.

Foram realizados ensaios prévios para determinacdo das concentragdes a serem
utilizados do estudo. Nesse ensaio inicial utilizando com as concentracdes de 100 e 1000
mg/mL foram observadas baixa atividade larvicida (< 10%) e 100% respectivamente. Baseando
nesses resultados, foram realizados os calculos para as concentragdes a serem utilizadas no
estudo. Assim sendo, extratos (folhas e de fezes) foram testados nas concentragdes de 100, 170,
290, 490 e 850 mg/L.

Para cada concentragdo, foram usadas 4 réplicas contendo 25 larvas em cada recipiente,
totalizando 100 larvas por tratamento. No controle negativo foi utilizado DMSO contendo
Tween 80 a 1%. Os ensaios foram realizados em 3 experimentos independentes. As leituras de
mortalidade foram realizadas em 24 e 48 h apds o inicio da exposicdo. As larvas foram
consideradas mortas quando permaneceram imoveis e/ou hdo mostraram nenhuma reacdo ao
toque.

Os resultados do teste de toxicidade com larvas do A. aegypti (linhagem Rockefeller)
foram realizadas utilizando método estatistico Probit na plataforma R® Studio (Core Team,
2019) com intervalo de confianca de 95% para a determinagdo da concentracdo letal para 50%
(CLso) e 90% (CLago).



2.5 Anélise quimica por ressonéncia magnética nuclear (RMN)

As substancias majoritéarias dos extratos metandlicos das espécies do género Aristolochia
e seus produtos de bioconversdo foram avaliadas por meio de espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear (RMN). Os espectros de RMN de 'H (256 varreduras) e **C (60.000
varreduras) foram adquiridos em um espectrometro Bruker® AscendTM 300, operando nas
frequéncias de hidrogénio a 300,15 e na frequéncia de carbono 75,47 MHz. As amostras, 60,0
mg de cada extrato, foram solubilizadas individualmente em 0,75 mL de CDCI3 (cloroférmio
deuterado) e analisadas a 298 K.

As porgdes insoltveis em CDCI3 das amostras foram soliveis em 0,75 mL de DMSO-ds
(99,9% D) e igualmente analisadas a 298 K. Os sinais de solvente residual e solvente deuterado
foram usados como referéncias internas para experimentos de *H e *C RMN, respectivamente;
o sdo relatados em relagdo ao TMS. Todos os dados de RMN foram processados nos softwares
TopSpin 3.6.2 (Bruker®) e MNova 14.2.2 (Mestrelab Research), e os resultados foram
analisados e comparados com dados da literatura de Pacheco et al. (2009), Messiano et al.
(2008) e Heleno et al. (2006).

3. Resultados e discussao
3.1 Rendimento dos extratos

Os resultados referentes ao rendimento dos extratos de folhas e de bioconverséo foram
apresentados na Tabela 1. Os rendimentos de extracdo variaram de 13,8% a 28,2%, de acordo
com a espécie e o tipo de amostra, folha ou de seu produto de bioconverséo. Sendo que o extrato
metanolico da folha de Aristolochia ringens apresentou melhor rendimento (28,2%) quando

comparado com os demais (Tabela 1).



Tabela 1. Rendimentos dos extratos metandlicos de folhas de Aristolochia spp. e de fezes de

lagartas alimentadas com essas plantas.

Rendimento (%)

Extrato Espécie MA (g) ME (g)
(ME/MA x 100)
Metanélico 1- Aristolochia ringens 3,0 0,85 28.2
(Folhas) 2- Aristolochia pohliana 3,0 0,70 233
Metanélico 1- Bioconverséo de Aristolochia ringens 3,0 0,75 25,0
*
(Fezes™) 2- Bioconversdo de Aristolochia pohliana 3,0 0,42 13,8

*Fezes de Battus polydamas alimentadas com folhas das espécies de Aristolochia.
*MA: Massa da Amostra; ME: Massa do Extrato

A quantidade de materiais que podem ser extraidos de uma planta depende da natureza
e quantidade de solvente utilizado durante o procedimento de extracdo e € possivel identificar
existéncia dessa variacdo dependendo da amostra (Hsu et al. 2006). O alto rendimento dos
extratos metandlicos pode ser devido a capacidade do metanol de extrair metabolitos
secundarios em materiais vegetais (Parekh et al. 2005). Sabe-se que 0 metanol € um solvente
que possui potencial de extracdo determinado pela sua capacidade de enfraquecer as membranas
para extrair o maior numero de metabdlitos secundarios. Sharaibi e Afolayan (2017) relataram
que extrato metandlico de folhas de Agapanthus praecox foi extraido mais fitoquimicos quando
comparado aos extratos foliares utilizando agua e acetona. Além disso, Dhawan e Gupta (2017)
observaram os maiores rendimentos de extrato em solvente de metanol para folhas de Datura
metel, quando comparado com os solventes de acetona, dgua destilada, cloroférmio, acetato de
etilo e hexano.

Outro aspecto a ser considerado € que as diferencas entre as espécies poderiam também
ser fator determinante para tal variacdo. Os resultados deste estudo indicaram que tanto as
folhas quanto os produtos de biconversao de A. ringens obtiveram um rendimento superior ao
de A. pohliana (Tabela 1). Frazen et al. (2018) identificaram rendimento diferencial para
extratos de flores de Calendula officinalis, Helianthus annus e Rosa x grandiflora, onde para o
mesmo tempo, método de extragdo e solvente, 0s extratos mostraram varia¢do no valor do

rendimento, apresentando o melhor resultado para Rosa x grandiflora (75,3%).



Os resultados deste estudo mostraram que a interacdo das matrizes vegetais com o
solvente utilizado influenciou diretamente no rendimento total do extrato. No entanto, ndo ha
na literatura estudos que expliquem a queda do valor de rendimento dos extratos foliares para
0s extratos de bioconversdo da mesma espécie. Uma possibilidade para que tal evento possa ter
ocorrido seria a absorcéo dos carboidratos oferecidos pela planta durante o processo digestivo
da lagarta, acarretando o desaparecimento dos metabolitos priméarios nos extratos fecais da
lagarta.

3.2 Ensaio larvicida com Aedes aegypti

Os resultados do hioensaio larvicida dos extratos metandlicos das folhas de Aristolochia
pohliana, Aristolochia ringens e seus produtos de bioconversao indicaram que os valores de CLso

variam de acordo com a espécie, o tipo de extrato e o tempo de exposicdo (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdes letais 50% (CLso) (mg L™) dos extratos metanélicos de folhas e
produtos de bioconversdo por Battus polydamas em larvas de A. aegypti linhagem Rockefeller.

Extratos Tempo de exposi¢ao (h) CL50(IC o.s) X2 GL p valor
A. ringens 24 584,14 (501 — 709,96) 2,14 4 0,29
(folha) 48 413,88 (358.30 - 486,13) 2,37 4 0,33
A. ringens 24 615,78 (554,07— 810,74) 5,76 4 0,78
(fezes*) 48 471,98(409,21 —556,97) 4,04 4 0,60
A. pohliana 24 42749 (376,30 _ 491,17) 4,60 4 0,67
(folha) 48 382,63 (337,72 436,64) 4,98 4 071
A. pohliana 24 44457 (397,32 -500,83) 8,18 4 0,91
(fezes*) 48 375,75 (336,83 — 420,34) 7,63 4 0,89

IC, Intervalo de confianca; x? Qui-quadrado; GL, Grau de liberdade.
*Fezes de Battus polydamas alimentadas com folhas das espécies de Aristolochia

Os extratos foliares de A. ringens e A. pohliana ocasionaram atividade larvicida em
Aedes aegypti em 24 e 48 h de exposicdo, com os valores de CLso de 584,14 e 413,88 mg L,
para a primeira espécie e 427,49 e 382,63 mg L, para a segunda. Também foram avaliadas o

CLgo dos compostos (Tabela Suplementar).



As concentragOes para atingir os valores de CLso em extratos foliares de A. ringens
(CLs0 584,14 e 413,88 mg L) foram superiores a A. pohliana (CLso 427,49 e 382,63 mg L™)
em 24 e 48 h de exposicéo, respectivamente. Alois et al. (2022) relataram atividade larvicida
do extrato das folhas de Aristolochia elegans contra o vetor Anopheles gambiae, com valores
inferiores ao deste estudo, onde a CLso do extrato etandlico foi determinada por extrapolacao e
encontrada em 165 ug/mL e 135 pg/mL apds 48 e 72 h, respectivamente, indicando que a CLso
diminua com o0 aumento do tempo de exposigéo.

Os produtos de bioconversdo de A. ringens exibiram CLso (615,78 e 471,98 mg L™)
valores diferenciais aos observados no extrato foliar da mesma espécie (CLsode 584,14 e 413,88
mg L) em 24 e 48 h, respectivamente. Os produtos de bioconverséo de A. pohliana exibiram
CLso (444,57 mg L), superior ao extrato da folha (CLso 427,49 mg L) em 24 h. No tempo de
exposicao de 48 h, a bioconverséo resultou na CLso (375,75 mg L) inferior ao extrato da folha
(382,63 mg L™).

A diferenca de resultados entre extratos foliares e os oriundos da bioconverséo pode
estar relacionada ao fato dos nutrientes ao serem digeridos pela lagarta passam por reacoes
quimicas, mediadas por enzimas, convertendo-o num composto diferente do originalmente
administrado (Moreira et al. 2014).

Produtos oriundos de fontes naturais destinados a serem utilizados como larvicida com
ClLso <50 mg L™ sdo considerados ativos e com ClLsy <100 mg L™ sdo considerados
moderadamente ativos, segundo Cheng et al. (2003). Komalamisra et al. (2005) relataram que
produtos com CLso entre 100 e 750 mg L sdo considerados eficazes e com CLso > 750 mg L
1 s30 considerados inativos. Os extratos apresentaram atividade larvicida em concentragdes
menores que 750 mg L (Tabela 2). Desse modo, podemos considerar que os extratos foliares
e 0s produtos da bioconversdo como larvicida ativo contra larvas do A. aegypti. A bioconversédo
da A. pohliana proporcionou atividade larvicida, ocasionando morte das larvas com CLso de
375,75 mg Lt em 48 h de exposicdo, que foi menor concentragio quando comparado aos outros
derivados, no entanto cabe ressaltar que ndo houve diferenca significativa entre eles (Tabela 2).

Atualmente ha poucos estudos avaliando os efeitos larvicidas de plantas do género
Aristolochia contra larvas de A. aegypti. Cicca et al. (2000) relataram que os extratos
metanolicos e diclometanos de A. triangularis tiveram atividade larvicida com CLsg de 285,5
e 188,1 ug/mL, respectivamente, contra o Aedes aegypti. Krishnappa, & Elumalai (2012)
observaram o extrato metandlico da folha de A. bracteata contra larvas de terceiro instar A.

aegypti, onde o valor de CLso foi de 114,89 ppm.



Além disto, ndo ha na literatura estudos que utilizem os produtos de bioconverséo de B.
polydamas para testar sua atividade larvicida, indicando potencialidade do seu uso de forma
inovadora. Pesquisas anteriores observaram a reducédo da toxicidade das folhas de Aristolochia
triangularis e Aristolochia gibertii para as células GM07492, ap6s o processo de bioconversao
por B. polydamas (Nogueira et al. 2021).

A toxidade larvicida dos extratos pode estar relacionada ao fato de espécies desse género
apresentarem derivados fenantrénicos, além de terpendides e outros constituintes quimicos (Wu
et al. 2004). O efeito larvicida pode ser devido a existéncia de metabdlitos secundarios com
propriedades repelentes de mosquitos. Tais efeitos variam de acordo com a espécie vegetal, o
tempo de exposicéo e a polaridade do solvente utilizado (Ghosh et al. 2012).

Sendo assim, a utilizacdo desses extratos das plantas e seus produtos de bioconverséo
que visa usar principios da quimica verde para desenvolvimento de produtos seguros usando
fontes renovaveis (Lenardédo et al. 2003), pode ser uma alternativa promissora, entretanto ha

necessidade de mais estudos.

3.3 Analise quimica por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os extratos metandlicos das espécies do género Aristolochia e seus produtos de
bioconversdo forneceram constituintes identificados por analises espectroscépicas, por RMN
(Figura 1).
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Figura 1: Espectros de RMN de *C oriundos de anélises de extratos metandlicos de folhas de Aristolochia e seus produtos de bioconverso por Battus

polydamas. A — Folha de A. ringens, B — Bioconversédo de A. ringens, C — Folha de A. pohliana, D — Bioconversao de A. pohliana

11



Os resultados de RMN para os extratos de Aristolochia ringens mostraram um composto
diterpeno clerodanico caracterizado como &cido colavénico, sendo que suas estruturas foram
identificadas por comparacdo de seus dados espectroscopicos (}C RMN) com os dados da
literatura de Pacheco et al. (2009). Lopes et al. (1987) isolaram diterpenos clerodanos em
espécies de Aristolochia. Além disso, Gebbinck et al. (2002) relatarem os clerodanos como
fontes antialimentares naturais de insetos, sendo mistura de atividade antialimentar (sensorial)
e efeitos toxicos. Wu et al. (2004) também relataram o acido colavénico como substancia
majoritariaem A. ringens. Lajide et al. (1995) registraram atividade bioldgica desses compostos
quando avaliaram sua atividade antialimentar contra Reticulitermes speratus K. (Isoptera:
Rhinotermitidae, cupim subterraneo).

Os resultados de RMN para os extratos de Aristolochia pohliana revelaram duas
lignanas dibenzilbutirolactdnica, caracterizadas como (-)-kusunoquinina e dimetilmatairesinol.
Sendo essa caracterizacdo realizada por meio de comparacao de seus dados espectroscopicos
(*3C RMN) com os dados da literatura de Messiano et al. (2008) e Heleno et al (2006). Lignanas
de tipos estruturais diversos foram descritas na literatura como sinergistas de inseticidas,
embora individualmente inativas (Harmatha et al. 2002).

Lignanas do tipo dibenzilbutirolactona foram descritas como inibidoras de alimentacéo,
impedimentos de alimentacdo ou inibidoras de crescimento larval (Harmatha et al. 2002; 2003).
Messiano et al. (2008) relataram que 0 extrato hexanico de raizes de Aristolochia malmeana
(Aristolochiaceae) apresentou atividade inseticida na lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) e
a substancia associada a esta atividade foi a lignana dibenzilbutirolactonica ((-)-
kusunoquinina), que foi similar a identificada em A. pohliana.

As lignanas podem ser caracterizadas pelos seus efeitos inseticidas. No entanto, sdo
poucos o0s trabalhos que relatem as propriedades bioldgicas, larvicidas e/ou inseticida
substancia majoritaria dimetilmatairesinol. Chang et al. (2000) relatou a citotoxicidade
significativa do composto dimetilmatairesinol contra células tumorais humanas. Em geral, as
substancias correspondentes sdo as mesmas para ambos extratos da mesma espécie. Além disso,
0s extratos das folhas e os produtos de bioconversdo de ambas as espécies (A. ringens e A.

pohliana) apresentaram atividade larvicida.

5. Concluséao

Tanto os extratos metandlicos de plantas quanto de seus produtos de bioconversao

apresentaram atividade larvicida. A caracterizacdo quimica das substancias majoritarias das
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folhas e dos produtos de bioconversdo indicaram que a A. pohliana possui 0s compostos (-)-
kusunoquinina e dimetilmatairesinol, enquanto a A. ringens tem como substancia o acido
colavénico como composto majoritario. No entanto, os resultados refletem, a necessidade de
mais estudos para a analisar as diversas substancias encontradas nos extratos, pois o estudo
sugere que tanto os extratos de folhas quanto seus produtos de bioconversdo podem ser usados
para o controle larval do mosquito Aedes aegypti.
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Anexo 1:

Tabela S1. Concentracdes letais 90% (CLgo) (Mg L) dos extratos de folhas e produtos de bioconversio
por Battus polydamas em larvas de Ae. aegypti linhagem Rockefeller.

Tempo de exposicao

Extratos ) CL90 (IC 005) X2 GL p valor
A. ringens 24 1521,62 (1141,90 — 2403,29) 2,14 4 0,29
(folha) 48 1018,01(872,01 - 1618,53) 2,37 4 0,33
A. ringens 24 1705,87 (1250,09— 2848,10) 5,76 4 0,78
(fezes*) 48 1221,89(950,16 — 1786,52) 4,04 4 0,60
A. pohliana 24 975,74 (795,72 — 1312,59) 4,60 4 0,67
(folha) 48 861,47 (711,18 — 1131,63) 4,98 4 0,71
A. pohliana 24 866,82 (733,45 — 1102,52) 8,18 4 0,01
(fezes™) 48 715,15 (613,57 — 886,08) 7,63 4 0,89

IC, Intervalo de confianca; x* Qui-quadrado; GL, Grau de liberdade.

*Fezes de Battus polydamas alimentadas com folhas das espécies de Aristolochia

Anexo 2: Normas da revista
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