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I Contexto

As florestas desempenham um papel fundamental para a vida no planeta gracas a
funcBes ecoldgicas como: regulacdo do clima e dos recursos hidricos e habitat para as
plantas e os animais. Além disso, elas fornecem um amplo leque de bens essenciais como
madeira, alimentos, ervas medicinais e recursos importantes para a pesquisa de
medicamentos. Quando as florestas desaparecem ou sao gravemente degradadas perde-se
também sua capacidade reguladora do ambiente; aumentando os perigos de inundagdes e
de erosdo, reduzindo a fertilidade do solo e contribuindo para a perda da vida vegetal e

animal (Département des Foréts, 2005).

Dentre todas as florestas do mundo, a Amazo6nia é a mais rica zona de diversidade
bioldgica, além de ser um dos mais vastos ecossistemas terrestres. A rapidez com que ocorre
o desmatamento nesta drea — 25.000 km?/ano nos anos 90 dos quais 18.000 km?%/ano
apenas pelo Brasil e um mdaximo de 27.400 km? em 2004 — afeta a capacidade de
regeneracdo desta floresta de forma quase irreversivel. Isto causa um impacto importante

em sua capacidade de regulacao climatica (Malhi et al., 2008).

A Amazoénia compreende nove territérios nacionais, entre os quais o Brasil e a Guiana

Francesa (Figura 1), que é um departamento ultramarino da Franca situado entre o Brasil e o
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Suriname. A floresta amazonica na Guiana constitui uma reserva importante de produtos

lignosos; com 75.000 km? de um territério de 90.000 km? de superficie total (CIRAD, 1983).

Em superficie a “Amazoénia francesa” equivale a um tergo das florestas francesas, sendo a

Unica floresta tropical Umida europeia e representando 2% da superficie total da Amazonia.

Tedy

COLOMBIA.

politico. 7.827.000 km"

biogeografico 6 767.000 kami"

cuenca bacia 5913000 km™
fuente: Hydrosheds, cuenca del rio Amazonas
(v més detalles en la parte poslerior el mapa)

Amazonias Amazonias rj\ﬁ(‘ W

(o4

fuente: compiacion de las bases nacionales

fuente: complacion de las bases nacionales

Figura 1 — Mapa politico-geografico da Amazonia. Fonte : RAISG - Rede Amazénica de Informagao Sécio

Ambiental Georreferenciada, 2009 (http://raisg.socioambiental.org/)

A floresta guianense faz parte do dominio privativo do Estado e é administrada pelo

“Office National des Foréts” (ONF). A exploracdo florestal na Guiana francesa esta limitada a

uma faixa litoranea ao longo da estrada principal que atravessa o territério (Figura 2), e é

realizada, exclusivamente, por empresas privadas.

—_

L] 58 Milemétres
—

Foréts aménagées
ST LAURENT au fer janvier 2008
DU MARCHNI

Maripasoula

Figura 2 — Parcelas de floresta administradas pela ONF, 2006.

(http://www.onf.fr/old/reg/guyane/index.htm)
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Cerca de 60.000 m® de madeira s3o cortadas e transformadas localmente por onze
serralherias. Aproximadamente, 200 espécies de arvores de diametro superior a 50 cm,
dentre elas, apenas cerca de vinte sdo atualmente exploradas como madeira de lei
(Detienne et al., 1989). A maior parte da producdo de toras é realizada a partir de 3
espécies: angélico do Para (Dycorynia guianensis, 37%), mandioqueira rosa (Qualea spp. e
Ruizterania spp, 27%) e louro gamela (Sextonia rubra, 9%). Um quarto da producdo é
exportado, principalmente para as Antilhas, e o restante é comercializado no mercado local,
como material de estrutura para o setor da construcdo civil. Ainda que, proporcionalmente,
esse departamento seja imensamente rico em matéria-prima, o setor madeireiro representa
apenas o quarto setor de atividade em produtos de exportacdo na Guiana (Office National

des Foréts, 2003).

Uma andlise global do mercado madeireiro da Guiana francesa ndo deve ignorar a
realidade social do territério, que possui umas das maiores taxas de crescimento
demografico do mundo (3,5%/ano) e uma taxa de desemprego correspondente a 21% da
populacdo ativa. Além disso, as exportacbes de madeira procedente desse departamento
sofrem concorréncia direta com os paises vizinhos, dentre os quais o Brasil, onde o custo de
mao de obra é duas a trés vezes inferiores. Entre o corte e a serragem, mais de 50% da
matéria lignosa é perdida, o que representa uma grande quantidade de residuos produzidos

por este setor. Hoje, na Guiana, esses residuos nao sao valorizados.

Considerando as dificuldades econdmicas da area frente a concorréncia internacional
e ao fraco mercado local, o investimento na pesquisa de novos produtos de alto valor
agregado a partir dos residuos da exploragdo florestal pode ser uma solugao para estimular

o setor madeireiro e aprimorar sua competitividade.

Este trabalho visa, portanto, descobrir novas vias de valorizagdao dos remanescentes
da exploracao florestal e dos residuos das serralherias através da pesquisa de moléculas com
atividades antifungicas ou inseticidas. Os residuos de madeira contem grandes quantidades

de matéria com niveis elevados de metabdlitos secundarios potencialmente valorizaveis.
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II. Durabilidade natural

II.1 Madeira

A arvore é um ser vivo constituido principalmente de matéria lignosa estruturada
pela justaposicdo de células organizadas com a precisdo e a complexidade préprias aos
vegetais superiores. Elas tém a capacidade de reagir face aos agressores exteriores sejam de
origem climatica como o vento ou a estiagem, seja de origem bioldgica como os insetos, os

fungos ou as bactérias (Rayzal, 1998).

Em um corte transversal do tronco de uma arvore é possivel observar que a madeira
é de fato constituida por duas entidades distinguiveis: no exterior se encontra o alburno e no

interior o cerne, geralmente mais escuro (Figura 3).

Figura 3 — Corte transversal do tronco de Peltogyne sp.

O alburno é a parte funcional da madeira, geralmente considerada como a parte viva
do tronco. Apesar da presencga de células vivas, a maior propor¢ao em massa do alburno é
constituida por traqueidios terminais de fibras libriformes ndo-vivas. As células do
parénquima radial e longitudinal podem continuar vivas e funcionais durante muito tempo e

uma vez mortas, contribuem para a formacao do cerne.

20



O termo madeira designa, na maior parte das vezes, unicamente o cerne ou madeira
perfeita que é a parte interna da tora. Segundo o IAWA (International Association of Wood
Anatomists), o cerne é o "conjunto de camadas internas do tronco, que, nas arvores vivas,
nao contém células vivas e nas quais a matéria de reserva (por exemplo, o amido) foi

consumida ou transformada em metabdlitos" (Taylor et al., 2002).

Ainda hoje, o papel especifico do cerne continua relativamente desconhecido, mas
sua resisténcia aos ataques de patdogenos, bem como sua contribuicdo ao suporte mecanico

das arvores sao claramente consideradas suas fungdes primarias (Plomion et al., 2001).

IL.2 Durabilidade natural e o papel dos metabdlitos secunddrios

A capacidade de cada espécie de formar uma madeira capaz de resistir aos agentes
de biodegradacdo é chamada durabilidade natural, e a durabilidade natural das espécies
exploradas geralmente sao conhecidas. Esse conhecimento orientou a utilizacao de diversas

madeiras para a construcao civil, a fabricacdo de objetos, de méveis, etc. (Figura 4).

Figura 4 — Pé de mesa egipcia esculpida em Diospyros sp. (Ebenaceae), cerca de 700 a.C. (©Musée du Louvre

/C. Décamps)

“Extrato” é o termo utilizado para descrever todos os compostos ou metabdélitos ndo
estruturais presentes na madeira pela capacidade de serem extraidos por dissolucdo.
Algumas dessas substancias podem ser toxicas para as células do parénquima e provocar sua

morte durante a formacdo do cerne (Taylor et al., 2002). Foi demonstrado na literatura que
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as células cambiais poderiam ser afetadas pela presenca de taninos (Taylor et al., 2002) , que

sdo particularmente abundantes no cerne de vdérias espécies.

Enquanto as células parenquimatosas morrem para formar o cerne, os metabdlitos
secunddrios se acumulam nos tecidos e asseguram a durabilidade natural da madeira
(Carneiro et al., 2009; Gierlinger et al., 2004, Scheffer & Morrell, 1998; Pearce, 1996). O
papel principal dessas substancias tdoxicas é a defesa passiva do cerne contra os agentes de

degradacdo, sendo que varios destes mecanismos de defesa ja foram evidenciados.

Entretanto, a quantidade de extrato presente no cerne ndo estd relacionada
diretamente a durabilidade natural da madeira. Em certos casos, a producdao de metabdlitos
é orientada especificamente contra os organismos que degradam a madeira; sendo muito
ativos e presentes, geralmente, em concentragdes fracas. (Ohsawa et al., 1992, Rodrigues et
al., 2009). Por outro lado, foi demonstrado que o extrato total é mais ativo que seus
constituintes testados separadamente, demonstrando uma sinergia de acdo entre os
diferentes compostos. (Schultz & Nicholas, 2000; Schultz et al., 1995). Eperua falcata (apa)
ou certas espécies do género Larix, por exemplo, sdo capazes de produzir um cerne muito
duravel por impregnagdo de sua madeira com grandes quantidades de extrativos (entre 5 e

30%), os quais ndo sdo antifungicos (Grabner et al, 2005; Royer, 2008).

Existe certa variabilidade intra-especifica da durabilidade natural, que resulta de uma
variabilidade na distribuicdo dos extrativos, seja de origem genética ou ambiental. A espécie
amazonica Dycorinia guianensis, por exemplo, mostra uma resisténcia variavel aos agentes
de biodegradacdo (Amusant et al., 2004). Essas diferencas podem igualmente ser
observadas em drvores de cultivo como o cedro japonés Cryptomeria japonica (Shibutani et

al., 2007).

Em um mesmo individuo, a distribuicdo especifica das substancias extrativas no
interior do cerne pode influenciar localmente na durabilidade natural (Kleist & Schmitt,
1999). Por conseguinte, a caracteristica de durabilidade natural ndo é repartida de forma
homogénea na madeira de um mesmo individuo. De uma forma geral, as regides externas,

que correspondem ao cerne mais jovem (madeira madura, produzida pela arvore adulta), e
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as zonas proximas da base sdo os lugares onde o cerne é mais duravel (Scheffer & Morrell,
1998; Taylor et al., 2002). No centro da arvore, encontra-se o cerne mais antigo (madeira
juvenil, fabricado pela arvore jovem), as substancias extrativas que ele contém sdo
parcialmente degradados e sdo assim menos eficazes para a protecdao da madeira. Por
exemplo, diferencas importantes na qualidade e na quantidade de substancias de extrativas
no sentido radial do tronco de um mesmo individuo foram descritas no carvalho Quercus sp.
(Mosedale et al., 1996) ou na nogueira Juglans sp. (Burtin et al., 1998). Neste ultimo, os
principais extrativos bioativos sdo compostos polifendlicos presentes em maior
concentracdo na zona de transicdo entre o cerne e o alburno. O mesmo fenémeno foi
descrito para a espécie Robinia pseudoacacia, para a qual a madeira jovem (cerne interno) é
menos duravel e contem menos extrativos ativos que a madeira madura (cerne externo)
(Pollet et al., 2008). Segundo Taylor et al. (2002), as substancias extrativas ativas sao
sintetizadas no momento da formacdo do cerne e se degradam a medida que a madeira

envelhece.

I1.3 Medida da durabilidade natural

A durabilidade natural de uma madeira pode ser avaliada por ensaios padronizados
de resisténcia ao ataque de fungos ou de cupins. Por exemplo, na Europa, os testes
normatizados descritos pela AFPB (Association Francaise pour la Préservation du Bois) como
a norma NF EN 350-1 (Guia dos principios de ensaio e de classificacdo da durabilidade
natural da madeira) sdo utilizados para a medida da durabilidade tanto em laboratério como
também em condig¢Ges naturais (Afnor, 1994a). Por exemplo, a classe da durabilidade contra
o ataque dos fungos lignivoros é avaliada entre 1 e 5: classe 1 « muito durdvel », classe 2

(

“duravel”, classe 3 “medianamente durdvel”, classe 4 “pouco duravel”, classe 5 “ndo

III

durdvel” (Guilley et al., 2004; Rayzal, 1998). Cada classe corresponde a uma perda de massa

da madeira estudada uma fez que a mesma foi exposta ao ataque dos fungos.

Existem inumeras fontes de dados relativos a durabilidade natural de madeiras
tropicais e temperadas; no entanto, os métodos para a avaliacdo da durabilidade ndo sao
sempre os mesmos (Afnor, 1994b; Aloui et al., 2004; Borges et al., 2008; Bultman &
Southwell, 1976, Carneiro et al., 2009; De Jesus et al., 1998; Goncalves & Oliveira, 2006;
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Guilley et al., 2004; Paes et al., 2007; Scheffer & Morrell, 1998). Os dados a respeito da
resisténcia das madeiras da América do sul diante do ataque de fungos, de cupins e de
crustdceos avaliados por diversos métodos e publicados na literatura, foram agrupados no

anexo 1 (pagina 232).

1.4 Mecanismos de degradag¢do da madeira

A madeira é um conjunto complexo de polimeros naturais: a celulose, a hemicelulose
e a lignina. A celulose representa sozinha aproximadamente 50% da massa total da madeira
e se apresenta sob a forma de microfibrilas mais ou menos cristalinas. As hemiceluloses
formam uma matriz que liga as microfibrilas de celulose entre si; e a lignina é um polimero
hidrofébico, de alta massa molecular, que impregna as paredes celulares e esta associada as

celuloses (Fujita & Harada, 1992; Tuor et al., 1995).

Diferentes espécies de insetos e de fungos se alimentam principalmente da celulose e
sdo, portanto, capazes de degradar a madeira, quando esta é encontrada em condi¢des
favordveis de umidade, de temperatura e de exposicao (Schultz et al., 2007). A degradacao
da madeira desempenha um papel fundamental no ciclo do carbono. Em efeito, foi medido
gue a maior parte do carbono terrestre é armazenada sob a forma de matéria lignoceluldsica

(Suzuki et al., 2006).

Degradacdo fungica:

Os fungos lignivoros — também chamados podridGes — pertencem a varias espécies
sendo possivel classifica-los em trés grandes grupos, segundo o mecanismo de degradagao
envolvido: as podriddes brancas e pardas (basidiomicetos), ou moles (ascomicetos e
deuteromicetos). A maioria desses fungos é capaz de degradar simultaneamente a lignina e
a celulose, porém existem diferencgas nas taxas relativas de degradac¢do de acordo com o tipo

de ataque ( Silva et al., 2007; Tuor et al., 1995).

Foi bem estabelecido na literatura que a maior parte desses fungos secreta enzimas
extracelulares, mas que essas possuem um volume muito grande para penetrar a matriz

lighoceluldsica. Dessa forma, atualmente admiti-se, de forma geral, que os fungos lignivoros
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secretam outros metabdlitos, que associados ao ferro, podem originar radicais hidroxila
(HO®), hidroperdxido (HOO®) ou perdxido (ROO°). Essas espécies reativas sdo capazes tanto
de iniciar a degradacdo, quanto de perfurar a matriz favorecendo a passagem das enzimas

fungicas(Goodell et al., 1997, Hammel et al., 2002, Suzuki et al., 2006).

Os basidiomicetos causadores da podriddo branca secretam peroxidases, lacases
celulases extracelulares. Podem, assim, degradar seletivamente a lignina, e, ao mesmo
tempo, consumir a celulose e as hemiceluloses (Hammel et al., 2002; Schwarze,

2007),resultando em um branqueamento da madeira (Figura 5).

Fa0ih

Figura 5 — Podridao branca: Figura 6 — Podridao parda: Figura 7 — Podriddao mole :
zona de decomposi¢ao branca fissuras nas paredes Secc¢ao transversal de madeira
causada pela Grifola frondosa secundarias de Abies magnifica de platano atacada por

nos carvalhos. As zonas degradada por Fomitopsis Kretzschmaria deusta. As
deslignificadas (em azul, pinicola (setas brancas). A células do parénquima axial
apontado pelas setas) sdo modificacdo da cor da parede (Ap) e os vasos ndo foram
cercadas de regides intactas. nas proximidades das hifas atacados. Observar as fissuras

Escala 50 um. (Fonte : Schwarze (sinalizadas pelas setas pretas)  das paredes celulares. Escala 10
2007) indica que os polissacarideos pm. (Fonte : Schwarze 2007)
foram degradados. Escala 10

pum. (Fonte : Schwarze 2007)

Os fungos de podriddo parda degradam preferencialmente os polissacarideos da
madeira, deixando tracos de zonas amarronzadas onde a lignina se encontra sob uma forma
oxidada (Figura 6) (Hammel et al., 2002; Schwarze, 2007). E relevante notar que apenas 6%

dos fungos lignivoros sao fungos formadores de podriddo parda, a maioria pertence a familia
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Polyporaceae e este tido de degradacdo é associado especificamente a madeira das

gimnospermas.

Os fungos de podriddo mole se assemelham a podriddao parda, no sentido em que
eles degradam preferencialmente, os polissacarideos em relacdo a lignina (Figura 7).
Todavia, os mecanismos de degradacdo continuam relativamente desconhecidos (Hammel

et al., 2002).

Cupins:

Dentre os insetos capazes de consumir a madeira, os cupins sao 0s mais importantes
em termos de prejuizo econ6mico causados pelos estragos as obras em madeira. No
neotrépico, existe mais de 500 espécies de cupins classificadas em 83 géneros. As florestas
Umidas e as regides de savana da América do sul sdo biétopos particularmente ricos em
cupins, tanto por sua abundancia quanto por sua diversidade (Constantino, 1998;
Constantino, 2002). Os cupins sao insetos eussociais; eles fazem parte da ordem Isoptera, da

qual a subfamilia Nasutitermitinae (Figura 8) é mais diversificada (S4 et al., 2008).

Figura 8 — Nasutitermes macrocephalus (Silvestri, 1903) (Foto: R. Constantino).

A casta dos cupins encarregadas da alimentacdo do ninho é a dos operdrios, que,
comumente, € a mais numerosa na colonia. A celulose é a fonte principal de energia para os
cupins e esse polimero pode ser obtido, entre outros, a partir da madeira. O mecanismo de
digestdo da celulose é diferente de acordo com a espécie de cupim considerada; permitindo
classifica-los em trés grandes grupos (Grassé, 1982):

- Agqueles que alojam protozoarios flagelados simbiontes;

- Agueles que alojam bactérias ou fungos simbiontes;
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- Aqueles que sdo capazes de digerir a celulose sem associa¢do simbiodtica.

Foi demonstrado na literatura que os métodos de controle de infestagdes por cupins
podem variar em funcdo do alvo visado: seja o inseto diretamente, seja o organismo
simbionte que contribui para a digestdo da celulose. Diante disso, os compostos

antibidticos podem ter uma acdo termiticida ou repulsiva (Shelton & Grace, 2003).

IL5 Tratamento da madeira: dados numéricos e quadro legislativo

As madeiras ndo duraveis, ou putresciveis, ndo podem ser utilizadas em contato
direto com o solo ja que os agentes de degradacdo representam uma ameaca para a obra.
Dessa forma, as madeiras ndo duraveis ou insuficientemente durdveis precisam ser tratadas
com um produto de preservacdo adaptados as condi¢des de utilizacdo na obra considerada,
com o objetivo de prevenir o ataque de fungos lignivoros ou de insetos xiléfagos (Evans,

2003; Freeman et al., 2003, Fougerousse, 1960).

Existem varios métodos de tratamento de madeiras nao duraveis: os tratamentos
guimicos por impregnacao, os tratamentos de impermeabilizacdo ou os procedimentos
térmicos, entre outros. Os mais utilizados sdo os tratamentos por impregnagdo (Rayzal,
1998). O processo de tratamento depende do grau de exposicio aos agentes de
biodegradacdo nas condicdes de utilizacdo da madeira, assim como de sua impregnabilidade
(Rayzal, 1998). De acordo com o tratamento e a madeira considerada, o nivel de protecao

pode ser extremamente varidvel.

Atualmente, os produtos de preservacdo da madeira disponiveis no mercado podem
ser reagrupados por familia (Rayzal, 1998), segundo a seguinte classificagdo:

e Os compostos minerais fixos ou ndo fixos. Eles sdo a base de cromo VI (CrOs
ou K,Cr305, fixador), de cobre Il (CuO ou CuSQ,, antifungico) e um inseticida
mineral como, por exemplo, os éxidos de arsénico (AsO,>, As,03) ou o acido
bdrico (H3BO3). Outros elementos podem igualmente ser empregados como,
por exemplo, o fllor ou os sais de mercurio. Os tratamentos de

cobre/cromo/arsénico (CCA) permitem atingir estabilidades excepcionais com
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o tempo (boa atividade bioldgica e pouca lixiviagdo), com, no entanto, um
custo ambiental e um custo em termos toxicos relativamente altos.

e (s produtos organicos lipofilicos que podem ser aplicados sobre a forma de
emulsdo. Os inseticidas orgadnicos empregados para a preservacdo das
madeiras sdo, por exemplo, a permetrina ou o lindano, e certos azéis como o
tebuconazol ou o propiconazol que foram desenvolvidos inicialmente para a
agricultura, e sao utilizados como fungicidas.

e (Os produtos mistos, associando aos compostos minerais e os compostos
organicos sintéticos.

e O creosoto, que é o produto mais antigo de preservacao da madeira. Trata-se
de um Oleo viscoso destilado da hulha betuminosa. Ela é composta
essencialmente de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Esses compostos
sdo cancerigenos; essa razdo, hoje, esse é autorizado apenas para tratar

postes telefénicos e os dormentes de linhas férricas.

No Brasil, a produgdo anual de madeira tratada (dados de 2005) é cerca de 685.000
m?, e apenas 3% desse volume é utilizado para a constru¢cdo. Em comparac¢do, a producdo
anual dos Estados Unidos é de 15 milhdes de m?, e 70% é utilizada pra a construgdo civil (54

etal., 2009).

As legislagbes nacionais que regulam a comercializacdao de produtos de preservagao
da madeiras sao divergentes. No Brasil, a lei n°® 4.797 de 20 de outubro de 1965 tornou
obrigatdria a utilizacdo de madeiras tratadas em obras de utilidade publica, construidas por
empresas publicas ou privadas, destinadas aos transportes ferroviarios e rodoviarios, aos
servigos telegraficos e telefonicos, e ao fornecimento de eletricidade (Ministério do Meio

Ambiente, 1965).

Foi confiado ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) a fungdo de controlar os equipamentos industriais de tratamento da
madeira bem como o comércio das madeiras tratadas, de registrar das empresas de
tratamento e os fabricantes de produtos de preservacdo (Ministério do Meio Ambiente,

1972).
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Na Franca, a instancia de regularizacdo da industria de preservacdao da madeira é a
Associacdo Francesa de Normalizagdao (AFNOR), que se respalda nas diretivas editadas pela
AFPB (Associacdo Francesa para a Preservacdo da Madeira) e o CTBA (Centro Tecnoldgico da
Madeira e Mobilidrio). As principais leis em vigor objetivando a regulamentacdo da
fabricacdo e a utilizacdo de madeiras tratadas sdo aquelas utilizadas em toda a Comunidade
Europeia. Trata-se da diretiva 89/106/CEE, que harmoniza a regulamentacdo técnica para os
materiais de construcdo entre todos os paises da CE, e da diretiva 98/8/CEE, ou « Biocida »,
que objetiva assegurar a saude dos manipuladores de compostos téxicos e regular a

utilizacdo dos biocidas agricolas.

I1.6 Tratamento da madeira - historico e avang¢os

Os primeiros tratamentos de preservacdo de madeira a base de produtos industriais
foram o creosoto, o pentaclorofenol, um biocida lipofilico organico (Figura 9), bem como as

misturas fixantes do arsénico como o arseniato de cobre cromado (CCA) soluvel em agua.

Cl
HO Cl

Cl Cl
Cl

Figura 9 — Pentaclorofenol

Durante muitos anos, o CCA foi o produto de preservacdao mais empregado na
América do Norte, entretanto a utilizagcdo desse produto foi proibida para o tratamento em
habitacGes e foi substituido pelos produtos da segunda geracdo, ricos em cobre e sem
arsénico (Schultz et al.,, 2007). Atualmente, a controvérsia ligada ao emprego desses
produtos a base de sais metdlicos refere-se a seu impacto negativo sobre os ecossistemas
aquaticos ao fim da vida de servico das madeiras tratadas (Freeman et al., 2006; Hsu et al.,
2007). De uma perspectiva legal, na Europa, a diretiva n°76/464/CEE de 4 de maio de 1976,
bem como todas as leis resultantes dela, restringe a utilizacdo de substancias — inclusive o

CCA - consideradas como perigosas para os ambientes aquaticos. No Brasil, a
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comercializacdo e a utilizacdo do pentaclorofenol foram proibidas em 1985 (Ministério da

Agricultura, 1985), enquanto que a utilizacdo do CCA ainda ndo possui restricées.

Na Europa, em uma parte da Asia e na América do norte, os sistemas biocidas que
substituiram o CCA, para o tratamento das madeiras de uso residencial. Estes sdo produtos
hidrossolGveis de segunda gerag3o, ricos em cobre (Cu"), e no qual o metal ativo é associado
a um biocida capaz de interromper o crescimento dos fungos resistentes ao cobre. Os
produtos mais empregados sdo o amonio cobre quartenario (ACQ), que é associado a um
amonio quartenario biocida, ao sulfato de cobre e ao cromato de cobre acido. No entanto,
além de que o cobre apresenta certa toxidade — inferior ao do arsénico — no que dizem
respeito aos ecossistemas aquaticos, esses produtos sdo relativamente corrosivos,

principalmente frente ao aluminio (Shi et al., 2007).

Na segunda geracao de biocidas, encontramos igualmente os boratos como o
octaborato de sédio (Na;BgO13); estes sdao compostos de baixo custo, que tém um largo
espectro de atividade contra os insetos e os fungos lignivoros, e ndao sdo corrosivos. Os
produtos de tratamento a base do boro ou associacbes do boro com outros biocidas sdo
eficazes contra as podriddes da madeira e os cupins ao mesmo tempo (Clausen & Yang,
2007). Sua maior inconveniéncia vem do fato de que os boratos sdao facilmente lixiviados e
ndo podem ser utilizados para o tratamento de madeiras expostas a umidade ou em contato

com o solo (Preston, 2000).

A terceira geracao de produtos de preservacdao de madeiras s3ao os compostos
biocidas orgéanicos. Os triazéis como o tebuconazol ou o propiconazol (Figura 10) fazem
parte desses novos produtos. Eles tém um largo espectro de atividade contra os fungos
basidiomicetos, apresentando uma estabilidade e uma resisténcia a lixiviacdo aceitavel.
Podemos citar igualmente, os piretrdides sintéticos como a permetrina (Figura 10) ou os
neonicotindides muito ativos como o imidacloprid ou o tiametoxam, os quais sdo utilizados

particularmente para a protecdo das madeiras contra os insetos xil6fagos (Evans, 2003).
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Figura 10 — Biocidas organicos de terceira geracao utilizados para a preservagdo das madeiras.

Entretanto, os tratamentos com compostos organicos, sao geralmente bastante
seletivos, impedindo seja exclusivamente a formacdo de podriddes, seja exclusivamente a
degradacdo por insetos xil6fagos. Diante disso, esses biocidas devem ser formulados em
combinagao de dois ou por vezes trés derivados de atividades complementares, em fungao
da classe de risco da madeira tratada no produto final (Evans, 2003; Schultz et al., 2007).
Dentre eles, poucos sdo ativos sobre os fungos e os cupins ao mesmo tempo. Podemos citar,
por exemplo, o clortalonil (Figura 10) que, entre outros, apresenta um nivel toxico aos
mamiferos relativamente fracos, resistindo bem a lixiviacdo, porém sua formulacdo é muito
dificil na medida em que ele é altamente insollvel e deve ser preparado em microemulsao.
O cloreto de didecildimetilamoénio (DDAC, Figura 10) e o 4,5-dicloro-2-n-octil-isotiazol-3-ona
(DCOIT, Figura 10) apresentam, da mesma maneira, atividades de largo espectro sobre

podriddes e insetos, além de apresentarem muito boa estabilidade na madeira.

Por fim, temos que ressaltar que de uma maneira geral, os biocidas organicos sdo
impregnados na madeira em indices de retencdo relativamente baixos em comparacdo aos
utilizados para os produtos da primeira geragcdao. Por conseguinte, é particularmente
importante obter uma aplicagao perfeitamente homogénea sobre todo o volume de madeira

a tratar a fim de garantir a eficacia do tratamento.
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I1.7 Compostos ligados a durabilidade natural das madeiras

Além dos tratamentos biocidas citados acima, a estratégia mais eficaz e mais
satisfatoria ambientalmente para proteger obras em madeira é utiliza-las de forma nao
tratadas, em funcdo da classe de risco da obra final, aproveitando ao maximo sua
durabilidade natural. Ha alguns anos, certo niumero de trabalhos permitiram elucidar os
mecanismos da durabilidade natural da madeira. Varios parametros parecem estar
implicados nesse fendmeno: a densidade, a permeabilidade a dgua e, sobretudo, razdao que
nos interessa neste trabalho, os metabdlitos secundarios impregnada naturalmente nas
madeiras (Chave et al., 2006). Assim, podemos presumir que o estudo dos constituintes das
madeiras capazes de induzir uma boa resisténcia ao ataque dos fungos e dos insetos pode
permitir a descoberta de novos produtos fungicidas ou inseticidas; e que em um segundo
momento, essas descobertas podem ser reinvestidas no quadro da preservacdao de madeiras
ndo durdveis, para a obtencdo de produtos biomiméticos de preservacdo aceitaveis em

termos de toxicidade ao homem e ao ambiente.

I1.7.1 Moléculas naturais fungicidas

Foi demonstrado que varios estilbenos, ou 1,2-difeniletilenos, estdo presentes em
quantidades importantes no cerne de varias espécies norte-americanas— Robinia
pseudoacacia, Morus nigra e Maclura pomifera — capazes de tornar a madeira muito duravel
(Schultz et al., 1995). A presenca de estilbenos nessas madeiras foi detectada ha cerca de
trinta anos (Hart & Shrimpton, 1979). Foi estabelecido que o resveratrol ou o oxiresveratrol
(Figura 11) possuem, sobretudo, atividades fungicidas in vitro; todavia, Schultz et al. (1990)
puderam demonstrar que essa atividade ndo é transferivel, uma vez que esses compostos
isolados e impregnados em outra madeira, ndao conferem a durabilidade excepcional da
madeira de origem. Nesse caso, foi postulado que esses estilbenos agem em sinergia com

outras substancias presentes na madeira.
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Figura 11 — Resveratrol e oxiresveratrol

Em outras madeiras, sdo os flavondides que, segundo os autores, sdo responsaveis
pela durabilidade natural (Amusant et al., 2007, Ohmura et al., 2000; Sekine et al., 2009).
Um estudo de relagao estrutura-atividade a partir da latifolina (Figura 12), um neoflavondide
isolado de Dalbergia latifolia, demonstrou que as hidroxilagdes e as metoxilagdes que dao
origem a diversidade dos flavondides permitem modular as atividades inseticidas ou
fungicidas desses compostos (Sekine et al., 2009). Por exemplo, foi demonstrado que a
presenca de um grupamento hidroxila na posicdo 5 do nucleo A é crucial para a atividade
inseticida, pois a presenga simultanea de grupamentos hidroxila sobre as posi¢cdes 5 e 2’,
localizadas respectivamente sobre os nucleos aromaticos A e B, permitem obter um

composto de atividade fungicida.

Figura 12 - Latifolina

Outros autores demonstraram, igualmente, a importancia em certas espécies da
presenca de 6leos essenciais para o combate contra as podriddes da madeira. Esses 6leos
podem ser encontrados em todos os 6rgdos vegetais, inclusive na madeira, e possuem quase
sempre excelentes atividades bioldgicas (Bakkali et al., 2008). Por exemplo, o estudo do éleo
essencial de folhas de uma canela endémica de Taiwan, Cinnamomum osmophloeum,
permitiu demonstrar que essa planta produz uma grande quantidade de cinamaldeido e que
esse composto é capaz de inibir o crescimento de dois fungos lignivoros Trametes versicolor

e Laetiporus sulphureus (Cheng et al., 2006; Wang et al, 2005). Outras pesquisas permitiram,

33



igualmente, colocar em evidéncia o impacto positivo direto da presenca dos éleos essenciais
no interior da madeira sobre a resisténcia face aos agentes de biodegradacdo. Em um estudo
de 2006, varios 6leos essenciais e extratos foram impregnados em blocos de alburno de
Cryptomeria japonica e os blocos assim tratados foram colocados em contato com cupins e
fungos lignivoros (Kartal et al., 2006). Foi demonstrado assim que os blocos tratados com
uma formulacdo de acido cinamico, de cinamaldeido e de acido ferrulico apresentaram uma
excelente resisténcia a degradacdo fungicida. Segundo Yen et al. (2008a), é possivel
potencializar a ac¢do antifugicida do cinamaldeido quando ele é combinado em uma
formulacdo com de eugenol, um composto de atividade antioxidante. Em outra pesquisa
mais recente, foi demonstrado que o éleo essencial de menta bem como seu constituinte
principal, o mentol possui uma boa capacidade de protecdo da madeira quando aplicados
sobre cubos de cerne de seringueira (Hevea brasiliensis) expostos ao ataque de fungos
lignivoros e de cupins (Matan, 2009). Além disso, varias espécies da familia Cupresseceae
foram estudadas quanto a relagdo entre composi¢ao quimica e durabilidade natural. Por
exemplo, outra espécie muito duravel endémica de Taiwan, Calocedrus macrolepis, produz
um o6leo essencial antifungico e termiticida, no qual a atividade esta ligada a presenca de T-
muurolol e de a-cadinol. Além disso, a mesma planta contém a B- e a y-tujaplicina, os quais
apresentam excelentes propriedades antifungicas devido a sua capacidade de se complexar
com os metais; extravasamentos ao nivel do citoplasma foram observados nas hifas fungicas

(Yen et al., 2008b).

Os mecanismos de acdo dos compostos implicados na forte durabilidade natural das
espécies lenhosas foram elucidados através do estudo dos mecanismos da degradacdo da
madeira pelos fungos lignivoros. Assim, foi demonstrado que eles estimulam a formacgao de
radicais livres catalisados pelos metais de transicdao nos primeiros estagios de decomposigao
da lignocelulose. Existem, atualmente, numerosas evidéncias mostrando que os extraiveis de
madeiras duraveis atuam por mecanismos de agdo complementares: antifungicos, quelantes
de metais e redutores de radicais livres (Ragon et al., 2008; Schultz & Nicholas, 2000). Assim,
foi bem estabelecido que os compostos fendlicos polihidroxilados da familia dos flavondides
desempenham um papel chave na durabilidade natural mesmo sem possuir por si s6
atividade antifungica (Ohmura et al., 2000). Hoje, a pesquisa por novos tratamentos de

preservacdao da madeira visa também, a descoberta de férmulas ativas nas quais varios
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compostos de atividade complementares possam agir em sinergia para proteger de maneira
eficaz uma madeira ndo-durdvel (Binbuga et al., 2008; Mabicka et al, 2004, Mabicka et al.,
2005; Schultz et al., 2002; Schultz et al., 2006). Por exemplo, muitas flavonas e cromonas
polihidroxiladas possuem a capacidade de reduzir o ferro lll e de se complexar fortemente
ao ferro Il assim produzido, impedindo assim, a ativagao das enzimas ferrosas fungicas na

degradacdo da madeira (Binbuga et al., 2008).

A mimetizacdo desses mecanismos naturais de autoprotecdo das madeiras duraveis
permite aprimorar de maneira significativa a eficacia das preparacdes a base de biocidas
organicos que, podem assim ser utilizadas em menores quantidades, reduzindo o custo
ambiental e do tratamento. Dessa forma, foi demonstrado por varios autores que a adicao
de quelantes ou de antioxidantes nas formulacdes a base de biocidas organicos permite
melhorar o nivel de protecdo de duas a trés vezes em comparacdo com o biocida utilizado
sozinho. Por exemplo, Schultz et Nicholas (2000, 2002) mostraram que se associando um
antioxidante comercial ndo fungicida como o hidroxitolueno butilado (2,6-di-tert-butil-4-
metilfenol, BHT) ou o propil galato com vdrios biocidas organicos, foi possivel melhorar
sensivelmente a resisténcia da madeira a degradacdo fungica em relacdo ao tratamento com
o antifungico sozinho. O mesmo resultado foi obtido por Mabicka et al. (2005), que
demonstraram um efeito de sinergia significativo associando-se um antifingico, o N-6xido
de 2-hidroxipiridina (2-HPNO) com o acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) que é um
quelante, ou com I'lrganox® 1076 [octadecil 3-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)propanoato]
gue é um antioxidante fendlico analogo do BHT. Strippoli et al. (2000) demonstraram que
mesmo quando se trata de fungos patdgenos para o homem (Candida spp. no artigo
considerado) a associacdo de um antifungico pouco ativo, o imidazol, com o propil galato
reduziu, de acordo com as cepas testadas, a concentracdo inibidora maxima de 10 a 150
vezes em comparagao ao obtido com o imidazol sozinho. Em outro estudo, o octil galato,
uma molécula permeavel as membranas celulares, foi associada ao cinamaldeido (Hsu et al.,
2007). O octil galato é antifungico e sua atividade foi atribuida ao grupo pirogalhol, capaz de
se ligar a superficie hidrofilica das membranas enquanto o octil interfere com a dupla
camada lipidica. Esses dois compostos, o octil galato e o cinamaldeido, tém uma atividade

antifungica sinérgica.
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Por fim, é preciso destacar que além da acdo ja conhecida dos metabdlitos
secundarios extraiveis, certos metabdlitos primdrios como as lectinas, proteinas capazes de
se ligar aos aclcares, se associam de maneira irreversivel aos monos e oligossacarideos das
paredes celulares de vegetais. Foi demonstrado que esse mecanismo poderia explicar a
resisténcia de certas madeiras diante do ataque dos fungos lignivoros e dos insetos (Carlini &
Grossi de Sa, 2002; Peumans & Van Damme, 1995; S3a et al., 2009a). Particularmente, a
atividade antifungica de certas lectinas ja foi descrita para Castaneda mollisima e Talisia
esculenta, e no caso de Myracrodruon urundeuva, a presencga de lectinas antibacterianas e
antifungicas parece explicar pelo menos em parte a durabilidade natural da (Sa et al.,

2009b).

I1.7.2 Moléculas naturais inseticidas

Na classe dos terpendides, as meliacinas (limondides) sdo os compostos que
apresentam o maior potencial como inseticidas. Essas meliacinas foram isoladas
principalmente das familias Rutaceae, Cneoraceae e Meliaceae. E dessa ultima familia que os
compostos que possuem o0s mais largos espectros de atividade tanto em termos de
diversidade de insetos afetados quanto em termos de diversidade de mecanismos de agao,
foram isolados. A espécie Azadirachta indica é altamente resistente ao ataque de insetos
xil6fagos. Cerca de cem triterpéndides ja foram caracterizados a partir das sementes, da
madeira, das cascas, das folhas e dos frutos (Barbosa et al., 2007). Dentre esses
triterpéndides, convém citar a azadiractina (Figura 13), que é uma molécula inseticida capaz
de inibir a sintese da quitina e é utilizada como termiticida (Doolittle et al., 2007). Foi
demonstrado, que em oito dias de contato, os extratos dessa espécie sdo capazes de
eliminar quase totalmente Pseudotrichonympha grassii, um simbionte hospedeiro do
intestino posterior do cupim Coptotermes formosanus (Rhinotermitidae) (Doolittle et al.,
2007). Atualmente, vdrias patentes internacionais descrevem a utilizacdo de extratos, de
6leos essenciais ou de substancias puras provenientes de Azadirachta indica como

inseticidas (Shin et al., 2003; White, 2003).
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Além disso, outros compostos ativos foram isolados a partir de diversas espécies
temperadas ou tropicais. Em um estudo de triagem, onze éleos essenciais de origem variada
foram testados quanto a sua atividade termiticida diante de Coptotermes formosanus
(Cheng et al., 2007). Foi demonstrado que os 6leos da madeira de Calocedrus macrolepis var.
formosana (Cupressaceae) e Cryptomeria japonica (Taxodiaceae) possuem excelentes
atividades inseticidas, com 100% de mortalidade em 5 dias a niveis de exposicdo de 2,5 mg
de produto por grama de papel filtro. Por outro lado, os déleos essenciais do cerne e do
alburno de outra Cupressaceae, Taiwania cryptomerioides, foram também bastante
estudados. Estabeleceu-se que dois terpenos que ela contem, o ferruginol e o cedrol,
induzem 100% de mortalidade sobre Coptotermes formosanus em 7 dias a uma dose de 10

mg/g (Chang et al., 2001).
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Figura 13 — Substancias naturais inseticidas

37



Em 2006, a atividade termiticida de 220 extratos brutos de plantas coletadas no
Cazaquistdo e na Grécia foi também avaliada em C. formosanus. Quatro espécies do género
Echinops (Asteraceae) possuem excelentes atividades inseticidas e antifungicas e a partir
delas, oito tiofenos ativos dentre os quais a isocardopatina (Figura 13) foram isolados
(Fokialakis et al., 2006). Um estudo realizado pela equipe de Nova Orleans, uma das cidades
dos Estados Unidos onde a degradacdo das madeiras pelos cupins sdo muito frequentes,
pode demonstrar que trés compostos de origem vegetal como o apiol, a vulgarona B e a

cnicina (Figura 13) sdo também termiticidas (Meepagala et al., 2006).

No género Diospyros (Ebenaceae) conhecido por conter triterpenos e naftoquinonas
(Carter et al, 1978), a plumbagina, a isodiospirina e a microfilona (Figura 13), todos
termiticidas, foram isolados a partir da espécie D. celebica, enquanto a 7-metiljuglona foi
isolada de D. virginiana, uma espécie altamente resistente a degradacdo causada pelos
cupins subterraneos Reticulitermes lucifugus e R. flavipes (Ganapaty et al., 2004, Carter et
al., 1978). De outra espécie de madeira que contem quinonas, a teca (Tectona grandis,
Verbenaceae), foi isolada a tectoquinone (ou 2-metilantraquinona) que possui uma atividade
inseticida capaz de conferir esta madeira uma excelente durabilidade natural (Thulasidas &

Bhat, 2007).

A partir de Xylopia aethiopica (Annonaceae) foram isoladas pela primeira vez em
1995 lignamides fendlicas e terpenos semelhantes ao ent-Kaurano que mostrou atividade

repulsiva aos cupins (Lajide et al., 1995).

Finalmente, Taylor et al. (2006) isolaram o carvacrol, o tujato de metila, o acido
tujico, as y e B-tujaplicinas (Figura 13) e o B-tujaplicinol a partir do extrato metandlico do
cerne da Thuja plicata (tuia) e o de Chamaecyparis nootkatensis. Estas duas espécies sao
capazes de se especializar na formagao de madeira muito resistente ao ataque dos cupins.
De outra espécie (Thujopsis dolabrata, Cupressaceae) muito conhecida no Japdo por ter sido
usada para a construg¢ao do templo Konjiki, de 800 anos, foi demonstrado que as mesmas -
e B-tujaplicinas, assim como a B-dolabrina sdo fontes excepcionais da durabilidade natural
desta madeira e, em especial, sua excelente resisténcia ao ataque de cupins (Inamori et al.,

2000).
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Conforme as observacbes dos estudos dos mecanismos de autopreservacdo de
madeiras durdveis contra a degradacdo fungica, é provavel que os antioxidantes possam
retardar o ataque da madeira pelos cupins, interferindo nos mecanismos de oxidoreducdo
durante a transformagao de polissacarideos em acetato, fonte de energia dos cupins
(Kappler & Brune, 2002; Ohkuma, 2003; Ohmura, 2000; Ragon et al., 2008; Schultz et al.,
2008). Quando esses mecanismos sdo alterados, a producdo de acetato pode ser retardada
ou inibida, induzindo a morte do inseto. Este mecanismo particular tem sido invocado para
explicar a boa capacidade termiticida de extratos com alto teor de flavondides e taninos
(Santana et al., 2010). Da mesma forma que as lectinas inibem o consumo da madeira pelos
fungos, elas parecem impedir o seu consumo por cupins. Um estudo realizado sobre
Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae), uma madeira muito usada no Brasil por sua
excelente resisténcia ao ataque de cupins, demonstrou que uma lectina isolada dessa
madeira foi toxica contra operarios da espécie Nasutitermes corniger (Nasutitermitinae) em

uma concentracio letal de 50% em quatro dias de 0,248 mg.ml™ (S4 et al., 2008)

IL8 Utilizagdo de extratos ou moléculas provenientes de espécies

duraveis para a preservagdo da madeira

Existem apenas alguns exemplos de transferéncia de substancias extraiveis de
espécies capazes de sintetizar madeiras muito resistentes a biodegradacao, a fim de

proteger madeiras ndo-durdveis.

Primeiramente, a partir de uma mistura de borato, tiabendazol, voriconazol e B-
tujaplicina, foi possivel obter um produto ativo contra Reticulitermes flavipes
(Rhinotermitidae), fungos de podriddo mole e os fungos lignivoros Poria placenta,

Gloeophyllum trabeum e Trametes versicolor (Clausen & Yang, 2007).

Entre 2000 e 2002, Onuorah tratou cubos de madeira obtidos do alburno de Antiaris
toxicaria com extratos de metandlicos de Afzelia africana, Milicia excelsa e Erythrophleum
suaveolens e, expondo-os em seguida, a fungos lignivoros (Onuorah, 2000; Onuorah, 2002).

Todos os extratos testados tiveram eficiéncia compardvel ao CCA quando impregnados com
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uma concentrac¢ao de 144 kg por m? de madeira. Foi mostrado também, gue o extrato de E.
suaveolens impregnado a 48 kg.m™ inibe o crescimento do fungo Lenzites trabea (sin
Gloeophyllum trabeum) in vitro com a mesma eficiéncia que o CCA, na mesma taxa de
retencdo. Combinacdes de extratos de E. suaveolens, Chromolaena odorata e Azadirachta
indica foram testados no Gana em ensaios de contato com o solo durante um periodo de
cinco anos. Depreende-se que a formulagdo mais eficaz foi aguela em que o alburno de A..
toxicaria foi tratado com uma mistura de extratos de E. suaveolens e C. odorata (Antwi-
Boasiako & Damoah, 2010). Em outro estudo Islam et al. (2009) demonstraram que o extrato
de Azadirachta indica foi capaz de proteger a madeira de Mangifera indica (manga) e Albizia
saman nos testes de solo e em contato com uma cepa de podridao branca, Schizophyllum

commune.

Em outro estudo, residuos provenientes da exploracdo da madeira de Callitris
glaucophylla (Cupressaceae), na Australia, conhecido como cipreste branco, foram eficazes
na protecdo de madeiras ndo-durdveis (Powell et al. 2000). Inicialmente, foi demonstrado
que o p6 da madeira misturado em 5% de volume de meio de cultura inibiu 100% do
crescimento dos fungos Trametes versicolor e Coniophora olivacea. Por outro lado, o extrato
metandlico foi ligeiramente ativo na preservacdo do pinheiro silvestre (Pinus sylvestris),
quando exposto a presenga de um outro fungo, Fomitopsis lilicano-gilva (perda de massa de
quase 22% no teste padrdo em seis meses a uma taxa de retencdo de 112%). A utilizacdo
como agente termiticida de um extrato de outra espécie de cipreste (C. columellaris), foi
protegida por uma patente que indica que este extrato é muito eficaz contra Coptotermes

acinaciformis (Smith, 2000).
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Finalmente, um estudo de algumas espécies amazonicas destacou que extratos da
madeira de Bagassa guianensis, Erisma uncinatum, Buchenavia parvifolia, Pouteria
guianensis e Dinizia excelsa foram transferidos para blocos de embauba (Cecropia sp.) e
marupd (Simarouba amara). Houve uma uma ligeira resisténcia ao ataque de cupins
Nasutitermes, com diminuicdo da perda de massa dos blocos, por vezes, em mais de 50%

(Barbosa et al. 2007; Peres Filho et al., 2006).

Uma das principais dificuldades relacionadas ao uso de substancias naturais extraidas
para a protecdo de madeira ndo duravel é a solubilizacdo dos compostos.Isto ocorre
principalmente, nos extratos brutos em meio aquoso a fim de implementar os métodos de
impregnacado sob pressdao de madeira macica. Em um estudo de 2007, foi possivel solubilizar
o cinamaldeido, o 6leo de alecrim, o timol, o carvacrol e o citral em agua utilizando-se uma
polivinilpirrolidona, e os autores demonstraram que a atividade antifingica destes produtos
ndo foi afetada (Maoz et al., 2007). Este sistema €, portanto, adequado para a realizacdo de

tratamento de impregnagao com compostos ou extratos lipofilicos.

Em conclusao, estes estudos descrevem em parte, as possibilidades de transferéncia
de durabilidade a partir de madeiras resistentes sobre madeiras ndo duraveis pela
transferéncia de metabdlitos secundarios bioativos .Entretanto, a adaptacdo das condicdes
de impregnacdao destes compostos frequentemente lipofilicos, parece demonstrar a
viabilidade da hipdtese de que extrativos da madeira podem se tornar ingredientes ativos
naturais para a concepg¢do de novos produtos de preservacio da madeira. E provavel que a
natureza do extrato e a sua concentracao na madeira tratada, a natureza desta madeira,
assim como as suas condicbes de exposicdo sejam também fatores importantes na

determinacdo da eficacia de um produto de preservacao.
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111 Objetivos

Podemos considerar razoavel a hipdtese segundo a qual os metabdlitos secundarios
utilizados nos vegetais que os produziram como um método de defesa passiva frente os
agentes de biodegradacao, também possam ser aplicados para fins semelhantes, mais
especificamente de fundo tecnoldgico. Assim, o objetivo deste trabalho é descobrir dentre
as arvores da Guiana Francesa, cuja a madeira é excepcionalmente durdvel, produtos que
possam ser valorizados na area da preservacdo da madeira, tanto para tratamento
antifungico, quanto termiticida. Alguns extratos podem, eventualmente, ter dupla
propriedade (inseticida e antifungica). Estas substancias ativas podem ser utilizadas para
desenvolver novos produtos de preservacdo da madeira que sejam menos prejudiciais ao

meio ambiente e igualmente eficazes nos tratamentos ja existentes no mercado.

Além disso, foi proposto testar a hipdtese de que se as substancias de orgiem vegetal
sdo antifungicas frente as podriddes, podem ser também bons candidatos para o tratamento
de afec¢des dermatoldgicas e sistémicas de origem fungica em seres humanos. Em efeito, é
conhecido que certas vias metabdlicas, incluindo os alvos de drogas antifungicas, sdo
ubiquitarias no reino dos fungos (Martinez-Rossi et al., 2008). Por exemplo, a maioria das
drogas antifungicas interferem em diferentes fases a biossintese do ergosterol, dependendo
da classe do composto. Os azéis inibem o lanosterol 14-a-desmetilase, que participa da fase
final de conversdao do lanosterol em ergosterol. Esses compostos azélicos sdo utilizados
tanto para o tratamento de doencas humanas quanto para a preservacdo da madeira. O
segundo objetivo deste trabalho é portanto, estudar a correlagdo entre as atividades
fungicidas sobre fungos lignivoros e fungos patogénicos humanos. Finalmente, os extratos
mais promissores foram fracionados a fim de isolar os compostos responsdveis por essa

atividade antifungica.

42



IV Doengas filngicas humanas

1V.1 Contexto

As infecgGes fungicas, desde um simples pé de atleta até infec¢Ges sistémicas graves
e debilitantes associadas a altas taxas de mortalidade, representam um dos mais graves

problemas de saude publica mundial. (Hay, 2006, Lupi et al., 2005, Warnock, 2007).

Considera-se que existam trés principais classes de micoses: superficiais,
subcutaneas ou sistémicas (Hay, 2006). A presenca de pequenas lesdes superficiais é
relatada no mundo inteiro, mas a alta umidade e o calor induzem a uma maior incidéncia
dessas doencas na zona intertropical, onde sdo observadas frequentemente, lesdes causadas
por leveduras do género Malassezia, causando uma hiper ou hipopigmentacdo da pele na

area afetada, como bracos, pescoco ou barriga (Hay, 2006; Giddey et al., 2007).

Com raras excecbes, as micoses subcutaneas — micetomas, esporotricoses,
cromoblastomicose, etc. — concentram-se nas regides intertropicais e subtropicais. A
transmissdo ocorre por meio da inoculagdo traumatica do fungo na pele. O agente
patogénico pode permanecer confinado ao tecido subcutdneo ou derme, mas algumas cepas
podem causar ferimentos graves, podendo afetar os musculos e 0ssos; a imunossupressao é

também um fator agravante (Lupi et al. 2005).

As micoses sistémicas sdo relativamente diversificadas e muitas vezes graves.
Tratam-se geralmente de infecgGes fungicas oportunistas (que afetam principalmente
pacientes imunocomprometidos, independentemente da localizacdo) e de lesdes
relacionadas a agentes patdgenos capazes de afetar individuos saudaveis (Lupi et al., 2005;
Hay, 2006). Estes podem ser geograficamente restritos a algumas regides como a
paracoccidioidomicose ou difundidos em todo o mundo, como a histoplasmose e a
criptococose. Estas doencas sdo freqlientemente contraidas através de inalacdo e afetam

principalmente o sistema respiratdrio.
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A incidéncia das infec¢Oes fungicas sistémicas oportunistas vem aumentando
significativamente em todo o mundo, e o parametro-chave no desenvolvimento dessas
doencas é a predisposicdo do paciente, imunologicamente afetado por uma cirurgia ou
doenca debilitante (cancer, AIDS , etc.) (Bastert et al., 2001, Nucci & Marr, 2005; Warnock,
2007). Pacientes submetidos a terapia imunossupressora (como transplantes ou doencas

auto-imunes) também podem ser afetados.

Hoje, a fraca eficacia relativa, a toxicidade e baixa solubilidade dos antifungicos
comercializados, assim como o aumento da populacdo immunocomprometida e o
surgimento de cepas quimio-resistentes fazem com que a pesquisa por novas moléculas
antimicdticas seja necessdria (Martinez-Rossi, 2008; Sanglard, 2002). E possivel supor que a
natureza tenha selecionado solu¢des ao longo do processo de evolucdo que permitam as
plantas constituidas, principalmente de polissacarideos persistirem em florestas tropicais,
até mesmo por centenas de anos.Sendo aplicadas, portanto, como modelos na busca de
novas substancias para o tratamento de doencas fungicas humanas. Assim, a atividade
antifungica de extratos de madeira ativos sobre fungos lignivoros também serdo avaliados

sobre cepas patogénicas para os seres humanos como leveduras e fungos dermatofitos.

1V.2 Leveduras

As leveduras patogénicas podem induzir a lesdes localizadas ou sistémicas. Nos
trépicos, a incidéncia de lesGes superficiais benignas relacionadas a leveduras do género
Malassezia é crescente (Hay, 2006). Dentre as doencas fungicas que podem ameacar a vida
dos pacientes, as lesGes sistémicas causadas por espécies do género Candida — as candidoses
— sdo as mais frequentes (Nucci & Marr, 2005). Em 2003, nos Estados Unidos, o género
Candida foi classificado em quarto lugar entre as causas de doencas nosocomiais (Pappas et
al., 2003). Nos anos 80, a principal levedura patogénica responsavel por infec¢Ges fungicas
invasivas era a Candida albicans. C. albicans é um fungo polimdrfico que coloniza
naturalmente o sistema gastrointestinal e reprodutivo humano, ndo sendo patogénico para
individuos ndo-sensiveis. C. glabrata foi outrora considerada como um sapréfita presente
em individuos saudaveis. Hoje, a propor¢cao de micoses causadas por C. glabrata aumenta

muito rapidamente ; este micro-organismo é a terceira espécie mais isolada no diagndstico

44



de candidoses (Brown et al., 2007, Li et al., 2007). De fato, durante a ultima década, verifica-
se gue a incidéncia de candidoses tem aumentado devido a maior viruléncia de espécies
nao-albicans, como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. dubliniensis e C. tropicalis (Raska
et al., 2007; Weig & Brown, 2007). Tem sido demonstrado que as taxas de resisténcia de
isolados sanguineos de C. glabrata ao fluconazol podem atingir niveis de 7 a 14% em
hospitais nos Estados Unidos e de 3,7 a 40% em alguns hospitais europeus (Baixench et al.,
2007, Matta et al., 2007). Postula-se que este aumento da viruléncia esta ligado a pressao na
utilizacdo dos azois durante os anos 90. Assim, 50% das candidoses hoje sdo causadas por

Candida nao-albicans.

As candidoses podem ser superficiais, localizadas e sistémicas. Quando sao
superficiais, as lesdes sdo principalmente mucocutaneas, e a cavidade oral, faringe, es6fago,
intestino, bexiga e vagina podem ser afectados (Raska et al. 2007, Brown et al., 2007). As
formas sistémicas podem afetar varios 6rgaos, incluindo o cérebro, o figado, baco, pulmao,
olhos, coracdo e rins. O tratamento destas patologias ainda é um desafio pois as candidoses
s6 afetam pacientes debilitados e com diagnéstico frequentemente tardio (Bastert et al.,
2001). Dessa forma, a taxa de mortalidade dos pacientes com candidoses sistémicas é de

aproximadamente 50% (Pappas et al., 2003).

IV.3 Fungos dermatdfitos

As infeccOes fungicas superficiais sdo patologias causadas por fungos dermatdfitos
parasitas que afetam os tecidos queratinizados (pele, cabelos, unhas), vivos ou inanimados.
Os principais agentes etioldgicos das dermatofitoses podem ser reagrupados em trés
géneros de fungos anamorficos assexuados (ou imperfeitos) — Epidermophyton,
Microsporum e Trichophyton — da classe Eurotiomicetos (Weitzman & Summerbell, 1995).
Hoje, o Trichophyton rubrum é o fungo clinicamente encontrado com maior frequéncia no

Brasil e no mundo (Chan, 2002, Cruz et al.,2007).
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As dermatofitoses sdo comumente chamadas tinhas, com manifestacGes clinicas
resultantes da degradacdo fungica da queratina, uma proteina rica em cisteina produzida
por estes tecidos especializados devido as suas propriedades impermeabilizantes (Weitzman
& Summerbell, 1995). Para consumir a queratina, os dermatéfitos secretam exoproteases
qgue hidrolisam as ligacbes peptidicas produzindo aminoacidos livres, usados como
nutrientes. Essas enzimas sdo consideradas as principais causas de reagdes imunoldgicas
induzindo uma hipersensibilidade nas imedia¢Ges da lesdo (Giddey et al., 2007). Uma relacdo
direta entre a patogenicidade das cepas e a quantidade de queratinases secretadas foi
demonstrada em um estudo com diferentes cepas de Microsporum canis (Weitzman &

Summerbell, 1995).

As dermatofitoses ndo sdo fatais por si s6, mas podem ser debilitantes,
principalmente em pacientes mais frageis. As manifestacGes clinicas variam muito,
dependendo do hospedeiro e das espécies de fungo (Vermont et al., 2008). Os dermatofitos
estao entre os parasitos mais frequentemente associados aos humanos. Eles persistem ao
longo de geragdes, apesar das numerosas terapias atualmente disponiveis para o
tratamento antifungico (Weitzman & Summerbell, 1995), devido ao surgimento de
mecanismos de resisténcia aos medicamentos (Martinez-Rossi et al., 2008). Em geral, em
individuos saudaveis as infeccdes agudas sdo eliminadas através de uma resposta imune.
Entretanto, algumas espécies de dermatdfitos como Trichophyton rubrum e Microsporum
canis sao capazes de se adaptar eficazmente ao hospedeiro, podendo causar infeccdes

cronicas com nenhuns ou poucos sintomas (Vermont et al., 2008).

1V.3 Tratamento de micoses

1V.3.1 Histérico

No inicio do século passado, as doencas infecciosas juntas foram a principal causa de
mortalidade em seres humanos (Raska et al., 2007, Badiee et al., 2009). Hoje, a incidéncia
tém caido de forma acentuada devido ao saneamento e a descoberta de vacinas e moléculas
antimicrobianas. No entanto, a incidéncia de doencas fungicas tem aumentado, pelas razoes

acima mencionadas.
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No final do século XIX, os Unicos medicamentos disponiveis eram sais inorganicos,
como o permanganato de potdssio, arsénico, cloreto de mercurio ou iodeto de potassio.
Esses sais foram utilizados para o tratamento de micoses superficiais. A acriflavina, violeta
genciana e os acidos benzdico, acetilsalicilico, undecandico ou undecilénico e outros foram
introduzidos nas praticas terapéuticas no comego do século XX, sempre para o tratamento
de doencas de pele. Estes foram portanto, os primeiros medicamentos antifungicos

organicos de uso tépico (Gupta & Cooper, 2008).

Em geral, deve-se notar que o desenvolvimento de novos tratamentos contra
infecgdes fungicas esta relativamente "atrasado" em relagdo ao desenvolvimento de novos
agentes antibacterianos. Por exemplo, a anfotericina B, a droga mais eficaz para o
tratamento de infec¢bes fungicas graves, foi descoberta em 1956. Uma das principais razées
para justificar esse atraso é que as células fingicas se assemelham as dos mamiferos —
fungos e animais sdo eucariontes — o que implica em que as moléculas identificadas como

agentes antifungicos sdo muitas vezes téxicas (Georgopapadakou & Walsh, 1996).

1V.3.2 Medicamentos antifiingicos atuais

Dependendo do mecanismo de acdo, podemos distinguir cinco grupos de compostos
utilizados no tratamento antifungico atualmente (Georgopapadakou & Walsh, 1996). Trata-
se dos azdis, das alilaminas e dos tiocarbamatos, morfolinas, polienos e pirimidinas. Os trés
primeiros grupos de compostos atuam interferindo na biossintese do ergosterol, e os
polienos interagem com o ergosterol presente na membrana. O ergosterol é especifico das
células fungicas — os animais produzem o colesterol — e, portanto, representam um dos

principais alvos para a pesquisa de compostos antifungicos.

A figura 14 mostra os locais de acdo dos antifungicos que inibem a biossintese do
ergosterol que é um analogo do colesterol e o principal esterol da membrana plasmatica de
células fungicas. Em particular, ele mantem a fluidez e permite sua estabilidade. Além disso,
o funcionamento das enzimas membranares fungicas como a quitina sintase, crucial para o
crescimento e a divisdo celulares é dependente da presenca do ergosterol para a

manutencdo da membrana em sua conformacdo nativa (Martinez-Rossi et al., 2008).
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A figura 15 (pagina 50) representa as estruturas de alguns dos principais antifungicos

utilizados em terapia.

Esqualeno

Alilaminas /
Tiocarbamatos 2 l epoxidase

l ciclase

Lanosterol

Azois 2* C-14 desmetilase
&* A" redutase

Morfolinas
s * AB A7 isomerase

Ergosterol

Figura 14 - Via de biossintese do ergosterol representando os sitios de inibicdo de diferentes antiftingicos

(Fonte: Georgopapadakou & Walsh, 1996)

Polienos:

O polienos sdo sintetizados por bactérias do género Streptomycese sao os fungicidas
de mais amplo espectro de atividade. Eles rompem a membrana plasmatica por
complexacdo ao ergosterol, criando poros permedveis aos cations que saem do citoplasma
(Georgopapadakou & Walsh, 1996). Os antifungicos polienos sdo a anfotericina B (Figura 15)

e a nistatina.

Azéis:

Os derivados azdlicos, descobertos no final dos anos 60, sdo todos de origem
sintética. Eles sdo ou imidazdlicos ou triazdis. As trés principais drogas neste grupo, por
ordem cronolégica de descoberta, sdo o cetoconazol, o fluconazol e o itraconazol (Figura
15). Os analogos mais antigos s6 podem ser administrados por via tépica, enquanto que
estes trés compostos podem também ser administrados por via sistémica (Bastert et al.,

2001).

Alilaminas e tiocarbamatos:
As alilaminas utilizadas atualmente no tratamento contra infec¢Ges fungicas sdo a
terbinafina e a naftifina, e o tolnaftate é um tiocarbamato. Estes compostos sdo inibidores
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reversiveis da esqualeno epoxidase, uma enzima que sintetiza o substrato necessdrio para a
fase de tetraciclizacdo do esqualeno em lanosterol catalisado pela oxidosqualeno ciclase.
Isso resulta em uma diminuicdo da producdo de ergosterol e um acumulo de esqualeno, o
que afeta a estrutura e as funcdoes de transporte de nutrientes na membrana
(Georgopapadakou & Walsh, 1996). Estes compostos sdo altamente ativos contra os
dermatofitos e sdo utilizados para o tratamento das dermatofitoses e onicomicoses

(Georgopapadakou & Bertasso, 1992).

Morfolinas:

As morfolinas desenvolvidas na década de 70 sdo todas de origem sintética e, com
excecdo da amorolfina, que é administrada topicamente contra as onicomicoses, sao todos
fungicidas agricolas. Eles também atuam sobre a via de biossintese do ergosterol, inibindo a
A reductase e a A’ A’ isomerase. Eles s3o anélogos dos carbocations intermediarios de
duas transformacbes catalisadas por estas enzimas. O resultado é um acumulo de 24-
metileno ignosterol na membrana plasmatica, cujas propriedades sdo posteriormente
alteradas. Estas morfolinas sdo fungistaticas (Bastert et al., 2001 ; Georgopapadakou &

Walsh, 1996).

Pirimidinas:

A 5-fluorocitosina tem um espectro de atividade relativamente restrito e é utilizado
especialmente em combinacdo com a anfotericina B nos casos de candidoses disseminadas.
Ela é transportada para o interior das células fungicas por uma citosina permease,
desaminada em 5-fluorouracila, que é transformada em trifosfato de nucleosideos e
incorporadas ao RNA onde ela induz a erros de codificagdo. A 5-fluorouracila é igualmente
convertida em um desoxinucleosideo inibindo a timidilato sintase e, portanto, a sintese do
DNA. A 5-fluorocitosina é relativamente pouco téxica para células de mamiferos, devido a
auséncia ou muito baixa atividade de citosinas desaminases (Georgopapadakou & Walsh,

1996).
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Figura 15 — Estrutura de alguns antiflingicos utilizados contra infecg6es fungicas sistémicas.

1V.4 Plantas e principios naturais antimicoticos

IV.4.1 Estratégias de pesquisa de substdncias antifiingicas

Entre os anos 1981 e 2006, 29 drogas antifungicas foram colocadas no mercado. De
2003 a 2006, cinco novos antifungicos foram aprovados nos Estados Unidos: quatro
derivados azdlicos sintéticos e um produto da classe das equinocandinas (Newman & Cragg,
2007). Estes novos antimicdticos interferem na sintese da parede celular de fungos pela
inibicdo ndaocompetitiva da 1,3-B-D-glucano sintetase, uma enzima encontrada na maioria
dos fungos, mas ausente em células de mamiferos. Atualmente, ndo existem drogas de
origem vegetal ou inspiradas a partir de uma substancia isolada de uma planta no arsenal de
tratamentos antifungicos. As Unicas substancias naturais em ensaios clinicos de fase | e Il em
pacientes afetados por infec¢Oes fungicas sistémicas sdo de origem bacteriana (derivados da
aureofacine e da cispentacina, um B-aminodacido ciclico) (Butler 2005). J4 esta bem
estabelecido na literatura que a concorréncia vital entre os microorganismos que ocupam o
mesmo nicho ambiental induz o surgimento de mecanismos moleculares de defesa.A busca
de substancias antifungicas a partir de bactérias é uma abordagem biomimética baseada no
papel ecolégico desses compostos ativos na sobrevivéncia das espécies que os produzem

(Beghyn et al., 2008).
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Embora o relativo fracasso da investigacdo de substancias antifungicas a partir de
plantas, o reino vegetal é uma das fontes mais promissoras de compostos antiflingicos.De
fato, os vegetais desenvolveram ao longo de sua evolugdo, mecanismos moleculares
complexos de interacdo com seu meio ambiente, incluindo a producdo de metabdlitos
secundarios. O que seriam considerados atrativos para os polinizadores a fim de garantir sua
reproducdo, e toxicos para insetos herbivoros na a protecdo das folhas e caules e,
finalmente, compostos de protecdo contra infeccGes microbianas (Demain, 2009). A
pesquisa destes compostos pode ser realizada utilizando abordagens etnofarmacolégicas ou
guimiotaxonémicas, ou pela triagem de bibliotecas de moléculas ou extratos de origem
natural. Abordagens do tipo "triagens inteligentes" podem oferecer novas solugdes (Havey,

2008; Li & Vederas, 2009).

1V.4.2 Algumas plantas antifiingicas

Varios estudos baseados em dados etnofarmacoldgicas reportaram informacgdes
sobre plantas usadas na medicina tradicional (Gertsch, 2009). De fato, hoje existem muitos
estudos cujo objetivo principal é verificar a atividade antifungica de extratos de plantas para
o tratamento de infec¢Bes fungicas (Rios & Recio, 2005). Em particular, um estudo avaliou a
atividade de 320 plantas usadas em sete paises da América Latina, mostrando que as
praticas tradicionais podem melhor orientar a busca de compostos antifingicos em relacdo a

uma selecdo aleatdria de plantas, especialmente contra dermatéfitos (Svetaz et al., 2010).

No Peru, 24 espécies utilizadas tradicionalmente foram avaliadas em Candida
albicans, Trichophyton mentagrophytes e Microsporum gypseum (Rojas et al., 2003). Em
outro estudo, 16 espécies utilizadas tradicionalmente na América Latina foram avaliados em
11 cepas de fungos patogénicos (Freixa et al., 1998). Note-se que os extratos da casca de
Andira inermis e de A. surinamensis (Fabaceae), duas espécies que podem se especializar na
formacdo de madeira extremamente durdvel foram identificadas como ativas nesta
publicagao. No Paraguai, um estudo da atividade de extratos de varias partes de 14 plantas
usadas contra diversas doencas de pele em 11 fungos patogénicos permitiu a identificacdo
de trés espécies ativas, dentre as quais Tabebuia avellanedae (Bignoniaceae), uma espécie

amazobnica formadora de madeira resistente (Portillo et al., 2001). No Canada, demonstrou-
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se que dentre 14 espécies utilizadas pelos povos indigenas, o extrato da casca do Juglans
cinerea (Juglandaceae), uma espécie norte-americana, foi ativo em cinco cepas patogénicas

(Omar et al., 2000) .

Infelizmente, esses quatro estudos realizados sobre espécies do Novo Mundo
relatam apenas os resultados obtidos pelo método de difusdo em agar, o que ndo permite
uma estimativa confidvel da atividade de um extrato (Svetaz et al., 2010 ). Deve-se notar,
porém, que os trabalhos que visam validar ou ndo o uso de plantas e utilizam medidas de
atividade obtidas por meio de testes em diluicGes seriadas descrevem os valores de

atividade para alguns extratos.

No México,por exemplo, os extratos de 18 plantas utilizadas tradicionalmente para o
tratamento de de pele foram testados em quatro cepas patogénicas. O extrato hexanico de
folhas de Eupatorium aschenbornianum (Asteraceae) apresentou um valor de concentracao
inibitéria minima (CIM) de 30 pug.ml™ para Trychophyton mentagrophytes (Navarro Garcia et
al.,, 2003). No Canada, um estudo de 14 espécies utilizadas tradicionalmente descreve a
atividade antifungica das espécies Potentilla simplex (Rosaceae) e Epilobium angustifolium
(Onagraceae), com valores de CIM de 25 pg.ml™ em Candida glabrata (Webster et al., 2008).
Na Africa do Sul, testes realizados com 350 espécies de plantas permitiram demonstrar a
atividade de extratos de folha de Curtisia dentata (Cornaceae), Terminalia sambesiaca e
Terminalia phanerophlebia (Combretaceae), em concentracdes inferiores a 20 pug.mL™* em
Candida albicans (Shai et al., 2008). No Brasil, um estudo de plantas tradicionalmente
usadas no estado de Sergipe demonstrou que extratos de Ziziphus joazeiro (Rhamnaceae) e
Caesalpinia pyramidalis (Fabaceae) foram ativos contra Trichophyton rubrum e Candida
guilliermondii com valores de CIM de 6,25 ug.ml™* (Cruz et al., 2007). Num estudo recente
sobre espécies do cerrado brasileiro, Melo e Silva et al. (2009) também descrevem a
atividade antifungica de Renealmia Alpinia (Zingiberaceae) em varios isolados clinicos de
Trichophyton rubrum (CIM = 23 pg.ml™) E, finalmente, o extrato aquoso da espécie Juglans
regia (Juglandaceae) mostrou forte atividade antifingica (CIM = 0,6 pg.ml?) em
Trychophyton violaceum em uma selegao de plantas utilizadas tradicionalmente na Palestina

(Ali & Shtayeh Abu Ghdeib, 1999).
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1V.4.3 Algumas substdncias antifiingicas de origem vegetal
As substancias mais frequentemente isoladas em plantas que mostram atividade
antifungica sdo os alcaléides, flavondides, quinonas e terpenos — sesquiterpenos, diterpenos

e triterpenos (Rios & Recio, 2005).

Em 2000, quatro antraquinonas foram isoladas do ruibarbo - Rheum emodi
(Polygonaceae): a rheina, a fisciona, a aloe-emodina e o crisofanol (Figura 16). Estes
compostos apresentaram atividade antifungica (CIM) em C. albicans, C. neoformans e
Trychophyton mentagrophytes entre 25 e 50 pug.ml™ (Agarwal et al., 2000). Em outro estudo,
foi demonstrado que o 6-cinnamoiloxi-1-hidroxieudesm-4-en-3-ona, um sesquiterpeno
isolado de Vernonanthura tweedieana (Asteraceae), é ativo em T. mentagrophytes a uma
concentragio de 4 pg.ml™ (CIM) (Portillo et al., 2005). Além disso, o estudo do extrato
hidroalcodlico de folhas de Piper regnellii (Piperaceae), usado no Peru para o tratamento de
lesdes dermatoldgicas, permitiu isolar eupomatendide-5 (Figura 16), uma neolignana ativa
em concentraces entre 15 e 62 pg.ml’ em Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum,

Microsporum canis e M. gypseum (Koroishi et al., 2008).
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Figura 16 — Compostos antiftingicos isolados de Rheum emodi (rheina e crisofanol), Vernonanthura

tweedieana (6-cinnamoiloxi-1-hidroxieudesm-4-en-3-ona) e Piper regnellii (eupomatenéide-5).

A sakuranetina, uma flavonona isolada de Heterothalamus alienus (Asteraceae),
apresenta uma atividade antifungica em T. mentagrophytes e T. rubrum a uma concentragao
de 31,2 pg.ml™ (Pacciaroni et al, 2008). Dois alcaldides diméricos foram isolados de
sementes das espécies Chimonanthus praecox (Calycanthaceae), a D- calycanthine e L-
folicanthine. Estes dois compostos inibem o crescimento de Sclerotinia sderotiorum, um
fungo patdégeno, a uma concentracdo de 29,3 pg.ml” (Zhang et al., 2009). A curcumina,

isolada do rizoma da Curcuma longa (Zingiberaceae) mostrou notavel atividade antifungica
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em cepa de Paracoccidioides brasiliensis (CIM = 0,5 pg.ml ), e é capaz de inibir 80% da
adesdo de Candida spp. em células epiteliais bucais (Martins et al., 2009a). Sintetizando os
dois enantibmeros da goniotalamina (Figura 17), uma molécula isolada de espécies do
género Goniothalamus (Annonaceae), Martins et al. (2009b) demonstrou que essas
substancias tém uma atividade antifungica moderada (CIM entre 32 e 128 ug.ml'l) em cepas

de Candida.

HzCO
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Figura 17 — Compostos antiftingicos isolados de Heterothalamus alienus (sakuranetina), Chimonanthus

praecox (D-calicanthine e L-folicanthine) e Goniothalamus ((R) - e (S)-goniothalamine).

1V.4.4 Oleos essenciais antifiingicos
E interessante notar que a atividade antifingica dos 6leos essenciais e seus
constituintes, conhecidos por suas propriedades antimicrobianas em geral (Bakkali et al.,

2008), tém sido amplamente descritos nos ultimos 15 anos (Rios & Recio, 2005 ).

Gurgel et al. (2005) e Fontenelle et al. (2008) descreveram a atividade antifungica do
latex de Croton urucurana (Euphorbiaceae) e d6leo de C. argyrophylloides em trés cepas de
Microsporum. Os o6leos essenciais de duas espécies endémicas de orégano da Grécia,
Origanum scabrum e O. microphyllum (Lamiaceae) foram descritos como antifungicos,
enguanto alguns dos componentes majoritarios desses éleos — carvacrol, terpin-4-ol, linalol,
sabineno, e a- e y-terpinenos — sdao conhecidos por possuirem propriedades antifungicas e,
decausarem durabilidade natural de diversas espécies de madeira (Aligiannis et al., 2001 ;

Hsu et al., 2007).

Em um estudo realizado em 2007 sobre os éleos essenciais de Leptospermum

petersonii e Syzygium aromaticum (Myrtaceae) — o cravo-da-india, cujas utiliza¢cGes ja sao
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bem documentadas — dois compostos antifingicos, o eugenol e o geraniol (figura 18)

mostrou atividade em trés cepas de fungos dermatofitos (Park et al., 2007).

Finalmente, Pyun & Shin (2006) demonstraram a atividade dos dleos essenciais de
Allium sativum for. pekinense, A. cepa, A. fistulosum e da alicina (Figura 18), isolados destes
Oleos, em trés cepas deTrichophyton. Além disso, este estudo mostrou um efeito sinérgico

entre a alicina e cetoconazol nas mesmas cepas.
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Figura 18 — Compostos volateis antifungicos isolados de Origanum sp. (carvacrol e linalol), Syzygium

aromaticum (eugenol e geraniol) e Allium sativum (alicina).
V Espécies selecionadas
V.1 Critérios para a selecdo das espécies

As espécies selecionadas neste estudo estdo listadas na tabela 1baseadas

1) no volume de madeira explorada na Guiana Francesa,

2) na durabilidade natural das madeiras consideradas,

3) no regime de exploragdo silvicola gerado pelo Office National des Foréts.

Diospyros dichroa (Ebenaceae) ndo é uma espécie explorada e foi coletada como uma
espécie equivalente ao Boco (Bocoa prouacensis, Fabaceae), uma madeira muito densa e
muito duravel. A espécie (Apeiba petoumo, Tiliaceae) foi coletada devido a suposta
utilizacdo desta madeira em construcdes tradicionais ("carbets") por impedir a passagem de
cupins (Pierre Charles-Dominique, comunicacdo pessoal; Otmar N'Gwete, comunicacao

pessoal).
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Tabela 1 — As espécies selecionadas para o estudo, classificadas por familias.

- T Nome Nome
. - Durabilidade  Resisténcia o .
Nome cientifico Familia . vernacular vernacular N° herbario
fungos cupins . o
francés brasileiro
Tabebuia serratifolia Bignoniaceae 1 D Ebéne verte. iné Pau d’arco RODRIGUES A.
(vahl) Nichols. & 1P amarelo 4
Goupia glabra Aubl. Celastraceae 3 D Goupi Cupitba RODRllGGU ESA.
Diospyros dichroa Ebenaceae Ind Ind RODRIGUES A.
Sandw. 2
Andira surinamensis Saint-martin
F 2 D Andira-uchi
(Bondt) Splitgerber abaceae rouge ndira-uchi
Bocoa prouacensis Aubl. Fabaceae 1 D Boco Muira jibdia RODRIfUES A
Dicorynia guianensis Fabaceae 2 M Angélique Angelico do para RODRIGUES A.
Amsh. 8
Diplotropis purpurea . RODRIGUES A.
(Rich.) Amsh. Fabaceae 2 D Ceceur dehors Sucupira 17
Dipteryx odorata Gaiac de RODRIGUES A.
(Aublet) Willd Fabaceae ! D Cayenne, tonka Cumaru 14
Eperua falcata Aubl. Fabaceae 1 D Wapa Apa RODREUES A
Hymeno/ob./um flavum Fabaceae 3 S Salr?t-martm Angelim da mata RODRIGUES A.
Kleinh. jaune 10
Ormosia flava (Ducke) Fabaceae Ind. Ind. RODRIGUES A.
Rudd. 9
Amarante, bois . RODRIGUES A.
Peltogyne sp. Fabaceae 2-3 D violet Roxinho 18
Vouacapoua americana Fabaceae 1 D Wacapou Acapu RODRIGUES A.
Aubl. 6
Sextonia rubra (Mez) Lauraceae 2 D Grignon franc Louro gamela RODRIGUES A.
van der Werff & & 12
Bagassa guianensis Moraceae 1 D Bagasse Tatajuba RODRIGUES A.
Aubl. 13
Manilkara huberi
(Ducke) Chevalier Sapotaceae 1 D Balata franc Macaranduba
Manilkara paraensis RODRIGUES A.
1 D Bal fi M
(Huber) Standl. Sapotaceae alata franc acaranduba 5
Apeiba petoumo Aubl. Tiliaceae Ind. Ind. Peigne macaque Pente de macaco RODRllGlu ESA.
Qualea rosea Aubl. Vochysiaceae 3 S Gonfolo rose Manf;c;t;uelra RODREUES A

? Classificacdo tirada da base « Tropix » — http://tropix.cirad.fr/. 1 : muito durdvel ; 2 : durdvel ; 3 :
moderadamente duravel ; 4 : pouco duravel ; 5 : ndo duravel. Ind : indeterminado.
b Classificagdo tirada da base « Tropix » — http://tropix.cirad.fr/. Trés classes de susceptibilidade sdo

observadas : D : duravel ; M : moderadamente duravel ; S : sensivel.
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V.2 Conhecimentos sobre as espécies selecionadas

V.2.1 Espécie da familia Bignoniaceae

A Unica espécie dessa familia selecionada para este estudo é a Tabebuia serratifolia
(Figura 19) que, juntamente com T. impetiginosa, é coletada por exploracdes madeireiras na
Guiana Francesa e Brasil, e cuja madeira é comercializada sob o nome de “ipé ou ebéne
vert”. O ipé é uma das madeiras mais densas e mais duraveis da Amazonia, sendo explorado
e exportado devido a estas propriedades Unicas. As exportacdes dessa madeira do Brasil
aumentou 500% entre 1998 e 2004. Sabendo-se que toda a producdo de ipé é proveniente
de atividade extrativista, a pressao sobre as popula¢des naturais de Tabebuia, especialmente
no Brasil, pode ter consequéncias importantes para o equilibrio e regeneracdo de uma

espécie valorizada pela industria madeireira (Schulze et al., 2008).
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Figura 19 — Lapachol (esquerda) e dehidrolapachona (centro) isoladas a partir da madeira de Tabebuia

serratifolia (a direita)

Paradoxalmente, apesar da forte reputacdo do ipé, deve-se notar que T. serratifolia,
a espécie coletada neste estudo, foi pouco estudada. Algumas quinonas dentre o lapachol e
dehidrolapachona (Figura 19) foram identificadas na madeira desta espécie e podem ser
responsaveis por sua durabilidade natural excepcional (Vidal-Tessier et al., 1988). No género
Tabebuia, algumas espécies foram estudadas anteriormente, e as atividades bioldgicas tém
sido descritas. Foi demonstrado, por exemplo, que os extratos da casca de T. cassinoides e T.
ochraceT. possuem atividades antimaladrica e citotdxica relacionadas a presenca de
furanonaftoquinonas (Perez et al. 1997, Rao & Kingston, 1982). Outras naftoquinonas
também tém sido isoladas de varias Tabebuia. De Moura et al. (2001) e Pinto et al. (2000)

constataram que esses compostos possuem atividade tripanocida frente ao Trypanosoma
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cruzi, agente etiolégico da doenga de Chagas. O 2-(hidroximetil)antraquinona, isolado de T.
impetiginosa, mostrou-se fortemente antibacteriano em Helicobacter pylori (Park et al.,
2006). De forma geral, as espécies do género Tabebuia tém um histérico de utilizacao
tradicional na Amazonia para o tratamento de uma série de doencgas como a sifilis, as febres,
a malaria e doencas de pele (este termo inclui os infeccdes fungicas da pele). Essas
atividades estdo provavelmente relacionadas a presenca de quinonas em todas as espécies

deste género (Cragg & Newman, 2005).

V.2.2 Espécie da familia Celastraceae

Goupia glabra, classificada como Celastraceae ou Goupiaceae de acordo com os
autores, é uma espécie de crescimento rapido frequente em florestas secundarias na Guiana
Francesa (Lacoste & Alexander, 1991). Goupia glabra faz parte de um género que abrange
apenas quatro espécies, todas nativas da América tropical. Das folhas de G. glabra, um
estudo na literatura descreve o isolamento de duas tropolonas citotéxicas dentre elas, a
goupiolona (Figura 20) (Mesa-Siverio et al., 2003). Nenhum outro estudo fitoquimico foi

descrito para Goupia glabra ou outra espécie deste género.

Figura 20 — Goupiolona (a esquerda), tropolona isolada da madeira de Goupia glabra (a direita).

V.2.3 Espécie da familia Ebenaceae

Esta familia inclui trés géneros, Diospyros é o que abrange maior nimero de espécies
(mais de 500). A espécie Diospyros dichroa nunca havia sido estudada, mas neste género,
varios estudos tém descrito o isolamento de triterpenos sobretudo a partir das folhas e de
naftoquinonas a partir da madeira e das raizes (ver também a Figura 13 na pdgina 37). Tem
sido demonstrado que algumas destas naftoquinonas possuem propriedades antifingicas,

antibacterianas ou termiticidas (Babul et al., 2009; Ganapaty et al., 2004). As naftoquinonas
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isoladas com maior frequéncia neste género sdo a plumbagina e a diospirina (Figura 21),
cujas atividades bioldgicas, incluindo insecticidas e fungicidas, tém sido demonstradas

(Dzoyem et al., 2007; Ndhlala et al., 2008; Sreelatha et al., 2010).
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Figura 21 — Plumbagina (esquerda) e diospirina (a direita)

V.2.4 Espécies da familia Fabaceae

Andira surinamensis é, juntamente com Andira coriacea, a espécie cuja madeira é
conhecida como andira uchi ou saint martin rouge. Sua madeira é avermelhada e muito
duravel. O género Andira conta com uma centena de espécies ; no Brasil, a Andira tem sido
utilizada tradicionalmente como anti-helmintico, e tem sido demonstrado que o extrato
bruto da casca de A. surinamensis possui propriedades fungicidas sobre fungos patogénicos
humanos (Freixa et al., 1998). Em outro estudo, Almeida et al. (2008) puderam identificar
cinco isoflavondides, incluindo um dimero desta mesma espécie (Figura 22); entretanto
nenhum teste biolégico foi realizado (Almeida et al., 2008). Estes compostos, com excec¢ao
do dimero sdo bem conhecidos como metabdlitos do género Andira, entre outros, e para os
guais numerosas atividades bioldgicas ja foram descritas (Cocker et al., 1962, Kraft et al.,

2001 e Kraft et al., 2002; McMurry et al., 1972, Silva et al., 2000, Da Silva et al., 2008).

Biochanine A H OH H Me >
Prunétine Me OH H H 0
Calicosine H H OH Me

Pratenséine H OH OH Me

Figura 22 - Isoflavonas isoladas de Andira surinamensis.
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A madeira de Bocoa prouacensis (Figura 23) é considerada uma "madeira preciosa",
por razbes estéticas e porque sua densidade é excepcionalmente elevada (cerca de 1,2)
(Dettienne et al., 1989). Além disso, é uma madeira altamente resistente a degradacdo de
fungos e ao ataque de cupins. E surpreendente constatar que nenhum estudo sobre
metabolitos secunddrios dessa madeira ou outro 6rgdo desta espécie nunca tenha sido
publicado. Nenhuma analise fitoquimica foi realizada sobre outra espécie deste género, o

que abrange dez espécies no total.

Figura 23 — Bocoa prouacensis.

Dicorynia guianensis, cuja madeira é comercializada sob o nome de angelique na
Guiana e angelico do Para no Brasil, € uma das espécies mais exploradas na regidao
amazobnica guianense. Globalmente, a madeira de angelique é duravel, mas tem sido
demonstrado que existe uma certa variabilidade entre individuos (Amusant et al., 2004). Os
metabodlitos secunddrios responsaveis pela durabilidade natural dessa madeira ndo foram

estudados, e ndo ha estudos de outros 6rgaos ou de outras espécies desse mesmo género.

Nado existem estudos fitoquimicos publicados sobre a espécie Diplotropis purpurea.
Entretanto, sobre o género Diplotropis, e sua espécie mais estudada, D. ferruginea, foi
demonstrada a presenca de diplotropine (Figura 24), um flavondide furanico assim como a
diploflavona (Lima et al., 2005, Almeida et al., 2005). Esta ultima substdncia mostrou
citotxicidade sobre células de carcinoma pulmonar, carcinoma da laringe, e células KB,

enquanto a diplotropina é espasmolitica.
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Figura 24 — Diplotropina (a esquerda) e diploflavona (a direita).

Dipteryx odorata é conhecida no Brasil sob o nome de cumaru e na Franga sob o
nome de guaiac Cayenne. A umbelliferona (ou 7-hidroxicumarina) utilizada na industria
agroalimentar é uma das cumarinas isoladas a partir dos graos desta espécie, que também
contém um cassano diterpénico e isoflavondides (Jang et al., 2003; Sullivan, 1982). Quanto a
madeira, muito duravel, tem sido demonstrado que contem principalmente isoflavondides
(Figura 25) (Imai et al., 2008). Dipteryx odorata é a espécie mais estudado desse género com
cerca de 30 espécies da América tropical. As isoflavonas foram identificadas em outras
espécies deste género (Dipteryx alata) (Magela V. Junior et al., 2008).

OH

M
OH

HO o o O
OMe

Figura 25 — Umbeliferona (cumarina, a esquerda), isolada dos graos e o (+)-(3R)-8,2’,3’-trihidroxi-7,4’-

dimetoxiisoflavana (a direita), isolado da madeira de Dipteryx odorata.

Eperua falcata, conhecida como wapa em francés e apa em portugués, é a espécie
arborea mais abundante da floresta guianense (Detienne et al., 1989). Eperua é um género
relativamente grande contendo vinte espécies das quais apenas quatro estdo presentes na
Guiana Francesa, E. grandiflora, E. rubiginosa, E. schomburgkiana e E. falcata. A madeira
dessa ultima espécie contem uma oleorresina muito rica, composta predominantemente de
acido (z)-eperuico (Figura 26), um dcido diterpénico lipofilico, e E. grandiflora contém
compostos similares (Amusant et al, 2007, Blake & Jones, 1963, King & Jones, 1955, Royer
2008, Royer et al., 2010). Além disso, Royer (2008, 2010) isolou um grande numero de
flavondides glicosilados ou ndo, e pode constatar que nenhum desses componentes
parecem possuir atividade fungicida. Ainda que o rendimento da extragdo total pode se

aproximar de 15% em massa no cerne.
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Acido (+)-eperuico  Engeletina: 2R,3R,R =H (+)-Catequina : 2R,3S, R; = OH (-)-Dihidrokaempferol
Isoengeletina : 2R,3S, R=H (-)-Epicatequina : 2R,3R, Ry = OH
Neoengeletina : 2S,3S, R=H
Neoisoengeletina : 2S,3R, R = H
Astilbina : 2R,3R, R =0OH
Neoastilbina : 2S5,3S, R = OH

Figura 26 — Metabdlitos secundarios de Eperua falcata

Ormosia é um género com cerca de 130 espécies distribuidas principalmente na
América tropical e na Asia. Essa espécie é muitas vezes confundida com Andira surinamensis
e Andira coriacea pela indUstria madeireira sob a denominacdo de saint-martin rouge.
Embora ndo haja estudos fitoquimicos da espécie Ormosia flava, o género Ormosia é
conhecido por ser rico em alcaldides quinolizidinicos como a ormosanine ou panamine
(Figura 27), que estdo presentes em outros 40 géneros da familia Fabaceae (Dembitsky,
2008, Michael, 2004, Ricker et al. 1994; Su et al., 2004). As espécies deste género também
contém isoflavonas, e tem sido demonstrado que estes compostos presentes em Ormosia

podem possuir atividade antimicrobiana, antibacteriana e citotoxica.

Figura 27 — Ormosanina (a esquerda) e panamina (a direita), dois alcaléides quinolizidinicos frequentemente

encontrados no género Ormosia

A madeira de Peltogyne sp. é conhecida sob o nome de roxinho no Brasil, e amarante
na Franca. Ela é bege-marrom no momento do abate, mas torna-se rapidamente violeta,
quando exposta a luz. Na madeira, os metabdlitos secunddrios majoritarios sao duas
leucoantocianidinas, o (+) peltoginol e (+) mopanol (Figura 28) (Chan et al., 1958, Malan &
Roux, 1974). A madeira desta espécie tem uma alta durabilidade natural (De Jesus et al.,
1998), e foi observado que o extrato acetato de etila dessa madeira possui atividade

antibacteriana (Granato et al., 2005).
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Figura 28 — (+)-peltoginol (a esquerda) e (+) mopanol (ao centro), isolados de Peltogyne sp. (a direita)

Vouacapoua americana é uma espécie rara na AmazoOnia, mas bastante abundante
no platdé da Guiana. No entanto, a excepcional qualidade de sua madeira (alta densidade,
alta durabilidade natural e estética) sdo argumentos para a alta pressao de exploracdo desta

espécie, mesmo que sua distribuicdo seja limitada.

HsC CO,Me

Figura 29 — Metil vouacapenato (a esquerda), isolado a partir da madeira de V. americana (a direita)

A partir da madeira desta espécie, Kido et al. isolaram diterpendides furanicos da
familia dos cassanos como o vouacapenato de metila (Figura 29). Posteriormente, foi
demonstrado que estes compostos possuem atividade antibacteriana e antioxidante

(Dickson et al., 2007).

V.2.5 Espécies da familia Lauraceae

O género Sextonia foi criado em 1997 para reclassificar duas espécies anteriormente
consideradas como Ocotea : Sextonia rubra e Sextonia pubescens (van der Werff, 1997). S.
rubra é bastante comum no norte da Amazé6nia, da Venezuela até o Amap3a, enquanto S.
pubescens é uma espécie rara na Amazobnia peruana. S. rubra fornece uma madeira

resistente a degradacdo por fungos e resistente ao ataque de cupins, comercializado sob o
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nome de grignon franc na Guiana Francesa, e louro gamela no Brasil. E, em volume, a
terceira espécie mais explorada na Guiana Francesa (Detienne et al., 1989). No inicio deste
trabalho, aparentemente ndo existiam estudos sobre a composicdo quimica das duas
espécies de Sextonia . Entretanto, a identificacdo e caracterizacdo de metabdlitos da
madeira de louro gamela nos permitiu verificar porteriormente um estudo de Franca et al.

de 1977, quando a S. rubra era estudada sob o nome de Nectandra rubra.

V.2.6 Espécies da familia Moraceae

A familia Moraceae, da qual faz parte a figueira, contém algumas espécies
formadoras de madeira de grande durabilidade natural. Um exemplo é a Maclura pomifera
(laranjeira-de-osage ou pau d'arco), muito rica em dihidromorina (um flavanol) e
oxiresveratrol (um estilbeno) (Schultz et al., 1995). Bagassa guianensis, a Unica espécie do
género Bagassa, também produz uma madeira extremamente durdvel, conhecida como
tatajuba em portugués, e é resistente a degradacdo por fungos e insetos xiléfagos (Scheffer
e Morrell, 1998). Conforme descrito na pagina 41, o extrato da madeira de tatajuba pode ser
impregnado em outras madeiras a fim de Ihes proteger contra cupins. A composicao dos
extratos de tatajuba foi estudada por Royer (2008) que pdde demonstrar que esta espécie é
muito rica em moracinas e estilbendides (Figura 30), cujas atividades antifungicas e

termiticidas ndo foram estudadas.
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Figura 30 — Moracinas e estilbendides isolados da madeira de tatajuba (B. guianensis)

V.2.7 Espécie da familia Sapotaceae

Espécies do género Manilkara assim como outras Sapotaceae produzem latex
abundante e tem uma madeira de cor avermelhada (Mabberley, 1997). O género Manilkara
abrange um grande nimero de espécies nas regides mais quentes da América, Asia, Africa e
Oceania. A madeira de M. huberi e M. bidentata é explorada na Guiana, sob o nome comum
de balata franco. O nome dessa madeira em portugués é magaranduba. Ambas as espécies
produzem uma madeira extremamente duravel, resistente a degradacdo por cupins e fungos
apodrecedores da madeira. Entretanto, nenhuma destas duas espécies foi estudada para a
caracterizacdo de metabdlitos secundarios. O género Manilkara é muito pouco estudado.
Haraguchi et al. (2003) isolaram uma série de flavonas C-glicosiladas de M. indica, dentre
elas a isoaffinetina, que é um inibidor in vitro da reductase alddlica. Nos frutos comestiveis
de outra espécie (M. zapota), Ma et al. (2003) isolaram o clorogenato de metila e alguns
derivados, juntamente com oito flavondides conhecidos, dentre eles, a dihidromicetina

(Figura 31).
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Figura 31 — Compostos isolados de espécies do género Manilkara (a esquerda) e Manilkara huberi (a direita).

V.2.8 Espécies da familia Tiliaceae

Apeiba petoumo é conhecida na Guiana Francesa como o pente-de-macaco (peigne
macaque em francés). Ela foi citada durante as coletas realizadas neste trabalho como uma
espécie que possui a capacidade de repelir cupins em abrigos construidos na floresta. Essa
madeira ndo é explorada comercialmente. Nenhuma analise fitoquimica dessa espécie foi
publicada até o momento. Assim como, nenhuma outra espécie do género Apeiba
representada por cerca de vinte espécies da América tropical, ndo foram estudadas quanto a

sua fitoquimica.

V.2.9 Espécies da familia Vochysiaceae

Qualea rosea é a segunda espécie mais explorada na Guiana Francesa depois de
Dicorynia guianensis (Detienne et al., 1989). A madeira é comercializada sob o nome
mandioqueira rosa em portugués — e gonfolo rose em francés - e é usada principalmente em
estruturas de edificios. E moderadamente resistente quanto a degradacdo flngica, e é
suscetivel ao ataque de cupins. Os metabdlitos secundarios desta espécie ndo foram
descritos na literatura. Do género Qualea, as espécies mais estudadas sao Q. parviflora e Q.
grandiflora, a partir das quais foram isolados principalmente triterpenos - esqualeno, fitol,
lupeol, a-e B-amirina, sitosterol, acido ursolico, etc (Nasser et al., 2006, Ayres et al., 2008).

Além disso, foi mostrado que o extrato bruto da casca de Q. grandiflora é ligeiramente ativo
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sobre varias cepas de fungos patogénicos ao homem (Costa et al., 2008) e a casca Q.
paraensis, avaliada por Mufioz et al. (2000), ndo mostrou atividade antimaldrica

interessante.
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Capitulo 2

Avaliagao biolégica dos extratos

68



I Introducgdo

As espécies selecionadas para este estudo sdo conhecidas na Guiana Francesa por
sua durabilidade natural. Dezesseis espécies entre as dezenove que foram coletadas ja
haviam sido avaliadas previamente por sua resisténcia ao ataque de varios organismos
degradadores da lignocelulose, ou seja, fungos formadores de podriddao da madeira, insetos

e brocas marinhas (http://tropix.cirad.com — ver anexo 1, pagina 233).

Sabe-se que a durabilidade natural ou a resisténcia a biodegradacdo das madeiras
pode ser explicada pela presenca de compostos bioativos, que podem ser extraidos do
tecido lignoceluldsico. Esses compostos podem ter propriedades tdxicas, inibindo, assim, o
crescimento, agindo como repulsivos. frente aos agentes bioldgicos de deterioracdo. O
primeiro objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de utilizagdo de extratos obtidos de
espécies amazoOnicas capazes de produzir madeira naturalmente durdvel para a protecdo das

madeiras nao resistentes a fatores de risco (fungos de podriddo ou cupins).

Esta primeira parte do trabalho foi dividida em trés fases:

1. Coleta e identificacdo botanica;
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2. Extragdes com solventes de polaridade crescente das diferentes partes das plantas
coletadas;
3. Ensaios biolégicos: avaliagdo dos extratos sobre duas cepas de fungos

apodrecedores de madeira e uma espécie de cupim.
Il Extragdo
A partir da coleta realizada em 2007, 140 extratos foram obtidos por maceragdo das

diversas partes das plantas, sucessivamente com acetato de etila e metanol. Os rendimentos

de extragao das folhas, da casca e da madeira do caule sdo apresentados nas tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2 — Rendimento obtido pela extra¢ido das folhas.

Espécies Rendimento (%) Taxa de extrfgéo Proporgio relativa
Acetato de etila Metanol total (%) MeOH/AcOEt
Apeiba petoumo Aubl. 6,04 5,64 11,68 0,9
Bagassa guianenesis Aubl. 5,19 11,24 16,43 2,2
Bocoa prouacensis Aubl. 5,67 3,76 9,43 0,7
Dicorynia guianensis Amsh. 1,11 5 6,11 4,5
Diospyros dichroa Sandw. 2,99 2,68 5,67 0,9
Diplotropis purpurea (Rich.) Amsh. 5,68 13,28 18,96 2,3
Dipteryx odorata (Aublet) Wild. 4,64 4,61 9,25 1,0
Eperua falcata Aubl. 2,78 5,99 8,77 2,2
Goupia glabra Aubl. 4,85 8,5 13,35 1,8
Hymenolobium flavum Kleinh. 4,33 10,28 14,61 2,4
Manilkara paraensis (Huber) Standl. 9,36 17,91 27,27 1,9
Ormosia flava (Ducke) Rudd. 0,97 4,96 5,93 51
Peltogyne sp. 5,84 8,97 14,81 1,5
Qualea rosea Aubl. 1,68 3,76 5,44 2,2
Sextonia rubra (Mez) van der Werff 5,37 10,93 16,3 2,0
Tabebuia serratifolia (Vahl) Nichols. 1,61 4,88 6,49 3,0
Vouacapoua americana Aubl. 5,12 4,59 9,71 0,9
MEDIAS : 4,31+2,20 7,47+4,12 11,78

® Os rendimentos de extracdo marcados em negrito estdo localizados acima do terceiro quartil da taxa de
extragdo com o solvente considerado (AcOEt: 2 5,67, MeOH: > 10,28; total: > 14,81).

® Taxa de extracdo com acetato de etila + taxa de extragdo com metanol.

“ Taxa de extragdo de metanol / taxa de extragio com acetato de etila.

Os melhores rendimentos de extracdo (entre 8,5 e 17,9%) foram obtidos através da

extracdo metandlica das folhas das seguintes espécies: B. guianensis, D. purpurea, G. glabra,
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H. flavum, M. paraensis, Peltogyne sp. e S. rubra. Além disso, a extracdo das folhas de M.
paraensis em acetato de etila também obteve um alto rendimento em extrato bruto. Para
este ultimo, a taxa de extracao total (acetato de etila + metanol) obteve um valor notdvel de
27% em massa. Para as outras espécies, as taxas de extracdo total foram cerca de
10%.Segundo uma anadlise dessa tabela, aparentemente para as espécies que tinham um
rendimento de extracdo com acetato de etila acima da média apresentaram igualmente um

grande rendimento de extragao metandlica.

Em média, apesar de terem sido feitas extracdes sucessivas, as extracdes metandlicas
apresentaram rendimentos superiores as extracdes com acetato de etila. As trés principais
excecOes sdao: V. americana, A. petoumo e B. prouacensis. Sabe-se que o primeiro é rico em
cassanos lipofilicos, também presentes nas folhas (ver capitulo 1, V.2.4 espécies da familia
Fabaceae, pagina 59); é possivel postular que os compostos lipofilicos possam contribuir
significativamente para a defesa das outras duas espécies. Em contrapartida, observamos
gue algumas espécies, como O. flava e D. guianensis, tém uma propor¢ao muito elevada de

compostos polares nas folhas.

Quanto aos resultados obtidos com as cascas do caule, os melhores rendimentos
foram observados para as extragdes com o acetato de etila de B. guianensis (14,22%), E.
falcata (6,6%), G. glabra (7,9%), o M. paraensis (7,3%) e V. americana (13,14%), e para os
extratos metandlicos de E. falcata (8,51%), o M. paraensis (11,26%), Q. rosea (6,5%) e V.

americana (7,8%) (Tabela 3).

Ao contrario da extracdo das folhas, a proporcao relativa de compostos extraidos
com acetato de etila e metanol é equivalente nas extracdes das cascas do caule. Além disso,
as taxas de extracdo total sdo inferiores as obtidas pela extra¢do das folhas, assim como para
a extragdo da madeira do caule. As diferengas estao principalmente relacionadas a presenca
ou ndo de compostos apolares em quantidades maiores (maior desvio padrdao para a
extracdo com acetato de etila). Entretanto, isso é observado em algumas espécies de
comportamentos atipicos, em particular a extracao da casca do caule de B. guianensis com
acetato de etila que apresentou um rendimento de 14%. Essa espécie pertence a familia

Moraceae produz um latex branco abundante, aparentemente constituido por compostos
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lipofilicos. V. americana também se comporta da mesma maneira, com suas folhas, sua

casca e sua madeira do caule parecendo conter uma proporc¢do importante de cassanos

lipofilicos ja descritos na literatura. O extrato total de A. surinamensis é altamente apolar em

termos de proporcdo, mas o rendimento da extracdo dessa espécie é relativamente baixo.

Em contraste, as cascas de outras espécies sdo ricas em compostos polares soluveis

em metanol. Isso se aplica, por exemplo, as cascas de M. paraensis, Q. rosea ou B.

prouacensis. Nesta Ultima espécie, o comportamento da casca do caule é oposto ao das

folhas.

Tabela 3 — Rendimentos obtidos pela extragao das cascas do caule.

Espécies Rendimento (%)° :xat)::gdéz Proporgao relaticva
Acetato de etila Metanol  to¢a1 (%)® MeOH/AcOEt
Andira surinamensis (Bondt) Splitg. ex Pulle 3,87 1,32 5,19 0,3
Apeiba petoumo Aubl. 1,97 1,25 3,22 0,6
Bagassa guianenesis Aubl. 14,22 2,78 17 0,2
Bocoa prouacensis Aubl. 0,31 3,41 3,72 11,0
Dicorynia guianensis Amsh. 0,76 3,75 4,51 4,9
Diospyros dichroa Sandw. 0,31 2,33 2,64 7,5
Diplotropis purpurea (Rich.) Amsh. 2,73 3,67 6,4 1,3
Dipteryx odorata (Aublet) Wild. 2,36 4,54 6,9 1,9
Eperua falcata Aubl. 6,63 8,51 15,14 1,3
Goupia glabra Aubl. 7,92 4,85 12,77 0,6
Hymenolobium flavum Kleinh. 3,19 5,18 8,37 1,6
Manilkara paraensis (Huber) Standl. 7,33 11,26 18,59 1,5
Ormosia flava (Ducke) Rudd. 0,82 2,5 3,32 3,0
Peltogyne sp. 3,79 4,47 8,26 1,2
Qualea rosea Aubl. 0,46 6,51 6,97 14,2
Sextonia rubra (Mez) van der Werff 2,31 3,26 5,57 1,4
Tabebuia serratifolia (Vahl) Nichols. 0,87 5,54 6,41 6,4
Vouacapoua americana Aubil. 13,14 7,85 20,99 0,6
MEDIAS:  4,06+4,23  4,61+2,60 8,67

® Os rendimentos de extracdo marcados em negrito estdo localizados acima do terceiro quartil da taxa de
extragdao com o solvente considerado (AcOEt : 25,94 ; MeOH: > 5,45 ; total : > 11,67).
® Taxa de extracdo com acetato de etila + taxa de extragdo com metanol.
“ Taxa de extragdo de metanol / taxa de extragio com acetato de etila.

Durante o processo de secagem, na medida do possivel, as madeiras do caule foram

separadas em alburno e cerne, separando ao maximo os cernes interno e externo. Os
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resultados de extracdo (Tabela 4) mostram que os rendimentos de extracdo das madeiras
sdo geralmente mais baixos do que aqueles obtidos para as cascas do caule e folhas. As
extracdes em que foram obtidos os melhores rendimentos sdao aquelas realizadas com
acetato de etila do alburno + cerne exterior de D. odorata (6,1%), de madeira de E. falcata
(6,0%), do alburno + cerne externo de G. glabra (6,3%), T. serratifolia (10,4%) e do alburno +
cernes interno e externo de V. americana (6,1; 7,4 e 8,7% respectivamente) e O. flava (3,4;

9,9 e 12,1%).

Proporcionalmente, o extrato mais apolar é proveniente do cerne interno de S. rubra,
a0 passo que outros extratos, como os obtidos do cerne interno de B. guianensis ou dos

cernes de Q. rosea, sao muito polares

Em conclusdo, convém notar que os mecanismos de defesa das plantas parecem
relativamente diversificados, qualitativa e quantitativamente. Os rendimentos de extragao
obtidos a partir das folhas sdo maiores que aqueles provenientes da casca e da madeira do
caule, sugerindo que as folhas parecem ser os érgdaos mais vulneraveis e mais expostos,
precisando ser mais protegidos (McKey, 1974). No entanto, é provavel que essa protecdo
suplementar seja dirigida principalmente ao combate dos insetos herbivoros, que sao os
animais que causam os maiores danos as folhas. Em particular, tem-se demonstrado na
literatura que os taninos induzem a precipitacdo de proteinas, tornando as folhas menos
atrativas aos insetos (Bryant et al., 1983, laconelli & Simmen, 2002; Rasman & Agrawal,
2009). Assim, a maior proporcao de compostos polares nas folhas poderia resultar

principalmente da necessidade em se reduzir o seu consumo por herbivoros.
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Tabela 4 — Rendimentos obtidos pela extragao das madeiras do caule.

i Parte da Rendimento (%) Taxa dﬂe Prolpo'rgﬁo
spécies . a extracdo relativa
P madeira Ace::i:: “ Metanol total (g’;%,)b MeOH/AcOEt*
Andira surinamensis (Bondt) Splitg. ex Pulle M 5,07 5,44 10,51 1,1
A 1,73 2,22 3,95 1,3
Apeiba petoumo Aubl. Ci 1,3 2,51 3,81 1,9
Ce 1,62 2,25 3,87 1,4
, . A +Ce 1,47 3,48 4,95 2,4
Bagassa guianenesis Aubl. .
Ci 1,11 6,19 7,3 5,6
Bocoa prouacensis Aubl. M 0,46 1,19 1,65 2,6
A 0,61 1,64 2,25 2,7
Dicorynia guianensis Amsh. Ce 0,91 3,16 4,07 3,5
Ci 0,25 1,06 1,31 4,2
Diospyros dichroa Sandw. M 0,51 0,48 0,99 0,9
Diplotropis purpurea (Rich.) Amsh. M 3,46 2,37 5,83 0,7
Dipteryx odorata (Aublet) Wild A+(;e 6,15 3,28 9,43 0.5
Ci 5,9 5,51 11,41 0,9
Eperua falcata Aubl. M 6,02 3,17 9,19 0,5
. A+Ce 6,26 4,27 10,53 0,7
Goupia glabra Aubl. i 167 2.42 4,09 14
. . A+Ce 2,1 1,58 3,68 0,8
Hymenolobium flavum Kleinh. Gi 4,76 417 893 0,9
. . A 1,41 2,96 4,37 2,1
Manilkara paraensis (Huber) Standl. CetCi 133 3.99 532 3.0
A 3,36 2,74 6,1 0,8
Ormosia flava (Ducke) Rudd. Ci 9,87 8,53 18,4 0,9
Ce 12,11 5,82 17,93 0,5
Peltogyne sp. A+.Ce 1,71 3,56 5,27 2,1
Ci 3,41 4,45 7,86 1,3
A+Ce 0,46 0,61 1,07 1,3
Qualea rosea Aubl. Ci 0,24 0,86 1,1 3,6
Ce 0,24 1,02 1,26 4,3
Sextonia rubra (Mez) van der Werff A+'Ce 4,18 1,45 >,63 03
Ci 2,87 0,35 3,22 0,1
Tabebuia serratifolia (Vahl) Nichols. M 10,42 5,16 15,58 0,5
A 6,14 1,31 7,45 0,2
Vouacapoua americana Aubl. Ci 7,43 4,16 11,59 0,6
Ce 8,67 6,63 15,3 0,8
MEDIAS:  3,58+3,24  3,14+1,97 6,72

®M = madeira (alburno + cerne), A = alburno, Ci = cerne interno, Ce = cerne externo.
® Os rendimentos de extragdo marcados em negrito estdao localizados acima do terceiro quartil da taxa de
extragdo com o solvente considerado (AcOEt : > 5,96 ; MeOH: > 4,22 ; total : 2 9,31).

‘ Taxa de extracdo com acetato de etila + taxa de extracdo com metanol.

4Taxa de extracdo de metanol / taxa de extracdo com acetato de etila.
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III Teste de perfuracdo em dgar

A fim de avaliar a atividade antifungica, os extratos brutos obtidos com acetato de
etila e metanol foram testados pelo método de perfuracdo em agar (figura 32). Esse teste
consiste em colocar em contato o extrato depositado em uma cavidade perfurada no meio
de cultura sélido com o fungo inoculado sobre a superficie do meio. Para os extratos ativos,
é possivel observar um halo de inibicdo do crescimento flngico cujo diametro depende da
atividade do extrato, da espessura do meio e da capacidade de difusdo dos constituintes
ativos no meio agar. Assim, é possivel obter uma avaliacdo qualitativa da atividade
antifungica dos extratos brutos. Esse teste é adequado para a detecgdo rapida da atividade
dos extratos, que em seguida serdo submetidos a um teste que visa medir a concentracdo

inibitéria por um método quantitativo.

Figura 32 — Cavidades contendo os extratos metanélico (1) e acetato de etila (2) de B. guianensis e o extrato

acetato de etila de Q. rosea (3). Notar os halos de inibicdo do crescimento fungico de G. trabeum em torno

das cavidades (1) e (2).

Como resultado, um total de 32,8% dos extratos foram ativos em Pycnoporus
sanguineus (podriddo branca) e 25% em Gloeophyllum trabeum (podriddo parda). Na tabela
5, somente os extratos ativos foram mencionados. Em uma primeira analise, é possivel
observar que os 24 extratos obtidos por extracao com acetato de etila foram ativos em P.
sanguineus, enquanto apenas 11 mostraram inibicdo do crescimento em G.trabeum, o que

demonstra que P. sanguineus foi mais sensivel que G. trabeum nesse teste.

Além disso, apenas quatro das 17 espécies (23%) (D. purpurea, Peltogyne sp., Q.

rosea e V. americana) apresentaram atividade antifungica dentre os extratos de folhas. Se
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compararmos esse valor com a propor¢ao de extratos ativos, apresentada pelos extratos de
casca (14/36) e de madeira (27/68), é possivel corroborar a hipétese ja mencionada de que
as folhas resistem prioritariamente contra o ataque de herbivoros. A sua curta duragdo de
vida assim como sua posicdo — pelo menos para as espécies deste estudo — ndo exigem o
investimento na biossintese de compostos de defesa contra o ataque fungico. Essa hipdtese
estd de acordo com a teoria da defesa optimal de McKey (1974). Em contrapartida, uma vez
que a degradagao da madeira e da casca parecem mais dificeis devido tanto a dureza desses
orgaos, quanto a inacessibilidade fisica, (e podemos constatar pelos resultados apresentados
posteriormente), esses 6rgdos devem suportar condicdes ambientais adversas, logo, sdo

mais bem protegidos contra a degradagao por fungos.

Todas as espécies testadas, com excecdo de E. falcata e A. petoumo, apresentaram
pelo menos um extrato ativo em um dos dois fungos testados. A. petoumo é uma espécie
que foi coletada a partir de informag¢des de utilizacao local da madeira, indicando uma
resisténcia ao ataque de cupins. Esta espécie, porém, ndo é conhecida pela producdo de
madeira resistente frente a degradagao fungica. Logo, nao é surpreendente o fato de que os
extratos produzidos a partir de A. petoumo nao sejam ativos em fungos. Ja E. falcata é uma
espécie conhecida por produzir uma madeira extremamente duravel (Amusant et al., 2007).
Contudo, os compostos responsaveis pela atividade antifingica dessa espécie
provavelmente ndo foram extraido, ou porque sdo insolUveis no solvente utilizado, ou

porque estdo covalentemente ligados a matriz lignocelulésica.

Finalmente, as outras 17 espécies selecionadas para este estudo apresentaram pelo
menos um extrato ativo. Os extratos que mostraram atividade em pelo menos uma das duas
cepas foram selecionados para a continuidade do estudo. Esse resultado confirma que a
durabilidade natural dessas espécies, demonstrada anteriormente por outros estudos, esta
relacionada a presenga de compostos antifungicos contidos na madeira e na casca e que
poderiam ser utilizados como principios ativos para o tratamento de preservacdo de

madeiras ndao duraveis.
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Tabela 5 — Medida das zonas de inibicdo médias do crescimento fuingico (em mm) frente a P. sanguineus e G.

trabeum.
Zonas de inibicdo (mm) do crescimento de :
Espécie Orgio® P. sanguineus G. trabeum
AcOEt MeOH AcOEt MeOH
C 16 9 0 0
Andira surinamensis
B 13 15 0 0
C 15 25 0 0
Bagassa guianenesis A +Ce 43 36 40 39
Ci 25 34 35 34
Bocoa prouacensis C 16 0 0
Dicorynia guianensis C 35 0 0
Diospyros dichroa M 0 0 18 0
Diplotropi F 19 0 0 0
iplotropis purpurea
P pis parp M 20 0 18 0
C 18 0 0 0
Dipteryx odorata A+Ce 19 16 15 0
Ci 17 17 0
Goupia glabra C 0 15 0
A+Ce 23 16 15 0
Hymenolobium flavum
Ci 24 0 0 0
A 0 0 17
Manilkara paraensis
Ce+Ci 25 0 17
C 0 0 14 17
Ormosia flava
A 15 0 10 14
F 16 0 0
Peltogyne sp. C 31 0 13
A+Ce 45 0 0
F 0 15 22
Qualea rosea C 0 24
A+Ce 16 0
C 15 0 0
Sextonia rubra A+Ce 23 0 17
Ci 18 14 0 0
Tabebuia serratifolia M 0 0 33 45
F 28 0 0 0
C 0 0 0 11
Vouacapoua americana
Ci 0 20 0 12
Ce 0 0 0 13

® C = casca do caule, M = madeira ou alburno+cerne, F = folha, A = alburno, Ci = cerne interno, Ce = cerne

externo.
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1V Indices de atividade antifiingica

As medidas dos indices de atividade antifingica (IA) dos extratos selecionados a
partir dos resultados obtidos do teste de perfuracdo em agar, foram realizados comparando-
se o crescimento radial dos micélios de Pycnoporus sanguineus e Gloeophyllum trabeum em
meio de cultura tratado com os extratos, e o crescimento dos micélios em meio de cultura

nao tratado (figura 33). Os resultados sdo mostrados na figura 34.
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Figura 33 — Placa de Petri teste contendo o extrato acetato de etila da madeira de S. rubra na concentragdo

de 250 pg.ml™ (3 esquerda) e o controle negativo (3 direita).
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Figura 34 — indices de atividade antifingica (IA) medidos em G. trabeum (em azul) e em P. sanguineus (em
vermelho) nas concentragdes de 1000, 500 et 250 pg.ml™ dos extratos. C = casca do caule, M = madeira do

caule (alburno+cerne), A = alburno, CE = cerne externo, Cl = cerne interno, a = acetato de etila e m = metanol.
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De maneira global, os indices de atividade antifingica sdo bastante semelhantes para
as duas cepas de fungos lignivoros testadas, embora os valores sejam ligeiramente
superiores para G. trabeum sugerindo que este fungo ndo seja sensivel apenas ao teste
qualitativo de perfuracdo em 4dagar. Nove dos vinte extratos apresentaram um indice
antifiingico superior a 50% quando testados a uma concentracdo de 250 pg.ml” em G.
trabeum. Os extratos que mostraram forte inibigdao nas as duas cepas testadas ao mesmo
tempo foram: o extrato acetato de etila da madeira de T. serratifolia e S. rubra, e o da casca
de A. surinamensis. Esses extratos apresentaram entre 62 e 79% de inibicdo em P.

sanguineus e entre 42 e 55% de inibicdo em G. trabeum a uma concentraggo de 250 mg.ml™.

Considerando que o rendimento médio de extracdo da madeira das espécies
selecionadas é cerca de 3% (com a utilizacdo dos dois solventes, sucessivamente) e a
densidade da madeira no estado verde (umidade > ponto de saturacdo da fibra) deve ser
aproximadamente igual a 1 g.cm™, em média, a concentragdo dos compostos extraidos da
madeira é em torno de 30 mg.cm™, o que é 30 vezes superior & concentragio maxima desse
teste. Dessa forma, é provavel que mesmo um extrato que tenha tido um valor de |As
superioral mg.ml’l, mas com algum grau de inibicdo de crescimento de P. sanguineus ou G.
trabeum, possa conter metabdlitos secundarios relacionados a durabilidade natural de sua
madeira. Por essa razao, é razoavel considerarmos tanto a atividade biolégica quanto o grau
de exploracdo de uma espécie (ou seja, a quantidade de remanescentes produzidos a partir
da exploracdao comercial de determinada madeira) para analisarmos a tabela com os valores
de atividade bioldgica. De fato, nosso objetivo é identificar os extratos ao mesmo tempo
ativos como antifungicos e facilmente obtidos pela recuperacdo de remanescentes da

exploracdo florestal.

As trés espécies mais exploradas sdo Q. rosea, D. guianensis e S. rubra. Para a
primeira espécie, embora os rendimentos de extragao sejam baixos, as atividades bioldgicas
observadas s3ao interessantes. Para a segunda, somente a casca parece ter atividade
antifungica significativa, pelo menos, nestas concentracdes, apesar de que, o valor de l1Aso do
extrato da casca permanece superior a 1 mg.ml™ sobre as duas espécies de fungos testadas.

Quanto aos extratos acetato de etila da madeira de S. rubra, observa-se que hd uma
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atividade antifungica notavel, além de o rendimento da extracdo ser relativamente alto (em

torno de 4%). Esta é uma espécie muito explorada.

Dentre as outras espécies testadas, a Unica que mostra indices de atividade
realmente baixos é V. americana. As atividades biolégicas medidas para os extratos de A.
surinamensis, B. guianensis e T. serratifolia sdo excelentes. No caso desta ultima espécie, os
dois tipos de extrato testados (acetato de etila e metanol) sdo muito ativos, com valores de
|Aso inferiores a 250 pg.mL™ para trés das quatro medidas efetuadas, além do rendimento de
extracdo ser excepcionalmente elevado (15%). Vale notar que essa espécie é bastante
explorada na Amazébnia, sendo que sua madeira é exportada para varios paises na Europa e
América do Norte. Considerando ainda sua atividade antifungica, o extrato total de T.
serratifolia pode ser interessante para futuros estudos, juntamente com as espécies mais

exploradas da Guiana Francesa.

V Atividades termiticidas - teste de escolha direta

A atividade termiticida dos extratos foi medida pelo método de contato direto dos
cupins Nasutitermes macrocephalus (Nasutitermitinae) com discos de papel de filtro
impregnados com as concentracbes de 1,9; 5,6 e 9,3 pg.mm™ de extrato (figura 35). A
mortalidade média acumulada observada apds 72 horas de contato direto dos cupins

operdrios com os discos impregnados é mostrada na figura 36.

Figura 35 — Disco de celulose tratado com o extrato acetato de etila do cerne interno de O. flava, apds 72

horas de contato direto com os operarios da espécie Nasutitermes macrocephalus.
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Figura 36 — Mortalidades acumuladas observadas para cada extrato nas concentragdes de 9,3 (azul), 5,6
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Por meio de andlise estatistica (Kruskal-Wallis) de todos os dados de mortalidade foi
possivel demonstrar que o valor de P foi inferior a 0,0001, o que indica que a um valor de
a = 0,05, as medianas variaram significativamente. Dessa forma, a hipdtese nula pode ser
rejeitada, confirmando que as diferencas de mortalidade n3ao sdao devidas ao acaso e que

alguns extratos sao efetivamente mais ativos que outros.

A maioria dos extratos mostrou toxicidade aos cupins a uma concentracdo de
9,3 g.mmz. No entanto, apenas os extratos metandlico da madeira do caule de D. dichroa e
os extratos acetato de etila e metandlico da madeira do caule de S. rubra e cerne interior de
G. glabra induziram a uma mortalidade de 100%, mesmo na concentracdo mais baixa (1,9
mg.mmz). Podemos afirmar a partir destes resultados que a reputacdo de termiticida da
espécie A. petoumo nao foi confirmada, e seria necessaria a avaliacdo de sua atividade
repulsiva em teste de dupla escolha. Além disso, dentre as trés espécies identificadas como

as mais ativas, apenas uma (S. rubra) foi identificada como antifungica.

VI Conclusdo

O fato de a sobreposicdo das atividades antifungica e termiticida ser pequena
(apenas uma espécie apresentou as duas atividades ao mesmo tempo), sugere-se que 0s
metabolitos produzidos por essas plantas ndo sejam altamente citotdxicos, e sim moléculas
ativas com um alvo biolégico mais especifico. Além disso, os rendimentos de extragao
obtidos pelos diferentes 6rgaos de cada espécie parecem demonstrar que os metabdlitos de
atividade bioldgica definida sdo produzidos em cada érgdo a fim de resistir aos agressores de

forma especifica.

Por outro lado, os resultados dos testes bioldgicos sobre os fungos lignivoros ndo sé
confirmam o potencial antifungico dos extratos de madeiras durdveis, mas também
mostram que os extratos de casca possuem um potencial antifungico interessante.
Atualmente, as cascas de todas as espécies exploradas pela industria madeireira na Guiana

sao descartadas, e observando os resultados dos testes de atividade antiflingica, poderiamos
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imaginar que os extratos das cascas do caule de espécies de madeiras durdveis poderiam ser

interessantes para avaliagGes futuras.

A atividade dos extratos pode variar dependendo da espécie de fungo utilizada no
teste. Ainda assim, os extratos de A. surinamensis, T. serratifolia e S. rubra mostraram
resultados bastante semelhantes para as duas cepas de fungos lignivoros testadas, o que
pode ser interpretado como uma possivel presenca de compostos com largo espectro de
atividade. No caso de S. rubra, a forte atividade termiticida sugere que, ou os compostos
termiticidas seriam diferentes dos antifungicos, ou os compostos ativos podem apresentar
uma toxicidade celular significativa. Os extratos da madeira de S. rubra, T.serratifolia, A.
surinamensis, Q. rosea, B. guianensis e M. paraensis apresentaram os melhores valores de IA
sobre P. sanguineus e G. trabeum. Essas espécies, assim como V. americana, foram
selecionadas para a segunda fase deste estudo ndo apenas porque seus extratos mostraram

atividade antifungica, mas também porque algumas delas sao bastante exploradas.

Os ensaios de atividade termiticida tiveram por objetivo caracterizar a toxicidade a
curto prazo dos extratos sobre os cupins operarios. As espécies D. dichroa, S. rubra e G.
glabra apresentaram a maior taxa de mortalidade sobre N. macrocephalus. O mecanismo de
acdo desses extratos ndo foi determinado. No entanto, durante o periodo de exposicdao dos
cupins aos discos tratados, observou-se que os operarios mortos ndo se alimentaram a partir
do papel tratado.Ao mesmo tempo, os discos dos controles negativos sofreram ataque
mesmo que moderado durante as 72 horas de exposicdao. Logo, podemos concluir que a
mortalidade relacionada aos extratos de D. dichroa, S. rubra e G. glabra foi induzida pelo

contato com os cupins que foram for¢ados a permanecer sobre os discos tratados.

Ha varios estudos publicados que descrevem a atividade termiticida de espécies do
género Diospyros, a partir das quais algumas substancias foram isoladas : a plumbagina, a
microfilona, e a isodiospirina da espécie D. celebica, assim como a 7-metiljuglona da espécie
D. virginiana (Carter et al, 1978; Ganapaty et al. 2004, ver capitulo 1 — 11.7.2 moléculas
naturais inseticidas, pagina 36). O género Diospyros é bastante comum na Guiana e trata-se
de uma espécie que atualmente ndo é valorizada. A atividade termiticida demonstrada neste

estudo poderia incentivar a utilizacgdo de madeiras de Ebenaceae. Nesse contexto de
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exploracdo de uma floresta tdo heterogénea, qualquer possibilidade de diversificacdo das
espécies exploradas pode melhorar o carater sustentavel da exploracdo, favorecendo o
restabelecimento das populagdes nativas e reduzindo a pressao de explora¢ao de cada uma

especificamente.
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Capitulo 3

Transferéncia de resisténcia a degradacdo filngica
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I Introducgdo

A pressdao exercida pela exploracdo madeireira sobre algumas espécies tropicais
nativas de grande durabilidade, pode colocar em risco dentro de alguns anos sua existéncia.
Na floresta tropical Umida, valorizar o conjunto das espécies presentes nos sitios de
exploragdo madeireira € uma necessidade fundamental para a utilizagdo dos recursos

florestais de forma sustentavel.

Engajar-se a tal estratégia de exploracdo ndo é algo simples, principalmente porque a
proporgdo relativa de espécies ndao duraveis, cujas propriedades fisicas e tecnoldgicas sao
desconhecidas, é muito superior em relacdo as espécies conhecidas pela grande
durabilidade. Assim, a adequacdo do uso e da classe de durabilidade das espécies exploradas
torna-se necessdria, assim como a valorizacdo das espécies menos duraveis em meio
tropical, onde o risco de degradacdo por podriddes ou insetos é permanente, passando
obrigatoriamente pelo processo de tratamento para melhorar o tempo de servigo das

estruturas construidas a partir dessas madeiras.

Ha muito tempo, os produtos de tratamento baseados em moléculas sintéticas

organicas (piretroides, azdis, etc) ou minerais (cobre, boro, etc) sdo os principios ativos mais
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utilizados nos produtos de tratamento da madeira, devido ao baixo custo. Entretanto, o uso
desses principios atualmente encontra-se em declinio, face a pressGes ambientalistas e
regulamentares que impuseram restricdes de uso aos principais produtos (como o arseniato
de cobre cromado - CCA) trazendo ao mercado de preservacao da madeira a necessidade de
novas alternativas ambientalmente mais seguras. E nesse contexto que foi concebida a ideia
de tirar proveito dos mecanismos intrinsecos desenvolvidos pelas arvores vivas para se

defenderem de organismos predadores.

Observamos anteriormente que os extratos metandlicos de A. surinamensis, B.
guianensis, M. Huber, Q. rosea T. serratifolia e V. americana e o extrato acetato de etila S.
rubra possuem atividade antifingica interessante, provavelmente em baixas taxas de
impregnacdo, comparando-se com os rendimentos obtidos da extracdo destas espécies
(Capitulo 2). O objetivo neste capitulo é determinar a possibilidade de transferir a resisténcia
a partir de madeiras duraveis contra fungos lignivoros, sobre outras nao resistentes. Para
tanto, foi verificado que, uma vez que madeiras ndo duraveis sdo impregnadas com os
extratos de espécies resistentes. Estes tornam-se significativamente durdveis,
primeiramente em um teste de exposicdo ao solo, e em seguida, em um teste padronizado
de avaliagao da eficacia de um produto de preservagao. A abordagem utilizada é descrita na

figura 37.
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Figura 37 — Resumo esquematico das etapas para a determinagio dos limiares de eficacia de um produto de

preservagao antifliingico.
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Il Impregnagado e ensaio de solo

Para a obtencdo de uma grande quantidade de extrato, a madeira (alburno + cerne)
de A. surinamensis, B. guianensis, M. huberi, Q. rosea, T. serratifolia e V. americana foi
extraida diretamente com metanol, estimando-se que este solvente pode obter um
desempenho semelhante ao da extracdo total (AcOEt + MeOH) do material vegetal. Para
essas seis espécies, a atividade antifungica havia sido detectada em diferentes partes
anatémicas da madeira (alburno, cerne externo e interno) e em extratos obtidos tanto com
metanol, como com acetato de etila. No caso de S. rubra, apenas o extrato acetato de etila

mostrou atividade antifungica e portanto, foi escolhido para a continua¢do dos estudos.

Inicialmente, o efeito protetor desses extratos foi avaliado por meio de um
tratamento por impregnacdo em madeira ndo duravel. Uma vez impregnadas, as madeiras
nao durdveis foram expostas a microbiota do solo florestal. O método utilizado foi adaptado
da norma ASTM D2017/81 (86), da American Society for Testing and Materials (ASTM) -
método padronizado de ensaio laboratorial acelerado da resisténcia natural a deterioragao

da madeira.

I1.1 Plano de amostragem

Os testes foram realizados com amostras provenientes do alburno de duas espécies
amazonicas nao durdveis: Virola surinamensis (Rol. Rottb ex.) Warb. (Myristicaceae) e
Schefflera morototoni (Aubl.) Maguire, Steyerm. & Frodin (Araliaceae). V. surinamensis foi
descrita como suscetivel ao ataque de cupins, ainda que estas duas espécies sejam
classificadas como ndo resistentes frente a fungos basidiomicetos (classe 5). Estas duas
espécies, além de escolhidas por serem bem adaptadas a este teste, sdo relativamente bem
impregnaveis e com uma densidade média do alburno de cerca de 0 para madeira V.

surinamensis e 0,43 para S. morototoni para os individuos coletados neste estudo.
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Para testar a eficacia dos extratos sobre os blocos de V. surinamensis, foi realizado o
seguinte plano de amostragem:
A; — Lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de A. surinamensis, as

retencdes tedricas de 89,6, 44,8, 22,4,5,6 e 2,8 kg.m'3 (oito blocos por concentracao);

A, — lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de B. guianensis, as

retencdes tedricas de 89,6, 44,8, 22,4,5,6 e 2,8 kg.m'3 (oito blocos por concentragdo);

As — lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de M. huberi, as retenc¢des

tedricas de 89,6, 44,8, 22,4, 5,6 e 2,8 kg.m ~* (oito amostras por concentragio);

A, - lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de Q. rosea, as retencgées

teodricas de 89,6, 44,8, 22,4,5,6 € 2,8 kg.m'3 (oito blocos por concentracdo);

As — lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de T. serratifolia, as

retencdes tedricas de 89,6, 44,8, 22,4,5,6 e 2,8 kg.m'3 (oito blocos por concentragdo);

Ag— lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de V. americana, as

retencdes tedricas de 89,6, 44,8, 22,4,5,6 e 2,8 kg.m'3 (oito blocos por concentragao);

A; - lote de 40 blocos tratados com extrato acetato de etila de S. rubra, as retengdes

teodricas de 89,6, 44,8, 22,4,5,6 € 2,8 kg.m'3 (oito blocos por concentracdo);

Ag — lote de 24 blocos tratados com o antifungico clortalonil, as retencdes tedricas de

2,6,1,3e0,65 kg.m"3 (oito blocos por concentracgdo), utilizados como controle positivo;

Ao — lote de 24 blocos tratados com o antifungico tebuconazol, as retencdes tedricas

de 2,6,1,3e0,65 kg.m'3 (oito blocos por concentragdo), utilizados como controle positivo;

A1o — lote de 12 blocos ndo tratados, usados como controle da viruléncia do solo.
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Para testar a eficacia dos extratos sobre os blocos de S. morototoni, foi realizado o
seguinte plano de amostragem:
B, — Lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de A. surinamensis, as

retencdes tedricas de 72, 36, 18, 4,5 e 2,25 kg.m'3 (oito blocos por concentracao);

B, — Lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de B. guianensis, as

retencdes tedricas de 72, 36, 18, 4,5 e 2,25 kg.m"3 (oito blocos por concentragdo);

B3 — Lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de M. Huberi, as retencdes

tedricas de 72, 36, 18, 4,5e 2,25 kgm™ (oito blocos por concentrago);

B4 — Lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de Q. rosea, as retengées

tedricas de 72, 36, 18, 4,5 e 2,25 kg.m™ (oito blocos por concentragdo);

Bs — Lote de 40 blocos tratados com o extrato metandlico de T. serratifolia, as

retencdes tedricas de 72, 36, 18, 4,5 e 2,25 kg.m"3 (oito blocos por concentracgdo) ;

B¢ — Lote de 40 blocos tratados com extrato metandlico de V. americana, as

retencdes tedricas de 72, 36, 18, 4,5 e 2,25 kg.m'3 (oito blocos por concentragao);

B; — Lote de 40 blocos tratados com extrato acetato de etila de S. rubra, as retencgdes

tedricas de 72, 36, 18, 4,5 e 2,25 kg.m™ (oito blocos por concentragdo);

Bs — Lote de 24 blocos tratados com o antifungico clortalonil, as retencbes tedricas

de 2,75, 1,38 e 0,69 kg.m'3 (oito blocos por concentragdo), utilizados como controle positivo;

By — Lote de 24 blocos tratados com o antifungico tebuconazol, as retencdes tedricas

de 2,75, 1,38 e 0,69 kg.m'3 (oito blocos por concentragdo), utilizados como controle positivo;

Bio— Lote de 12 blocos ndo tratados, usados para como controle da viruléncia do

solo.
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I1.2 Impregnacao

Para estabelecer as taxas de retencdo tedricas utilizadas neste estudo, levamos em
consideragao os rendimentos da extragao obtidos das espécies duraveis. As extragdes de
maior rendimento sao de cerca de 16%, o que corresponde a uma taxa de retencao de 89,6
kg.m  de V. surinamensis (lotes A) e 72 kg.m™ de S. morototoni (lotes B). Para os lotes de A;
a A, foram visadas as retenc¢ées 89,6 (T1), 44,8 (T2), 22,4 (T3), 5,6 (T4) e 2,8 (T5) kg.m e
para os lotes B; a B ; foram visadas as retenc¢des 72 (T1), 36 (T2), 18 (T3), 4,5 (T4) e 2,25 (T5)
kg.m’s. Foi realizada uma impregnacao através da secdo transversal dos blocos de todos os

lotes testados.

As taxas de retencdo obtidas para os lotes A; a A; sdo mostradas na figura 38. Os
valores sdo bastante homogéneos e confirmam que V. surinamensis é uma espécie de
madeira bem impregndvel. Também é possivel constatar que as taxas de retencdo real
obtidas para os lotes Ag e A; sdo frequentemente inferiores as retencdes visadas. Se
considerarmos que o extrato metandlico total é o resultado da soma dos dois extratos
acetato de etila e metanol obtidos sucessivamente, a proporcdo relativa destes dois extratos
(Tabela 4, pagina 74) nos permite estimar a polaridade aproximada do extrato total em
metanol. Para este calculo, o extrato acetato de etila de S. rubra ndo pode ser considerado.
Além disso, o deslocamento acima ou abaixo de uma reta de coeficiente de angular 1 e da
equacao,

(Retencdo real) = (retencdo tedrica) + constante,
nos permite estimar a tratabilidade da madeira com os extratos utilizados. Se a constante for
positiva, a madeira serd impregnada com uma média acima da retencdo tedrica e, se a
constante for negativa, a taxa de retencdo real média é inferior a retencao tedrica visada. O
grafico obtido a partir dos valores dessa constante em funcdo da polaridade do extrato
(figura 39) mostra que as maiores taxas de retencdo foram obtidas com os extratos mais
polares. Isso pode ser explicado pela afinidade dos extrativos aos componentes estruturais

da madeira (paredes celulares, [imens ou pontuagdes).
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Figura 38 —Retengbes médias (em kg.m'3) obtidas para os blocos dos lotes de A; a A;. As marcas T1a T5

representam as retengoes visadas.
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Figura 39 — Tratabilidade de V. surinamensis, em fungdo da polaridade do extrato metandlico aplicado (lotes

Al a A6). No eixo das abscissas, polaridade dos extratos (proporgio relativa de extrato MeOH/ extrato

AcOEt); no eixo das ordenadas, ordenadas na origem da reta de coeficiente angular 1 e da equagao (taxa de

retengdo real) = (taxa tedrica) + b. Esse valor é usado para estimar o deslocamento para cima (b> 0, altos

niveis de impregnacgao real) ou para baixo (b <0, baixas taxas de impregnacao real) dessa reta.
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Para os tratamentos T4 e, especialmente T5, os blocos apresentam os maiores
desvios em rela¢do ao valor da taxa de impregnacdao média, indicando que o tratamento foi

menos homogéneo.

As taxas de retengdo obtidas para os lotes de B; a B; sdo apresentadas na figura 40, e
a relacdo entre a polaridade e grau de impregnacdo é mostrada na figura 41. Ao contrario do
qgue foi observado para V. surinamensis, para os blocos de S. morototoni ndo hd nenhuma
ligacdo entre esses dois parametros. Nesse caso, os lotes B,, Bs e, em menor grau B;
apresentaram frequentemente uma retencdo real acima da retencdo visada. Foi possivel
observarmos também que em baixas taxas de retencdo, os valores reais obtidos foram
proximos aos valores tedricos visados, e o0s desvios-padrdo correspondentes sdo
relativamente baixos. Apenas nas taxas de retencdo superiores, os extratos apolares de V.
americana (Bg) e S. rubra (B;) apresentam uma impregnacdo menos eficiente sobre os
blocos. Assim, a madeira de S. morototoni parece mais permeadvel do que a de V.

surinamensis.

. T1=72 kg.m? 1 B1 (A. surinamensis)
1 B2 (B. guianensis)
i B3 (M. huberi)

' B4 (Q. rosea)

" BS (T. serratifolia)
B6 (V. americana)

B7 (S. rubra)

60

40 -
T2 =36kg.m?3

30

20
T3=18 kg.m3

T4=4,5kg.m3

T5=2,25kg.m3

T1 T2 T3 T4 T5

Figura 40 — Reteng¢oes médias (em kg.m"") obtidas para os blocos dos lotes B; a B;, As marcas T1a T5

representam as retengoes visadas.
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Figura 41 — Tratabilidade de S. morototoni, em fungdo da polaridade do extrato metandlico aplicado (lotes
B1 a B6). No eixo das abscissas, polaridade dos extratos (proporgao relativa de extrato MeOH/ extrato
AcOEt); no eixo das ordenadas, ordenadas na origem da reta de coeficiente angular 1 e da equagao (taxa de
retencdo real) = (taxa tedrica) + b. Esse valor é usado para estimar o deslocamento para cima (b> 0, altos

niveis de impregnagao real) ou para baixo (b <0, baixas taxas de impregnagao real) dessa reta.

Em conclusdo, esses resultados sugerem que as taxas de retencdo obtidas pelo
método de impregnacdo de superficie sdo diretamente influenciadas pela afinidade dos
extratos pela madeira impregnada. Para V. surinamensis, as taxas de retencdo foram menos
homogéneas e dependem diretamente da polaridade dos extratos. A uma retencdo tedrica
de 2,8 kg.m™, as taxas de retencio médias obtidas s3o por vezes muito baixas e, os desvios
muito grandes, logo podemos esperar uma maior variabilidade dos resultados do teste de
degradagdao em contato com o solo. Para S. morototoni, as impregnacdes foram homogéneas

e proximas dos valores esperados, mesmo nas retencdes mais baixas.

I1.3 Eficdcia de protegdo dos extratos: exposi¢do ao solo florestal

Os lotes de blocos A; a Ajp e By a Byg, apds secagem, foram expostos ao solo florestal
naturalmente contaminado por seis semanas. Apds esse periodo, a degradacao sofrida pelos
blocos foi determinada a partir da medida da perda da dureza das madeiras impregnadas. Os
fungos presentes no solo degradam tanto a celulose quanto a lignina, induzindo a perda das

propriedades mecanicas da madeira (resisténcia a compressdo, resisténcia a flexdo,
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tenacidade, elasticidade e dureza). A perda das propriedades mecanicas é proporcional a
degradacdo causada pelo ataque fungico e pode ser utilizada como uma medida do nivel de
degradacdo (Faraji, 2005; Nicholas & Crawford, 2003). A analise dos resultados nos permitiu
avaliar a importancia relativa de trés parametros: a atividade antifungica do extrato, a taxa

de retencdo e as relagdes entre a madeira e o tratamento aplicado.

Os valores de perda de dureza obtidos foram comparados pelo teste one way
ANOVA, sendo o intervalo de confianca de 0,05. Os valores de F (tabela 6) foram muito
superiores ao valor correspondente a Lei de Fisher (F = 1,42), para 41 graus de liberdade no
numerador e, respectivamente, 421 e 416 graus de liberdade no denominador, indicando
qgue os tratamentos produziram um efeito significativo na perda de dureza sofrida pelos

blocos impregnados.

Tabela 6 — Significancia da perda de dureza dos lotes A; a A;pe B; a By,.

ANOVA uadrados liberdade _quadrodos e
Entre grupos (A; a Ayg) 31390 41 765,5 18,82 P<0.0001
Dentro dos grupos (A; a Ag)° 17130 421 40,68
Total 48510 462
Entre grupos (B; a Byp) 33820 41 824,8 19,22 P<0.0001
Dentro dos grupos (B; a By)® 17860 416 42,92
Total 51670 457

% Cada taxa de retencdo de cada lote constitui um grupo.

Os resultados para os lotes de A; a Ajg de cada retencdo (T1 a T5) sdo mostrados na
figura 42. Apds seis semanas de exposicdo, os blocos do lote de testemunhas, ndo
impregnados (Ajp), mostraram uma perda de dureza de aproximadamente 24%, o que valida

as condic¢Oes de teste.

Comparando-se os valores de perda de dureza sofridos pelos lotes de A; a A; com os
valores de Ag e Ag utilizados como controle positivo do teste, e A;pcomo controle negativo, é
possivel comparar a eficacia de protecdo de cada extrato sobre os blocos de V. surinamensis.
Para facilitar a leitura dos resultados, a significancia de P de cada tratamento em

comparacdo aos lotes ndo tratados Aj foi avaliada segundo o teste de Tukey (de muito
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significativo — ***, a ndo significativo — ns), e as séries de amostragem foram classificadas
por grupos, por meio de uma anadlise de comparac¢des multiplas (teste de Dunn bilateral). Os

controles negativos pertencem ao grupo |.

Ao observarmos os resultados, podemos constatar que os extratos impregnados nas
retencdes T4 e T5 ndo conduziram a uma perda de dureza significativamente diferente dos
controles negativos. Esse resultado esta relacionado a alta variabilidade na perda de dureza
observada para cada retencao, o que pode ocorrer devido a grande variabilidade observada

durante a impregnagao.

Os tratamentos obtidos a partir de T1 com os extratos de T. serratifolia, B.
guianensis, V. americana e M. huberi impediram completamente a degrada¢dao da madeira,
pois as perdas de dureza correspondentes foram nulas. Esses tratamentos foram reunidos
em grupos A, AB e ABC. Ainda que o tratamento T1 corresponda a uma impregnacao de
proporcdo relativamente grande (16% em massa), € importante notar que a madeira de V.
surinamensis é excepcionalmente ndao durdvel. Além disso, temos que destacar que o nivel
de protecdo obtido a partir da impregnacdo com o extrato de Q. rosea para as retengdes T1,
T2 e T3 foi elevado. Da mesma forma, os blocos tratados com o extrato de B. guianensis nas
taxas de retencdo T2 e T3, e os blocos tratados com o extrato de T. serratifolia na taxa de
retencdo T2 atingiram bons niveis de protecdo contra a degradacdo, uma vez que esses

blocos pertencem a grupos sem o caractere dos blocos testemunha. O extrato desta

ultima espécie na taxa de retencdo T3 mostrou ser significativamente eficaz.

Assim, os extratos de T. serratifolia e B. guianensis mostraram ser os mais eficazes
para a protecdo da madeira de V. surinamensis. De forma menos importante, os extratos de
Q. rosea, V. americana e M. huberi podem também ser valorizados para a preservacdo de
madeiras ndo durdveis. Para a maioria dessas espécies, exceto Q. rosea, o rendimento de
extracao é razoavelmente bom (até 15% para T. serratifolia e V. americana). Entretanto,
mesmo que o rendimento de extracdo de Qualea rosea seja baixo (cerca de 1%), esta é a

segunda espécie mais explorada na Guiana Francesa apds Dicorynia guianensis.
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Figura 42 — Perda de dureza (%), em ordem crescente das medianas, medidas para os lotes de V.
surinamensis tratados com 89,6 (T1), 44,8 (T2), 22,4 (T3), 5,6 (T4) e 2,8 (T5) kg.m™ de cada extrato. (***)
muito significativo, (**) significativo, (*) pouco significativo, (ns) ndo significativo. Os grupos definidos pelo

teste de Dunn (a = 0,05) sdo mostrados a direita do grafico.
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Os resultados de perda de dureza registrados para os lotes de B; a By para cada
retencdo (T1 a T5) sdo mostrados na figura 43. Em seis semanas, os blocos do grupo controle
B1o apresentaram perda de dureza igual a 24% em média, validando as condigdes de teste.
Como descrito anteriormente, realizamos comparacoes estatisticas entre os valores de

perda de dureza dos lotes de B; a Byg. Os resultados destes testes sdo mostrados no grafico.

Novamente, os blocos tratados nas taxas de retencdo T4 e T5 ndo atingiram niveis de
protecdo significativamente diferentes dos controles negativos. Entretanto, varios
tratamentos classificados em grupos AB e ABC apresentaram protecdo muito satisfatoria de
S. morototoni, e em particular, os extratos de T. serratifolia, S. rubra e B. guianensis em T1,
os tratamentos com extratos de T. serratifolia, B. guianensis e V. americana em T2 e,

finalmente, o tratamento com B. guianensis em T3.

Para esses testes, podemos observar uma variabilidade relativamente grande mesmo
para as maiores taxas de reten¢do, aparentemente maiores do que as obtidas com os blocos
de V. surinamensis. Este resultado pode estar relacionado a uma distribuicdo desigual do
extrato no interior da madeira ou a uma variabilidade intraindividuo de madeira de S.
morototoni — o que induziu a diferengas significativas entre os blocos impregnados. Essa
madeira é conhecida por ser bastante heterogénea e apresenta poros e vasos visiveis a olho
nu, irregulares sob o plano tangencial, podendo distorcer as medidas de perda de dureza por
indentacdo. Esse fendbmeno pode explicar porque, neste caso, nenhum tratamento mostrou
perda de dureza nula para S. morototoni. Apesar disso, é possivel concluir que os extratos de
T. serratifolia, B. guianensis e, em menor medida, S. rubra e V. americana sao capazes de

proteger a madeira de forma eficaz.
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Figura 43 — Perda de dureza (%), em ordem crescente das medianas, medidas para os lotes de S. morototoni
tratados com 72 (T1), 36 (T2), 18 (T3), 4,5 (T4) et 2,25 (T5) kg.m” de cada extrato. — (***) muito significativo,
(**) significativo, (*) pouco significativo, (ns) nao significativo. Os grupos definidos pelo teste de Dunn (a =

0,05) sdo mostrados a direita do grafico.
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Esses resultados nos permitem concluir que a atividade antifungica dos extratos de
madeiras amazonicas duraveis, observada a partir dos resultados obtidos pelo cdlculo do
indice de atividade antifungica, pode ser transferida para madeiras ndo durdveis expostas a
fungos lignivoros. Entretanto, o impacto dessa impregnacao é limitado pela tratabilidade da
madeira e pela afinidade dos extratos pelos componentes estruturais da madeira tratada. A
formulagcdo de um produto e o aperfeicoamento de um método adequado de impregnacao

poderiam melhorar os niveis de prote¢ao das madeiras tratadas.

Em geral, os extratos de T. serratifolia e B. guianensis induziram a uma melhor
durabilidade da madeira tratada. Deve ser enfatizado que esta segunda espécie é
relativamente rara na floresta natural, e embora seja explorada, seria dificil assegurar a
disponibilidade dos recursos naturais suficientes, mesmo para um nicho de mercado na
preservacao da madeira. As outras espécies que podem induzir uma protecdo completa da
madeira tratada sdo S. rubra, V. americana, Q. rosea e M. huberi, mas, para esses extratos, a

eficacia do tratamento depende da madeira.

IL.4 Limiares da eficdcia de protecdo dos extratos

A retencdo dos extratos para a obtencdo de um nivel de protecdo da madeira foi
estimada a partir do calculo dos valores de TRso, onde a concentragdo efetiva (medida da
taxa de impregnacdo real) é definida como aquela na qual um determinado lote induz a uma
perda de dureza equivalente a 50% da perda sofrida pelos grupos controle A;g e By (lotes de
controle da viruléncia do solo). Esses valores sdo obtidos graficamente a partir da curva
obtida pelas perdas de dureza relativas em fungdo das taxas de retengao de cada bloco, e

sdo apresentados na tabela 7.
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Tabela 7 — Valores de TR, (retengdes equivalentes a 50% da perda de dureza dos blocos) dos lotes A;a A; e

B;1a By
Lotes A, (V. surinamensis) Lotes B, (S. morototoni)
Lotes Espécies 3 3
TRso (kg.m™) TRs (kg.m™)
A,/B; Andira surinamensis 67120 184
A,/B, Bagassa guianensis 813 3t1
A;/B; Manilkara huberi 6248 > 68
A,/B, Qualea rosea 441 1814
As/Bs Tabebuia serratifolia 11+4 2045
A/Bg Vouacapoua americana 3245 214
A,/B; Sextonia rubra 50+10 1816

Os lotes A; (8 kg.m™) e B, (3 kg.m™), impregnados com o extrato de B. guianensis, A
(4 kg.m'3) e B, (18 kg.m'3), impregnados com o extrato de Q. rosea, e As (11 kg.m's) e B5 (20
kg.m™), impregnados com o extrato de T. serratifolia, apresentaram os valores mais baixos
de TRsp — e esses valores sdo semelhantes para ambas as madeiras utilizadas. Logo, é
possivel concluir que os trés extratos acima descritos apresentaram os melhores niveis de
protecdo efetiva, de acordo com os valores de TRsg, e que a eficacia de protecdo ndo é
influenciada pelo tipo de madeira tratada. De acordo com essa medida, em comparag¢ao aos
os niveis de protegdo avaliados anteriormente, ao contrario dos extratos de T. serratifolia e
B. guianensis, o extrato de Q. rosea é bastante eficaz para a preservacdo da madeira, mas
nao permite uma prote¢ao completa contra o ataque fungico, mesmo se utilizarmos o

extrato em uma taxa de retengao T1.

Por outro lado, o valor da TRsy do lote B; (18 kg.m'3) mostra que a eficacia da
protecdo, decorrente da impregnacao do extrato de A. surinamensis esta relacionada ao tipo
da madeira utilizado. Modificacbes no método de impregnacao ou da espécie de madeira a
ser tratada poderiam permitir a reducdo da variabilidade e aprimorar os niveis de protecao.
Os lotes Ag (32 kg.m™) e Bg (21 kg.m™), impregnados com o extrato de V. americana e B, (50
kg.m™) e B (18 kg.m™), impregnados com o extrato de S. rubra, mostraram uma eficacia de
proteccdo moderada e menos pronunciada que a dos trés extratos mais ativos. O extrato de

M. huberi é o menos eficaz.
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III Teste de eficdcia de preservantes

Um segundo teste foi realizado afim de avaliar a eficacia dos extratos metandlicos de
A. surinamensis, Q. rosea e T. serratifolia usados como tratamento de preservagdo por
impregnacgao. A espécie B. guianensis nao foi selecionada para esse teste, pois a espécie é
relativamente rara, e o rendimento de extracdo é baixo. O método utilizado foi adaptado da
norma europeia NF EN 113 — Preservantes da madeira — Método de ensaio para determinar
a eficacia de proteccdo frente a fungos lignivoros basidiomicetos — Determinacdo dos
limiares de eficacia (Afnor, 1996a). Na norma EN 113, os testes devem ser feitos com blocos
de madeira com volume de 18,7 cm3, e o nivel de eficacia estabelecido em torno da taxa de
retencdo correspondente a perda de massa de 3%. As amostras utilizadas neste estudo tém
um volume 12,5 vezes inferior (1,5 cm?). A diferenca de volume entre os blocos repercute
obrigatoriamente na velocidade de degradacdo, sendo que um bloco de menor volume é
degradado mais rapidamente. Os resultados devem ser validados por comparagao com o

controle negativo. Os valores absolutos de perda de massa ndo foram considerados.

II1.1 Plano de amostragem

Os testes foram realizados a partir de blocos cortados de espécies de clima
temperado: da madeira de Fagus sylvatica L. (Fagaceae, faia) e do alburno de Pinus sylvestris
(Pinaceae, pinho). O alburno de ambas as espécies é classificado como ndo duravel frente a
fungos basidiomicetos lignivoros (classe 5). A madeira de F. sylvatica apresenta uma
densidade média de cerca de 0,7 e da madeira de P. sylvestris 0,55; o alburno de ambas as

espécies sdo relativamente bem impregndaveis.

Para testar a eficdcia da atividade antifungica dos extratos selecionados impregnados
ao P. sylvestris, foi realizada a amostragem a seguir :
C,— Lote de 100 blocos tratados com o extrato metandlico de A. surinamensis, as

retencdes tedricas de 60, 40, 20, 10e 5 kg.m'3 (vinte blocos por concentragdo);

C, — lote de 100 blocos tratados com o extrato metandlico de Q. rosea, as retencdes
tedricas de 60, 40, 20, 10 e 5 kg.m > (vinte blocos por concentracio);
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C3— lote de 100 blocos tratados com o extrato metandlico de T. serratifolia, as

retencdes tedricas de 60, 40, 20, 10 e 5 kg.m > (vinte blocos por concentrac3o);

C4;— lote de 20 blocos tratados com um produto antifingico [mistura de tebuconazol
(24% em massa) e propiconazol (76% em massa)] de eficicia conhecida, a taxa de retencdo

tedrica de 12,6 kg.m™ (vinte blocos);

Cs — lote de 20 blocos tratados apenas com o solvente utilizado para a impregnacao

dos extratos (metanol), utilizado como controle de toxicidade do solvente ;

Ce — lote de 300 blocos nao tratados utilizados para o controle da viruléncia em cada

frasco de ensaio.

Para testar a eficacia da atividade antifungica dos extratos selecionados impregnados
ao F. sylvatica, foi realizada a seguinte amostragem :
D, — Lote de 100 blocos tratados com o extrato metandlico de A. surinamensis, as

retencdes tedricas de 78, 52, 26, 13, 6,5 kg.m 3 (vinte blocos por concentracao) ;

D, — lote 100 blocos tratados com o extrato metandlico de Q. rosea, as retencdes

tedricas de 78, 52, 26, 13, 6,5 kg.m ~ (vinte blocos por concentraggo) ;

D; — lote 100 blocos tratados com o extrato metandlico de T. serratifolia, as

retencdes tedricas de 78, 52, 26, 13, 6,5 kg.m > (vinte blocos por concentracio) ;

D4 — lote de 20 blocos tratados com um produto antifungico [mistura de tebuconazol
(24% em massa) e propiconazol (76% em massa)] de eficacia conhecida, a taxa de retencao
tedrica de 6,3 kg.m 3 (vinte blocos);

Ds — lote de 20 blocos tratados apenas com o solvente utilizado para a impregnacao

dos extratos (metanol), utilizado como controle de toxicidade do solvente ;
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D¢ — lote de 300 blocos ndo tratados utilizados para o controle da viruléncia em cada

frasco de ensaio.

I11.2 Impregnacgdo a vdacuo

Para determinar as taxas de retencdo visadas neste estudo, levamos em consideracdo
as taxas de retencdao consideradas eficazes para cada extrato no ensaio de solo e a
densidade da madeira utilizada. Para os lotes de C; a C; (pinho) foram visadas as retencdes
de 60 (T1),40(T2), 20 (T3), 10 (T4) e 5 (T5) kg.m'3 para os lotes de D; a Ds (faia) foram visadas
as retencdes de 78 (T1), 52 (T2), 26 (T3), 13 (T4) 6,5 (T5) kg.m™ para a impregnacio dos

extratos. As impregnacdes foram realizadas a vacuo para todos os lotes testados.

O método de impregnacdo da madeira a vacuo (full cell impregnation, em inglés)
consiste em sugar o ar presente no interior da madeira por um ciclo de vacuo antes da
introducdo da solucdo a ser impregnada. Esse método permitiu a obtencdo de melhores
retengdes nas madeiras impregnadas a partir das solugdes de tratamento e, embora,
segundo Islam et al. (2008), ndo existam diferencas significativas na retencdo obtida a partir

da impregnacdo pelos métodos a vacuo e de imersao.

80 4 Andira surinamensis mCl 80 q 78 kg.m? mD1
Qualea rosea mcz2 mD2
Tabebuia serratifolia ] D3

6,5 kg.m=3

T1 T2 T3 T4 5 T1 T2 T3 T4 5

Figura 44 —Reteng¢6es médias dos blocos dos lotes C; a C; (P. sylvestris, a esquerda) e D, a D; (F. sylvatica, a

direita). As marcas azuis representam as retengées visadas.
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O gréfico da figura 44 representa as taxas de retencdo médias obtidas a partir da
impregnacao dos extratos sobre P. sylvestris e F. sylvatica. Por esse grafico, podemos
observar claramente que o método de impregnacdo utilizado possibilitou atingir retencdes
mais préximas as taxas visadas, além dos resultados obtidos mostrarem menor variabilidade
em comparacdo ao tratamento de déposito sobre superficie desenvolvido durante o teste
solo. Nenhuma diferenga foi observada entre as taxas de retengdo dos diferentes extratos

para uma mesma madeira.

Entretanto, as taxas de retencdo para os lotes de D; a D3 sdo invariavelmente 10%
inferiores as taxas visadas. Esse fato mostra que F. sylvatica é ligeiramente menos
permeavel que o P. sylvestris.

I11.3 Eficdcia protetora dos extratos em exposi¢do a fungos lignivoros

Os lotes de C; a Cg e de D; a Dg secos foram expostos ao ataque, respectivamente de

Gloeophyllum trabeum e Trametes versicolor durante oito semanas (Figura 45). Apds esse

periodo, o dano sofrido pelas madeiras foi analisado com base em suas perdas de massa.

Blocos de F. sylvatica

Meio de cultura colonizado por T. versicolor

Figura 45 — Exposi¢ao de blocos do lote Dg ao fungo formador de podriddo branca T. versicolor.
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As perdas de massa sdo expressas em indices de degradacdo médios, que sdo a
relacdo (expressa em%) entre a perda de massa sofrida pelos grupos tratados (C; a Cs5, D; a
Ds) e a perda de massa dos grupos ndo tratados (C¢ e Dg). Quanto maior o indice de

degradacado, menor a eficdcia do tratamento.

Os valores de indice de degradacdo obtidos foram comparados por one way ANOVA
com um intervalo de confianga de 0,05. Os valores de F sao mais elevados que os valores
correspondentes na Lei Fisher (1,67 para 1,66 para P. sylvestris e F. sylvatica) para o grau de
liberdade utilizado nesse modelo, o que indica que o tratamento afetou significativamente a

perda de massa experimentada pelos blocos.

Tabela 8 — Significancia da perda de dureza dos lotes C;a Cse D; a Dg.

Soma dos Grausde Média dos Valor de
ANOVA quadrados liberdade quadrados P

Entre grupos (C; a Cg)° 372400 17 21900 10,85 P<0.0001
Dentro dos grupos (C; a Cg) 476500 236 2019
Total 848800 253
Entre grupos (D, a Dg)° 572900 17 33700 63,08 P<0.0001
Dentro dos grupos (D, a Dg) 140500 263 534,3
Total 713400 280

? As retencgdes de cada lote constitui um grupo.

Os indices de degradacdo dos lotes de C; a Cs para cada retencdo (T1 a T5) sdao
mostrados na Figura 46. Ao final de oito semanas, os blocos do lote Cs apresentaram 24% de
perda de massa média, validando assim as condi¢cOes de teste. Por definicdo, o indice de
degradacgao dos blocos do lote Cg é de 100%, mas Cg, foi representado no grafico para ilustrar
a variabilidade obtida nas amostras sem tratamento. Além disso, os graus de significancia de
Tukey foram determinados por comparacdo entre cada lote e Cs. Os blocos do lote Cs
mostraram um indice de degradacao de 85%, ndao sendo significativamente diferentes dos
controles, indicando que o efeito do solvente utilizado para as impregnacdes é insignificante
em comparacdo aos blocos ndo tratados, ou seja, utilizacdo do metanol ndo tem influéncia

sobre a toxicidade dos extratos frente aos fungos.
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Figura 46 — indices de degradagdo (%), em ordem crescente das medianas, lotes de P. sylvestris tratados a 60
(T1), 40 (T2), 20 (T3), 10 (T4) e 5 (T5) kg.m™ de cada extrato. (***) muito significativo, (**) significativo, (*)
pouco significativo, (ns) ndo significativo. Os grupos definidos pelo teste de Dunn (a = 0,05) sdao mostrados a

direita do grafico.

O extrato mais eficaz para a prote¢ao contra a degradagao do pinho por
Gloeophyllum trabeum é o extrato de T. serratifolia, que mostrou ser ativo em todas as
concentracOes testadas. Dessa forma, o TRsg para esse extrato, nessas condicdes, é inferior a
menor taxa de retencao utilizada, ou seja, 4,8 kg.m'3 e a uma retencdo equivalente, é tao
eficaz quanto o antifungico de referéncia. O extrato de A. surinamensis é igualmente eficaz
até a taxa de retengdo T4, inclusive. Todos os blocos do lote C; entre T1 a T4 pertencem aos
grupos A ou AB de acordo com o teste de Dunn. J& a retencdo T5, ndo protege
significativamente o alburno de P. sylvestris. Essas analises mostram que o extrato de A.
surinamensis é eficaz o suficiente para proteger o pinho nessas condi¢Ges. Os valores de
atividade registrados nesse ensaio sao semelhantes — e excedem — ao efeito protetor desse
extrato observado na madeira de S. morototoni no teste solo. O efeito da impregnagcao com
o extrato do Q. rosea é significativo apenas na maior taxa de retengdo (T1), e ainda assim, os

blocos de pinho impregnados nessa retencado pertencem ao grupo ABC.
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Os resultados do indice de degradacdo dos lotes de D; a Dg sdo mostrados na figura
47. Apds oito semanas, o lote Dg mostrou uma redugdo média da massa em torno de 39%,
enquanto o Ds apresentou um indice de degradacdo de 120% para uma série de blocos que
ndo sdo significativamente diferentes dos controles negativos, o que valida a escolha do
solvente e as condicdes de impregnacdo do teste. E importante notar também que, com
base na baixa variabilidade relativa dos blocos testemunha, provavelmente os blocos de F.

sylvatica sao degradados mais homogeneamente em comparacdo aos blocos de P. sylvestris.
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Figura 47 — indices de degradagdo (%), em ordem crescente de medianas, lotes de F. sylvatica tratados a 78
(T1), 52 (T2), 26 (T3), 13 (T4) e 6,5 (T5) kg/m3 de cada extrato. (***) Muito significativo, (**) significativo, (*)
pouco significativo, (ns) ndo significativo. Os grupos definidos pelo teste de Dunn (a = 0,05) sdo mostrados a

direita do grafico.

O extrato de A. surinamensis é muito eficaz na protecdo dos blocos de F. sylvatica nas
taxas de retencdo T1 e T2. A variabilidade dos resultados aumenta em T3 e T4, indicando
que a protegdao se torna menos eficaz nessas taxas de retengdo. No entanto, os lotes de
amostras D; T3 e D; T4 pertencem ao grupo AB. O extrato de Q. rosea mostrou ser muito

ativo em T1 e T2, mas o nivel de protecdo é bastante reduzido a partir da retencdo T3. Em
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relacdo ao extrato de T. serratifolia, a eficacia do tratamento pode ser observada nas
retencdes T1, T2 e com menor impacto, T3. Globalmente, os resultados obtidos sobre os

blocos de P. sylvestris e F. sylvatica sio comparaveis.

I11.4 Limiares da eficdcia de protecdo dos extratos

Os limiares de concentragbes eficazes de cada extrato foram estimados a partir do
calculo do TRso, onde a concentragao eficaz é estabelecida como aquela em que um lote
especifico mostra indice de degradagdo de 50% (equivalente a perda de massa sofrida pelos
grupos controle Cg e Dg) (Tabela 9). Como descrito anteriormente, esses valores sdo obtidos
graficamente a partir das curvas que representam o indice de degradagdo e as taxas de
retencdo correspondentes. Essa tabela recorda os valores obtidos anteriormente pela

medicdo de perda de dureza da madeira apds exposi¢cao ao solo.

Tabela 9 — Valores de TR 5, (retengdo equivalente a 50% da perda de massa ou dureza dos blocos) para os
lotes A4, By, C; e D, (impregnados com extrato de A. surinamensis), A4, B,, C; e D, (impregnados com extrato

de Q. rosea) e A;, Bs, C; e D; (impregnados com o extrato de Tabebuia serratifolia).

TRs, (kg.m™)

Lotes A, (V. Lotes B, (S. Lotes C, (P. Lotes D, (F.
surinamensis)  morototoni) sylvestris) sylvatica)
Lotes Extrato Ensaio solo Ensaio solo Ensaio G. trabeum  Ensaio T. versicolor
A./B,/C,/D, Andira surinamensis 67120 18+2 6+1 11+4
A4/B4/C,/D, Qualea rosea 4+1 18+2 18+9 24+5
As/B./C5/D; Tabebuia serratifolia 11+4 2042 <4,8 <6

Esses resultados mostram que os métodos — tanto o de medicdo da perda de dureza
quanto o de perda de massa — obtiveram resultados relativamente préximos, com uma
viruléncia ligeiramente maior para os blocos expostos ao solo. O extrato de T. serratifolia
mostrou melhor eficdcia em todos os testes e valores de TRsy que variaram de 4,8 a 20 kg.m’
3. 0 extrato de Q. rosea parece ser igualmente ativo quando consideramos apenas as
concentracdes do TRso. Entretanto, o conjunto de resultados obtidos a propdsito da
atividade desse extrato para a protecdao contra a degradacdo da madeira mostrou que,
frequentemente, este extrato atinge niveis modestos de prote¢cdao, mesmo com altas taxas
de retencdo ; e o extrato de A. surinamensis é ativo nas taxas de retencdo quase sempre

maiores.
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IV Conclusdo

A capacidade de transferir a durabilidade de madeiras amaz0nicas resistentes para
madeiras nao durdveis foi demonstrada, observando-se em parte, a perda da dureza de
blocos de madeira tratados expostos a microbiota do solo. Por outro lado, observa-se a
perda de massa sofrida por blocos tratados expostos a uma cultura pura de fungos

apodrecedores de madeira.

O extrato acetato de etila de Sextonia rubra mostrou pouca eficacia na protecao da
madeira, apesar dos excelentes resultados em indice de atividade antifungica. Além disso,
este é o Unico extrato de acetato de etila utilizado nesse teste. Dessa forma, é possivel que a
polaridade seja um fator realmente importante para a capacidade de protecdo de um
extrato. Nao podemos ignorar, porém, que possiveis heterogeneidades na distribuicao do
extrato sejam decorrentes do método de impregnacao utilizado para o teste solo. Por outro
lado, tem sido demonstrado que taninos antioxidantes podem atuar sinergicamente com
compostos antifungicos para melhorar a eficiéncia global do tratamento de impregnacao
(Schultz & Nicholas, 2000; Schultz et al., 1995), e os extratos metandlicos contém maiores
quantidades relativas de compostos polifendlicos.Embora ndo necessariamente possuam
atividade antifungica, e podem retardar a degradacdo por fungos, quando impregnados
juntamente com um pricipio ativo. Esse fendmeno pode explicar a relativa baixa atividade do
extrato de S. rubra quando utilizado no tratamento de protecdo, e demonstra que

provavelmente essa espécie deveria ser extraida por um solvente anfifilico.

Os extratos de B. guianensis, T. serratifolia e, em menor escala, Q. rosea
demonstraram serem os mais eficazes para o tratamento de preservagdo tanto de V.
surinamensis quanto de S. morototoni. Esses extratos, especialmente os dois primeiros,
possuem atividades antifungicas muito semelhantes, independentemente da madeira
tratada. Embora estes testes ndo possam representar fielmente o risco bioldgico a que uma
madeira tratada e exposta as intempéries tropicais é submetida, foi possivel demonstrar
gue os extratos antifungicos provenientes de madeiras amazoOnicas durdveis possuem um

verdadeiro potencial de protecdo para o tratamento de madeiras ndo durdveis. Os extratos

112



de T. serratifolia e B. guianensis sao os mais eficazes contra a degradagdao por fungos

lignivoros.

Resultados semelhantes a esses ja foram descritos na literatura para extratos de
Tectona grandis (teca, Thévenon et al., 2001) e Neobalanocarpus heimii (Yamamoto & Hong,
1988). E da mesma forma que para esses extratos, a lixiviabilidade, a degradacdo quimica e a
toxicidade ambiental devem ser determinados para os extratos de T. serratifolia, B.
guianensis e Q. rosea para a continuacdo dessa pesquisa. Em nosso conhecimento, este
estudo descreve pela primeira vez, ensaios de transferéncia de durabilidade de espécies

amazoOnicas muito resistentes sobre outras ndo duraveis, expostas a degradacao fungica.
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Capitulo 4

Transferéncia de resisténcia a degradagdo por cupins
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I Introdugdo

Existem varios estudos publicados sobre espécies de madeira naturalmente
resistentes a degradagdo por insetos xilofagos, com o objetivo de identificar novos
compostos inseticidas ou repelentes (Blaske & Hertel, 2001; Ganapaty et al. 2004; Kondo et
al. 1963; Ohmura, 2000; Scheffrahn, 1991). A eficdcia dessas substancias é, por vezes,
equivalente aos produtos disponiveis atualmente para o tratamento de protecdo da madeira
contra o ataque de cupins, como por exemplo, o 6leo essencial obtido a partir da madeira de
Callitris glaucophylla. Este dleo, rico em sesquiterpenos, incluindo os acidos céstico e
citronélico, mostrou ter uma atividade repulsiva frente ao cupim Coptotermes formosanus
(Watanabe et al., 2005), além de ser duas vezes mais ativo do que o cloreto de amoénio

alquila utilizado na mesma concentragéo (0,5% m/m).

Algumas espécies da AmazOnia sdo conhecidas por sua alta resisténcia a degradacao
por cupins (Barbosa et al. 2007; Bultman Southwell & 1976; Fokialakis et al. 2006; Labosky e
Harun, 1985; Lajide et al. 1995; Peres Filho et al. 2006; Sa et al., 2008, Santana et al. 2010,
Verma et al., 2009), e, como demonstrado no capitulo 2, os extratos de Goupia glabra,
Diospyros dichroa e Sextonia rubra possuem boa atividade termiticida. A espécie Diospyros
dichroa é relativamente rara e inexplorada. Por essa razdo, foi avaliada a atividade
termiticida apenas dos extratos metandlico de G. glabra e acetato de etila de S. rubra

utilizados em tratamento por impregnacao
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Figura 48 — Resumo esquematico das etapas para a determinacio dos limiares de eficacia de um produto de

preservagao termiticida.
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Il Impregnagado e resisténcia induzida ao ataque por cupins

Os resultados anteriores mostraram que os todos os extratos da madeira de G.
glabra possuem atividades termiticidas. Dessa forma, o estudo prosseguiu com a extracdo
da madeira (alburno + cerne) dessa espécie diretamente com metanol, a fim de se obter

uma extracdo total da madeira (compostos sollveis em acetato de etila e em metanol).

No caso do extrato de S. rubra, foram observadas algumas diferencas em termos de
atividade termiticida entre os extratos metandlicos da madeira obtidos a partir da primeira e
segunda extracdes. Por este motivo, prosseguimos o estudo apenas com o extrato acetato

de etila.

Os extratos foram impregnados em blocos de V. surinamensis e expostos a
degradacdo por térmitas utilizando-se um protocolo baseado no método descrito por

Barbosa et al. (2007).

I1.1 Plano de amostragem

Os testes foram realizados com amostras provenientes do alburno de Virola
surinamensis (Rol. Rottb ex.) Warb., descrita anteriormente para os ensaios de atividade
antifungica em contato com o solo (ver Capitulo 3 — Il Impregnacdo e ensaio de solo,

pagina 90). Essa espécie é conhecida por ser suscetivel ao ataque por cupins.

Para testar a eficacia dos extratos sobre os blocos de V. surinamensis, foi realizado o
plano de amostragem seguinte:

E; — Lote de dezoito blocos de V. surinamensis tratados com o extrato metanélico de
G. glabra, as taxas de retencdo tedricas de 89,6 ; 22,4 ;7 ; 5 et 3,5 kg.m'3 (seis blocos por
retencdo);

E, — lote de dezoito blocos de V. surinamensis tratados com o extrato acetato de etila
de S. rubra, as taxas de retencdo tedricas de 89,6 ; 22,4; 7 ; 5 et 3,5 kg.m'3 (seis blocos por
retencdo);

Es — lote de quatro blocos de G. glabra, utilizado como controle positivo ;
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E; — lote de quatro blocos de S. rubra, utilizado como controle positivo ;
Es — lote de quinze blocos de V. surinamensis nao tratados, usados como controle

negativo e controle da viruléncia dos cupins.

I1.2 Impregnacao

Para determinar as taxas de retencdo visadas neste estudo, foram levadas em
consideracdo as concentracoes de extrato aplicadas sobre o suporte de papel utilizado no
teste de escolha direta (Capitulo 2) e a densidade da Virola surinamensis. Para os lotes E; e
E, foram visadas as taxas de retencdo de 89,6 (T1), 22,4 (T2), 7 (T3), 5 (T4) e 3,5 (T5) kg.m".
Foi realizada uma impregnagdo através da seg¢ao transversal dos blocos de todos os lotes

testados.

As taxas de retencdo obtidas pelos lotes E; e E, sdo apresentadas na tabela 10. As
impregnacdes as taxas de retengdo T; e T, foram realizadas com o mesmo solvente descrito
anteriormente (capitulo 3, Il Impregnacdao e ensaio de solo, pagina 90) — metanol para o
extrato de G. glabra e acetato de etila para o extrato de S. rubra ; para as taxas mais baixas
(T3 a Ts), a acetona foi utilizada. Observando-se as impregnacgdes obtidas, podemos concluir
que a utilizacdo deste solvente esta relacionada a resultados mais homogéneos, com

desvios-padrao entre 0,3 e 0,7 kg.m'3 para todos os tratamentos combinados.

Tabela 10 —Retenc¢des médias (em kg/m®) e desvios-padrio dos lotes E; e E,.

Lotes T1 T2 T3 T4 T5
E, (Goupia glabra) 89,0+7,1 20,0+1,1 7,8%0,7 5,1+0,4 3,5+0,3
E, (Sextonia rubra) 74,3%3,2 17,1+0,8 7,0 0,5 5,410,6 4,1+0,5

I1.3 Eficdcia protetora dos extratos
Os blocos dos lotes E; a Es, apds a secagem, foram expostos a uma colonia de cupins

Nasutitermes macrocephalus durante 15 dias (figuras 49 e 50). Apds esse periodo, o nivel de

degradagao dos blocos foi analisado com base nas perdas de massa correspondentes.
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Colonia

Galeria Bloco tratado

Figura 50 — (1) Bloco do lote E5 (ndo tratado) ; (2) Bloco do lote E, T2 (tratado com o extrato de S. rubra a 5

kg/ms) apos 15 dias de exposi¢do a N. macrocephalus.

Os valores obtidos foram comparados pelo teste ANOVA a um fator com um intervalo
de confianca de 0,05 (Tabela 11). O valor de F é maior que o valor correspondente pela Lei
de Fisher (1,93), indicando que o tratamento produziu um efeito significativo nas perdas de

massa sofridas pelos blocos.

Tabela 11 - Significancia das perdas de massa dos lotes E; a E;.

ANOVA Soma dos quadrados Graus de liberdade Média dos quadrados F  P-value
Entre os grupos” 8628 12 719 5,83 <0,0001
Em grupos 6787 55 123,4

Total 15410 67

® cada taxa de retenc3o de cada lote é considerado um grupo.

Os resultados dos lotes de E; a Es para cada retencdo (de T1 a T5) sdo apresentados
na figura 51. Os blocos do lote Es (controle da viruléncia dos cupins) apds o periodo de 15
dias apresentaram uma perda de massa média de 15%, o que validou as condic¢des de teste.

Ao comparar os valores de perda de massa médios obtidos para os lotes E; e E; com aqueles
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obtidos com os controles positivos E; e E; e negativo Es, é possivel comparar a eficacia de

protecdo dos extratos sobre os blocos de V. surinamensis.

(ns)E1T1 { AB
ms)E1 T2 {HIZITH 2B | E1 (extrato de G. glabra)
(ns) EL T3 T AB | E2 (extrato de S.rubra)
(ns) E1 T4 q T W AB Bl | E3 (madeira de G. glabra)
(ns)E1T5 T+ AB Bl | E4 (madeira de S. rubra)
*E2T1 AB | E5 (TESTEMUNHA)
©E2 T2 A
E2 T3 A
~e274 (M AB
(ns)E2T5 HH AB
** £3 AB
*E4 A
es | o
519' N Y © @' <z>°'

Perda de massa (%)

Figura 51 — Perda de massa média (em %) dos blocos dos lotes E; a Es, apds exposi¢dao aos cupins durante 15
dias. (***) muito significativo, (**) significativo, (*) pouco significativo, (ns) ndo significativo. Os grupos

definidos pelo teste de Dunn (a = 0,05) sdo mostrados a direita do grafico.

As perdas de massa obtidas com o lote E, (tratado com o extrato acetato de etila de
S. rubra), confirmam a eficacia protetora desse extrato frente ao ataque por cupins. Nas
taxas de retencdo de T2 e T3, os lotes pertencem ao grupo A, igualmente ao lote E4
constituido de blocos de madeira de S. rubra, utilizados como controles positivos do teste.
Na taxa de retencdo T4, o impacto do extrato é intermedidrio sobre a protecdo dos blocos e
na T5, ele ndo é mais significativo. A taxa de retengdo T2 corresponde ao rendimento de
extracdo da madeira de S. rubra com acetato de etila. Logo, poderiamos esperar que esse

extrato sozinho tornasse os blocos impregnados mais resistentes a degradacdo dos cupins.

Por outro lado, ainda que a madeira de G. glabra seja efetivamente resistente ao
ataque por cupins (o lote E4 foi classificado no grupo AB, apesar de ter sido considerado
apenas significativo pelo tesse de Tukey), os resultados desse teste podem demonstrar que
o extrato desta mesma madeira ndo possui impacto significativo sobre os blocos
impregnados do lote E;, salvo aqueles impregnados na taxa de retencdo T1. E possivel

constatarmos que apesar da amostragem ndo ser suficiente para podermos afirmar a
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significancia estatistica do efeito na taxa de retencdo T1, todos os lotes pertencem ao grupo
AB. Portanto, para a taxa de retencdo T1, a proporcdo de extrato metandlico de G. glabra na
madeira de V. surinamensis é duas vezes superior ao rendimento de extra¢do. Esses dados
sugerem que a resisténcia aos térmitas observada na madeira de G. glabra pode estar
relacionada ao menos em parte aos compostos encontrados no extrato metandlico total,
podendo ser muito apolares ou muito polares, ou ainda muito volateis. A hipotese de que
um ou varios constituintes ativos possam ser volateis explicaria o fato de que esse extrato
seja ativo segundo os resultados obtidos para o teste « sem-escolha » sobre papel (em
placas de Petri fechadas), perdendo assim sua atividade quando impregnado em blocos

relativamente pequenos e expostos a um cupinzeiro do lado de fora do laboratério.

Além disso, é possivel destacarmos ainda que esse teste de exposicdo direta ao
ataque dos cupins ndo nos permite discriminar as atividades repulsiva e termiticida. Foi
demonstrado anteriormente que o extrato de S. rubra é termiticida, e o teste seguinte nos
permitira avaliar a capacidade de protecdo em um tratamento de superficie sobre blocos em

P. sylvestris e sua capacidade repulsiva.

111 Eficacia termiticida em tratamento de superficie

II1.1 Plano de amostragem

O extrato acetato de etila de S. rubra, cuja eficacia de protecdo ja havia sido
demonstrada contra o ataque de N. macrocephalus, foi também testado em um tratamento
de superficie frente a Reticulitermes flavipes conforme a norma europeia NF EN 118
(Produtos de preservacdo de madeiras — Determinacdo da acdo preventiva contra espécies

de Reticulitermes — cupins europeus — métodos de laboratdrio) (Afnor, 2005).
Os ensaios foram realizados com os blocos cortados a partir do alburno de Pinus

sylvestris L., Pinaceae de densidade de 0,55. O alburno dessa espécie é classificado como

sensivel ao ataque de cupins (classe S).
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Para testar a eficacia dos extratos sobre os blocos de P. sylvestris, foi realizado o
seguinte plano de amostragem:

F, — lote de seis blocos de P. sylvestris tratados a 55,9 g.m'2 com extrato acetato de
etilade S. rubra ;

F, — lote de seis blocos de P. sylvestris tratados a 47,9 g.m™ com extrato acetato de
etilade S. rubra ;

F; — lote de seis blocos de P. sylvestris tratados a 23,9 g.m™ com extrato acetato de
etilade S. rubra ;

F4 — lote de seis blocos de P. sylvestris tratados a 11,6 g.m> com extrato acetato de
etilade S. rubra ;

Fs — lote de seis blocos de P. sylvestris tratados a 47,9 g.m'2 com extrato acetato de
etila de S. rubra lixiviados ;

F¢ — lote de seis blocos de P. sylvestris tratados a 11,6 g.m com extrato acetato de
etila de S. rubra lixiviados ;

F; — lote de seis blocos de P. sylvestris tratados com acetona pura (controle da
toxicidade do solvente) ;

Fgs — lote de seis blocos de P. sylvestris ndo tratados (controle da viruléncia dos

cupins).

II1.2 Tratamento de superficie

Os blocos dos lotes de F; a Fg foram tratados por « pintura », ou seja por depdsito em
superficie, do extrato acetato de etila de S. rubra dissolvido em acetona em quatro
concentracdes : 35, 30, 15, 7,25% (m/m), o que permite a obtengdo das taxas de superficie

esperadas.

Além disso, em dois lotes suplementares foi utilizada a técnica de lavagem ou
lixiviacdo dos blocos tratados a 47,9 e 11,6 g.m'z, segundo a norma NF EN 84 (Produtos de
preservacdao da madeira — Provas de envelhecimento acelerado das madeiras tratadas

previamente aos ensaios bioldgicos — Prova de lavagem) (Afnor, 1997).
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Tentativa de ataque
sobre um bloco do

I11.3 Eficdcia protetora dos extratos

Apds secagem, os blocos foram postos em contato com os cupins dentro de
dispositivos de ensaio durante oito semanas (figura 52). Apds o periodo de teste, um exame
visual dos blocos nos permitiu avaliar o nivel de ataque sofrido durante o teste. Essa
avaliagdo foi feita com base em cotag¢des que vao de um nivel de ataque 0 (nenhum ataque)

a um nivel de ataque 4 (ataque forte) (figura 53).

Galeria

Areia
Cupins
Cilindro de vidro

Bloco tratado

Figura 52 — Dispositivo de ensaio para a avaliagdo da eficacia do extrato de S. rubra frente a R. flavipes

quando aplicado em alburno de P. sylvestris.

lote F,

Figura 53 — (1) Bloco do lote F, com uma tentativa de ataque (cotac¢do 1) por R. flavipes. (2) Bloco do lote F;

com forte ataque (cotagdo 4) por R. flavipes.

Durante toda a duracao do teste, o comportamento e a atividade dos cupins foram
observados. Para os blocos dos lotes F; e Fg (controle de toxicidade do solvente e

virulénciados cupins), foi observada a presenca de atividade fisica dos cupins até a oitava
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semana de teste. Ao fim do ensaio, a mortalidade média observada nesses lotes ndo passou

de 50%, o que valida as condicdes do ensaio (tabela 12).

Dentro de todos os dispositivos preparados a partir dos lotes F; a Fs, o conjunto dos
cupins perdeu sua atividade fisica normal entre a segunda e a sexta semanas de exposicao,
indicando que todos os cupins morreram nesse periodo. Por outro lado, foi possivel observar
que as provas de envelhecimento acelerado, que tém por objetivo simular os riscos de
lavagem pelas intempéries, induzem uma diminuicdo da toxicidade dos blocos tratados

(lotes Fg e F5).

Tabela 12 - Atividade observada pelos cupins expostos aos blocos tratados dos lotes de F; a Fg. A auséncia de

atividade dentro dos dispositivos (100% de mortalidade) esta marcada em cinza.

Lote de blocos S1° S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
F; (55,9 g.m?)
F, (47,9 g.m?)
F3(23,9g.m?)
F.(11,6 g.m?)
Fs (47,9 g.m™ lixiviados)

Fs (11,6 g.m lixiviados)
F; (Controle — 0%)

Fg (Controle de viruléncia)
®S:semana.

Ao final do ensaio, os resultados da avaliagdo do nivel de ataque pelos cupins dos
lotes de F; a Fg foram analisados pelo teste nao paramétrico Kruskal-Wallis, segundo o qual
foi possivel rejeitarmos a hipétese nula para um valor de p < 0,00001. Ou seja, existe pelo
menos um lote dentre todos os testados cuja média de cota¢des obtidas pelo teste de
exposicao difere significativamente dos outros lotes, indicando que os tratamentos tiveram
um impacto significativo sobre a protecdo dos blocos. Segundo os resultados apresentados
na tabela 13, todos os blocos foram atacados de maneira mais ou menos marcada em

funcdo do tratamento aplicado.

O lote F3 (23,9 g.m™) foi ligeiramente atacado (cotag¢do 1), com excecio de dois
blocos que foram moderadamente atacados (cotacdo 3). Ao mesmo tempo, o lote F2 (47,9

g.m'z) sofreu uma tentativa de ataque (cotacdo 1), sem que nenhum bloco tenha sido mais
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severamente atacado. Esses resultados demonstram que os limiares das concentragdes

ativas se situam entre esses dois valores de concentracdo de superficie.

Tabela 13 - Cotagdes atribuidas aos lotes de blocos F; a F3, expostos durante 8 semanas a R. flavipes.

Lote Cotacdo

F. (55,9 g.m?) 1 11111
F, (47,9 g.m?) 1 11111
F3(23,9g.m?) 1 11133
F4(11,6 g.m”) 4 44444
Fs (47,9 g.m™ lixiviados) 1 22234
Fe (11,6 g.m lixiviados) 4 4 4 4 4 4
F; (Controle — 0%) 4 4 4 4 4 4
Fg (Controle de viruléncia) 4 4 4 4 4 4

Durante o ensaio foi possivel observarmos que os cupins ndao tentaram fugir dos
dispositivos teste, e consumiram os espacadores de P. sylvestris entre a areia e os blocos
tratados, o que indica que o extrato n3o apresenta carater repulsivo marcante. E possivel
que esse extrato seja téxico em contato com os insetos, sendo eventualmente ndo atrativo

para o apetite dos cupins.

Enfim, sobre os testes de lavagem, é preciso notar que o extrato foi eliminado em
placas apds a aplicagdo do vacuo seguido de retorno a pressdao atmosférica (figura 54).
Consequentemente, esse ensaio de lavagem conduz a diminuicdo local da eficacia do
produto do teste em relacdo aos blocos tratados ndo lavados (Fs e Fg comparados
respectivamente a F, e F3). As zonas de ataque dos cupins sobre os lotes Fs e Fg foram
observadas somente nos locais onde visivelmente o produto havia sido retirado durante o
ensaio de lavagem. O extrato de S. rubra é relativamente lifofilico e o desenvolvimento de
uma formulacdo a partir desse extrato poderia melhorar o desempenho do tratamento,

diminuindo o efeito da lavagem sobre a eficacia.
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. . Tentativa de

Perda de uma placa ataque

de extrato devido a
lavagem

Figura 54 — (1) Bloco do lote F; antes da exposicdo a R. flavipes. (2) Mesmo bloco apds exposicdo, nota-se a

zona de ataque correspondente a perda de uma placa de extrato devido a lavagem.

Segundo a norma NF EN 599 — 1 (Afnor, 1996b), nenhuma cotacdo estabelecida deve
ser superior a 2: apenas um bloco de cotacdo 2 pode ser tolerado na utilizacdo de um
produto termiticida para preservacdao da madeira em classe de emprego 1 (ao abrigo da
umidade), sendo obrigatéria uma prova de envelhecimento segundo a norma NF EN 73
(Afnor, 1998). O extrato de S. rubra possui, portanto, um grande potencial para a utilizacdo
como matéria prima de um produto de preservagao de madeiras em classe de emprego 1,
em condigdo de passar por uma formulagao capaz de diminuir o efeito da lavagem sobre sua
eficacia. Temos de ressaltar ainda o fato que a atividade termiticida desse extrato ndo esta
relacionada a espécie de cupim testada, pois ela mostrou toxicidade semelhante as duas

espécies de cupins utilizadas nesse estudo.

IV Conclusdo

Essa série de ensaios teve por objetivo a avaliagcdo da atividade termiticida do extrato
acetato de etila de S. rubra e do extrato metandlico de G. glabra, além da determinagdo dos

limiares de concentracdo eficazes para a protecdo da madeira.

O tratamento de blocos de madeira ndo durdveis com o extrato de G. glabra nao
demonstrou impacto na protecdo contra o ataque de cupins. Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os blocos de V. surinamensis tratados com o extrato e os
blocos ndo tratados. Por outro lado, foi demonstrado o carater fortemente toxico do extrato

acetato de etila de S. rubra, cuja atividade foi validada segundo o método descrito na norma
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EN 118. Os limiares de atividade desse extrato situam-se entre 23,9 g.m'2 e 47,9 g.m'z. A
prova de lavagem deste extrato ndo formulado induz a uma ligeira deterioracdo da camada
protetora, e é provavel que esse produto possa apresentar uma melhor performance numa

formulacdo adaptada.

S. rubra é a terceira espécie mais explorada na Guiana Francesa e os remanescentes
desta exploragdo representam uma fonte ndo negligencidvel de matéria ativa para a
protecdo de estruturas em madeira expostas ao risco de ataque por cupins. O objetivo a

curto prazo é a realizagao de ensaios de ecotoxicidade com esse extrato.

127



Capitulo 5

Durabilidade natural - uma chave para a descoberta

de novas moléculas antifiingicas e termiticidas
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I Introducgdo

A partir dos resultados apresentados no capitulo 2 (pagina 68) foi possivel colocar em

destaque a atividade antifungica e termiticida dos extratos de espécies duraveis.

Os extratos antifungicos foram selecionados para serem avaliados em fungos
patogénicos para o homem, com base na hipdtese de que as mesmas substancias que
tornam as madeiras durdveis podem agir também como compostos antimicéticos. O
objetivo deste capitulo é o isolamento e a caracterizacdo de novas substancias naturais

antifungicas.

Além disso, o extrato acetato de etila da madeira de Sextonia rubra, que demonstrou
atividade antifungica interessante, e principalmente uma forte atividade termiticida, foi

fracionado a fim de que se pudesse isolar os principios ativos.

I Atividade antifiingica dos extratos obtidos de espécies de grande

durabilidade

Vinte extratos identificados como fortemente antifiingicos, obtidos de nove espécies

especializadas na formacdo de madeira durdvel, foram selecionados para o estudo da
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correspondéncia de atividade antifingica entre fungos lignivoros e fungos patogénicos para
o homem (fungos dermatodfitos filamentosos e leveduras). Os extratos selecionados
mostraram capacidade de inibir o crescimento de pelo menos um dos dois fungos lignivoros

testados pelo método de perfuracdao em agar.

Estes extratos foram igualmente testados em fungos dermatodfitos filamentosos e
leveduras pelo mesmo método (perfuracdo em d&gar) descrito anteriormente (tabela 14),
bem como pelo método de microdiluicao que consiste em colocar em contato os extratos
com uma colucdo de micélio em meio de cultura liquido. Por esse método, é possivel
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM), observando-se a auséncia de

crescimento do fungo em alguns pocos da microplaca.
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Tabela 14 — Zonas de inibigdo (mm) do crescimento de fungos dermatdéfitos filamentosos e leveduras sobre meio de cultura solidificado.

Filamentosos™® Leveduras™®
M.g. T.r.LMGO M.c. M.c. T.m. LMGO C.a. ATCC C.p. ATCC C.p. C.g. C.k. LMGO C.g.
Espécies Extratos LMGO 533 4218 LMGO 02 LMGO 22 1931 10231 22019 LMGO 05 LMGO 44 174 LMGO L1
Ma 19 24 35 - 22 - - - - - -
Mm 18 20 25 - 11 - - - - - -
Andira surinamensis
Ca 25 29 55 11 22 14,5 14,7 14 11,2 17 22
Cm 18 16 27 11 10 - 12 9 - 13 7
Bagassa guianensis Ca 20 14 12 - - - - - - - -
Dicorynia guianensis Ca 17 15 19 - - - - - - - -
Aa 18 14 22 - - - 21,7 - - - -
Manilkara paraensis Ca 14 9 33 - - 11,5 15,7 10 - 12 7
Cm - 19 12 - - - - - - - -
Peltogyne sp. Ma 17 12 17 - - - - - - - -
Ma - - - - - - - - - - -
Qualea rosea
CEa - - - - - - - - - - -
Ma 16 21 24 8 13 - - - - 12 7
Sextonia rubra Cla 14 15 9 8 - - - - - 8
Cim - - - - - - - - - - -
Ca 18 20 23 - 13 - - - - - -
Ma 22 27 35 9 27 - 11,7 14 - 14 28
Tabebuia serratifolia
Mm 22 29 33 9 21 - 1 15 - 10 24
. Mm 19 17 21 - 11 - - - - - -
Vouacapoua americana
CEm 19 22 25 - 17 - 11,5 - - - -

® M.g. = Microsporum gypseum, T.r. = Trichophyton rubrum, M.c. = Microsporum canis, T.m. = Trichophyton mentagrophytes, C.a. = Candida albicans, C.p. = Candida

parapsilosis, C.g. = Candida glabrata, C.k. = Candida krusei.
P-» significa que ndo foi observada zona de inibigdo.
©M = madeira (alburno + cerne) ; C = casca ; C = cerne ; CE = cerne externo ; Cl = cerne interno ; A = alburno ; a = acetato de etila ; m = metanol.



Os extratos que apresentaram zonas de inibicdo sobre os fungos filamentosos e
leveduras ao mesmo tempo sdo :
- os extratos acetato de etila e metandlico da casca de A. surinamensis,
- os extratos acetato de etila e metandlico da madeira de T. serratifolia,

- 0 extrato acetato de etila do cerne interno + externo de M. paraensis.

Os resultados obtidos neste teste nos permitiram confirmar que os compostos ativos
em fungos lignivoros podem ser igualmente ativos em fungos patogénicos para o homem.
Com efeito, de 20 extratos testados, 17 (85%) sdo capazes de inibir o crescimento de fungos
dermatéfitos. Um ndmero menor de extratos apresentou atividade nas leveduras testadas.
Esses resultados confirmam a hipdtese segundo a qual a durabilidade natural da madeira
constitui um bom critério de escolha para a pesquisa de novos compostos com atividade

antifungica.

E interessante notar a baixa propor¢io de extratos ativos sobre as leveduras
patogénicas. Foi demonstrado em seguida (ver teste de Concentracdo Inibitéria Minima,
tabela 15) que certas leveduras, como Candida albicans ATCC10231, sdo pouco sensiveis nas
condi¢gdes deste teste, e os mesmos extratos apresentaram resultados interessantes nos
ensaios de microdiluicdo em meio de cultura liquido. Por conseguinte, em casos onde a cepa
possa ser cultivada em meio liquido, os extratos deverdo ser avaliados segundo o ensaio de

microdiluicdo em detrimento a avaliacdo qualitativa de suas atividades.

Os resultados do teste de determinacdo da concentragdo inibidora minima (CIM) dos
extratos foram significativamente diferentes dos obtidos pelo método de perfuracdo em
agar (tabela 15). Com efeito, os extratos mostraram, de forma geral, uma melhor atividade
fungicida frente a leveduras patogénicas em comparacdo aos resultados anteriores,
sobretudo os extratos metandlicos da madeira e do cerne externo de V. americana e o
extrato acetato de etila da madeira de Peltogyne sp ; o que demonstra que o método de
perfuracdo ndo é o teste mais adaptado para a medida da atividade antifungica de algumas

leveduras patogénicas.



Tabela 15 — Concentragdes inibit6rias minimas (CIM em pg.ml™) para os extratos selecionados. Os valores

inferiores ou iguais a 125 ug.ml'1 estao marcados em negrito.

Filamentosos® Leveduras®
M.g. M.c. T.r. C.a. C.a. C.p. C.g. C.k. C.g.
LMGO LMGO LMGO ATCC LMGO ATCC LMGO LMGO LMGO
Espécies Extratos® 10 22 4218 10231 102 22019 44 174 L1
Ma 16 125 250 >500 >500 62 >500 31 125
Andira Mm >500  >500 500 >500 >500 >500 >500 62 >500
surinamensis
Ca 62 >500 62 250 >500 >500 >500 62 125
Cm >500  >500 125 62 62 >500 125 500 >500
Bagassa Ca 62  >500 >500  >500 >500 500 >500 250  >500
guianensis
Dicorynia Ca 250 500 250 250 >500 250 15,6 125 250
guianensis
_ Aa 125 >500 250 >500 >500 500 62 250 500
Manilkara Ca 5500 >500 >500  >500 >500 >500 >500 500  >500
paraensis
Cm 62 >500 > 500 > 500 > 500 500 > 500 >500 >500
Peltogyne sp. Ma 500 125 62 31 16 125 8 62 62
Ma 125 >500 >500 >500 >500 >500 >500 125 500
Qualea rosea
CEa 250 >500 - - - >500 - 250 500
Ma 16 125 250 3,9 250 250 8 16 500
Sextonia Cla 500 125 31 125 >500 >500 >500 62 250
rubra Clm 125 500 500 >500 >500 >500 >500 250 >500
Ca 125 500 250 500 >500 500 > 500 125 125
Tabebuia Ma >500 125 250 250 250 500 >500 62 125
serratifolia Mm >500 250  >500 >500 > 500 250 > 500 125 62
Vouacapoua Mm >500 >500 31 16 31 16 4 8 31
americana CEm >500 125 31 16 31 8 8 31 62
Fluconazol 16 >64 32 1 >64 4 8 >64 16
Itraconazol 0,25 16 0,5 0,5 >16 0,25 0,5 16 2

® M = madeira (alburno + cerne) ; C = casca ; C = cerne ; CE = cerne externo ; Cl = cerne interno ; A = alburno ; a
= acetato de etila ; m = metanol.
b M.g. = Microsporum gypseum, T.r. = Trichophyton rubrum, M.c. = Microsporum canis, C.a. = Candida albicans,
C.p. = Candida parapsilosis, C.g. = Candida glabrata, C.k. = Candida krusei.

N3o ha consenso na literatura para o estabelecimento de um valor limite de CIM para

a classificagdo de um extrato como ativo ou ndo. Alguns autores consideram que um valor

de 1000 pg.ml™ é interessante (Webster et al., 2008), enquanto outros adotam 500 pg.ml™

como valor limite (Aligiannis et al., 2001). Neste estudo, tendo em vista o grande nimero de

extratos ativos, foi estabelecido como valor limite, 125 pg.ml™.
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Todos os extratos apresentaram atividade em pelo menos uma das cepas testadas,
exceto os extratos acetato de etila da madeira de M. paraensis e do cerne externo de Q.

rosea.

O extrato acetato de etila da madeira de S. rubra é bastante ativo em leveduras C.
albicans ATCC 10231 (4 ug.ml™Y), C. glabrata LMGO 44 (8 ug.ml™) e C. krusei LMGO 174 (16
ng.ml™) e moderadamente ativo em os fungos dermatéfitos M. gypseum LMGO 10 (62
ug.ml™®) e M. canis LMGO 22 (125 pg.ml™). O extrato acetato de etila do cerne interno desta
espécie é menos ativo que o extrato da madeira, indicando que a atividade antifungica se

encontra, ou no alburno ou, mais provavelmente, no cerne externo (Royer, 2008).

Os extratos metandlicos de V. americana apresentaram valores de CIM
compreendidos entre 4 e 62 pg.ml™* em todas as cepas de leveduras patogénicas testadas.
Esses dois extratos sdao particularmente ativos em as cepas de C. albicans e Candida nao -
albicans, e mesmo sobre os isolados clinicos (cepas resistentes LMGO). Por exemplo, o
extrato metandlico da madeira de V. americana apresentou valores de CIM em C. krusei
LMGO 174 (8 pg.ml™), em C. glabrata LMGO 44 (4 pg.ml™) e em C. albicans LMGO 102 (31
ng.ml™), inferiores aos valores do medicamento referéncia fluconazol (>64, 8 e >64 pug.ml™*
respectivamente para as trés cepas). Nenhuma atividade bioldgica dessa espécie havia sido
reportada anteriormente sobre cepas de Candida e os metabdlitos contidos neste extrato
mostraram ser muito interessantes para a pesquisa de novos tratamentos contra as

candidoses.

O extrato acetato de etila da madeira de Peltogyne sp. é ativo sobre todas as cepas
testadas exceto M. gypseum LMGO 10. Ele apresentou a mehor atividade inibidora do
crescimento de C. albicans LMGO 102, com uma valor de CIM de 16 pg.ml™. O peltoginol e
os andlogos do mopanol foram isolados previamente de espécies do género Peltogyne (De
Almeida et al.,, 1974 ; Malan et al., 1974). Entretanto, como se deu com V. americana,
nenhuma atividade bioldgica dos metabdlitos secunddrios obtidos deste género havia sido

reportada anteriormente.
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J4 o extrato acetato de etila da madeira de A. surinamensis apresentou uma atividade
interessante principalmente em M. gypseum LMGO 10 (CIM = 16 pg.ml™) e C. krusei LMGO
174 (CIM = 31 pg.ml™). A atividade antiftingica dos extratos de casca de A. surinamensis e A.
inermis ja haviam sido descritas anteriormente por Freixa et al. (1998) mas os constituintes

ativos dessas espécies nao haviam sido isolados.

III Fracionamento biomonitorado de Sextonia rubra

I11.1 Isolamento dos metabdlitos secunddrios antifiingicos

O fracionamento biomonitorado do extrato acetato de etila da madeira de S. rubra
nos permitiu isolar uma mistura equimolar de dois compostos antifungicos, muito
semelhantes e inseparaveis por cromatografia liquida. Esses dois compostos 1 e 2 puderam
ser identificados por RMN a partir da mistura. Correspondem ao rubrenolideo e ao
rubrinolideo (figura 55). Apds a identificacdo desses compostos, pudemos encontrar na
literatura que eles haviam sido isolados da mesma espécie (denominada na época Nectandra
rubra) (Franca et al., 1977) ; a atividade bioldgica de ambos os compostos ndo havia sido
descrita anteriormente. Entretanto, ja era conhecido o método de separagdo por
precipitacdo do acetileno em presenca do nitrato de prata (Thijs et al., 2004). Foi possivel
entdo se obter separadamente os compostos 1 e 2 utilizando-se esse método, e por
espectrometria de ressonancia magnética nuclear foi possivel confirmar a identificacdo

destas duas substancias.

Figura 55 — Rubrenolideo (1) e rubrinolideo (2) isolados do extrato acetato de etila da madeira de S. rubra.

Essas duas lactonas sdo os principais compostos do extrato acetato de etila da

madeira de S. rubra. A massa desses dois compostos (misturados) corresponde
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aproximadamente a 1% da massa do material vegetal, sendo que as duas substancias sdo

provavelmente as responsdveis pela durabilidade natural da espécie.

I11.2 Potencial antifiingico de rubrenolideo e rubrinolideo

A atividade antifungica de rubrenolideo (1) e rubrinolideo (2) foram avaliadas em
nove cepas de fungos dermatéfitos filamentosos e sete leveduras (tabela 16). Além disso,

estes compostos foram testados em células tumorais KB (ATCC) (Storm et al., 1995).

Tabela 16 — Valores de concentrago inibitéria minima (CIM em pg.ml™) e citotoxicidade (ICs, em pg.ml™) do

rubrenolideo (1) e do rubrinolideo (2).

Cepas 1 2 Itraconazol  Fluconazol
M. gypseum LMGO 10 16 32 0.25 16
M. gypseum LMGO 533 256 32 0.975 64
M. canis LMGO 22 128 64 16 >64
M. canis LMGO 02 16 32 16 >64
T. rubrum LMGO 4218 16 32 0.5 32
T. rubrum LMGO 06 8 32 0.125 4
T. rubrum LMGO 08 8 32 0.125

T. mentagrophytes LMGO 1931 64 >256 0.5 4
T. mentagrophytes LMGO 09 8 32 0.25 >64
C. albicans ATCC 10231 64 128 0.5 1
C. albicans LMGO 102 16 32 >16 >64
C. parapsilosis ATCC 22019 32 128 0.25

C. parapsilosis LMGO 05 32 128 0.25

C. glabrata LMGO 44 4 32 0.5

C. krusei LMGO 174 64 64 16 >64
C. gattii LMGO L1 256 128 2 16
KB (I1Csp, pg/mL) 15 15

Observamos que os compostos 1 e 2 sdo ativos em todas as cepas testadas, sendo
que o rubrenolideo é em média ligeiramente mais ativo que rubrinolideo. Em seis das

dezesseis cepas testadas, observa-se que o rubrenolideo é mais ativo do que o fluconazol.

Além disso, os indices terapéuticos de rubrinolideo e rubrenolideo foram estimados
in vitro, medindo-se sua citotoxicidade sobre células tumorais KB. Ambos os compostos

mostraram uma concentragdo citotdxica (ICso), de 15 pg.ml™* (50 uM) (tabela 16). Essa
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concentracdo é equivalente a concentragdo registrada como antifungica para estes dois
compostos. Este valor indica que a seletividade de 1 e 2 sobre as células fungicas
provavelmente poderia ser melhorada por meio de modificagcdes estruturais nessas duas
moléculas. Por outro lado, dados da literatura mostram que o fluconazol e o itraconazol sdo
citotoxicas contra células Hela nas concentragdes respectivas de 137 e 5 uM (42 e 3,8 pg.ml’
1), ambos os antifingicos também s3o tdxicos frente a células Hvr100-6 (lida et al., 2001). Da
mesma maneira, a anfotericina B, padrdao ouro para a terapia de infeccdes fungicas
resistentes, é altamente citotéxica e é melhor tolerada em formulacdo liposomal. Com
efeito, verificou-se que a anfotericina B liposomal possui a mesma atividade antifungica que
a anfotericina B livre, sendo menos toéxica, especialmente na zona de perfusdo do

medicamento e contra as células renais (Walsh et al., 1999).

Por todas essas razoes, os resultados sugerem que o rubrenolideo (1) poderia tornar-
se uma base para modificacdes molecuares na busca por novos compostos antifungicos.
Além disso, a atividade antifungica interessante observada para esta substancia em fungos
dermatofitos poderia encorajar a realizagao de bioensaios de aplicagao tépica in vivo, onde
os riscos de toxicidade potencial sdo menores. Por fim, como 1 também é ativo contra cepas
de Candida quimioresistentes, e as candidiases localizadas e sistémicas atualmente
passaram a constituir um verdadeiro problema de saude publica devido

- ao surgimento de cepas resistentes a drogas,

- a expressdo de fatores de viruléncia por essas cepas,

- ao aumento do numero de pacientes imunodeprimidos,

E possivel que o estudo da atividade antifingica por administracdo sistémica de

rubrenolideo possa ser realizado (Calderone & Fonzi, 2001, Vincent et al., 1998).
I11.3 Potencial termiticida do rubrenolideo e do rubrinolideo
Considerando que o extrato acetato de etila de S. rubra é fortemente termiticida e
que, o rubrenolideo e rubrinolideo sd3ao os principais componentes deste extrato, também

avaliamos a atividade dessas duas substancias em cupins. Primeiramente, a toxicidade aos

cupins N. macrocephalus foi medida pelo método « sem-escolha », em que os cupins foram
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expostos a um disco impregnado com 1 e 2 durante 72 horas. Os resultados sdo mostrados

na figura 56.

100+

Testemunha

Rubrenolideo 0,95 |,Jg.mm'2
Rubrenolideo 0,47 pg.mm
Rubrenolideo 0,14 pg.mm-2
Rubrinolideo 0,95 pg.mm
Rubrinolideo 0,47 ug.mm'2
Rubrinolideo 0,14 pg.mm'2
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Figura 56 — Curva de sobrevida em 3 dias dos cupins N. macrocephalus em contato com os discos tratados

nas concentragdes 0,14 ; 0,47 e 0,95 |.1g/mm2 de rubrenolideo e rubrinolideo.

A taxa de sobrevivéncia dos operdrios ao final de trés dias foi significativamente
menor (P <0,0001) apds a exposicao aos discos tratados com o composto 2 (rubrinolideo) na
concentragdo de 0,95 pg.mm?” em relago ao grupo testemunha. Os outros tratamentos n3o
provocaram mortalidade significativamente elevada, indicando que o rubrinolideo (2) é o

composto mais ativo.

Em uma segunda etapa, o potencial termiticida do composto 2 (rubrinolideo) foi
avaliado utilizando-se o método de tratamento de superficie descrito no Capitulo 4, sobre
blocos de pinho (pagina 121 !!). O teste foi realizado com Reticulitermes flavipes. O
composto 2 foi utilizado para tratar a superficie de cinco blocos de ensaio, numa taxa de 8,4
ug.mm'2 (ou g.m'z) e os dispositivos montados a partir desses blocos foram expostos ao
ataque dos cupins, durante 8 semanas. A partir da 32 semana de teste, os cupins se

mostraram inativos. No final do teste, observou-se que a média de mortalidade de cupins foi
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de 44% nos dispositivos de controle, o que valida as condi¢des de ensaio exigidas pela EN

118 (de mortalidade inferior a 50% para os dispositivos de controle de viruléncia dos cupins).

Nos dispositivos tratados, observou-se 100% de mortalidade dos cupins apds as 8
semanas do ensaio, o que confirma que este composto é tdxico para os cupins R. flavipes.
Pela avaliacdo do nivel de degradacdo, conforme descrito na pagina 123, trés blocos
obtiveram cotagdo 1 e dois cotagdo 2 (tentativa de ataque e ataque leve, respectivamente).
Este resultado demonstra que o composto 2, na concentragdo utilizada para o tratamento
de superficie, tem um perfil de atividade muito semelhante a obtida com o extrato acetato
de etila de S. rubra no lote F; (23,9 pg.mm™), indicando que o rubrinolideo é mais ativo que
o extrato bruto, e trata-se do responsavel pela atividade termiticida do extrato acetato de

etila da madeira de S. rubra.

IV Fracionamento biomonitorado do extrato de Andira surinamensis

IV.1 Isolamento e caracterizagdo dos constituintes das fracoes

antifungicas

O extrato acetato de etila da madeira de A. surinamensis foi fracionado, em fungao
da atividade antifungica nos fungos filamentosos dermatéfitos M. canis LMGO 22 e T.
rubrum LMGO 4218. O primeiro fracionamento resultou em 13 fracdes e a atividade
antifungica foi observada nas fracdes de 3-5 e na fracdo 7. A partir de etapas sucessivas de
refracionamento foi possivel isolar sete compostos puros : trés isoflavonodides (3, 6, 7), dois

pterocarpanos (4, 5), um benzofurano (8) e uma flavanona (9) (figura 57).
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Figura 57 — Compostos isolados das fragbes ativas do extrato acetato de etila da madeira de A. surinamensis.

As moléculas 3 (4 mg, 0,01 %, Ry = 13,5 min), 4 (6,4 mg, 0,017 %, Rr= 15,75 min) e 5
(SM3-VI: 32 mg, 0,08 %, Rr= 18,5 min) puderam ser isoladas da fracdo 3 e os espectros RMN

correspondentes sao descritos nas tabelas 17, 18 e 19.
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Tabela 17 - Deslocamentos quimicos (5) e acoplamentos homonucleares 'H — 'H (COSY) e heteronucleares

'H — ¥ (HMBC) em CD;0D para o composto 3.

Pos. 8¢, mult. 6y (J em Hz) COSsY HMBC

2¢q 4.18 (ddd, J=10.4,3.4,2.1, 1H) 2, 3, 4. 3,4
71.0, CH,

2. 3.93 (tlargo, J=9.9, 1H) 2¢q

3 32.7,CH 3.45 (m, 1H) 2eq) daxs Beq

4, 2.92 (dd, J=15.5,10.8, 1H) 3, 4¢q 3,4a,834,1'
31.3,CH,

4eq 2.78(ddd,J=15.5,5.3,1.8, 1H) 2, 3,445 3,4a,83a,1'

4a 114.5,C

5 131.0,CH  6.87 (dlargo, /= 8.2, 1H) 4.4, 6 4,7,8a
108.9,CH 6.31(dd,J=8.2,2.4, 1H) 58 8
157.4,C
103.6,CH  6.22(d,J=2.4, 1H) 6

8a 156.1,C

1 122.8,C

2' 161.0,C

3 99.3,CH 6.55 (d, J=2.4, 1H) 5'

4' 159.3,CH

5' 105.4,CH  6.47 (dd, J = 8.4, 2.4, 1H) 3',6',4'0Me 1

6' 128.4, CH 7.04 (d, J=8.4, 1H) 5' 3,2, 4

2'0CH; 55.6,CH;  3.78 (s, 3H) 2

4'0CH; 55.7,CH;  3.83(s, 3H) 5' 4'

Para o composto 3, pode ser observada no espectro RMN 1H, a presenca de anéis
aromaticos 1,2,4-trissubstituidos facilmente identificaveis gracas as constantes de
acoplamento e as correlacdes *H-'H nos sistemas de spin a 6 6,22, 6,31 e 6,87 ppm de um
lado, e a 6 6,55, 6,47 e 7,04 ppm do outro lado. Além disso, esse composto possui uma
cadeia OCH,-CH-CH,- a 6 3,93/4,18, 3,45 e 2,78/2,92 ppm. As constantes de acoplamento
permitem atribuir sem ambiguidade as posicdes axial e equatorial de cada um dos sinais,
sobretudo com uma constante de acoplamento 1,2-diaxial forte entre H-4,, e H-3 (10,8 Hz) e

uma outra grande constante de acoplamento vizinha de 9,9 Hz observavel no sinal de H-2,,.

A correlagdo fraca em COSY observada entre os protons H-5 e H-4.4, assim como as
correlagdes 'H-">C a longa distancia principalmente entre H-5 e C-4 e entre H-6’ e C-3
permitiram a reconstituicdo do esqueleto de uma isoflavana. Enfim, nés podemos observar a
presenca de dois grupamentos metoxila em RMN do *H com os deslocamentos quimicos a &

3,78 e 3,83 ppm integrando cada um para 3 prétons ; eles podem ser posicionados em C-2’ e
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C-5’ principalmente gragas a observa¢ao das correlagdes 3J 'H-13C entre H-6" e C-2’ e C-4'.
Ainda, um grupamento hidroxila pode ser igualmente posicionado em 7 gracas a observacao
de C-7 a 6 157,4 ppm e ao acoplamento com H-5. Dessa forma, em adequag¢ao com a
literatura podemos afirmar que a molécula 3 corresponde a sativana (Miller et al., 1989 ;

Yoon et al., 2004).
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Tabela 18 - Deslocamentos quimicos (5) e acoplamentos homonucleares *H — *H (COSY) e heteronucleares *H — **C (HMBC) em CD;0D para 4 e 5.

4 5
Pos. 6c,mult. &, (J em Hz) Ccosy HMBC 8¢c,mult. &, (Jem Hz) COSY HMBC
la 112.6,CH 112.9,C
132.8,CH 7.26(d,J=8.4, 1H) 2 4,7,8a 133.2,CH 7.27(d,J=8.4, 1H) 2 4,6,7,8, 8a
110.4,CH 6.48 (dd,J=8.4, 2.4, 1H) 1,4 43, 8 110.7,CH 6.49(dd,/=8.4,2.4,1H) 1,4 43,7, 8
159.8,C 160.1,C
103.8,CH 6.30(d,J=2.4, 1H) 2 43,6 104.1,CH 6.31(d,J=2.4, 1H) 2 43,6,7, 8a
4a 157.8,C 158.1,C
6ax 3.56 (t, /= 10.6, 1H) 6eq, 62 2,12 3.50 (m, 1H) Beq
67.2, CH, 67.6, CH,
Beq 4.22 (ddd, J=10.6, 4.6, 0.6, 1H) 6.y, 62 3,4,83,1 4.19 (m, 1H) 6a, 6, 3,4,8a,1
6a 41.4,CH  3.47 (ddd largo, J=10.6,6.8,4.7, 1H) 6., 6., 11a 2,1',2' 40.9,CH 3.48 (m, 1H) 11a 2,1,2,6
7a 1195, C 120.9,C
105.7,CH  6.80 (s largo, 1H) 3,2',4',5' 125.9,CH 7.13(d,/=8.2, 1H) 8 3,3,2,4
142.8,C 107.3,CH 6.43(dd,/=8.2,2.4,1H) 7 31,4
149.2,C 162.6,C
10 93.9,CH 6.37 (s largo, 1H) 1',2,4,5 97.6,CH 6.37(d,/J=2.4,1H) 1,2, 4,5
10a 155.3,C 162.0,C
11a 79.8,CH 5.45(d,J=6.8, 1H) 6a 2,4a,5,8a 80.1,CH 5.43(d,/=6.3, 1H) 6a 2,3,43,5, 83, 1'
5.85(d,J=1.1, 1H)
OCH,0 102.3, CH,
5.88(d,J=1.1, 1H)
90CH; 55.9, CH; 3.71 (s, 3H) 9




As moléculas 4 e 5 possuem espectros RMN muito semelhantes e relativamente
parecidos ao composto 3 (Tabela 18). A presenca de dois anéis aromaticos, um dos quais é
hidroxilado em C-7, em 4 e 5 é determinada conforme descrito anteriormente para a
sativane (posicao C-7). O anel pirano é formado por uma cadeia-O-CH,-CH-CH (-O) -, com
deslocamentos quimicos em 6 3,56 / 4,22, 3,47 e 5,45 ppm parad e 6 3,50/ 4,19, 3,48 e 5,43
ppm para 5. Os compostos 4 e 5 diferem na regido do segundo grupo aromatico, o primeiro
portando um anel aromatico 1,2,4,5-tetrassubstituido, enquanto o segundo possui um grupo
1,2,4-trissubstituido. A ligacdo C-6a—C-7a pode ser facilmente verificada, e a principal
qguestdo é a estereoquimica relativa em torno do anel pirano e o fechamento ou ndo do anel
C por uma ligacdo éter. As constantes de acoplamento observadas ao nivel dos prétons H-6
do composto 4 nos ajudaram a identificar de forma inequivoca o préton H-6 axial, que
possui acoplamento com seu vizinho H-6a, com uma constante de 10,6 Hz, sendo H-6a em
posigdo axial. A observagdo de acoplamento de longa distancia entre H-6,, € H-11a (0,6 Hz)
indica que H-11a é sem duvidas uma posi¢cdo equatorial (arranjo em W) em um sistema
rigido. As interagcdes NOE representadas na figura 58 confirmam a hipdtese segundo a qual
os dois prétons H-11a e H-6a sdo cis, e a comparacdao dos dados RMN de 4 e 5 com aqueles
respectivamente, da maackiaina e da medicarpina, confirma que os dois compostos isolados
nesta fragdo sdo exatamente os mesmos descritos na literatura (Maximo & Lourengo, 1998 ;

Yoon et al., 2004).

Figura 58 — Interag6es NOE importantes para a determinagao da estrutura do composto 4.

Para as fracbes 4 e 5, foi observado que elas possuiam perfis semelhantes em CLAE e
por esta razao foram reagrupadas antes de serem submetidas a uma nova etapa de
purificacdo a partir da qual trés compostos foram isolados : 6 (2 mg, 0,016 %, Ry = 25,0 min),

7 (0,6 mg, 0,0015 %, Rr = 25,0 min) e 8 (6,6 mg, 0,016 %, Ry = 31 min) (figuras 59 e 60).
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Biochanina A (6)

Figura 59 — Numeracao dos atomos da biochanina A (6) e da dihidroformononetina (7).
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As analises de RMN demonstraram gque o composto 6 é uma isoflavona com uma
dupla ligacao entre C-2 e C-3 conjugada com um grupo carbonila, ele mesmo identificado
gragcas ao acoplamento H-2 — C-4, induzindo um forte deslocamento sobre os campos
fracos do préton vinilico H-2 (6 8,06 ppm). O dtomo de carbono C-3 porta um anel aromatico
dissubstituido para, enquanto o outro anel é 1,2,3,5-tetrassubstituido. Todos os dtomos de
carbono puderam ser atribuidos gracas as correlagdes registradas das HMBCs, o que nos
permitiu estabelecer, de acordo com a literatura, que a substancia isolada tratava-se da

biochanina A (Sturtz et al., 2006)

Quanto ao composto 7, como a quantidade isolada foi pequena e nao foi possivel a
atribuicdo de todos os atomos de carbono. Entretanto, por analogia com a sativane (3) foi
possivel identificar a dihidroformononetina (Oliveira et al., 1978). As duas principais
diferencas entre os espectros de prétons da sativane e da dihidroformononetina sdo, por um
lado, a presenca na dihidroformononetina de um grupamento aromatico dissubstituido para
ao invés de um grupamento 1,2,4-trissubstituido, e, por outro lado, o desaparecimento de
dois prétons H-4 da sativane substituidos pelo grupamento carbonila que ndo é detectado
em nossa experiéncia HMBC. O grupamento metoxila pode ser localizado

inequivocadamente, apesar do pequeno nimero de correlagdes visiveis em HMBC.

Para 8, os espectros de RMN 'H e COSY nos indicaram a presenca de dois sistemas
aromaticos a trés spins. O primeiro compreende os prétons que ressonam a & 7,31 (d, 8,4
Hz, 1H), 6,70 (dd, 8,3 e 2,2 Hz, 1H) e 6,89 (s, 1H), enquanto o segundo é constituido de
prétons que ressonam a 6 6,49 (d, 2,5 Hz, 1H), 7,75 (d, 8,7 Hz, 1H) e 6,53 (dd, 8,7 Hz e 2,5 Hz,
1H). Este composto sé contém prétons aromdticos e conta com 14 carbonos ndo
equivalentes o que implica na presenca de um sistema 6-2-6 que pode ser determinado
como um esqueleto arilbenzofurano por anélise das correlagdes *H — *C em HMBC. Foi
possivel estabelecer de acordo com a literatura que esta molécula 8 trata-se da bolusantina

IV (Erasto et al., 2004).
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Bolusantina IV (8)

Figura 60 — Numeracao dos atomos da bolusantina IV (8).

Tabela 20 - Deslocamentos quimicos (5) e acoplamentos homonucleaes ‘H — *H (COSY) e heteronucleares ‘H

— *C (HMBC) em CD;0D para 8.

8
Pos. 8¢, mult. 6, (Jem Hz) COSY HMBC
2 153.1,C
3 104.2,CH 7.10(d,/=1.0, 1H) 2,3a3,7a
3a 123.8,C
4 121.2,CH 7.31(d,J=8.4, 1H) 5 6, 7a
5 112.3,CH 6.70(dd,J=8.3, 2.2, 1H) 4,7 3a,7
6 155.9,C
7 98.0, CH 6.89 (s largo, 1H) 5 5,7a
7a 155.8,C
1' 112.4,C
2 156.6, C
3 102.2,CH 6.49 (d,J = 2.5, 1H) 1,2, 4,5
4' 161.5,C
5' 106.1,CH 6.53(dd,J=8.7, 2.5, 1H) 6' 1',3'
6' 127.7,CH 7.75(d,J=8.7, 1H) 5' 2,2, 4
4'0CH; 55.4,CH; 3.79(s, 3H) 4'

A analise RMN do composto 9 isolado da fra¢do 7 (1,1 mg, 0,003%, 6,5 min) permitiu
a determinacdo da estrutura de uma flavanona. Esse produto apresenta um CH, (H-3) a &
3,03 (dd, 16,8 e 13,0 Hz, 1H) e 2,67 (dd, 16,8 e 2,8 Hz, 1H) ppm e um CH em a de um dtomo
de oxigénio a 6 5,36 ppm (dd, 13,0 e 2,8 Hz, 1H). Apesar da pequena quantidade de produto,
foi possivel determinar 9 como sendo a liquiritigenina, e as analises obtidas estdo de acordo

com aquelas da literatura (Lee et al., 2009).
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Liquiritigenina (9)

Figura 61 — Numeragdo dos atomos da liquiritigenina (9).

Tabela 21 - Deslocamentos quimicos (8) e acoplamentos homonucleares *H — 'H (COSY) e heteronucleares

'H > **C (HMBC) em CD,0D para 9.

9

Pos. &¢,mult. 6y (/ em Hz) COSY HMBC
2 80.8, CH 5.36 (dd, 13.0,2.8,1H) 3
3. 3.03 (dd, 16.8, 13.0, 1H) 2, 3,

44.7, CH,
3eq 2.67 (dd, 16.8, 2.8, 1H) 2, 3.,
4 ?
4a ?

129.5,CH 7.70(d, 8.8, 1H) 8

112.8,CH 6.45(dd, 8.8, 2.2, 1H)
?

103.9,CH 6.29(d, 2.4, 1H) 6,7
8a ?
1 ?
2',6' 128.8,CH 7.33(d, 8.4, 2H) 3'/5' 4
3,5 116.0,CH 6.82(d, 8.4, 2H) 2'/6' 2'/6'
4' 156.1,C

IV.2 Estado da arte relativa as atividades bioldgicas dos compostos

isolados

Os isoflavondides como os pterocarpanos e as isoflavonas fazem parte do grupo das
fitoalexinas ou fitoantecipinas, que sdo antibidticos de baixo peso molecular produzidos
principalmente por espécies da familia das Fabaceae (Aoki et al., 2000). Eles sdo sintetizados
pela via de novo por plantas superiores apds o contato com micro-organismos relativamente
pouco virulentos e para a protecao contra os raios UV (Dakora & Phillips, 1996). As

substancias sdo normalmente pouco toxicas para as células de mamiferos e sao descritas na
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literatura por serem ativas em largo espectro contra bactérias e fungos patogénicos (Gordon

etal., 1980).

Segundo os dados publicados sobre o género Andira, as espécies mais
frequentemente estudadas sao A. inermis e A. praxinifolia. Os estudos fitoquimicos deste
género mostraram a presenca de isoflavonas, de flavondides, de rotendides e de 2-
arilbenzofuranas (De Ugaz et al., 1991 ; Kraft et al., 2000 ; Kraft et al., 2001 ; Silva et al., 2006
; Silva et al, 2000). Entretanto, da espécie A. surinamensis ja foram isolados um
isoflavondide dimérico, a surinamensina (De Almeida et al., 2007), um triterpeno
pentaciclico (lupeol) assim como quatro isoflavonas: biochanina A (6), 5,4’-dihidroxi-7-
metoxiisoflavona (prunetina), 7,3’-dihidroxi-4’-metoxiisoflavona (calicosina) e 5,7,3’-

trihidroxi-4’-metoxiisoflavona (pratenseina) (De Almeida et al., 2007).

Neste estudo, o fracionamento biomonitorado do extrato de A. surinamensis nos
permitiu identificar varios compostos conhecidos na literatura, mas novos para esta espécie,
dos quais ndés podemos citar em particular a sativane (3), ou 7-hidroxi-2’,4’-
dimetoxiisoflavana, isolada inicialmente de Lotus sp. (Stafford 1997), assim como duas
pterocarpanas simples, a maackiaina (4) e a medicarpina (5), que haviam sido isoladas
anteriormente de vdrias espécies de Fabaceae como Medicago sativa (a alfafa) e Cicer
arietinum (grao-de-bico) (Jiménez-Gonzalez et al., 2008). Foi mostrado na literatura que a
presenca desses dois compostos 4 e 5 pode estar ligada a um aumento da resisténcia das
raizes de Pisum sativum (ervilha) contra o parasita Fusarium oxysporum, um fungo
fitopatogeno (Stevenson et al.,, 1997). Esses compostos foram testados anteriormente em
seis cepas de fungos zoopatogénicos e duas cepas de saprofitas. Os resultados mostraram
que a (t)-sativane, a (£)-maackiaina e a (+)-medicarpina sdo ligeiramente ativas em Candida

albicans, Cryptococcus neoformans e Trichophyton rubrum (Gordon et al., 1980).

A biochanina A (6) ja foi isolada de A. surinamensis (De Almeida et al., 2007), da soja
e de varias espécies do género Trifolium. Esse composto, assim como outras isoflavonas
simples, como a daidzeina, a genisteina e a formononetina estdo entre as fitoalexinas
frequentemente mais isoladas de Fabaceae (Dakora & Phillips, 1996). Este composto

também mostrou uma atividade antifungica sobre vdrias cepas de fungos patogénicos
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(Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Cercospora beticola, Monilinia fructicola e

Cladosporium cladosporioides) (Lopes et al., 1999).

A dihidroformononetina (7) é uma isoflavanona que foi descrita como um dos

produtos da metabolizacdo da formononetina (Heinonen et al., 2004 ; Pfitscher et al., 2008).

A bolusantina IV (8) foi identificada anteriormente das espécies Bolusanthus
speciosus e Erythrina latissima (Wanjala et al., 2002). Esse composto demonstrou atividades
antibacteriana e antifungica moderadas (Staphylococcus aureus e Candida mycoderma)

(Erasto et al., 2004).

A liquiritigenina (9) é um precursor da biossintese da daidzeina (uma isoflavona)
(Kaimoyo & VanEtten, 2008; Veitch 2007). Esse composto possui uma atividade
imunomoduladora ; capaz de estimular a produgado de citocinas pelas células T CD4+ ativadas
impedindo assim a disseminacdo de candidoses em camundongos. Segundo Falcdo et al.
(2005), a liquiritigenina é citotéxica a partir de 5 pg.ml™ em cinco linhagens de células

tumorais humanas.

IV.3 Atividades antifiingicas dos compostos isolados das fragées ativas

Foram medidos os valores de concentragao inibitéria minima do crescimento de seis fungos patogénicos
fungos patogénicos humanos para os compostos 3 a 6 e 8 isolados do extrato de A. surinamensis (

surinamensis (

Tabela 22). Os produtos 7 e 9 foram isolados em pequena quantidade, ndo sendo

possivel analisar suas atividades antifungicas.

Tabela 22 - Valores de concentragao inibitéria minima (CIM em p.g.ml‘l) dos compostos 3a 6 e 8.

Cepas 3 4 5 6 8 itraconazol
M. canis LMGO 22 >16 >16 16 8 16 8
T. rubrum LMGO 06 8 8 4 025 4 <0,015
T. mentagrophytes LMGO 09 >16 >16 4 16 <0,015
C. albicans LMGO 102 4 4 8 4  >16 16
C. parapsilosis LMGO 05 1 1 4 0,5 16 0,062
C. glabrata LMGO 44 05 025 2 05 8 <0,015
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As melhores atividades (0,25 pug.ml™) foram observadas para a maackiaina (4) e para
a biochanina A (6), respectivamente em C. glabrata LMGO 44 e T. rubrum LMGO 06. A cepa
mais sensivel neste teste foi C. glabrata LMGO 44, e a cepa mais resistente foi M. canis
LMGO 22, sobre a qual a biochanina A (6) apresentou melhor valor de CIM em comparacao
ao itraconazol (8 ug.ml™?). Temos que destacar também que em C. albicans LMGO 102, um
isolado clinico de C albicans, os valores de CIM de todos os compostos, exceto para a
bolusantina IV (8), sdo inferiores aos observados para o itraconazol (16 pg.ml™), o que
parece indicar que esses isoflavondides podem ser especificamente mais ativos sobre estes

micro-organismos.

De forma geral, a biochanina A (6) é mais ativa que os outros compostos em todas as
cepas testadas, o que confirma os dados obtidos da literatura (Dakora & Phillips, 1996 ;
Lopes et al., 1999). O grupamento carbonila em C-4 parece ser importante para a atividade
antifungica desses compostos. A estrutura arilbenzofurano (composto 8) é claramente

menos ativa que os isoflavondides.

V Conclusdo

O objetivo desta ultima parte do trabalho foi a de buscar compostos com atividade
antifungica utilizando como base as informacdes tecnoldgicas de durabilidade natural de
madeiras tropicais. Nés pudemos observar que vdrios extratos apresentaram atividades
antifungicas importantes sobre fungos lignivoros e patogénicos humanos, indicando que o
conhecimento da durabilidade de uma madeira frente a fungos formadores de podriddo
pode orientar de maneira eficaz a busca de novos compostos antifungicos. Estes extratos de
madeiras durdveis sdo por vezes mais ativos que os medicamentos de referéncia. Foi
demonstrado que os fungos lignivoros e os agentes etioldgicos de micoses humanas podem

ser combatidos com os mesmos compostos.

A partir dos resultados de atividade biolégica dos extratos, o fracionamento do
extrato de S. rubra foi efetuado e nos permitiu o isolamento e a identificacdo de dois

compostos, o rubrenolideo (1) e o rubrinolideo (2). Estes ultimos foram relatados pela
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primeira vez como os responsaveis da atividade antifungica desse extrato. Ainda, o
composto 2 apresentou uma atividade termiticida remarcavel sobre N. macrocephalus e

sobre R. flavipes e é o responsavel pela resisténcia desta espécie contra cupins.

O isolamento de moléculas ativas do extrato de A. surinamensis nos permitiu
caracterizar sete compostos ja descritos anteriormente em outras Fabaceae ; os
isoflavondides de Fabaceae tratam-se de fitoalexinas cujo papel principal é a defesa contra

micro-organismos patogénicos (bactérias e fungos) (Dakora & Philips, 1996).

Todos os compostos, exceto a biochanina A, foram isolados pela primeira vez de A.
surinamensis. O potencial antifungico foi demonstrado para as moléculas de 3 a 6 e 8
principalmente nas leveduras Candida albicans, C. glabrata e C. parapsilosis. Para completar
este estudo, seria necessario avaliar a citotoxicidade destas moléculas, assim como testar o

potencial delas sobre uma gama maior de patdégenos humanos.
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Conclusdo e perspectivas
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No inicio desse estudo, foi questionada a utilizagdo dos metabdlitos secundarios
extraidos de remanescentes de madeiras de grande durabilidade natural da Guiana
Francesa, a fim de atingir dois objetivos principais : o tratamento de outras madeiras nao
durdveis contra a degradacdo fungica e os prejuizos causados por cupins, além da utilizacdo

desses metabdlitos ativos como antifungicos contra fungos patogénicos para o homem.

Primeiramente, foi demonstrado que para muitas espécies, é possivel extrair das
madeiras 0s compostos responsaveis por sua durabilidade natural. Os metabdlitos mais
ativos foram obtidos a partir do ipé (Tabebuia serratifolia), da tatajuba (Bagassa guianensis)
e do louro gamela (Sextonia rubra) ; esta ultima é a terceira madeira mais explorada da
Guiana Francesa. Os resultados desse trabalho nos permitiram estabelecer que as atividades
antifungicas e termiticidas dos extratos podem ser transferiveis sobre outras espécies
exoticas ndo durdveis como a ucuuba (Virola surinamensis), ou temperadas como F.
sylvatica. Atualmente, ensaios de formulagdo estdao em curso afim de convertir esses
principios ativos em produtos de preservacdo da madeira comercializaveis (formulagdes

aquosas).

O extrato da madeira de Bagassa guianensis, o qual demonstou ser o mais ativo
como antifungico, ndo foi selecionado para o estudo da protecdao de madeiras temperadas
devido ao fato de esta ser uma espécie relativamente rara em floresta. Entretanto, B.
guianensis é uma espécie pioneira de crescimento rdpido e, estudos de potencial de
producdo silvicola dessa espécie realizadas pela ONF da Guiana mostraram que os
rendimentos em termos de produgdao de madeira em plantag¢des de tatajuba sdao excelentes.

Assim, os estudos de formulagdo a partir do extrato dessa espécie também estdo em curso.

Outras espécies pouco exploradas sdo provavelmente muito interessantes em termos
de atividade bioldgica de seus extratos, como por exemplo a espécie Diospyros dichroa,
muito ativa como termiticida, e Vouacapoua americana, uma madeira que contem
metabodlitos fortemente antifungicos. As atividades medidas neste trabalho podem ser
consideradas como um argumento para a motivacdao da industria madeireira para a coleta

ou plantacdo destas espécies, diversificando assim as espécies abatidas nas parcelas de
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exploracdo florestal. Além disso, o fracionamente quimico desses extratos seria interessante

para a identificacdo dos constituintes responsdveis pela atividade bioldgica.

Em conclusdo, foi possivel observar que alguns extratos apresentaram uma atividade
antifungica marcante, ndo somente em fungos lignivoros mas também em fungos
patogénicos para o homem. Esses resultados confirmam a hipdtese afirmada no inicio do
estudo, de que a estratégia "bioinspirada" pode orientar a pesquisa por principios ativos

contra fungos dermatofitos e leveduras patogénicas.

155



Material e métodos
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I Generalidades

As cepas de fungos lignivoros foram mantidas em meio de cultura sélido preparado a
partir de extrato de malte (Bioblock, 40 g.I'') e &gar-agar (Bioblock, 20 g.I'*). Todos os
experimentos foram realizados em capela de fluxo laminar vertical previamente irradiada
por luz ultra-violeta. As cepas de fungos patogénicos dermatéfitos e as leveduras foram
mantidas em meio de cultura preparado a partir de agar-agar e dextrose batata (Bioblock, 39
g.I"). Os testes de microdiluigio foram realizados em placas de 96 pocos, com fundo em "V".
Utilizou-se o meio sintético RPMI-1640 (Bioblock, 8 g.l'l) com glutamina, sem bicarbonato e

com o vermelho fenol como indicador de pH.

Para os fracionamentos, usamos cromatografia em coluna de gel de silica (Merck®
tamanho 60 (0,063-0,2 mm)). Os solventes utilizados como eluentes foram: hexano,
diclorometano e acetato de etila (VWR, qualidade de extracao, destilados) e metanol (VWR,
grau analitico). As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas
cromatograficas de silica gel Merck® AL CCD 60F,s4. As placas foram reveladas com acido
fosfomolibdico 5% em etanol. As purificacdes por cromatografia liquida (CLAE) foram
realizadas com um equipamento Waters® (bomba Waters 600 e detector de absor¢do de UV
Waters 2487 em dois comprimentos de onda). As cromatografias liquidas de alta eficiéncia

(CLAE) analiticas foram realizadas com equipamento Waters® (bomba Waters 600 e detector
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barreta de diodo (DDA) 2996 e ELSD Waters 2424). Foi utilizada uma coluna de fase reversa
C18 (Supelco C18 Discovery® 15 cm x 4,6 mm, 5 um e pré-coluna correspondente) para
analise. A coluna de fase reversa C18 preparativa (Supelco C18 Discovery® HS 15 cm x 21,2
mm, 5 um e pré-coluna correspondente) foi utilizada para as purificacdes. As identificacoes
foram feitas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN Varian® 400 MR).
Os espectros de prétons foram registrados em 400 MHz e os espectros de carbono em 100,6
MHz. Nas descricdes dos espectros de RMN, s significa singleto, d dubleto, t tripleto, g
guadrupleto, m multipleto. As constantes de acoplamento (J) sdo medidos em Hz (Hertz) e
os deslocamentos quimicos sdo medidos em ppm (partes por milhdo), tomando como

referéncia o deslocamento quimico de tetrametilsilano.

Il Extragdo

I1.1 Coleta e identificagcdo das plantas
Ocorreram duas séries de coletas de plantas: em julho de 2007 e outubro de 2008.

Na primeira coleta, uma pequena quantidade (cerca de 300 g) de folhas, casca, alburno e

cerne de dezenove espécies foram coletados (tabela 23).
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Tabela 23 — Espécies coletadas em julho de 2007, na primeiro saida de campo.

Nome cientifico Familia
Andira surinamensis (Bondt) Splitgerber Fabaceae
Apeiba petoumo Aubl. Tiliaceae
Bagassa guianensis Aubl. Moraceae
Bocoa prouacensis Aubl. Fabaceae
Dicorynia guianensis Amsh. Fabaceae
Diospyros dichroa Sandw. Ebenaceae
Diplotropis purpurea (Rich.) Amsh. Fabaceae
Dipteryx odorata (Aublet) Willd Fabaceae
Eperua falcata Aubl. Fabaceae
Goupia glabra Aubl. Celastraceae
Hymenolobium flavum Kleinh. Fabaceae
Manilkara paraensis (Huber) Standl. Sapotaceae
Ormosia flava (Ducke) Rudd. Fabaceae
Peltogyne sp. Fabaceae

Qualea rosea Aubl.
Sextonia rubra (Mez) van der Werff

Tabebuia serratifolia (Vahl) Nichols.

Vouacapoua americana Aubl.

Vochysiaceae
Lauraceae
Bignoniaceae
Fabaceae

Durante a segunda saida de campo, foram coletados aproximadamente 30 kg da
madeira do caule de oito espécies (Andira surinamensis, Bagassa guianensis, Manilkara
huberi, Qualea rosea, Tabebuia serratifolia, Vouacapoua americana, Sextonia rubra e Goupia
glabra) e 10 kg de casca do caule de outras duas espécies (Peltogyne sp. e Dicorynia

guianensis).

O material vegetal foi coletado em parcelas de exploragao florestal administradas
pela ONF na comunidade de Régina na Guiana Francesa. Para cada espécie coletada, foi feita
uma exsicata, que foi depositada no Herbdario da Guiana — IRD (CAY) — onde a identificacdo

das espécies foi verificada pela Dr. Sophie Gonzalez e Dr. Marie-Francoise Prevost.

O material vegetal foi seco em uma sala climatizada por duas semanas e, em seguida,
pulverizado com um moinho de facas. Nos casos em que ndo foi possivel separar as
diferentes partes do caule (alburno, cerne interno e externo), estas, juntas, submetidas ao

processo de extracao.
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Os caules provenientes da coleta de 2008, foram separados em apenas cascas e

madeira do caule que foram reduzidas a serragem por uma plaina.

I1.2 Extragdo

A extracdo das espécies coletadas em 2007 foi feita a partir de 100 g de pd de cada
uma das partes estudadas, por maceracdao com acetato de etila (3 x 300 ml) e metanol (2 x
300 ml) por 48 horas. As solucbes extrativas foram recuperadas por filtracdo e, em seguida,
evaporadas a vacuo a 30°C num evaporador rotativo. Os extratos obtidos de cada parte de
cada espécie foram armazenados em frascos sob refrigeracdo a 2 C. Esses extratos foram
utilizados nos testes de prospecc¢do das atividades termiticida e antifingica (ver Capitulo 2,

pagina 68).

A serragem do material vegetal (5-10 kg), obtida a partir das espécies coletadas em
2008, foi extraida com acetato de etila e metanol (1-3 |, uma vez) por maceragao a frio
durante 24 horas. A evaporacdao das solu¢bes extrativas foi conduzida nas mesmas
condicbes, como descrito anteriormente. Os rendimentos de extracdo das espécies
coletadas em 2008 estao apresentados na tabela 24. Estes extratos foram utilizados nos
testes de transferéncia de resisténcia a degradacdo por cupins e fungos (ver capitulos 3 e 4,

respectivamente, nas paginas 86 e 114).
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Tabela 24 — Rendimento de extracdo das espécies.

Rendimento (%)

Espécies Orgio
Acetato de etila  Metanol

Tabebuia serratifolia m? - 9,40%
Manilkara huberi M - 5,40%
Vouacapoua americana M - 8,40%
Qualea rosea M - 0,80%
Dicorynia guianensis c® - 0,90%
Sextonia rubra M 3,30% -
Bagassa guianenesis M - 2,70%
Goupia glabra M - 2,90%
Peltogyne sp. ¢ ) 3,10%

M - 5,80%

- b
*M : madeira do caule, °C : Casca do caule
¢ Extracdo n3o realizada

III Atividade antifiingica

I11.1 Fungos lignivoros

Dois micro-organismos foram usados: Pycnoporus sanguineus L. (Murrill) 270 (CTFT) e
Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill BAM PCV 109, cedidos pela unidade de pesquisa UR 40
CIRAD, Madeiras Tropicais, Montpellier. Para executar os testes, uma subcultura de cada
cepa foi preparada em uma placa de Petri contendo meio de cultura estéril, incubada por
pelo menos duas semanas. A atividade dos extratos foi verificada nestes fungos lignivoros
por dois métodos: perfuracdo em dgar e indice de atividade antifungica (ver capitulo 2,

p.68).

I11.2 Fungos patégenos humanos - dermatdfitos e leveduras

As cepas de fungos ATCC e isolados clinicos — dermatéfitos Microsporum gypseum
(M.g. LMGO 10 e M.g. LMGO 533), Microsporum canis (M.c. LMGO 02 et M.c. LMGO 22),
Trichophyton rubrum (T.r. LMGO 06, T.r. LMGO 08 e T.r. LMGO 4218) e Trichophyton
mentagrophytes (T.m. LMGO 09 e T.m. LMGO 1931), e leveduras Candida albicans (C.a. ATCC
10231 e C.a. LMGO 102), Candida parapsilosis (C.p. ATCC 22019 e C.p. LMGO 05), Candida
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glabrata (C.g. LMGO 44), Candida krusei (C.k. LMGO 174) e Cryptococcus gattii (C.g. LMGO
L1) foram cedidas pelo Laboratério de Micologia da Universidade Federal de Goias (LMGO),
Brasil. Os fungos isolados clinicos provém de pacientes do Hospital da Universidade. Para
executar os testes, uma subcultura de cada cepa foi preparada em uma placa de Petri
contendo meio de cultura estéril, incubado por pelo menos cinco dias. A atividade dos
extratos foi verificada nestes fungos patogénicos humanos por dois métodos: teste de

perfuragdao em agar e microdiluicdo em meio liquido (ver Capitulo 5, pagina 128).

II1.3 Teste de perfuragdo em dgar

Para medir a sensibilidade das cepas de fungos lignivoros ou fungos dermatéfitos e
leveduras a presenca dos extratos, foi utilizada uma versdo ligeiramente modificada do

método de perfuragdo em agar descrito em Karou et al. (2006).

As solucbes de meio de cultura foram preparadas com agua destilada e, dependendo
da cepa utilizada : com uma mistura de extrato de malte / agar para os fungos lignivoros ou
dextrose de batata / agar para os fungos dermatdfitos. Essas solucdes foram entdo
autoclavadas (20 min, 121°C) e distribuidas em placas de Petri de 14 cm de diametro (50 ml

de meio de cultura por placa).

Em seguida, uma suspensdo de micélio de cada cepa foi preparada vertendo-se 100
pl de adgua destilada estéril diretamente sobre o micélio em uma placa de Petri. As partes
visiveis do micélio foram suspensas na agua estéril mecanicamente. Cada suspensdo foi
ajustada para o padrao de turbidez McFarland 2 e depois distribuida uniformemente em
toda a superficie de uma placa de Petri de 140 milimetros de diametro, contendo o meio de
cultura puro e estéril. O excesso de 4dgua sobre o meio de cultura foi evaporado em uma
capela sob o fluxo laminar. Cinco cavidades de 6 mm de diametro foram feitas utilizando-se
uma canula de vidro esterilizada sobre os meios de cultura sélidos nas placas. Na cavidade
central de cada placa foram colocados 50 pl de DMSO puro estéril, usado como um controle

negativo em nossos testes.
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Os extratos a serem testados foram diluidos em DMSO estéril para se obter uma
concentragio de 100 mg.ml™. Esta solugdo (50 ul) foi depositada na cavidade perfurada no
meio de cultura, e as placas foram incubados a 32 °C, até que o crescimento dos fungos
permitisse a medida visual de uma zona de inibicdo em torno de cada cavidade. A atividade
antifungica de cada extrato foi avaliada com base na presenca ou auséncia de halos de
inibicdo do crescimento. Estes halos foram medidos com uma régua milimetrada, em quatro
direcdes considerando-se como medida final o menor didmetro. Cada amostra foi testada

em duplicata.

Os resultados para os fungos lignivoros sdao apresentados na tabela 5 (pdgina 77) e

para os fungos dermatéfitos e leveduras na tabela 14 (pagina 131).

111.4 Indice de atividade antifiingica em fungos lignivoros

A fim de medir quantitativamente a atividade dos extratos selecionados a partir dos
resultados obtidos no teste de perfuracdo em agar, foi utilizada uma versdao modificada do
método descrito por Schulz et al. (1990), para determinacdo do indice de atividade

antifungica

Cada amostra de extrato foi pesada e diluida em DMSO (1% v/v final) para a
obtencdo de uma solugio de 100 mg.mI™. Um volume de 0,06 ml desta solucdo foi diluido
em meio de cultura (malte/agar, conforme descrito acima) ainda quente, para a obtencdo de
6 ml de uma solucdo a 1 mg/ml. Em seguida, 3 ml desta solucdo foram colocados em uma
placa de Petri estéril de 35 mm de diametro e os 3 ml restantes foram diluidos em 3 ml de
meio para a obtenc¢do de uma solugdo pura de 500 mg/ml. Este processo foi repetido até a
obtencdo das concentracdes de extrato de 1000, 500 e 250 mg/ml, equivalentes a 0,1; 0,05 e
0,025% (m/m) em massa do meio de cultura. Para cada concentragdo, as placas de Petri

foram preparadas em triplicata.

Trés controles negativos idénticos foram preparados diluindo-se DMSO (30 ul) em 3

ml de meio de cultura (1% do volume final). O controle positivo foi preparado com o

163



antifungico clortalonil diluido em meio de cultura, conforme descrito para os extratos, a fim

de obter uma gama de concentracdes de 62 a 1,5 mg/ml.

Apés a solidificacdo, as placas preparadas com as solucbes de extratos foram
inoculadas com um fragmento quadrado de micélio (6 mm de lado) dos fungos lignivoros
(Gloeophyllum trabeum e Pycnoporus sanguineus). As placas de Petri inoculadas foram

incubadas a 32°C.

O crescimento radial do fungo foi verificado diariamente por medicdo do didametro do
micélio até o momento em que toda a superficie do meio de cultura das placas controle
negativo fosse "coberta" pelo micélio. Ou seja, até que o micélio dos fungos das placas
controle negativo atingisse o diametro da placa (35 mm). Nos casos em que os micélios
apresentaram crescimento irregular, a medida considerada foi a média entre as trés placas

preparadas para um mesmo extrato.

O indice de atividade antifungica foi calculado como sendo a medida do crescimento
relativo entre as placas teste e as placas controle negativo. Esse indice foi calculado por meio

da equagao 1

(Da —6)

onde: IA é o indice de atividade antifungica (em%), D, é o diametro do micélio nas placas
teste (6 é a medida do indculo introduzido no inicio dos testes, em mm) e Dy, é o diametro do
micélio nas placas controle negativos (quando a placa estd totalmente coberta pelo micélio,

que é igual a 35 mm).

Um IA de 0% indica que o extrato é inativo na concentragdo testada, e um IA de 100%
indica que o extrato inibiu completamente o crescimento do fungo. O IAsg (concentracdo em
que IA = 50%, expressa pg.ml’) para cada amostra foi calculado através de uma

representacdo grafica dos IA observados para cada concentracdo utilizada (ver tabela 25).

164



Tabela 25 - indices de atividade antiftingica (I1A) sobre G. trabeum e P. sanguineus nas concentrag¢des de extratos 1000, 500 e 250 p.g.ml'l, e lAs, (concentragao de

extrato correspondente ao indice de atividade antifiingica de 50%).

L. ab P. sanguineus G. trabeum
Espécie Extrato™ ) =] =] 1 1 1
1000 pg.ml™ 500 pg.ml™ 250 pg.ml™ 1As 1000 pg.mI™ 500 pg.ml™ 250 pg.ml™ 1Asg

Ca 100% 79% 79% >1000 78% 52% 48% 808

A surinamensis Ma 48% 31% 17% >1000 63% 30% 11% >1000
Mm 45% 34% 24% <250 48% 15% 0% 378
Cm 41% 28% 17% >1000 26% 15% 0% >1000

B. guianensis Ma 59% 48% 48% 587 86% 69% 55% <250
Ca 59% 45% 45% 691 11% 0% 0% >1000

D. guianensis Ca 38% 34% 24% >1000 15% 0% 0% >1000
Aa 41% 0% 0% >1000 62% 48% 45% 567

M. paraensis Ma 59% 17% 0% 896 69% 55% 55% <250
Mm 52% 38% 21% 942 52% 45% 24% 883

Petolgyne sp. Ma 34% 34% 0% >1000 62% 52% 62% 422
Ma 17% 17% 17% >1000 52% 52% 45% 440

Q. rosea CEa 21% 17% 0% >1000 69% 69% 69% <250
Cla 86% 69% 55% <250 72% 62% 59% 250

S rubra Ma 79% 79% 62% <250 69% 59% 55% <250
Clm 17% 0% 0% >1000 52% 52% 52% 1000
Ca 72% 41% 28% 632 59% 26% 19% 862

I serratifolia Mm 41% 24% 17% <250 79% 59% 55% <250
Ma 86% 66% 62% >1000 81% 67% 52% 250
Cla 45% 0% 0% >1000 55% 45% - >1000

V. americana CEm 0% 0% 0% >1000 15% 0% 0% 757
Clm 28% 28% 17% >1000 19% 15% 15% >1000

chlorothalonile 62 62

®C = casca do caule, M = madeira (alburno+cerne), A = alburno, CE = cerne externo, Cl = cerne interno
b .
a = acetato de etila, m = metanol.
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II1.5 Teste de microdilui¢cdo em dermatdfitos e leveduras

O teste de microdiluicdo visa determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) de
uma amostra sobre o crescimento de cepas de fungos dermatéfitos e leveduras em meio
liquido. O método utilizado foi adaptado das normas NCCLS M38-A e M37-A2 (2002, Método
de Referéncia para o teste de diluigdo em caldo para determinagdo da suscetibilidade de

uma terapia antifungica contra fungos filamentosos e leveduras, respectivamente).

A solucdo do meio de cultura RPMI é tamponada com acido 3 — (N-morfolino)
propano sulfénico (MOPS), na concentracdo de 0,165 mol.I" para atingir um pH = 7,0. O
meio tamponado é entdo filtrado em uma unidade de filtracdo estéril equipada com um

filtro de porosidade de 0,22 um.

Os farmacos antifungicos, itraconazol e fluconazol utilizados como controle positivo
neste teste foram diluidos sucessivamente para a obtencao de uma gama de concentracdes
entre 16 e 0,03 pg.ml™ (itraconazol) e 64 e 0,125 pg.ml™ (fluconazol). Primeiramente, os
medicamentos, adquiridos em pd diretamente do fabricante, foram diluidos em agua
destilada estéril, no caso do itraconazol, para a obtencdo de uma solucdo estoque de 320
pg.ml™ (20 vezes mais concentrada que a solug3o de teste inicial), e em DMSO, no caso do
fluconazol, para a obtencdo de uma solugdo estoque a 1280 pg.ml™. As solucdes estoque
foram diluidas a 5% (v/v) em RPMI sobre a placa de microdiluicio para a obtencdo das

concentragoes teste.

Os extratos foram diluidos em DMSO para a obtencdo de uma solugdo a 100 mg.ml™.
Essa solucdo foi diluida em RPMI estéril para a obtencdo de uma gama de concentragdes
entre 500 e 0,98 pg.ml™” na placa de microdiluicdo. Todos os testes foram repetidos seis
vezes em dois experimentos separados. Os testes que apresentaram resultados divergentes

foram repetidos até que os valores fossem confidveis.

As solucgdes estoque dos indculos foram preparadas por meio da suspensdo das

partes visiveis dos micélios em agua estéril. Todas as solugdes estoque foram ajustadas para
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o padrdo de turbidez McFarland 2 e, em seguida, diluidas na propor¢do de 1:10 (v/v,

dermatodfitos filamentosos) ou 1:1000 (v/v, leveduras) em RPMI estéril.

As placas de microdiluicdo contendo os extratos e os farmacos antifngicos foram
adicionadas as solucdes de indculo (100 pl) e incubadas a 32 °C. Os resultados foram
observados apds 5 dias para dermatdfitos e apds 2 dias para leveduras O CIM foi
determinado como a concentracdo correspondente ao ultimo poco, onde o crescimento
fungico foi visivelmente nulo (no caso dos extratos) ou quando o crescimento fungico atingiu

um maximo de 20% do crescimento normal (no caso dos antifingicos).

1V Atividade termiticida

IV.1 Cupins

Os cupins Nasutitermes macrocephalus foram utilizados nos testes « sem escolha » e
« transferéncia de resisténcia a degradagao por cupins », descritos respectivamente nos
capitulos 2 (pagina 68) e 4 (pagina 114). A espécie N. macrocephalus foi identificada pelo
Prof. Reginaldo Constantino do Laboratério de Termitologia da Universidade de Brasilia
(UnB), Brasil. Uma amostra com alguns individuos foi depositada na cole¢do de isoptera da
UnB. A col6nia de N. macrocephalus (atualmente com 3 anos) é mantida ao abrigo da luz, do
lado externo do laboratério, onde os térmitas sdo regularmente alimentados com madeira.
Somente os soldados e os operarios do terceiro estadio de desenvolvimento sdo utilizados

nos testes.
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IV.2 Teste « sem escolha » sobre papel

A suscetibilidade dos térmitas a toxicidade dos extratos foi avaliada por um método
adaptado de Harun e Labosky (1985). Foram utilizados discos de celulose de 31 mm de
didmetro como suporte para a aplicacdo dos extratos. Os discos foram tratados com os
extratos da madeira (alburno, cerne externo e interno) das espécies coletadas, os quais
foram diluidos em acetona para a obtencdo de 3 concentragGes calculadas para os
tratamentos a 9,3; 5,6 e 1,9 ug.mm'2 em uma aplicacdo de 200 pl. Os discos foram
evaporados durante 12 horas em temperatura ambiente. Acetona pura foi utilizada como

controle negativo, e todos os testes foram repetidos trés vezes.

Os discos tratados e os controles negativos foram colocados em placas de Petri de 35
mm de diametro. Vinte operdrios e quatro soldados da col6nia de N. macrocephalus foram
colocados em cada placa. Todos os discos foram umedecidos com 10 pl de dgua destilada. As

placas de Petri foram mantidas ao abrigo da luminosidade a temperatura ambiente.

A mortalidade dos cupins foi verificada apds 72 horas de contato com os discos
tratados. A significancia dos dados de mortalidade foi avaliada por uma analise de varidncia
nao paramétrica (Kruskal Wallis). O software XLSTAT® foi utilizado para essas analises. As
taxas de mortalidade (em %) calculadas apenas sobre os operdrios estdo listadas na tabela

26.
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Tabela 26 — Mortalidade dos cupins apds 72 horas de contato com os discos tratados pelos extratos nas

concentratgbes 9,3;5,6 e 1,9 |.J.g.mm’2 (P<0.0001, n = 2).

Espécies Orgio® 9,3 pg.mm> 5,6 pg.mm> 1,9 ug.mm’™
AcOEt MeOH AcOEt MeOH AcOEt MeOH
Andira surinamensis M 0 +0 0 +0 8 +2,5 5 +5 5 +2,5 8 +2,5
A 10 0 23 75 O 10 0 10 0 10 5 12,5
Apeiba petoumo Cl 5 +0 13 2,5 O +0 3 +25 3 0 O +0
CE 78 17,5 3 2,5 5 10 0 10 0 12,5 8 10
. . A+CE 65 +30 68 +32,5 20 45 8 2,5 8 2,5 13 10
Bagassa guianenesis
Cl 38 4225 93 475 5 15 3 +2,5 3 10 0 2,5
Bocoa prouacensis M 20 0 8 +25 13 425 O +0 0 +2,5 13 0
A 5 10 3 2,5 0 10 25 45 25 0 O 10
Dicorynia guianensis CE 13 +#25 O +0 0 +0 20 10 20 0 O +2,5
Cl 5 10 0 10 0 10 5 10 5 10 0 15
Diospyros dichroa M 100 0 100 0 100 0 15 0 15 +0 100 +0
Diplotropis purpurea M 0 0 80 20 10 45 18 2,5 18 0 5 12,5
Di d A+CE 5 10 10 45 18 +2,5 15 45 15 0 O 10
'pteryx odorata cl 10 40 13 #25 0 0 0 40 0 0 5 475
Eperua falcata M 18 75 8 +2,5 38 12,5 8 +2,5 8 +5 8 +2,5
Goupia glabra A+CE 100 *0 95 45 100 0 63 375 63 0 20 7,5
Cl 100 0 100 0 100 0 100 0 100 +0 100 +0
Hymenolobium flavum A+CE 5 10 10 0 15 0 0 10 0 10 5 10
cl 98 +2,5 10 0 8 25 5 10 5 2,5 13 10
Manilkara paraensis A 18 +25 90 +10 3 2,5 5 +0 5 0 0 +0
CE+ClI 40 5 78 12,5 5 10 10 +#10 10 0 O +25
A 100 0 8 +2,5 10 0 5 +0 5 0 5 +0
Ormosia flava cl 100 0 73 22,5 8 2,5 3 +2,5 3 0 5 +12,5
CE 100 0 90 10 10 =0 23 +2,5 23 +2,5 8 7,5
Peltogyne sp. A+CE 83 +12,5 25 45 10 0 8 2,5 8 +2,5 13 47,5
Cl 28 +12,5 3 +2,5 13 2,5 13 425 13 5 10 2,5
A 30 +#10 65 35 10 45 5 10 5 12,5 3 2,5
Qualea rosea Cl 5 +0 88 +12,5 23 +2,5 38 +12,5 38 2,5 3 +10
CE 0 10 3 12, 25 10 63 +125 63 0 5 +2,5
Sextonia rubra A+CE 100 %0 95 5 100 0 100 0 100 +0 100 +0
cl 100 0 68 32,5 70 30 5 +0 5 0 0 2,5
Tabebuia serratifolia M 95 15 85 #15 5 15 18 +25 18 0 5 +0
A 5 10 13 +2,5 20 15 25 0 25 0 O 2,5
Vouacapoua americana Cl 5 5 38 +17,5 8 +2,5 45 +10 45 $2,5 13 #15
CE 8 +2,5 13 42,5 18 +25 5 +5 5 0 25 45
Controles 3 +2,5 8 +7,5

® M = madeira ou alburno+cerne, A = alburno, Cl = cerne interno, CE = cerne externo.
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V Transferéncia da resisténcia a degradagdo fiingica
V.1 Impregnagdo e ensaio de solo

Este ensaio nos permite determinar o intervalo de concentracdes eficazes de um
produto de tratamento em relacdo a microbiota do solo. O método utilizado foi adaptado da
norma ASTM D2017/81 (86), da American Society for Testing and Materials (ASTM), método
padronizado de ensaio acelerado de laboratdrio da resisténcia natural a degradacdo da

madeira.

V.1.1 Preparagdo dos blocos de madeira

Os blocos de madeira foram cortados a partir do alburno de Virola surinamensis (Rol.
Rottb ex.) Warb. (Myristicaceae, densidade de 0,5) e Schefflera morototoni (Aubl.) Maguire
Steyerm. & Frodin (Araliaceae, densidade 0,45), nas dimensdes de 20 x 20 x 5 mm (ver figura
62). A madeira utilizada para a confec¢do dos blocos é proveniente de um unico individuo de
cada espécie, a fim de limitar a variabilidade. Todos os blocos foram estabilizados em uma
umidade relativa de 12% (umidade relativa do ar 65 + 5%, 20°C). O plano de amostragem foi

descrito na pagina 91.

Superficie mm L
tratada J— R

: : % !
20 mm
2

0mm

Figura 62 — Dimensodes dos blocos de Virola surinamensis e Schefflera morototoni.

V.1.2 Impregnagdo de superficie dos blocos

Para a impregnacdo dos blocos, foram visadaos cinco taxas de retencdo para cada
extrato utilizado: 72;, 36,; 18,; 4,5 e 2,25 kg.m-3 para S. morototoni e 89,6 ; 44,8 ;22,4;5,6 e
2,8 kg.m-3 para V. surinamensis. Foram preparadas oito repeticbes para cada taxa de

retengao.

O metanol (qualidade analitica) foi utilizado como solvente para a dissolugdo dos

extratos metandlicos, e o acetato de etila (grau analitico) para dissolucdo do extrato acetato
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de etila de S. rubra. Foram obtidas solu¢des de extrato nas concentracdes 72; 36; 18; 4,5 e
2,25 mg.ml'1 para impregnacdo dos blocos de S. morototoni, e nas concentragdes 89,6; 44,8;

22,4;5,6e 2,8 mg.ml'1 para os blocos de V. surinamensis.

Para todas as amostras de um mesmo lote (mesmo bloco de madeira impregnado e
mesma taxa de retencdo visada), foram preparados 2 ml de cada extrato. Fragdes de 200 pl
foram depositadas sobre cada face transversal dos blocos de madeira, havendo um intervalo
de 30 min entre o depdsito de duas fragGes. Apds o tratamento, os blocos passaram por
secagem e estabilizacdo em uma sala climatizada (umidade relativa do ar 65 + 5%, 25 + 3°C)
durante 7 dias. A taxa de retencdo final foi calculada utilizando-se a equacdo 2,

correspondendo a quantidade de produto retido por unidade de volume.

(mp —my) —6
— x 10 (eq. 2)

TX =
onde TX é a taxa de retencdo (em mg.cm™ ou kg.m?3), m¢ é a massa final (em mg), m, é a

massa inicial (mg) e v é o volume de amostra (em mm?>).

Para validar o método utilizado para esse teste, foram impregnados blocos de V.
surinamensis e S. morototoni com os antifungicos clortalonil e tebuconazol (Sigma Aldrich®),
utilizados como controle positivo. Esses compostos foram dissolvidos em metanol para a
obtencdo de solu¢des nas concentracdes 2,6; 1,3 e 0,65 mg.ml™” para a impregnacdo dos
blocos S. morototoni e 2,75; 1,38 e 0,69 mg.ml'l para os blocos de V. surinamensis (Figura
63). As taxas de retencdo visadas foram de 2,6 ; 1,3 e 0,65 kg.m'3 para S. morototoni e 2,75 ;

1,38e0,69 kg.m’3 para V. surinamensis.
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Solucdo de tratamento

Bloco tratado por depsito sobre
superficie

Figura 63 — Tratamento dos blocos de V. surinamensis com o antiftiingico tebuconazol.

Os resultados obtidos para as impregnagdes dos blocos de V. surinamensis e S.

morototoni sao apresentados nas tabelas 14 e 28.

Tabela 27 —Retencdes médias (kg/m’) + desvios padr3o, para os blocos de V. surinamensis (lotes A, a A;).

Lote T1(89,6 kg.m™) T2 (44,8kg.m™) T3(22,4kg.m”) T4(5,6 kg.m>) T5(2,8 kg.m?>)
Al (A. surinamensis) 83+2,3 45+1,1 24+1,1 3,5+1,5 0,1+1,7

A2 (B. guianensis)  91+2,5 4940,8 29+1,3 2,8+0,6 1,6+0,2

A3 (M. huberi) 863,3 46+2,8 23+1,3 3,5+1,5 2,1+0,9

A4 (Q. rosea) 96+2,5 48+3,1 31+1,3 3,0+0,9 4,0+0,7

A5 (T. serratifolia)  89+2,4 42423 25+1,7 2,0+1,0 0,4+0,3

A6 (V. americana)  7243,8 4241,5 2111 2,0+0,5 0,9+0,4

A7 (S. rubra) 72+4,1 40+1,6 18+1,2 0,30,3 0%3,9

Tabela 28 — Retengoes médias (kg/m3) + desvios padrao, para os blocos de S. morototoni (lotes B, a B;).

Lote T1(72kg.m?) T2 (36 kg.m™) T3 (18kg.m™) T4(4,5kg.m>) T5(2,25kg.m?)
B1 (A. surinamensis) 75+2,4 38+1,7 21#1,2 2,3+1,0 2,6+0,7
B2 (B. guianensis)  76+1,8 45+1,5 2312,2 2,710,4 1,2+0,6
B3 (M. huberi) 68+3,3 34+1,6 22+1,4 3,4+1,0 3,2+0,7
B4 (Q. rosea) 74+4,7 31+2,6 15+1,8 4,6+1,1 1,7+0,9
B5 (T. serratifolia) ~ 77+2,3 42+2,1 25+1,1 2,9+1,4 1,610,8
B6 (V. americana)  62+2,9 35+1,9 21+1 2,8%0,3 2,2+0,8
B7 (S. rubra) 56+1,9 29+2,4 12+2,1 3,0+0,6 1,90,7

V.1.3 Preparacdo do solo
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A terra foi coletada em uma drea florestal localizada a 5 km da area urbana de
Cayenne. A terra foi retirada entre 5 e 20 cm de profundidade (horizon AO) e peneirada com

uma peneira de malha 12,5 mm x 12,5 mm.

Uma porc¢ao de 20 g de solo foi seca em estufa a 103°C por 48 horas para o calculo do

teor de umidade inicial, de acordo com a equagao 3:

-m
. * 100 (eq. 3)

TH
onde : TH é o teor de umidade (em %); my é massa Umida do solo antes da estufa (em g) e

m, é a massa seca do solo, apds a passagem na estufa (em g).

Para determinar a quantidade de dgua necessaria para umedecer o solo no inicio dos
testes, é necessdrio determinar inicialmente a capacidade de retencdo de agua no solo. Para
o cdlculo da retencdo de agua, uma amostra de 200 g de solo foi pesada e uma pequena
quantidade de agua foi adicionada até que o solo ficasse visualmente bem molhado. Depois
de duas horas de repouso, o excesso de agua foi removido sob vacuo em um Biichner e
pesados (m;). O solo foi seco em estufa a 103°C por 48 horas ou até que a massa fosse
constante (m,). A capacidade de retencao de agua foi calculada segundo a equacao 4, pela

média de trés repeticoes.

m; —m,
CR=———-x%x100
m; (eq. 4)

onde : CR é a capacidade de retencdo do solo (em %), m; é a massa do solo Umido (em g) e

m, é a massa do solo depois da passagem em estufa.

A partir de CR, podemos determinar a quantidade de agua necessaria para que o solo

utilizado no ensaio seja mantido a uma umidade de 95%, segundo a equacgao 5:

95X CR _ o

. . _ 100
Quantidade de agua = 100 ¥ TH x 100 (eq. 5)
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onde : CR é a capacidade de retencdo de dgua (em %) e TH o teor de umidade (em %).

V.1.4 Exposi¢do dos blocos tratados

Dez recipientes de solo foram preparados para receber 552 blocos de madeira
tratados. Em cada um desses recipientes (volume 15 litros) foi introduzido 5 kg de areia
branca e 12 kg de solo peneirado. Em seguida, foram adicionados 2 litros de agua para

manter a umidade do solo em 95%, ideal para favorecer a degradacao da madeira.

Em cada recipiente, os lotes de teste A; + By, Ay + By, ..., Ajg + Big e 0s blocos
utilizados como controle negativo do teste Ajg e B1g foram depositados nos recipientes A, e
Bn (Esquema 1). Os blocos de madeira foram colocados na terra, deixando dois centimetros
de distancia entre eles. Todos os recipientes foram mantidos em uma sala de ensaios
(25%5°C, 65%5% de umidade relativa do ar) durante 6 semanas. No final do periodo de
exposicao, os blocos foram coletados e cuidadosamente limpos para a remo¢do do solo
residual e de fungos presentes na superficie. A degradacdo foi avaliada medindo-se a perda

de dureza de cada bloco.

Lote A, Lote B,
T1 I | | | | | | | | | 11 | | | | | | | | | |\
T2 I | | | | | | | | | |11 | | | | | | | | | |
T3 I N D D D (N DN D D e e
T4 ! | | | | | | | | | | m | | | | | | | | | | |
T5 N [ O O .
Testemunhas L1 L1 C 11 L1 1 1 ]
NE 1/

Esquema 1 — Resumo esquematico da organiza¢ao dos blocos sobre solo com os lotes A, e B, impregnados

com um mesmo extrato.
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V.1. 5 Medida de dureza dos blocos

A dureza das amostras foi medida utilizando-se um durémetro (Hardmatic HH-300 ©,
Mitotoyo, Japdo). O indentor tem uma ponta esférica de 0,79 + 0,01 mm de diametro. A
dureza foi mensurada pela indentagcdo dos blocos em quatro pontos sobre a superficie
exposta ao solo (figura 64).

Forga aplicada

Superficie transversal do bloco

Figura 64 — Zonas de indentagdo para a medida da dureza.

A dureza inicial foi medida apds a impregnacdo e estabilizacdo dos blocos tratados
em sala climatizada (25°C, umidade relativa do ar 70%). A umidade do solo foi mantida em
95% e, durante o periodo da exposi¢do, os blocos de madeira foram saturados com agua, o
gue altera a dureza intrinseca dos blocos. Para avaliar o impacto da umidade sobre a dureza
dos dois blocos de cada lote de amostragem, estes foram testados, com o objetivo de
calcular a perda de dureza devido ao aumento da umidade nas fibras da madeira. Para essas
testemunhas de umidade, os dois blocos de cada lote foram expostos a um papel embebido
de agua, mantidos a 8°C. Apds 7 dias, a dureza foi medida e o fator de correcdo (k) foi

calculado segundo a equacao 6.

(eq. 6)

onde : k é o factor de correcdo da dureza, Dpsr € a dureza dos blocos tratados apds sete dias
de exposi¢do a agua (PSF = ponto de saturagdo das fibras) e D, a dureza inicial (pds-

tratamento e equilibrio).

A dureza de todos os blocos tratados e ndo tratados foi medida em dois momentos :
apos a impregnacao e estabilizacdo (Tp) e apds seis semanas de exposicdo ao solo (Tg). O
calculo de perda de dureza (PD, em %) permite a comparagao entre a dureza final dos blocos
expostos a dureza inicial corrigida, segundo a equacgdo 7
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_ (kxD;—Dp)

PD kXD,

X 100 (eq.7)

onde : PD é a perda de dureza (em %), k é o fator correcdo da dureza, D; é a dureza inicial

(antes da exposicao) e Dr dureza final (apds a exposicao).

A perda de dureza dos blocos de V. surinamensis e S. morototoni é apresentada na

tabela 29.
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Tabela 29 — Média das perdas de dureza e desvios padrao correspondentes, para os blocos de V.

surinamensis (lotes A, a A,o) e S. morototoni (lotes B, a By).

V. surinamensis (lotes An)

S. morototoni (lotes Bn)

Perda de Perda de
Tratamento dureza Desvio padrdao |dureza Desvio padrao
A. surinamensis 8,15% 6,38% 5,82% 4,01%
19,58% 5,44% 4,99% 4,25%
21,68% 10,29% 10,18% 5,16%
15,71% 5,80% 15,09% 5,72%
15,54% 4,46% 17,44% 12,75%
B. guianensis -1,02% 1,88% 4,40% 6,41%
5,84% 3,51% 4,36% 3,52%
7,32% 5,77% 4,53% 4,99%
15,24% 9,76% 10,26% 8,78%
14,60% 10,94% 11,97% 5,29%
M. huberi -1,06% 3,50% 17,83% 5,91%
17,07% 5,92% 25,58% 4,96%
19,62% 7,90% 23,08% 9,31%
15,55% 4,48% 14,16% 3,94%
19,41% 3,39% 23,19% 7,27%
Q. rosea 1,27% 2,74% 6,46% 2,31%
3,49% 4,33% 4,70% 2,22%
5,08% 5,50% 12,46% 3,43%
11,39% 7,41% 16,90% 4,17%
22,78% 6,91% 27,54% 8,36%
T. serratifolia -1,39% 3,23% 3,70% 4,97%
7,62% 6,80% 2,86% 3,80%
10,76% 7,28% 9,93% 7,74%
14,48% 7,39% 21,34% 6,23%
14,78% 5,93% 17,67% 5,92%
V. americana -1,05% 2,01% 5,42% 3,01%
8,38% 6,65% 4,49% 4,63%
16,49% 8,34% 12,82% 9,14%
20,80% 8,25% 18,72% 5,79%
11,85% 4,54% 18,26% 8,80%
S. rubra 8,20% 3,46% 2,34% 4,94%
17,85% 4,80% 8,30% 4,98%
23,59% 5,14% 10,40% 8,97%
29,41% 4,77% 25,54% 3,40%
24,90% 8,18% 36,16% 6,43%
clorotalonila 17,96% 6,48% -2,03% 2,02%
15,50% 9,67% 14,76% 10,20%
-0,45% 3,39% 14,95% 6,47%
tebuconazol 9,31% 7,21% 2,35% 4,20%
0,98% 3,68% 7,74% 6,75%
1,37% 2,59% 7,31% 5,73%
controles negativos  25,39% 3,64% 23,07% 7,00%




V.2 Transferéncia da atividade fungicida, ensaio de eficdcia de

produtos de preservacao

Este estudo foi realizado a partir de uma adapta¢do da norma EN 113 (Preservantes
de madeira — Método de ensaio para determinacdo da eficicia de protecdo frente a
basidiomicetos — Determinacdo do limiar de eficacia) (Afnor, 1996a). O tamanho dos blocos
de madeira foi modificado e a duragao do teste foi reduzida a oito semanas, em relagao ao
método descrito na norma. O principio desse teste constitui-se em expor os blocos de
madeira ao ataque por basidiomicetos em meio agar. A degradacdo das amostras é avaliada
pelo percentual de perda de massa, o que nos permite determinar o intervalo de eficacia de

cada extrato utilizado.

V.2.1 Preparacéo dos blocos e amostragem

O teste foi realizado em blocos cortados a partir do alburno de pinheiro (Pinus
sylvestris) e de faia-europeia (Fagus sylvatica). Os blocos foram cortados nas seguintes
dimensdes: 30 (¥5) mm x 10 (#5) mm x 5 (¥0,5) mm (radial x tangencial x longitudinal). As
amostras com defeitos, tais como a presenca de nds e resina, ou bloco n3do cortado no
sentido do fio da madeira ou com algum dano (rachaduras, descoloracdo, presenca de
vestigios de deterioracdo ou ataque de insetos) foram eliminadas. Os blocos selecionados
foram mantidos em sala climatizada (20+2 °C e 65+5% de umidade relativa do ar) até
atingirem peso constante. Apds a passagem em estufa a 103 °C durante 18 h, as amostras
foram pesadas para a determinacdo da umidade relativa de equilibrio, de acordo com a
equacao 8.

m;—m

F
HR = ——x 100
mprg (eq. 8)

onde: HR é a umidade relativa de equilibrio (em %), m; é a massa inicial em equilibrio (em g)

e mg a massa final (em g), apds secagem em estufa.
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A densidade média das amostras foi de 0,5 (+0,04) g.cm™ para o de pinheiro e 0,65

(+0,03) g.cm™ para a faia. O plano de amostragem esté descrito na pagina 104.

V.2.2 Impregnagdo de amostras: tratamento a vdcuo

Foram utilizados os extratos metandlicos de A. surinamensis, T. serratifolia e Q.
rosea. Foram visadas cinco taxas de retencdo para cada extrato utilizado: 60, 40, 20, 10 e 5
kg.m'3 para o pinheiro e 85,7 ; 57,14 ; 28,6 ; 14,29 e 7,1 kg.m'3 para a faia. As concentracées
das solugdes teste para a impregnacao foram determinadas a partir das capacidades de
retencdo de metanol puro pelo alburno do pinheiro e pela madeira de faia, sendo 551 e 537
kg.m'3 respectivamente. Para a obtencgdo das taxas de retenc¢ao citadas acima, as solugdes de
extrato foram preparadas nas concentra¢ées: 0,91; 1,81 ; 3,63; 7,26 e 10,89% em massa,
para o tratamento do pinho e 1,3; 2,66 ; 5,32 ; 10,64 e 15,96% em massa para o tratamento

da faia.

Para comparar o nivel de eficacia demonstrada pelos extratos em relacdo a outro
fungicida comercial, foram tratados lotes de blocos (C4 e D4) com um produto denominado
referéncia, composto de uma mistura de propiconazol de 9,34 g.I'* e tebuconazol 3 g.I" em
solucdo aquosa. Foi testada a taxa de retencdo de 12,6 kg.m™ para o pinheiro e 6,32 kg.m

para a faia.

Para determinar a taxa de retengdo de cada bloco, o tratamento foi realizado em
estado anidro. Os blocos foram previamente pesados e secos em estufa a 103°C para a

medida da massa seca.

O método de impregnacao das amostras foi realizado de acordo com a norma EN 113
(Afnor, 1996a). Para cada extrato, cada concentracdo testada é considerada um tratamento
independente. A impregnacao é feita em ordem crescente de concentracdes. Para cada
tratamento, as amostras dos lotes de C; a C4 e de D; a D4 foram tratadas de acordo com as

etapas:
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e Uma camada de pérolas de vidro foi colocada no fundo de um recipiente de
tratamento;

e 0s blocos foram colocados sobre a camada de pérolas de vidro;

e 0s blocos foram lastrados com um peso,

e 0 recipiente, contendo os blocos a serem impregnados, foi colocado sob a
camara de vacuo;

e 0 recipiente, contendo a solugdo de tratamento, foi colocado préximo a
campanula, mergulhando-se o tubo de saida da cdmara de vacuo (figura 65) ;

e 0 vacuo foi mantido a 7 mBar durante 10 min na cdmara. Em seguida, 100 ml de
solucdo de extrato foram introduzidos. O volume foi definido em fun¢cdo do volume dos
blocos a serem recobertos pela solugdo de tratamento ;

e uma vez que o vacuo foi interrompido e a solugao de extrato foi introduzida no
recipiente de tratamento, os blocos foram deixados em contato com a solucdo de
tratamento por 2 horas;

e apds esse periodo, os blocos foram levemente secos com papel toalha para

retirar o produto em excesso e pesados.

Torneira de controle do vacuo/entrada do
produto

Entrada do produto

Local de posicionamento do recipiente de
tratamento

Figura 65 — Campanula utilizada para a impregnagdo dos extratos sobre os blocos de P. sylvestris e F.

sylvatica.
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A absorgdo (equagdo 9) e retengdo (equagdo 10), os extratos foram calculados como

segue:

A=m; — m, (eq.9)

onde: A é a absorc¢do do extrato (em g), m; é a massa molhada apds a impregnacdo do bloco
(modelo exemplar + solucdo de extrato, em g) e mg é o peso inicial do bloco em estado

anidro (em g).

A X C°
R = 7 x 103 (eq. 10)

onde : R é a taxa de retencdo do extrato por unidade de volume de madeira (em kg.m™), C° é

a concentrag3o do extrato (em% m/m) e V o volume do bloco tratado (em cm?).

As taxas de retencdo obtidas para os lotes de C; a C3 (pinheiro) e de D; a D3 (blocos

de faia) sdo apresentadas nas tabelas 30 e 31.

Tabela 30 —Reteng¢6es médias (kg.m'3) e desvios padrao obtidos para os lotes C, a C; de P. sylvestris.

Lote de blocos  T1 (60 kg.m™) T2 (40 kg.m™) T3 (20 kg.m™) T4 (10 kg.m™) T5 (5 kg.m")

G 63+1,2 42,2+0,4 20,6+0,4 10,3%0,1 5,14#0,1
G, 64,2 +1,0 41,2+0,9 18,9+0,3 10,4+0,1 5,1+0,1
Cs 58+2,2 41,3£1,6 20,4+0,6 10,2+0,1 4,8+0,2

Tabela 31 — Retengdes médias (kg.m‘3) e desvios padrao obtidos para os lotes D, a D3 de F. sylvatica.

Lote de blocos T1 (86 kg.m>) T2 (57 kg.m>) T3 (29 kg.m™) T4 (14 kg.m™) T5 (7 kg.m")

D, 71,3%2,7 47,711 23,9+0,5 12,4+0,2 6,210,2
D, 70,9 +1,8 47,2+1,4 22,3+1,0 12,1+0,4 6,1+0,4
Ds 70,7+2,1 46,6+0,9 22,7+0,7 11,4+0,4 6,110,1

As amostras tratadas passaram por secagem em sala climatizada (204+2°C e 65+5% de
umidade relativa do ar) durante duas semanas (Figura 66). Para a determinacdo da massa
seca das amostras tratadas antes do teste, quatro blocos tratados por lote e por taxa de

retencao, foram secos em estufa a 103°C por 18 horas. A partir da determinacao do teor de

181



umidade de equilibrio de acordo com a equacao 8, foi possivel calcular a massa tedrica

anidra de todos os blocos (equagdo 11)

m;

M =1+ HR)

(eq. 112)

onde : mr é a massa seca tedrica (em g), m; é a massa inicial a 12% de umidade da madeira

(em g) e HR a umidade relativa de equilibrio dos blocos, calculada apds secagem em estufa.

Blocos durante secagem

L R REVTY
ETIYY

Grade de secagem

Figura 66 — Blocos de P. sylvestris impregnados com o extrato de Q. rosea durante a secagem em sala

climatizada.

V.2.3 Fungos utilizados para a exposi¢do dos blocos tratados
Trametes versicolor (Linnaeus) Quélet (CYB 863-A) é um fungo formador de podridao
fibrosa em madeiras. E universalmente usado como espécie indicadora devido sua atividade

lignivora e importancia da sua distribuicdo geografica.
Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill € um fungo formador de podriddo parda muito
associado com as florestas de caducifélias e coniferas de clima temperado. Esse fungo

despolimeriza a celulose e hemicelulose, deixando um rastro de lignina sob forma oxidada.

V.2.4 Degradacao fiingica e avaliagdo de perda de massa
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Apds duas semanas de secagem em sala climatizada, todos os lotes de amostras

foram esterilizados por radiagdo gama.

O meio de cultura agar/malte foi preparado como descrito anteriormente em um
frasco "Kolle" e, em seguida, foi inoculado com os fungos. Todas as etapas foram realizadas
em condi¢Ges estéreis para se evitar contaminagdo. Assim, quando o micélio se desenvolveu
sobre toda a superficie do meio, foram colocados dois a dois, dez blocos tratados dos lotes
de C; a Cs e de D; a Ds, na presenca de dois blocos ndo tratados dos lotes Cg ou Dg. Os blocos

nao tratados permitem garantir a viruléncia do fungo nos frascos teste (figura 67).

Blocos ndo tratados (lote Cg)

Micélio do fungo G. trabeum

Blocos tratados (lote C, T4)

Figura 67 — Frasco de cultura de G. trabeum contendo blocos teste (dois tratados e dois ndo tratados).

Os dez blocos restantes aos lotes de C; a Cs e de D; a Ds foram postos em frascos nao
inoculados para a determinacdo do coeficiente de correcdo de perda de massa decorrente
de outras causas, além da degradacao fungica (por exemplo, a difusdo dos extratos no meio

de cultura).

Os frascos foram armazenados em uma sala climatizada (22°C, 70% de umidade
relativa do ar) no laboratério de Montpellier (CIRAD UR 40) durante um periodo de oito

semanas.

Ao final do periodo de incubagdo, os blocos foram recuperados e o micélio residual

foi retirado cuidadosamente. Em seguida, os blocos foram pesados, secados em estufa
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(103°C) e pesados novamente. Foram obtidas assim as massas Umida e seca dos blocos apds

o contato com os fungos lignivoros.

A perda de massa devido a degradacdo foi calculada utilizando-se a equagdo 12

mr — Mg
PM = ———
- (eq. 12)

onde : PM é a perda de massa (em %), mr é a massa seca tedrica inicial (em g) e mg a massa

anidra final (em g).

Os valores de perda de massa foram corrigidos pelos fatores de corre¢ao, de acordo

com a equacgao 13

PMy = PM — PM_ (eq. 13)

onde: PMg é a perda de massa real (devido apenas a degradacdo, em g), PM é a perda de
massa das amostras incubadas (em g) e PMc é a perda de massa dos blocos preparados para
o cdlculo de fator de corre¢do (em g) incubados nos frascos preparados com o meio de

cultura ndo inoculado.

A partir da perda de massa corrigida (PMc), o indice de degradacdo de cada

tratamento foi calculado segundo a equacao 14

ID = (PMC) 100 14
= PMT' (eq. 14)

onde : ID é o indice de degradacdo (em %) e PM; é perda de massa média dos blocos ndo

tratados utilizados como testemunhas nos frascos dos blocos tratados (em g).

Os indices de degradacdo obtidos apds a exposicao dos blocos de pinheiro e faia
frente a degradacdo fungica, respectivamente, por G. trabeum e T. versicolor sao
apresentados na tabela 32.
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Tabela 32 - indice de degradagdo e desvios-padrio correspondentes aos blocos de P. sylvestris (lotes C,a Cg)

e F. sylvatica (lotes D, a Dg).

P. sylvestris (G. trabeum) F. sylvatica (T. versicolor)
Indice de Desvio Indice de Desvio
Extratos Lotes degradacdo padrao Lotes degradacdo padrao
A. surinamensis CTl 18% 12% D1T1 3% 3%
C, T2 32% 22% D1T2 4% 3%
C, T3 113% 20% D1T3 24% 20%
C, T4 67% 40% D1T4 17% 21%
C,T5 87% 30% D1T5 140% 30%
Q. rosea CTl 12% 1% D2T1 2% 1%
C,T2 9% 4% D2 T2 11% 8%
C,T3 6% 1% D2 T3 62% 35%
C,T4 12% 3% D2 T4 87% 35%
C,T5 72% 41% D2 T5 63% 33%
T. serratifolia CGTl 9% 9% D3T1 7% 1%
CGT2 11% 8% D3 T2 10% 5%
CT3 25% 24% D3T3 22% 19%
CGT4 9% 2% D3 T4 34% 28%
CsT5 8% 2% D3 T5 41% 27%
Antifungico Cs 52% 30% D4 9% 3%
Controle solvente C, 7% 1% D5 124% 21%
Testemunha Cs 91% 63% D6 104% 26%

V.3 Andlise estatistica

Os resultados obtidos para cada extrato em cada taxa de retencdo nos dois ensaios
(ensaio de solo e exposicdo a fungos lignivoros) foram analisados separadamente. Cada taxa
de retencdo de cada extrato foi considerada como um tratamento independente. Os valores
de perda de dureza, perda de massa e indice de degradacdo aberrantes ndo foram
considerados. Todos os valores foram comparados pelo teste One way ANOVA e o intervalo
de confianca foi de 0,05. Todas as séries de medidas (relativas a um tratamento) foram
comparadas entre si e com outros através de um teste de Tukey e Dunn bilateral. Os niveis
de significancia foram corrigidos por Bonferroni. Para as analises foi utilizado o software

XLSTAT® ; os graficos foram feitos com o software GraphPad Prism®.
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VI Transferéncia de resisténcia a degradagdo por térmitas

VI.1 Impregnacao e resisténcia induzida ao ataque de cupins

O método utilizado é uma versdao modificada proposta por Barbosa et al. (2007).

VI.1.1 Cupins
Para realizar estes testes, foi utilizada a col6nia de Nasutitermes macrocephalus,

anteriormente descrita na pagina 167 (Atividade termiticida) .

VI.1.2 Preparagdo dos blocos

Foram utilizados blocos de alburno de Virola surinamensis, e de madeira de S. rubra e
G. glabra. Os blocos foram cortados nas dimensdes: 20 x 20 x 5 mm (radial x tangencial x
longitudinal), tal como descrito na pagina 170 (Preparacao dos blocos de madeira). Os blocos
também foram estabilizados a uma umidade de 12% antes do inicio dos testes (20°C+2 e

6515% de umidade relativa do ar). O plano de amostragem é descrito na pdagina 121.

V1.1.3 Impregnagdo dos blocos

Os extratos acetato de etila de S. rubra e metandlico de G. glabra foram dissolvidos
em acetona (grau analitico) para a obtencdo de 2 ml de solucdo nas concentracdes de 7,5 ; 5
e 3,5 mg.ml™. Os blocos dos lotes E; e E, foram impregnados visando-se as taxas de retencdo

de7,5 5e3,5 kg.m'3.

Da mesma forma como descrito para a impregnagao dos blocos de V. surinamensis e
S. morototoni (pagina 170, Impregnacdo de superficie), dez fracbes de 200 ul de cada
solugdo teste foram depositadas sobre as faces transversais dos blocos, com um intervalo de
30 minutos entre duas aplicacdes. Apds o tratamento, os lotes de blocos tratados foram
secos e estabilizados em sala climatizada (25+£3°C, 65£5% de umidade relativa do ar) durante
7 dias. Em seguida, a taxa de retencao final foi calculada como a quantidade de produto

retido por unidade de volume, segundo a equacdo 2 (pdgina 171), apds secagem.
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Para calcular a massa tedrica anidra dos blocos tratados, dois blocos dos lotes E; e E;
foram pesados, secados em estufa (103°C) durante 18 horas e pesados novamente. O
calculo do teor de umidade de equilibrio dos blocos tratados foi realizado de acordo com a
equacdo 8 (pagina 178) e o calculo da massa tedrica anidra dos blocos tratados foi feito
segundo a equacdo 11 (pagina 182). Os resultados estdo detalhados na tabela 10 (Capitulo 4,

pagina 118).

VI.1.4 Perda de massa dos blocos

Todos os blocos tratados e ndo tratados apds secagem e estabilizacdo foram
dispostos em quadrado latino sobre um suporte de metal e expostos a um ataque direto
sobre a col6nia de N. macrocephalus. Considerou-se To o0 momento onde foi detectada a
presenca de tuneis em torno dos blocos expostos. A partir de Ty, os blocos permaneceram
em contato com os cupins durante 15 dias. No final do teste, todos os blocos foram
recuperados, limpos para a remoc¢ao de impurezas residuais e, em seguida, foram secos em
estufa até atingirem massa constante. O nivel de degradagdo das amostras foi avaliado a
partir da perda de massa medido segundoa equacdo 12 (pagina 184). Os valores de perda de

massa sdo mostrados na figura 51, pagina 120.
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V1.2 Eficdcia termiticida em tratamento de superficie

VI1.2.1 Cupins

Os cupins utilizados neste experimento sdo criados em laboratério (CIRAD UR 40 —
Montpellier), em sala climatizada a 27£1°C e umidade relativa do ar acima de 75%. A espécie

utilizada é Reticulitermes flavipes, recuperada da ilha de Oleron, na Franca.

VI.2.2 Preparagado dos blocos

Os tratamentos foram aplicados sobre a superficie dos blocos de alburno de Pinus
sylvestris de dimensdo 50 (0,5 mm) x 50 (0,5 mm) x 10 (0,5 mm). Os blocos foram
estabilizados em sala climatizada até atingirem peso constante (20+2°C e umidade relativa

do ar de 65+5%).

Os blocos com tracos de resina foram eliminados da amostragem. Apenas a maior
superficie de um dos lados de cada bloco foi sujeita a tratamento (25 cm?) ; as quatro faces

laterais (figura 68) foram seladas com parafina para se evitar a impregnacao das fibras.

Superficie tratada

Cernes do bloco $ 10

50
Superficie selada

50

Figura 68 — Dimensdes dos blocos de P. sylvestris utilizados no teste de tratamento de superficie.

VI.2.3 Tratamento dos blocos teste/preparagdo dos dispositivos

O extrato acetato de etila de S. rubra foi dissolvido em acetona, para a preparacao de
solugcdes em quatro concentragdes diferentes: 35, 30, 15 e 7,25% m/m, correspondendo as
taxas de tratamento de superficie de 55,9 ;47,9;23;9e 11,6 g.m'2 para 0,4 g de solugcdo de

extrato depositado em cada bloco.

Uma das faces de 25 cm?” dos blocos foi recorberta com uma camada da solugio de

tratamento (figura 68). Em seguida, os blocos tratados foram secos em sala climatizada
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(20£2°C, umidade relativa do ar de 65+5%) durante 48 horas, e postos em contato com os

cupins.

Metade dos lotes teste Fs e Fg (tratados com o extrato de S. rubra nas concentragoes
de 47,9 e 11,6 g.m™ de superficie) foi submetida a um ensaio de lixiviacdo, de acordo com o
método descrito na NF EN 84 (Afnor, 1997): os lotes foram mantidos em sala de secagem
durante 30 dias (204£2°C, umidade relativa do ar 65+5%) e, em seguida, introduzidos em um
recipiente de dgua destilada (5 partes de dgua para um volume de madeira) e submetidos a
um vacuo de 4 kPa durante 20 min (figura 69). Apds duas horas de imersdo, a agua foi
renovada pela primeira vez e, em seguida, regularmente durante 14 dias (a agua foi trocada
nove vezes). No final desse periodo, os blocos foram drenados e secos durante duas
semanas em sala climatizada (20£2°C, 65+5% de umidade relativa do ar) para, em seguida,

serem colocados na presenca dos cupins.

Bloco tratado imerso
Agua destilada

Figura 69 — Prova de lavagem dos blocos tratados com extrato acetato de etila de madeira de S. rubra.

Os dispositivos foram montados com os blocos tratados secos. Cada dispositivo
incluia um tubo de vidro (diametro interno de 25 mm e altura de 110 mm) colado ao centro
do bloco, com colofane (figura 70). Para garantir que a superficie tratada ndo fosse colocada
diretamente em contato com os cupins, um espacador (um disco de 1 mm de espessura) do
alburno de pinheiro foi introduzido dentro do tubo. Neste, acrescentamos 2/3 de areia
umida (uma parte de dgua e quatro partes de areia). Em cada dispositivo, foram introduzidos

250 operarios, cinco soldados e cinco ninfas.
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—/—4_Cilindro de vidro
Areiaimida ——
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Cupins
Tunnel >
Superficie tratada
LS
Colofane Superficie selada

Figura 70 — Dispositivo teste segundo a norma NF EN 118.

V1.2.4 Avaliagdo da degradagdo dos blocos
Os dispositivos teste foram mantidos em camara climatizada a 27°C e 70% de
umidade relativa, durante 8 semanas. Durante esse periodo, para se evitar a desidratacdo

dos insetos, a areia foi re-umedecida com agua ionizada quando necessario.

Informagdes relativas a perfuragdo de tuneis na areia em regides visiveis do cilindro,
construcdo de chaminés, movimentacdo dos insetos, evasdo, entre outras, foram registradas

durante todo o periodo de teste.

No final do periodo experimental, os tubos de vidro foram descolados do bloco, os
cupins sobreviventes foram contados e o nivel de ataque dos blocos foi avaliado visualmente
utilizando-se uma grade de cotacdes de ataque (Tabela 33). O teste foi validado quando
todos os blocos ndo tratados (lotes F¢ e F;) obtiveram cotacdo de ataque nivel 4 e, pelo

menos, 50% dos cupins introduzidos nesses dispositivos continuaram vivos.
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Tabela 33 — Avaliagao do nivel de ataque dos blocos de P. sylvestre expostos ao ataque por Reticulitermes

flavipes (Fonte: NF EN 118, 2005).

Cotacdo Nivel de ataque Caracteristicas do ataque

0 Nenhum ataque

a: erosdo superficial de profundidade ndo mensurdvel sobre uma zona ndo
Tentativa de delimitada do bloco; ou

1
ataque b: ataque de até 0,5 mm de profundidade, limitado a uma ou mais zonas, cuja
superficie total ndo ultrapasse 30 mmz; ou uma combina¢do de a e b.
a: erosdo de 1 mm de profundidade, limitado a 1/10 da superficie do bloco; ou
2 Ataque leve

b: perfuracgdo Unica de profundidade inferior a 3 mm; ou uma combinacdo de a e b.

a: erosdo inferior a 1 mm de profundidade sobre mais de 1/10 do bloco; ou
3 Ataque médio  b: erosdo de 1 a 3 mm sobre no maximo 1/10 da superficie do bloco; ou
c: perfuragdo isolada superior a 3 mm; ou combinacgdo de a, b ou c.

a: erosdo de 1 a 3 mm sobre uma superficie superior a 1/10 do bloco; ou
4 Ataque forte b: perfuracdo penetrante superior a 3 mm que se espalha sobre a superficie do
bloco; ou combinacdo de a e b.

V1.3 Analises estatisticas

Todos os resultados foram comparados por teste de analise de variancia um fator,
com intervalo de confianca de 0,05, para demonstrar o efeito da perda de massa observada
nos blocos de V. surinamensis tratados (lotes E; a Es). Cada conjunto de medidas relativas a
um tratamento foi comparado ao grupo controle pelo teste de Tukey. O estado do ataque
dos blocos de P. sylvestris foi avaliado por meio de analise de variancia ndo paramétrica

(Kruskal-Wallis). Foi utilizado o software XLSTAT® para todas as andlises.

VII Fracionamento biomonitorado

VII.1 Extrato acetato de etila de Sextonia rubra

O extrato acetato de etila de S. rubra (14 g) foi fracionado em coluna aberta de silica
(@ 6,3 cm). Foram utilizados como eluentes acetato de etila (1,5 I) e metanol (500 ml). A
fracdo eluida com acetato de etila foi evaporada e lavada com hexano. A parte insoltvel foi
recuperada por filtragdo e dissolvida em acetato de etila. Apds a evaporagdo, foram obtidas
trés fragGes: hexanica (8 g), acetato de etila (1,3 g) e metanol (320 mg). As fracbes foram
testadas em cepas de P. sanguineus e M. canis LMGO 22 pelo método de perfuragdao em

agar. A atividade foi retida na fracdo acetato de etila, que foi fracionada novamente em
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coluna aberta de silica (@ 3,2 cm) com um gradiente de hexano / acetato de etila: 5:5 (200
ml), 4:6 (100 ml), 3:7 (100 ml), 2:8 (100 ml), 1:9 (300 ml), acetato de etila puro (300 ml) e
metanol puro (200 ml). Foram obtidas quinze fracdes de 100 ml. Estas foram agrupadas em
cinco diferentes grupos (1-5), de acordo com os perfis quimicos de cada uma, como mostra a

tabela 34.

Tabela 34 - FragOes obtidas a partir do extrato acetato de etila da madeira de S. rubra.

Fracbes  Fragoes
Eluente obtidas  agrupadas Massa
Hexano/AcOEt 1:1 1-2

Hexano/AcOEt 60% 3

1(1-5) 0,06g

Hexano/AcOEt 70% 4
Hexano/AcOEt 80% 5

6 I1(6) 0,1g
Hexano/AcOEt 90%

7-9 (7 -8) 1g
AcOEt 10-14  IV(9-14) 0,04g
MeOH 15 V (15) 01g

O espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) indicou que a fragdo Ill é composta de dois
compostos (1:1) de peso molecular e estrutura muito semelhantes. A analise RMN da

mistura identificou estes dois compostos como rubrenolideo (1) e rubrinolideo (2).

Estas duas substancias foram separadas pelo método descrito por Thijs &
Zwanenburg (2004). Para tal, 1 g da mistura foi diluida em 20 ml de etanol. Em seguida,
foram adicionados 2,97 g de nitrato de prata (AgNOs) diluido a uma concentracdo de 5% em
etanol (foram utilizados cerca de 5 equivalentes de AgNOs para essa reac¢do). Foi observada
a formacdo de um precipitado branco na solucdo. Apds 4 horas, o precipitado foi recuperado
por filtracdo, a fracdo liquida foi evaporada e o residuo sélido foi tomado em éter etilico. A
fracdo organica foi recuperada por filtracdo, secada com sulfato de magnésio (MgSQ,) e
evaporada. O produto obtido foi identificado como o rubrenolideo (1, 558 mg, 4%). O
precipitado foi dissolvido em éter e descomplexado na presenca de 2,5 ml de cianeto de
sédio (NaCN) 10% em solucdo aquosa (2 horas). A solucdo foi extraida com éter etilico, a
fracdo organica foi recuperada, secada com MgSO,; e evaporada. O produto obtido foi

identificado como o rubrinolideo (2, 340 mg, 2,4%).
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Rubrenolideo (1):

[a]p>*® = +35 (c 0,23 ; CHCls) ; RMN *H (CDCl3) § 1.22-1.77 (m, 13H, H-5 & H-11), 1,55
(1H, H-3a),1,58 (2H, H-5), 1,59 (1H, H-1'a), 1.96 (ddd, 1H, J = 14.3, 9.9 e 6.0 Hz, H-1'b), 2.02
(q largo, 2H, J = 7.1 Hz, H-12), 2.53 (ddd, 1H, J = 12.4, 8.5 e 6.0 Hz, H-3b), 2.91 (dtd, 1H, J =
12.4, 8.2 e 6.4 Hz, H-2), 3.47 (dd, 1H, J = 11.2 e 6.6 Hz, H-3'a), 3.61 (dd, 1H, J = 11.2 e 3.4 Hz,
H-3'b), 3.74 (m, 1H, H-2’), 4.40 (ddt, 1H, J = 10.8, 7.2 e 5.5 Hz, H-4), 4.92 (ddt, 1H, J= 10 .2,
2.0 e 1.2 Hz, H-14a), 4.98 (dq, 1H, J = 17.2 e 2.0 Hz, H-14b), 5.98 (ddt, 1H, J = 16.9, 10.2 € 6.7
Hz, H-13). RMN *3C (CDCl5) 6 25.2-35.8 (C-5 a C-12) 33.7 (C-1"), 35.5 (C-3), 39.0 (C-2), 66.7 (C-
3’), 70.4 (C-2’), 79.9 (C-4), 114.1 (C-14), 139.1 (C-13), 180.4 (C-1).

Rubrinolideo (2):

[a]o®*® = +29 (c 0,2 ; CHCl3) ; RMN *H (CDCl5) & 1.22-1.65 (m, 17H, H-5 & H-11), 1,55
(H-1a), 1.76 (m, 1H), 1.93 (t, 1H, J = 2.6 Hz, H-14), 1.95 (ddd, 1H, J = 14.5, 9.8, 7.1 Hz H-
1'b),2.20 (td, 2H, J = 7.1, 7.0, 2.65 Hz, H-12), 2.52 (ddd, 1H, J = 12.4, 8.5, 5.3 Hz, H-3b), 2.91
(tdd, 1H, J = 12.4, 8.4, 6.9 Hz, H-2), 3.47 (dd, 1H, J = 11.0, 6.5 Hz, H-3'a), 3.65 (dd, 1H, J =
11.0, 3.6 Hz, H-3’b), 3.80 (ddt, 1H, J = 9.6, 6.4, 3.2 Hz, H-2’), 4.42 (ddt, 1H, J = 10.7, 7.4, 5.4
Hz, H-4). RMN *C (CDCl;) & 18.3-35.8 (C-5 a C-12) 33.7 (C-1’),35.5 (C-3), 39.0 (C-2), 66.7 (C-
3’), 68.1 (C-14), 70.4 (C-2’), 79.9 (C-4), 84.6 (C-13), 180.4 (C-1).
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Ambos os compostos foram testados em fungos filamentosos dermatéfitos e
leveduras pelo método de microdiluicdo (pagina 166). Estas moléculas foram também
testadas em N. macrocephalus pelo teste ndo-escolha sobre papel (pagina 168) e a eficacia
protetora contra a degradacao de blocos de P. sylvestris foi estimada utilizando-se o método

descrito na pagina 186.

VIIL.1 Extrato acetato de etila de Andira surinamensis

O extrato acetato de etila da madeira de A. surinamensis (2,1 g) foi fracionado em
coluna aberta de silica (@ 3,2 cm). Foram utilizados como eluentes, o diclorometano (240
ml), um gradiente diclorometano / acetato de etila: 9:1 (340 ml), 8:2, 7:3, 5:5, 2:8 (230 ml
cada), o acetato de etila puro (230 ml) e, finalmente, o metanol (230 ml). As fracdes
diclorometano e metanol foram coletadas em dois Erlenmeyer de 250 ml. As fracdes
intermediarias foram recuperadas em 215 tubos de ensaio, reunidos em 14 grupos (1 a 14)
de acordo com perfis de CCD. Todos os grupos foram testados sobre M. canis LMGO 02 e T.
rubrum LMGO 4218, pelo método de microdiluigdo (pagina 166) para determinar os valores

de CIM para essas cepas (Figura 75).

A fracdo 3 (75,7 mg) foi fracionada por CLAE semi-preparativa com agua / acetonitrila
60/40 em 22 minutos. Assim, foram recuperadas seis subfragdes (3-1 a VI), das quais foram
isolados e caracterizados trés compostos: sativano (3, 4 mg, 0,01%), maackiaina (4, 6,4 mg ,

0,017%) e medicarpina (5, 32 mg, 0,08%).
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Figura 71 — Perfis cromatograficos da fracdo 3 obtidos em CLAE semi-preparativa, coluna c*® em sistema
isocratico agua/acetonitrila (60/40) a 214 nm (A) e 254 nm (B). As setas vermelhas indicam os picos

correspondentes aos compostos 3, 4 e 5.

As fracBes 4 e 5 foram agrupadas (4%), com base nos espectros em RMN *H. A fracdo
4® (26,4 mg) foi fracionada em CLAE semi-preparativa utilizando-se como eluente
agua/acetonitrila 60/40 em 30 min. Treze sub-fracdes foram recuperadas (4B / I-Xlll), das

guais foi possivel isolar e caracterizar o composto biochanina A (6, 2 mg, 0,016%).
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Figura 72 — Perfis cromatograficos da fragdo 4° em CLAE semi-preparativa, coluna C'® em sistema isocratico
agua/acetonitrila (60/40), a 214 nm (A) e 254 nm (B) ; a seta vermelha indica os picos correspondentes ao

composto 6.
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Além disso, a subfracdo 4°/VI (14 mg) foi fracionada novamente em CLAE semi-
preparativa com agua / acetonitrila (68/32) como eluentes, em método isocratico durante
35 min. Trés sub-fracdes foram recuperadas (para 4%/VI/A a 4B/VI/C), das quais foram

isolados e caracterizados dois compostos: a dihidroformononetina (7, 0,6 mg, 0,0015%), e

bolusantina IV (8, 6,6 mg, 0,017%).
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Figura 73 - Perfis cromatograficos da fracao 4%/VI em CLAE semi-preparativa, coluna c® em sistema
isocratico agua/acetonitrila (68/32) a 214 nm (A) e 254 nm (B) ; as setas vermelhas indicam os picos

correspondentes aos compostos 7 e 8.

Finalmente, a fracdo 7 (29,1 mg) foi fracionada em CLAE preparativa com agua /
acetonitrila 70/30 em método isocrdtico durante 24 min. Treze sub-fragdes foram
recuperadas (7-1 a 13), a partir das quais uma substancia pode ser isolada e caracterizada : a

liquiritigenine (9, 1,2 mg, 0,003%).
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Figura 74 — Perfis cromatograficos da fracdo 7 em CLAE semi-preparativa, coluna C'* em sistema isocratico

agua/acetonitrila (70/30) a 290 nm ; a seta vermelha indica o pico correspondente ao composto 9.

Cinco destes sete compostos foram testados em fungos dermatofitos filamentosos e
leveduras patogénicas, por meio do método de microdiluicdo (pagina 166) para a

determinacdo dos valores de CIM (Figura 75). Os resultados sdo resumidos na tabela 22

(Capitulo 5, pagina 150).
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Extrato de A. surinamensis (2,1 g)

M.c. =125
T.r. =250

Ee

Fr.6
Fr.3 (75,5g) Fr. 4+5 (48) Fr. 7 (29,1 mg)
M.c. =125 M.c. = 250 M.c. = 62,5
Ir=125 T.r.=156 T.r.=62,5
48/V|
(14 mg)
Fr. 3-11l (4 mg) Fr.3-V (6,4 mg) Fr. 3-VI (32mg) 48/X111 (2 mg) Fr.7-2 (3 mg)
M.c.=> 16 M.c. =>16 M.c =16 M.c. =8 . .
Tr.=8 Tr.=8 Tr.=4 T.r.=0,25
9

48/V1/C (6,6 mg)

48/V1/B (2 mg) M.c. =16
> 4 5 6 Tr. 1
y J
7 8

Figura 75 — Representagdo esquematica dos fracionamentos submetidos ao extrato acetato de etila de Andira surinamensis. Os numeros indicam os compostos

identificados. Os valores de CIM foram expressos em pg.ml* e medidos em cepas de Microsporum canis (M.c.) LMGO 22 e Trichophyton rubrum (T.r.) LMGO 06.
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Anexo 1 - Espécies sul americanas para as quais a resisténcia natural aos fungos lignivoros, aos cupins ou as

brocas marinhas foi descrita.

TR = Tres résistant, R = Résistant et NR = Non résistant.

Espece Champignons Termites Crustacés Référence
Aldina heterophyllla NR/TR R de Jesus et al., 1998 ; Tropix Database
Alexa grandiflora R R Tropix Database
Amburana cearensis TR R Paes et al, 2004 ; Tropix Database
Anacardium excelsum NR NR Bultman & Southwell, 1976
Anacardium giganteum TR NR de Jesus et al., 1998
Anadenantera macrocarpa TR - Paes et al, 2004
Andira inermis NR NR Bultman & Southwell, 1976
Andira parviflora NR R de Jesus et al., 1998
Andira spp. TR Tropix Database
Apuleia leiocarpa R Tropix Database ; Carneiro et al., 2009
Araucaria angustifolia NR NR Tropix Database
Aspidosperma desmanthum R NR Alves et al., 2006 ; Borges et al., 2008
Aspidosperma megalocarpon NR NR Bultman & Southwell, 1976
Aspidosperma obscurinervium NR NR de Jesus et al., 1998
Aspidosperma pyrifolium TR TR Paes et al, 2004
Aspidosperma spp. TR NR Tropix Database
Astronium balansae TR R Tropix Database
Astronium gracile TR Carneiro et al., 2009
Astronium graveolens NR NR Bultman & Southwell, 1976
Astronium le-cointei NR Borges et al., 2008
Astronium sp. TR Alves et al., 2006
Avicennia marina NR NR Bultman & Southwell, 1976
Bagassa guianensis TR R Tropix Database ; Carneiro et al., 2009




Balfourodendron riedelianum

Bertholletia excelsa
Bombacopsis quinata
Bombacopsis sessilis
Bowdichia nitida
Brosimum acutifolium
Brosimum paranarioides
Brosimum rubescens
Brosimum sp

Brosimum utile
Buchenavia oxycarpa
Buchenavia sp.

Bursera simaruba
Byrsonima crassifolia
Callitris glauca
Calophyllum brasiliense
Carapa guianensis
Carapa slateri

Cariniana brasiliensis
Cariniana pyriformis
Caryocar brasiliense
Caryocar costaricense
Caryocar glabrum
Caryocar villosum

Cassia moschata
Cedrela fissilis

Cedrela mexicana
Cedrela odorata
Cedrelinga catenaeformis
Centrolobium orinocense

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
TR

NR
NR

NR
NR

NR
R/NR

TR

NR
R/NR

NR

TR
NR

NR
NR
TR
NR
NR
NR
TR
TR/NR
TR/NR
NR

TR/R
TR

NR

TR
NR
TR/NR
NR

Tropix Database
Tropix Database
Bultman & Southwell, 1976
Bultman & Southwell, 1976

Borges et al., 2008 ; Tropix Database

Carneiro et al., 2009
Carneiro et al., 2009

Tropix Database

Bultman & Southwell, 1976
Tropix Database

de Jesus et al., 1998

Tropix Database

Bultman & Southwell, 1976
Bultman & Southwell, 1976
Bultman & Southwell, 1976

Carter & Camargo, 1983 ; Tropix Database ; Bultman & Southwell, 1976
Carter & Camargo, 1983 ; Tropix Database

Bultman & Southwell, 1976
Tropix Database

Tropix Database ; Bultman & Southwell, 1976

Gongalves & Oliveira, 2006
Bultman & Southwell, 1976
Tropix Database

Borges et al., 2008 ; Carneiro et al., 2009

Bultman & Southwell, 1976
Gongalves & Oliveira, 2006
Bultman & Southwell, 1976

Carter & Camargo, 1983 ; Tropix Database ; Carneiro et al., 2009

Tropix Database
Bultman & Southwell, 1976
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Chamaecrista duartei NR Borges et al., 2008

Chlorophora tinctoria TR TR Bultman & Southwell, 1976

Chrysophyllum lucentifolium NR NR Tropix Database

Clarisia racemosa TR Carneiro et al., 2009

Colubrina gladulosa TR TR Bultman & Southwell, 1976

Copaifera aromatica R TR Bultman & Southwell, 1976

Copaifera multijuga TR Carter & Camargo, 1983

Cordia goeldiana NR R Tropix Database ; Carneiro et al., 2009

Cornus disciflora NR NR Bultman & Southwell, 1976

Couratari guianensis NR R de Jesus et al., 1998

Couratari sp. NR NR Tropix Database

Couroupita spp. NR NR Tropix Database

Croton sonderianus R R Paes et al., 2007

Dalbergia retusa TR TR Bultman & Southwell, 1976

Dialyanthera otoba NR NR Bultman & Southwell, 1976
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Dicorynia paraensis R R Bultman & Southwell, 1976

Dimorphandra polyandra R R Tropix Database

Dinizia excelsa TR TR NR de Jesus et al., 1998 ; Borges et al., 2008 ; Tropix Database
Diphysa robinioides TR TR Bultman & Southwell, 1976

Diplotropis purpurea NR/TR NR de Jesus et al., 1998 ; Carneiro et al., 2009

Diplotropis spp. TR Carter & Camargo, 1983

Dipteryx odorata TR TR NR de Jesus et al., 1998 ; Borges et al., 2008 ; Carneiro et al., 2009
Dipteryx polyphylla TR TR de Jesus et al., 1998

Dipteryx spp. TR R Tropix Database

Endlicheria formosa TR TR de Jesus et al., 1998

Enterolobium contortisiliquum NR NR Tropix Database

Enterolobium cyclocarpum NR NR Bultman & Southwell, 1976

Enterolobium schomburgkii TR TR TR de Jesus et al., 1998 ; Borges et al., 2008 ; Tropix Database
Eperua falcata TR R Tropix Database

Eperua sp. TR TR de Jesus et al., 1998

Erisma uncinatum R/NR NR Tropix Database ; Carneiro et al., 2009

Erythrina glauca NR NR Bultman & Southwell, 1976

Eschweilera decolarans R NR de Jesus et al., 1998

Eschweilera sagotiana TR TR de Jesus et al., 1998

Eschweilera sp. NR NR Bultman & Southwell, 1976

Euxylophora paraensis TR R Tropix Database

Genipa americana NR NR Bultman & Southwell, 1976

Gliricidia sepium TR TR Bultman & Southwell, 1976

Goupia glabra R TR R Gongalves & Oliveira, 2006 ; Borges et al., 2008 ; Tropix Database
Guajacum officinale TR TR Bultman & Southwell, 1976

Guarea longipetiola NR NR Bultman & Southwell, 1976

Hieronima alchorneoides NR NR Bultman & Southwell, 1976

Hippomane mancinella NR NR Bultman & Southwell, 1976

Holopyxidium sp. TR TR de Jesus et al., 1998

Hura crepitans NR NR Tropix Database ; Bultman & Southwell, 1976
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Hymenaea courbaril NR/R*/TR** R/TR* R de Jesus et al., 1998 ; Borges et al., 2008 ; Tropix Database ; Bultman & Southwell, 1976*
; Carneiro et al., 2009**

Hymenolobium petraeum NR Carneiro et al., 2009

Hymenolobium sericeum NR NR de Jesus et al., 1998

Inga alba NR NR Tropix Database

Jacaranda copaia NR R de Jesus et al., 1998 ; Tropix Database ; Carneiro et al., 2009

=X

Lafoensia punicifolia NR Bultman & Southwell, 1976

=X

Lecythis ampla R Bultman & Southwell, 1976

2
)

Lecythis poiteaui Borges et al., 2008

=2
=X

Leucaena leucocephala TR Paes et al., 2007

—
=

Licaria canela TR de Jesus et al., 1998

—
=

Licaria sp. TR de Jesus et al., 1998

=2
=X

Luehea seemannii NR Bultman & Southwell, 1976

Manilkara bidentata TR/R R/TR NR Borges et al., 2008 ; Tropix Database

Manilkara huberi NR/TR NR de Jesus et al., 1998 ; Carneiro et al., 2009

Marmaroxylon racemosum TR Alves et al., 2006
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—
X

Mezilaurus sp. TR de Jesus et al., 1998

=2
=

Micropholis spp. NR Tropix Database

—
X

Mimosa tenuiflora TR Paes et al., 2007

—
X

Mora excelsa TR Tropix Database

=2
=X

Moronobea coccinea TR Tropix Database

—
X

Myracroduon urundeuva TR Paes et al, 2004

—
X
—
=

Nectandra rubra TR de Jesus et al., 1998 ; Borges et al., 2008

=2
=

Nectandra whitei NR Bultman & Southwell, 1976

—
X

Ocotea cymbarum TR Carter & Camargo, 1983 ; de Jesus et al., 1998

=2
=

Ocotea fragantissima Borges et al., 2008

—
X

Ocotea rodiei TR Bultman & Southwell, 1976

=2
=

Paramachaerium gruberi NR Bultman & Southwell, 1976

=

Parinari montana NR de Jesus et al., 1998

Parkia nitida NR

—
X

de Jesus et al., 1998
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Pelliciera rhizophorae NR NR Bultman & Southwell, 1976

Peltogyne paniculata TR Alves et al., 2006

—
=
=2
=

Peltogyne sp. R Borges et al., 2008 ; Tropix Database

=2
=

Phoebe johnstonii NR Bultman & Southwell, 1976

=2
=

Pinus patula NR Tropix Database

—
X

Piptadenia suaveolens TR de Jesus et al., 1998

=

Pithecellobium racemosum NR de Jesus et al., 1998

Platonia insignis R R Tropix Database

Pouteria campechiana NR NR Bultman & Southwell, 1976

Pouteria pachycarpa NR Carneiro et al., 2009

Prosopis juliflora R R Paes et al, 2004

Protium tenuifolium TR TR de Jesus et al., 1998

Pseudotsuga menziesii NR NR Bultman & Southwell, 1976

Quercus robur NR Borges et al., 2008

Sacoglottis guianensis NR R TR de Jesus et al., 1998 ; Borges et al., 2008
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Schinopsis brasiliensis TR TR Paes et al, 2004

Sclerolobium sp. NR TR/NR de Jesus et al., 1998 ; Tropix Database

Senna siamea TR TR Paes et al, 2004

=

Shorea sp. Borges et al., 2008

Sterculia apetala NR NR Tropix Database ; Bultman & Southwell, 1976

Swartzia ingaefolia TR TR de Jesus et al., 1998

Swartzia panamensis R TR Bultman & Southwell, 1976

Sweetia panamensis NR NR Bultman & Southwell, 1976

Symphonia globulifera NR NR Tropix Database ; Bultman & Southwell, 1976

Tabebuia chrysantha R TR Bultman & Southwell, 1976

Tabebuia impetiginosa TR TR Paes et al, 2004

Tabebuia pentaphylla NR NR Bultman & Southwell, 1976

Tachigalia myrmecophylla TR Gongalves & Oliveira, 2006

Tectona grandis TR TR Paes et al., 2007

Terminalia cattapa NR NR Bultman & Southwell, 1976
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Ternstroemia seemannii NR NR Bultman & Southwell, 1976

Tetragastris panamensis NR NR Bultman & Southwell, 1976

Toona ciliata TR Gongalves & Oliveira, 2006

Trattinickia rhoifolia NR Carneiro et al., 2009

=

Vateirea guianensis R Tropix Database

Virola caducifolia NR Carneiro et al., 2009

Vitex floridula NR NR Bultman & Southwell, 1976

Vochysia guianensis TR NR de Jesus et al., 1998

Vochysia sp. NR NR Tropix Database

Zanthoxylum belizense NR NR Bultman & Southwell, 1976
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Anexo 2 - Espectros de RMN H do rubrenolideo (1) em CDCl;

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)

242



Anexo 3 - Espectro de RMN*3C do rubrenolideo (1) em CDCI;
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Anexo 4 - Espectro de RMN H do rubrinolideo (2) em CDCI;.
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Anexo 5 - Espectro de RMN 13C do rubrinolideo (2) em CDCl:.
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Anexo 6 - Espectro de RMN 'H da sativana (3) em CD30D.
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Anexo 7 - Espectros de HSQC da sativana (3) em CD30D
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Anexo 8 - Espectro de HMBC da sativana (3) em CD30D
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Anexo 9 - Espectro de RMN 'H da maackiaina (4)
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Anexo 10 - Espectro de HSQC e HMBC da maackiaina (4)
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Anexo 11 - Espectro de HMBC da maackiaina (4)
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Anexo12 - Espectro de RMN H da medicarpina (5) em CD30D
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Anexo 13 - Espectro HSQC da medicarpina (5) em CD30D
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Anexo 14 - Espectro HMBC da medicarpina (5) em CD30D
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Anexo 15 - Espectro de RMN H da biochanina A (6) em CD30D
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Anexo 16 - Espectro HSQC da biochanina A (6) em CD30D

J Il I [ A

— 50
e
— 100
— 150
| ppm (f1
\ \ \ \ \
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0
ppm (f2)

256



Anexo 17 - Espectro HMBC da biochanina A (6) em CD30D
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Anexo 18 - Espectrs de RMN 'H da dihydroformononetina (7) em CD30D
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Anexo 19 - Espectro HSQC da dihydroformononetina (7) em CD30D
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Anexo 20 - Espectro HMBC da dihydroformononetina (7) em CD30D
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Anexo 21 - Espectro de RMN H da bolusantina 1V (8) em CD30D
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Anexo 22 - Espectro HSQC da bolusantina 1V (8) em CD30D
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Anexo 23 - Espectro HMBC da bolusantina 1V (8) em CD30D
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Anexo 24 - Espectro de RMN 'H da liquiritigenina (9) em CD30D
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Anexo 25 - Espectro HSQC da liquiritigenina (9) em CD30D
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Anexo 26 - Espectro HMBC da liquiritigenina (9) em CD30D
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