HEIDI LUISE SCHULTE

Estudos quimicos, bioldgicos e ecotoxicoldgicos de

Schinus terebinthifolia Raddi para o controle de Aedes aegypti

BRASILIA, 2020



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

HEIDI LUISE SCHULTE

Estudos quimicos, bioldgicos e ecotoxicoldgicos de

Schinus terebinthifolia Raddi para o controle de Aedes aegypti

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para a obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias da Saude pelo Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da

Universidade de Brasilia.

Orientadora: Laila Salmen Espindola

BRASILIA
2020



HEIDI LUISE SCHULTE

Estudos quimicos, biolégicos e ecotoxicolégicos de

Schinus terebinthifolia Raddi para o controle de Aedes aegypti

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para a obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias
da Saude pelo Programa de Pés-Graduacdo em

Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

Aprovado em 13 de agosto de 2020

BANCA EXAMINADORA

Profa. Laila Salmen Espindola - Presidente

Universidade de Brasilia

Prof. Norberto Peporine Lopes

Universidade de Sao Paulo — Ribeirédo Preto

Profa. Aline Pic-Taylor

Universidade de Brasilia

Profa. Graziella Anselmo Joanitti

Universidade de Brasilia



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Profa. Laila Salmen Espindola, que me guiou e motivou
desde a Graduacao. Obrigada por me inspirar com seu comprometimento e amor pela

ciéncia e educagéo, a senhora é um exemplo que levarei para toda a vida.

Aos meus amigos do Laboratério de Farmacognosia por me apoiarem e

incentivarem todos os dias, a presenca de vocés deixou tudo mais leve.

A Profa. Lorena Albernaz, obrigada por seu empenho e constante dedicacéo

aos alunos.

Ao Dr. Jodo Paulo Barreto Sousa, por compartilhar seu conhecimento e tempo,

os quais foram fundamentais para a realizacao deste trabalho.

Ao Dr. Daniel Demarque, por me apresentar a metabolémica e fornecer
ensinamentos valiosos para estes e outros trabalhos. Obrigada por sempre se

disponibilizar a me ajudar, mesmo de longe.

Ao Dr. Diego Sousa-Moura, Prof. Cesar Koppe Grisolia e equipe, que
gentiimente me concederam acesso ao Departamento de Genética & Morfologia

(Instituto de Biologia — UnB) e orientacao para realizacédo dos testes toxicoldgicos.

A Central Analitica do Instituto de Quimica, especialmente Dr. Luiz Eduardo

Benedito, pelo auxilio com analises e interpretacéo de resultados.

Ao projeto de internacionalizacdo CAPES PriInt, que me concedeu 4 meses de
muito aprendizado na Universitat Basel (Suica). Este periodo foi essencial para minha

formacao pessoal e profissional.

| would also like to thank Prof. Matthias Hamburger and his team at the
Universitat Basel, especially Dr. Maria Teresa Faleschini and MSc. Nova Syafni, for

the opportunity to learn so much with all of you.

Ao Projeto ArboControl (TED 74/2016 e TED 42/2017) - acordo de cooperacéo

entre a UnB e o Ministério da Saude, por viabilizar a execucado deste trabalho.



As minhas amigas, Camila Oliveira e Mariana Alcantara, pelo apoio e

encorajamento e por estarem comigo em todos 0s momentos, bons e ruins.

E, finalmente, & minha familia, minha mée, Carla, meu irméo, Johannes, e meu
namorado, Jorge. Obrigada por cuidarem de mim, e por todo o amor e suporte por

todos estes anos. Sem vocés, nunca teria chegado aqui.



RESUMO

Aedes aegypti € o principal vetor transmissor de arboviroses como dengue, Zika e
chikungunya. As estratégias de combate a este vetor sdo limitadas por resisténcia
multipla a inseticidas, impactos deletérios ao ambiente e toxicidade em organismos
nao-alvo. Na busca de alternativas para o combate do Ae. aegypti, 0 potencial de
componentes da espécie de planta Schinus terebinthifolia foi estudado. Analises
guimiométricas demonstraram que o perfil metabdlico de amostras ativas é
claramente diferente da composicdo metabdlica de amostras inativas no mosquito.
Adicionalmente, estas analises aceleraram o processo de purificacdo bioguiada,
gue resultou no isolamento do alquilresorcinol conhecido como bilobol, que
demonstrou potente atividade larvicida em Ae. aegypti (CLso 7,67 mg/L em menos
de 24 h). Para assegurar que o bilobol € um candidato viavel como larvicida
ecologicamente seguro, o processo de degradacao e a toxicidade aguda deste
alquilresorcinol em peixe-zebra, um organismo nao-alvo, foram explorados. Um
método de quantificacdo com parametros validados foi desenvolvido e utilizado
para avaliar a degradacao de bilobol em agua ao longo de tempo. O teste Fish
Embryo Toxicity (FET) foi aplicado para avaliar a toxicidade aguda de bilobol e
seus produtos de degradacéo. Os resultados demonstraram que o bilobol degrada
gradualmente com o passar do tempo e desaparece quase totalmente apos 96 h,
transformando-se em pequenas cadeias alifaticas. Quando submetido ao teste
FET, bilobol apresentou CLso 6,00 mg/L em 96 horas pos-fertilizagéo (hpf). Apos
24 e 96 horas de degradacdo (hod), CLso diminuiu para 18,88 e > 40 mg/L,
respectivamente. Estes resultados indicaram que os produtos de degradacéo sao
menos téxicos que o bilobol em sua forma fundamental. Portanto, foi possivel
concluir que o bilobol ndo apresenta toxicidade significativa para embrides de
peixe-zebra, e nem mostra sinais de persisténcia no ambiente. Adicionalmente, o
bilobol pode ser encontrado em grandes quantidades ndo s6 em S. terebinthifolia,
mas também no residuo industrial da castanha de caju. Sendo assim, o bilobol é
uma alternativa de larvicida ecologicamente sustentavel, ja que ndo é persistente,
tem indicacdo de baixa toxicidade em organismos néo-alvo e representa uma
forma de aproveitar enormes quantidade de material descartado pela industria

alimenticia.



Palavras-chave: Aedes aegypti; bilobol; Schinus terebinthifolia; analises

quimiométricas; zebrafish; ecotoxicidade.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the main transmitting vector of arboviruses such as chikungunya,
Zika and dengue. The current vector control strategies are limited due to multiple
insecticide resistance, deleterious impacts on the environment, and toxicity to non-
target organisms. In the search of new alternatives for Ae. aegypti combat, the
potential of components from the plant species Schinus terebinthifolia was studied.
Chemometric analyses demonstrated that the metabolic profile of active samples
clearly differentiated from the metabolic composition of inactive samples in Ae.
aegypti. Furthermore, these analyses helped speed the bioguided purification
process that resulted in isolation an alkylresorcinol known as bilobol. Bilobol
demonstrated potent larvicidal activity against Ae. aegypti (LCso 7.67 mg/L in less
than 24 h). To ensure that bilobol is a viable alternative as an eco-friendly larvicide,
the degradation process and acute toxicity of this alkylresorcinol in zebrafish, a non-
target organism, were explored. A quantification method with validated parameters
was developed and used to evaluate bilobol degradation in water over time. The
Fish Embryo Toxicity (FET) test was applied to evaluate the acute toxicity of bilobol
along with its degradation derivates. Results demonstrated that bilobol gradually
degrades over time and almost completely disappears after 96 h, turning into small
aliphatic chains. When submitted to the FET test, bilobol presented LCso 6.00 mg/L
at 96 hpf. After 24 and 96 h of degradation, LCso dropped to 18.88 and > 40 mg/L,
respectively. These results indicated that the degradation derivates are less toxic
than bilobol in its fundamental form. Therefore, it was possible to conclude that
bilobol does not present significant toxicity to zebrafish embryos nor does it show
signs of persistence in the environment. Additionally, bilobol can be found in high
guantities not only in S. terebinthifolia, but also in cashew nut industry waste. Thus,
bilobol constitutes an alternative environmentally friendly larvicide since it is not
persistent, has indications of low toxicity to non-target organisms and presents a

way to seize massive quantities of material discarded by the food industry.

Keywords: Aedes aegypti; bilobol; Schinus terebinthifolia; chemometric analysis;

zebrafish, ecotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Aedes aegypti é o principal vetor transmissor de arboviroses como dengue, Zika
e chikungunya (1), podendo transmitir também febre amarela, febre do Mayaro, febre
do Nilo Ocidental, entre outras (2—4). Estas doengas sédo motivo de preocupacao em
escala global, ja que séo transmitidas para milhdes de pessoas todos 0s anos e podem
levar a complicacdes incapacitantes ou até mesmo fatais, causando prejuizo da ordem

de bilhdes de ddlares (5).

Apesar do vasto esforco na pesquisa e desenvolvimento de vacinas para
dengue, Zika e chikungunya, ainda ndo existe alternativa eficaz de prevencao e
tampouco viavel para imunizacdo em massa da populacdo (6-8). Além disso, as
estratégias de tratamento existentes sdo apenas para manejo dos sintomas, néo
havendo medicamentos especificos para combater os virus causadores destas
infeccdes (6,9,10). Portanto, o combate a estas doencas é uma tarefa complexa e esta
atualmente centrada em estratégias de controle do vetor, visto que é a alternativa que

previne, ao mesmo tempo, a transmissao de todas estas arboviroses.

O controle do Aedes aegypti, por sua vez, é dificultado por varios fatores, que
incluem crescimento desordenado e falta de infraestrutura apropriada (11) e o
desenvolvimento de resisténcia multipla aos inseticidas comumente utilizados, como
organofosforados, piretroides e carbamatos (12). Adicionalmente, estes inseticidas
geram grande preocupacdo em relacdo ao risco ecoldgico associado a sua utilizacéo,
ja que muitos deles apresentam indicios de persisténcia, principalmente na agua e no
solo (13).

A persisténcia destes inseticidas no ambiente levanta também questfes sobre
0 impacto em organismos nao-alvo. Residuos de neonicotinoides ja foram
encontrados em amostras de néctar e pdlen carregado por abelhas (14). Devido ao
dano causado as abelhas, o uso de alguns inseticidas desta classe foi limitado pela
Unido Europeia em 2013 (15,16).

A persisténcia de inseticidas na dgua também pode causar importante dano a

organismos aguaticos. Muitos deles podem bioacumular-se ao longo da cadeia tréfica,



18

sendo possivel encontrar concentracdes relevantes de inseticidas, como o0s
organofosforados, em peixes silvestres (17). Além disso, compostos gerados a partir
da degradacdo de inseticidas frequentemente utilizados também podem acumular-se
no ambiente e causar de toxicidade aos organismos ali presentes (18). Sendo assim,
0s impactos deletérios causados pelos inseticidas convencionais ao meio ambiente e
a organismos nao alvo tem encorajado a busca por alternativas, como metabdlitos

secundarios derivados de plantas (19).

Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae), popularmente conhecida como
aroeira vermelha, é uma planta do Cerrado brasileiro que constitui uma fonte de
diversas substancias bioativas (20). Gel e évulos para tratamento de afeccdes
vaginais empregando S. terebinthifolia estdo incluidos na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) (21), gracas a sua agao cicatrizante, anti-
inflamatoria e antimicrobiana (22). Outros estudos relatam também atividade
antireumatica, anticancerigena e antialérgica, aléem de relatos de atividade de extratos

brutos e 6leo essencial em larvas de Ae. aegypti (23-25).

O presente estudo buscou encontrar, em extratos de S. terebinthifolia,
componentes com atividade em Ae. aegypti, por meio da aplicacdo de analises
guimiométricas e de isolamento bioguiado. Para garantir que 0S compostos
encontrados sao alternativas para o combate do vetor, serdo estudados fatores
essenciais para avaliar o potencial impacto no meio ambiente: indicios de persisténcia

e toxicidade em organismos nao alvo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O VETOR Aedes aegypti

O Ae. aegypti € um mosquito da familia Culicidae capaz de transmitir diversas
arboviroses, dentre elas dengue, Zika, chikungunya e febre amarela. Este pode ser
classificado como um mosquito caracteristico de ambiente doméstico, ou seja, que
vive dentro ou ao redor de domicilios ou outros locais frequentados por pessoas,

como, por exemplo, estabelecimento comerciais, escolas e igrejas (11).

Este mosquito possui habitos preferencialmente diurnos e as fémeas
apresentam comportamento hematofagico, alimentando-se de sangue humano,
principalmente no inicio da manha e no final da tarde. Entretanto, é importante
ressaltar que isso ndo exclui a possibilidade de alimentacdo noturna. Tanto machos
guanto fémeas de Ae. aegypti se alimentam de matéria acucarada, como néctar ou
seiva, porém a fémea realiza a hematofagia, jA que 0 sangue € necessario para a
maturacdo dos ovos. A busca por sangue é geralmente mais intensa a partir do
segundo ou terceiro dia apds a cépula com o macho (11), que pode iniciar 24 horas

apo6s emergir da pupa (26).

Por ser um mosquito dependente da presenca humana, ele € comum em
regides com alta densidade populacional, principalmente em espacos urbanos
resultantes de ocupacdo desordenada, com auséncia de saneamento basico e o
aumento do desmatamento (11,27,28). Estes fatores geram mais oportunidades para
gue as fémeas se alimentem e encontrem mais criadouros para desovar, causando

aumento da incidéncia de casos de arboviroses (27,28).

Estudos de campo revelaram que grandes reservatorios, como caixas d’agua,
galées e tonéis, muito utilizados para armazenamento de agua em locais de
infraestrutura precaria, onde o sistema de abastecimento de agua é ineficiente, sdo
0s principais criadouros de Ae. aegypti. Um estudo em bairros suburbanos do Estado

do Rio de Janeiro constatou que grandes criadouros sao responsaveis por quase 70%
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do total de mosquitos adultos na regido. Entretanto, isso ndao diminui a importancia de
combater focos menores, como vasos de planta, calhas entupidas, lixo a céu aberto,
entre outros (11).

A infestacdo de Ae. aegypti € sempre mais intensa no verdo, quando ha
elevacao da temperatura e intensificagcdo de chuvas, fatores que propiciam a ecloséo
dos ovos do mosquito. Para evitar tal situacdo, € necesséaria ado¢do de medidas para
o controle do vetor durante o ano inteiro, utilizando acdes preventivas de eliminagao
de focos do vetor em conjunto com controle quimico. Por possuir habitos domésticos,
as acOes preventivas dependem sobretudo do esclarecimento e empenho da
populacéo (11).

2.1.1 Ciclo de vida do mosquito

O Aedes aegypti passa por quatro estadios de desenvolvimento até chegar a
forma de mosquito: ovo, larva, pupa e forma adulta (Figura 1) (29). A duracao do ciclo
de vida do Ae. aegypti varia de acordo com fatores como: temperatura, disponibilidade
de alimentos e quantidade de larvas existentes no mesmo criadouro, ja que a
competicdo de larvas por alimento (em um mesmo criadouro com pouca agua)
consiste em um obstaculo ao amadurecimento do inseto para a fase adulta (11). Em
condi¢cBes favoraveis, o desenvolvimento do mosquito até a forma adulta leva em
torno de 10 dias apés a ecloséo dos ovos (11,29). Por este motivo, o ideal seria buscar
e eliminar criadouros pelo menos uma vez por semana, assim, o ciclo de vida do

mosquito seria sempre interrompido (11).

Nos primeiros dias apds a transformacao para a forma adulta do mosquito, o
Ae. aegypti ja comeca o processo de acasalamento, que geralmente ocorre dentro ou
ao redor das habitacdes. Gracas a habilidade da fémea em guardar o esperma na

espermateca, somente uma coOpula € necessaria para que a reproducdo seja

concretizada. Apds a copula, as fémeas precisam realizar hematofagia (alimentacéo
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com sangue) para que seja completada a maturacdo dos ovos. Por volta de 3 dias

apos a ingestdo de sangue as fémeas se encontram aptas para postura de ovos (11).

Mosquitos fémea depositam
ovos em recipiente com agua

2 dias J/ \N
' Adulto E

a—‘;“
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Larvas (L1-L4)

Figura 1. Esquematizacdo das quatro etapas do ciclo de vida do vetor Ae. aegypti:
ovo, larva (com estadios de desenvolvimento, L1 a L4), pupa e forma adulta. ApGs
contato com a agua, comeca o processo de incubacao e eclosédo dos ovos; depois de
5 dias, as larvas se convertem em pupas; as pupas demoram por volta de 2 dias para
se transformarem em mosquitos adultos. Acervo do Laboratério de

Farmacognosia/UnB (elaborado por Flavia Masson).

A desova acontece, preferencialmente, em criadouros contendo agua limpa e
parada (11,30). Porém, o mosquito também tem a capacidade de adaptar-se a outros
tipos de criadouro, incluindo ambientes com elevados graus de poluicdo e altas
concentracfes de material organico, como esgoto a céu aberto (30). Os ovos séo
depositados nas paredes do criadouro, bem préximo a superficie da agua, onde

permanecem aderidos até o momento da ecloséo (11).
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Uma fémea vive por aproximadamente 30 dias (31), podendo originar até 1.500
mosquitos neste periodo. Para garantir a preservacao e maior dispersdo da espécie,
0s ovos sao distribuidos por diferentes criadouros. Caso a fémea esteja infectada pelo
virus da dengue quando realizar a postura de ovos, existe a possibilidade de que as
larvas originadas destes ovos ja sejam portadoras do virus (transmisséo vertical) (11).

Logo apos a postura, 0s ovos apresentam coloragdo branca e, apds contato
com o oxigénio, escurecem devido ao processo de oxidacdo. Cada ovo de Ae. aegypti
mede aproximadamente 0,4 mm de comprimento. Tanto a cor escura quanto O

tamanho ajudam na camuflagem dos ovos no ambiente (11).

Em apenas 15 horas ap0s a postura, 0s ovos adquirem resisténcia ao
ressecamento. A partir de entdo, podem resistir a periodos de dessecacao de até 450
dias. Esta caracteristica permite que 0S 0OvOS resistam por muitos meses em
ambientes secos, sobrevivendo até que o préximo periodo chuvoso e quente propicie
a ecloséo. Esta resisténcia a dessecacdo permite que 0s ovos sejam transportados
por grandes distancias, em recipientes secos. Em condi¢cdes ambientais favoraveis, o

desenvolvimento do embrido é concluido em 48 horas (11).

Apos a eclosao, as larvas passam por quatro estadios de desenvolvimento (L1,
L2, L3 e L4). A fase larvaria é o periodo de alimentacdo e crescimento. Por isso, as
larvas passam a maior parte do tempo alimentando-se, principalmente de material
organico acumulado nas paredes e fundo dos depdsitos. Tendo em vista a maior
vulnerabilidade nesta fase, € interessante que existam medidas de controle do vetor

capazes de atuar na fase larvaria (32).

Em condicdes 6timas, o periodo entre a ecloséo e a pupacado nao excede cinco
dias (29,32). Contudo, em temperaturas mais baixas e em escassez de alimento, o
guarto estagio larvario pode prolongar-se por varias semanas. Pupas nao se
alimentam e séo a forma intermediaria entre as larvas e o estagio adulto. Apés 2 a 3
dias, as pupas se transformam em mosquitos adultos e, assim, comeca um novo ciclo
(32).
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2.2 ARBOVIROSES

2.2.1 Dengue

A dengue é uma das doencas tropicais mais comuns que afligem a populacao
humana. Esta se trata de uma doenca febril aguda causada por infeccéo pelo virus
dengue (DENV). Membros da familia Flaviviridae e do género Flavivirus, virus da
dengue sao constituidos de RNA de cadeia linear simples com polaridade positiva e
apresentam quatro diferentes sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (6).
Apoés recuperar-se de um episodio de dengue, acredita-se que seja adquirida
imunidade contra aquele sorotipo. Entretanto, imunidade cruzada com outros
sorotipos apds recuperacao € apenas parcial e temporaria, desta forma, um individuo

infectado com dengue ainda esta sujeito a infec¢des subsequentes (5).

Humanos séao infectados com dengue por picada de mosquito fémea do género
Aedes portador de DENV, o que inclui Aedes aegypti e Aedes albopictus (6). A
transmissao se faz no ciclo homem - Aedes - homem. Apos 8 a 12 dias de um repasto
de sangue infectado, 0 mosquito ja fica apto a transmitir o virus. Também € possivel
gue ocorra transmissao mecanica, quando o repasto € interrompido e 0 mosquito,
imediatamente, se alimenta num hospedeiro suscetivel préximo. Mas, felizmente, nédo
h& transmissdo de dengue por contato direto de um doente ou de suas secrecdes com

uma pessoa sadia, nem de fontes de agua ou alimento (33).

Pacientes infectados por dengue podem apresentar diferentes intensidades de
manifestacdes clinicas, desde febre da dengue moderada até doenca de desfecho
potencialmente fatal, como febre hemorragica da dengue (FHD) ou sindrome do
choque associada ao dengue. A febre da dengue (duracdo de 5 a 7 dias) € uma
enfermidade que gera sintomas como dores musculares e nas articulacdes, além de

febre, cefaleia, dor retro-orbital, nduseas, leucopenia e erupcdes cutaneas (6,33).
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Pacientes com FHD apresentam extravasamento de plasma, sangramentos,
trombocitopenia, aumento do hematoécrito, dor abdominal, vomitos e febre alta. O
extravasamento do plasma sanguineo € a principal caracteristica fisiopatolégica da
FHD e ocorre quando o virus altera a permeabilidade dos vasos sanguineos, sendo
esta considerado o principal fator associado ao grau de severidade da doenca.
Valores crescentes do hematdcrito e da hemoconcentracdo sdo a manifestacéo desta

efuséo de plasma (6,33).

Infec¢gBes subsequentes por outros sorotipos aumentam o risco de desenvolver
dengue grave (5,6). FHD é pelo menos 10 vezes mais frequente em infec¢cdes com
um segundo sorotipo de DENV do que na primeira infecgdo. Criangcas nascidas de
maes que contrairam infeccdo por dengue previamente tem maior risco de

desenvolver FHD quanto infectadas pelo virus (34).

Nos casos graves de FHD, pode ocorrer sindrome de choque, geralmente entre
0 3° e 7° dia de doenca, precedido por um ou mais sinais de alerta. Este choque é
decorrente do aumento da permeabilidade vascular seguido de hemoconcentragéo e
faléncia circulatoria. E de curta duracéo e pode levar ao 6bito em 12 a 24 horas ou a
recuperacao rapida apos terapia antichoque apropriada (33). Atualmente, casos de
dengue severa afetam a maioria dos paises asiaticos e latino-americanos,
representando uma das principais causas de hospitalizacdo e morte dentre criancas

e adultos em certas regides (5).

Além do alarmante impacto na saude humana em escala global (Figura 2), a
dengue tem grande impacto nas economias nacionais, causando prejuizo na escala
de bilhdes de dodlares. A incidéncia de dengue cresceu globalmente e de forma
dramatica nas ultimas décadas. A grande maioria dos casos sdo assintomaticos ou
leves e sdo resolvidos sem necessidade de assisténcia médica. Por este motivo,
juntamente com equivocos no diagnostico e falha dos profissionais de saude em

realizar a notificacdo, o nimero de casos de dengue € marcadamente subestimado

(5).

Um modelo probabilistico estimou que 390 milhdes de infec¢des causadas pelo
virus da dengue ocorrem todo ano (intervalo de confianca 95%, 284-528 milhdes), das

quais 96 milhdes (67-136 milhdes) geram manifestagbes clinicas em diferentes
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intensidades (35). Outro estudo, sobre prevaléncia dos casos de dengue, indicou que
quase 4 bilhdes de pessoas, em 129 paises, estdo em risco de contrair 0 virus da

dengue (36), estando 70% deste fardo concentrado na Asia (35).

Casos de dengue
1

1.000

1.000.000

: Paises afetados

Figura 2. Mapa global mostrando alertas para dengue registrados até 16 de julho de
2020. Retirado de ECDC, 2020 (37).

O numero de casos ndo sé tem aumentado como também tem se expandido
para novas areas, incluindo o continente europeu. A ameaca de uma explosédo de
namero de casos de dengue existe também na Europa. Transmissdo local foi
reportada pela primeira vez na Franca e Croacia em 2010 e casos importados foram
detectados em trés outros paises europeus. Em 2012, mais de 2000 casos de dengue
foram registrados nas Ilhas Madeira (Portugal) e casos importados foram detectados
em Portugal continental e mais 10 outros paises na Europa. Casos autéctones tem
agora sido observados com frequéncia quase anual em muitos paises europeus.
Dentre viajantes retornando de paises de baixa ou média renda, a dengue € a segunda

doenca mais diagnosticada, vindo depois da malaria (5).
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O maior nimero de casos de dengue ja registrado ocorreu em 2019 (Figura 3).
Todas as regibes monitoradas pela OMS (Américas, Africa, Europa, Sudeste da Asia,
Mediterraneo Oriental e Pacifico Ocidental) foram afetadas e transmissédo de dengue
foi registrada pela primeira vez no Afeganistédo (5). Em 2019, a regido das Américas
por si so registrou mais de 3,1 milhdes de casos de dengue, com mais de 25 mil casos
tendo sido classificados como severos (38). NUmeros mais altos também foram
reportados em Bangladesh (101.000), Malasia (131.000), Filipinas (420.000), e Vietna
(320.000) (5).

Até a semana epidemiolégica 21 de 2020, um total de 1.600.847 casos de
dengue foram reportados nas Américas, com taxa de incidéncia cumulativa de 164,18
casos a cada 100.000 habitantes. Até junho de 2020, o Brasil apresentou a maior
proporcdo de casos de dengue dentre todos o0s paises americanos, tendo registrado
1.040.481 casos, seguido do Paraguai, com 218.798 casos. Neste periodo, todos os

quatro sorotipos foram identificados como circulantes (39).

4000000 -

Dengue Chikungunya M Zika
3500000 -

3000000 - I

2500000 -+

2000000 -

Numero de casos

1500000 -

1000000 -

500000 -

0 -
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Ano

Figura 3. Distribuicdo por ano de casos reportados de dengue, chikungunya e Zika,
na regido das Américas, 2008 a 2020 (até semana epidemiolégica 21 de 2020).
Adaptado de OMS, 2020 (39).



27

Atualmente, ainda ndo existem medicamentos especificos para tratamento ou
prevencao de infeccdo por DENV. Em setembro de 2015, foi licenciada a primeira
vacina contra dengue, a Dengvaxia® (CYD-TDV), desenvolvida por Sanofi Pasteur. A
Dengvaxia® foi aprovada pelas autoridades regulatérias de aproximadamente 20
paises até agora. Apesar disso, esta vacina possui uma importante limitacdo: quando
a vacina € administrada em pacientes que eram soronegativos previamente a
vacinagao, estes pacientes tém risco aumentado de desenvolver a forma grave da
doenca ao serem infectados pelo virus da dengue, quando comparados com
pacientes ndo vacinados. Portanto, esta vacina somente deve ser utilizada por
pessoas vivendo em &areas endémicas, numa faixa de 9 a 45 anos, que ja tiveram pelo

menos um caso de infec¢do por dengue previamente documentado (5,6).

Portanto, a dengue permanece sendo um sério problema de saude publica
mundial. Além de incluir a vacinagdo como parte da estratégia de prevencéao e controle
integrado da dengue, existe a continua necessidade de controle do vetor como parte

de estratégias bem executadas e sustentaveis (6).

2.2.2 Zika

Também do género Flavivirus, o virus Zika foi identificado pela primeira vez em
macacos em Uganda (1947). Em humanos, este virus foi identificado pela primeira
vez em 1952, na Uganda e Tanzania. Desde entdo, surtos de Zika virus tém sido
reportados na Africa, nas Américas, na Asia e no Pacifico. O primeiro surto de doenca
provocada por Zika virus foi reportado da llha de Yap (Estados Federados da
Micronésia) em 2007. Este acontecimento foi seguido de um grande surto na Polinésia

Francesa em 2013, juntamente com outros paises e territorios no Pacifico (10).

Em marco de 2015, o Brasil sofreu um grande surto de doenca causadora de
erupcdes cutaneas, doenca esta que seria identificada posteriormente como infeccéo
por Zika virus. Em julho de 2015, foi descoberta a associacao entre a infeccao pelo

virus Zika e a sindrome de Guillain-Barré. Em outubro do mesmo ano, o Brasil reportou
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a critica informacéo de associagdo entre a infec¢do por virus Zika e desenvolvimento
de microcefalia. Mais surtos e evidéncia de transmissao logo apareceram por toda a
América, Africa e outras regiées do mundo. Atualmente, aproximadamente 90 paises
e territérios tem reportado evidéncia de infec¢do por Zika transmitida por mosquitos
(20).

O maior numero de casos ja registrado nas Américas foi em 2016, com mais
de 650 mil casos reportados (Figura 4). Desde entdo, houve reducao significativa no
namero de casos (39). Em 2019, foram registrados 10.768 casos provaveis (taxa de
incidéncia 5,1 casos por 100 mil habitantes) no Brasil (40). Entre a semana
epidemioldgica 1 e 21 de 2020, foram reportados 7.452 de infeccdo por virus Zika na
regido das Américas, destes 86% dos casos foram registrados no Brasil (6.387 casos),

incluindo uma morte (39).
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Figura 4. Distribuicdo de casos de Zika reportados por semana epidemiolégica, na
regido das Américas, 2015-2020 (até semana epidemioldgica 21 de 2020). Adaptado
de OMS, 2020 (39).

A maior parte das pessoas infectadas pelo virus Zika ndo manifestam nenhum
sintoma. Os sintomas da infeccao geralmente sdo moderados, duram de 2 a 7 dias e
incluem febre, erup¢cdes cutaneas, conjuntivite, dor muscular e nas articulacdes, mal-

estar e cefaleia (10). Portanto, a maior preocupacao em relacdo a infec¢éo pelo virus
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Zika € quando a infeccdo ocorre durante a gravidez, jA que esta pode gerar
microcefalia e outras anormalidades congénitas no feto em desenvolvimento
(10,41,42). A infeccdo por Zika durante a gestacdo pode também gerar complicacfes
como perda do feto, natimorto e parto prematuro (10).

A infeccao por virus Zika também pode desencadear sindrome de Guillain-
Barré, neuropatia e mielite, particularmente em adultos e criangcas mais velhas
(10,41,42). Na sindrome de Guillain-Barré, o sistema imune ataca parte do sistema
nervoso periférico. Esta sindrome pode afetar os nervos que controlam o movimento
dos musculos assim como aqueles que transmitem o sinal de dor, temperatura e tato.
Isto pode resultar em fraqueza muscular e perda da sensacdo nos membros
superiores e inferiores. Por ser uma afeccdo potencialmente fatal, os pacientes
afetados devem ser hospitalizados para que possam ser rigorosamente monitorados
(43).

O virus Zika é primariamente transmitido em regides tropicais e subtropicais
pela picada de mosquitos infectados do género Aedes, principalmente Ae. aegypti.
Além da transmisséo pelo vetor, o virus também pode ser transmitido da mae para o

feto durante a gravidez, através de contato sexual e transfusédo de sangue (10).

Desde que a OMS declarou virus Zika e suas complicacfes associadas como
Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII), em 2016,
investiu-se muito em pesquisa e desenvolvimento de solucbes terapéuticas e
preventivas (10). Entretanto, até agora, nenhum medicamento, vacina ou qualquer

outra modalidade de tratamento ou prevencgao teve sucesso (44).

Desde 2016, aproximadamente 45 opc¢Bes de vacinas foram investigadas,
sendo que algumas delas chegaram a ensaios clinicos com humanos (10). Entretanto,
0 numero limitado de casos ocorrendo globalmente, além da dificuldade de prever
guando e onde os potenciais surtos de Zika poderdo ocorrer, restringe a capacidade
de avaliar o efeito protetivo das vacinas. Por isso, na auséncia de populacdo e
ambiente adequado para testar um candidato a vacina, outras op¢des de prevencao

e tratamento devem ser consideradas (44).
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2.2.3 Chikungunya

Chikungunya é uma arbovirose causada por virus de RNA (CHIKV) pertencente
ao género Alfavirus da familia Togaviridae. O nome “chikungunya” deriva de uma
palavra da lingua Kimakonde, um dos idiomas falados no sudeste da Tanzéania, que
significa “curvar-se ou tornar-se contorcido”, referindo-se a postura adotada pelos
individuos afetados pela artralgia severa que pode ocorrer em consequéncia de
infeccdes por CHIKV. Este virus foi isolado pela primeira vez durante surto de doenca
febril na Tanzéania em 1952 (9).

A chikungunya é caracterizada por febre de inicio abrupto frequentemente
acompanhada de dor articular. Outros sinais e sintomas comuns incluem dor
muscular, cefaleia, nauseas, fadiga e erup¢des cutaneas. A dor articular costuma ser
muito debilitante e dura geralmente alguns dias, podendo ser prolongada por varias
semanas. A maioria dos pacientes se recupera totalmente, mas, em alguns casos, a
incapacitante dor nas articulagdes pode persistir por diversos meses, ou mesmo anos
(9), podendo causar tamanha debilidade que alguns pacientes passam a depender de
cadeira de rodas para locomocao (45). Complicacdes sérias ndo sdo comuns, porém,
em idosos, neonatos e individuos com condi¢cdes pré-existentes como diabetes e

disturbios cardiovasculares, a doenca pode levar a complicacdes fatais (8,9).

O namero de infec¢Bes por chikungunya registrados em humanos se manteve
relativamente baixo por alguns anos, mas em 1999-2000 houve um grande surto da
doenca na Republica Democrética do Congo. Desde entéo, diversos surtos ocorreram
ao redor do mundo, passando a afetar milh6es de pessoas (9). Em 2019, casos de
transmissao local de chikungunya ja haviam sido registrados em mais de 100 paises
e territorios, distribuidos pelas Américas, Africa, Europa e Asia (Figura 5), afetando

milhdes de pessoas (46).
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B Transmiss3o local do virus chikungunya

Figura 5. Paises e territérios onde casos de chikungunya foram reportados (néao inclui
paises e territérios onde foram documentados apenas casos importados). Adaptado

de https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html (46).

Em dezembro de 2013, a Franca reportou dois casos autoctones confirmados
em laboratério na parte francesa da ilha caribenha de St Martin. Desde entéo,
transmissado local foi confirmada em mais de 43 paises e territérios na regido das
Ameéricas. Em 2014, mais de 1 milhdo de casos foram reportados nas Américas. Na
mesma regido, em 2015, 693.489 casos suspeitos e 37.480 casos confirmados de
chikungunya foram reportados para a Organizacao Pan-Americana de Saude (OPAS).
Em 2016, um total de 349.936 casos suspeitos e 146.914 confirmados foram
reportados nas Ameéricas, metade da quantidade reportada no ano anterior. Os paises
responsaveis pela maior quantidade de casos foram Brasil (265 mil), seguido de
Bolivia e Colémbia (9). Os anos de 2014, 2015 e 2016 foram 0s anos em que esta
doenca causou maior impacto nos paises americanos, como evidenciado pela Figura
3.

O numero de casos vem caindo desde entdo, porém ainda causam significativo
impacto. Até a 212 semana epidemiologica de 2020, um total de 37.279 casos de

chikungunya foram reportados em 11 dos 24 paises e territérios dentre da regido das


https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html
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Américas. A grande maioria dos casos (95%) foram reportados pelo Brasil, com
35.447 casos de chikungunya. Durante este periodo, a taxa de incidéncia cumulativa
nas Ameéricas foi de 3,82 casos por 100.000 habitantes. O pais com maior taxa de
incidéncia foi o Brasil com 17 casos a cada 100.000 habitantes, seguido pela Bolivia
com 13,3 casos/100.000 habitantes, como salientado na Figura 6. Até junho de 2020,

oito mortes atribuidas a chikungunya foram reportadas, todas no Brasil (39).

Incidéncia cumulativa
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Figura 6. Taxa de incidéncia cumulativa de casos de chikungunya a cada 100.000
habitantes, na regido das Américas (semanas epidemioldgicas 1 a 21 de 2020).
Adaptado de OMS, 2020 (39).

As alternativas terapéuticas atualmente disponiveis praticamente se resumem
ao manejo da dor e inflamacao nas articulacdes por meio do uso de anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES). Algumas opc¢des de antivirais e de anticorpos neutralizantes

tem se mostrado eficazes para tratamento de CHIKV, porém os altos custos de
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manufatura, e os riscos de hipersensibilidade, imunossupresséo, e de adquirir outras
infecgbes constituem significativos obstaculos para implementar estas alternativas
terapéuticas. Adicionalmente, embora algumas opc¢des de vacinas tenham sido
testadas, nenhuma delas foi ainda licenciada (8).

Com a elevacdo das temperaturas globais facilitando a propagacédo de
mosquitos de género Aedes, o grande potencial de outras espécies de mosquito
carregarem o CHIKV, a falta de controle do vetor e a auséncia de vacinas ou terapias
licenciadas, aumenta o risco de futuras epidemias estendendo-se além dos limites

geogréficos das &reas tropicais e em desenvolvimento (8).

2.2.4 Outras arboviroses

O Ae. aegypti também é responsavel por transmitir febre amarela urbana. O
virus da febre amarela geralmente possui ciclo zoonético envolvendo mosquitos
silvestres do género Haemagogus e primatas em florestas tropicais. Pessoas
expostas a esses mosquitos podem ser infectadas e levar o virus para a area urbana,
abundante em mosquitos Ae. aegypti, que podem transmitir 0 virus para outros
individuos, dando inicio a uma epidemia. O virus da febre amarela também é mantido

por transmissao vertical dos mosquitos fémeas para seus ovos (47).

A febre amarela é uma doenca hemorragica viral. O termo “amarela” faz
referéncia a ictericia manifestada por parte dos pacientes. Os sintomas desta doenca
incluem febre, dor de cabeca, ictericia, dores musculares, nauseas, vomitos e fadiga.
Entre 15 e 25% dos pacientes evoluem para uma segunda fase mais grave, na qual o
risco de morte € maior e os individuos apresentam pele e os olhos amarelados, urina

escura, dores abdominais com vomitos e sangramentos (48).

A febre amarela pode ser prevenida por vacina, que é eficaz, segura e acessivel
e ja estd implementada no sistema de vacinacdo brasileiro (48). Esta vacina,
constituida por virus vivos atenuados cultivados em ovos de galinha, é produzida no

Brasil desde 1937, pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos
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(49). Uma dose é suficiente para garantir imunidade pelo resto da vida. Esta vacina

confere imunidade dentro de 30 dias para 95% a 99% das pessoas vacinadas (48).

Entretanto, mesmo esta vacina possui limitacdes, representando risco para
individuos idosos e qualquer pessoa com imunodeficiéncia grave, como individuos
vivendo com HIV. Também sdo normalmente excluidas da vacinacdo mulheres
gravidas, criancas com menos de 9 meses e pessoas com alergias graves a proteina
do ovo (48).

Em 2016, dois surtos de febre amarela urbana relacionados entre si, um em
Angola e o outro na Republica Democrética do Congo resultaram na exportacdo de
casos para outros paises (como China, por exemplo). Esta situacdo chamou atencdo
para a grave ameaca mundial que a febre amarela representa e alertou sobre a

necessidade de novos planejamentos estratégicos (48).

Nas Américas, 0s paises que mais notificam casos de febre amarela sao Brasil,
Bolivia, Colémbia, Peru e Guiana Francesa. No caso do Brasil, houve expansao da
area de transmissao do virus causador da febre amarela entre 2016 e 2018. Resultado
disso foi o surto de casos no Estado de Minas Gerais entre dezembro de 2016 e
agosto de 2017, periodo em que foram registrados 777 casos e 261 oObitos por febre

amarela (48).

O padrdo de transmissao de febre amarela é sazonal, tendo o maior numero
de casos concentrado entre dezembro e maio. Contudo, as epizootias notificadas ao
longo de 2018 mostraram circulacéo do virus durante o periodo de baixa transmissao,
de junho a novembro. Este é considerado um fato preocupante pela OPAS, uma vez
gue indica que o risco de transmissdo para humanos nao vacinados no pais persiste

por todo o ano (48).

Além disso, a recusa da vacinag¢do por parte da populacdo tem favorecido
infeccdo de individuos presentes em areas com transmissao (Figura 7), colocando
estas pessoas em risco de o6bito, visto que a febre amarela apresenta elevada
letalidade. Recentemente, durante o monitoramento 2019/2020, um total de 881 casos

humanos foram notificados (50).


https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_docman&view=download&slug=7-de-diciembre-de-2018-fiebre-amarilla-alerta-epidemiologica&Itemid=270&lang=es
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Figura 7. Areas onde é recomendada vacinacgéo contra febre amarela nas Américas.
Adaptado de OPAS/OMS, 2018 (48).

Além de dengue, Zika, chikungunya e febre amarela urbana, o Aedes aegypti
também é capaz de transmitir outras arboviroses, como a Febre do Mayaro (2) e a
Febre do Nilo Ocidental (3,51).

A febre do Mayaro € uma doenca infecciosa causada pelo virus MAYV,
transmitidas inicialmente pelo mosquito silvestre Haemagogus. MAYV foi identificado
em humanos pela primeira vez, em 1954, em Mayaro (Trinidad e Tobago) e foi
encontrado subsequentemente na Guiana Francesa, Suriname, Venezuela,

Louisiana, Peru, Bolivia e Brasil. Casos esporadicos tém sido reportados regularmente
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em diversos estados brasileiros, incluindo Norte, Nordeste e Centro Oeste. Os
sintomas do Mayaro sao semelhantes aos da dengue e chikungunya, e incluem febre
alta, cefaleia, dor epigéstrica, artralgia cronica, nauseas, entre outros. Estes sintomas
podem ser incapacitantes e persistir por varios meses (52).

O virus da Febre do Nilo Ocidental pode causar consequéncias sérias para
humanos (53) e é transmitido especialmente por mosquitos do género Culex (54). Por
volta de 1 a cada 5 pessoas infectadas desenvolvem sintomas como cefaleia, dor no
corpo, artralgia, vomitos, diarreia e erup¢des cutaneas. A maior parte destas pessoas
se recupera totalmente, porém fadiga e fraqueza podem perdurar por semanas ou até
meses. Algumas pessoas podem desenvolver a forma grave da doenca, afetando o
sistema nervoso central e causando encefalite e meningite (53). E previsto que em um
futuro préximo o virus da Febre do Nilo seja endémico na maior parte dos paises da

América do Sul e Estados Unidos (3).

2.3 METODOS PARA COMBATE DO VETOR

Ao longo dos anos, diversos métodos para controle de arboviroses foram
propostos, especialmente para controle do vetor. Programas de controle do vetor tem
por objetivo reduzir as populacdes dos insetos transmissores dos agentes etioldgicos
por meio da eliminacéo de potenciais criadouros ou utilizacédo de inseticidas. No Brasil,
o controle das larvas de Ae. aegypti foi feito, por muitos anos, utilizando o larvicida
organofosforado, temefés. Entretanto, hoje em dia, a maioria das populacfes de
mosquitos avaliados no Brasil apresentam resisténcia ao temefés (4,55). A maioria
dos mecanismos reportados para resisténcia do Ae. aegypti ao temefos sé&o
associados a mudancas ao alvo dos organofosforados, a enzima acetilcolinesterase
(55).

Por este motivo, o temefds comecou a ser substituido, a partir de 2009, por
inseticidas alternativos, como inseticidas bioldgicos e reguladores do crescimento, ndo

sendo mais usado depois de 2013 (56). Apds o temefds, foram usados primeiramente
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inibidores da sintese de quitina, como diflubenzuron e novaluron, e, desde 2015, tem
sido utilizado o piriproxifen, um analogo de horménio juvenil. Inseticidas desta classe
atuam sobre o desenvolvimento dos insetos, de modo a impedir a emergéncia dos
adultos (57,58).

Infelizmente, também j& existem relatos de resisténcia ao piriproxifen. Por isso,
foi recomendado, por meio da Nota Informativa n° 103/2019, o uso do espinosade
(59), um larvicida contendo dois metabdlitos, espinosina A e D, produtos da
fermentacao aerdbica de Saccharopolyspora spinosa, uma actinobactéria do solo. O
espinosade atua tanto em receptores nicotinicos de acetilcolina e em receptores de
acido y-aminobutirico (GABA), causando excitagdo do sistema nervoso, levando a

paralisia e morte (55).

Para controle dos mosquitos ja na forma adulta, tem sido utilizado outro
organofosforado, o malation (59). O malation € utilizado em aplicacdes espaciais a
Ultra Baixo Volume (UBV), técnica conhecida como fumacé. Contudo, resisténcia ao
malation foi relatada em todas as regibes do Brasil. Por isso, este esta sendo
substituido pelo inseticida CIELO-ULV para aplicacdo espacial para controle de

mosquitos (59).

O CIELO-ULV € um produto desenvolvido pela empresa Clarke Brasil Produtos
Para Controle De Mosquito LTDA para controle dos mosquitos. Este produto é
constituido de praletrina a 0,75% (p/p) e imidacloprida a 3,00% (p/p). A praletrina é
um piretroide, cujo mecanismo de acdo é manter abertos os canais de sodio das
membranas dos neurénios, afetando o sistema nervoso dos mosquitos, causando
paralisia (efeito knock-down) (60,61). A imidacloprida é um neonicotinoide, que age
como agonista (analogo) de acetilcolina. A ligacdo dos neonicotinéides com o receptor
nicotinérgico é persistente, ao contrario da ligacdo da acetilcolina. A ativacdo dos
receptores de acetilcolina €é prolongada de modo anormal, causando
hiperexcitabilidade do sistema nervoso central devido a transmissao continua e

descontrolada de impulsos nervosos (60).

Para uso como adulticida residual, foi recomendada a combinacdo de
clotianidina (neonicotinoide) e deltametrina (piretroide) (59). Anteriormente era

utilizado Bendiocarb PM 80, um inseticida residual da classe dos carbamatos, que,
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assim como os organofosforados, também agem como inibidores de

acetilcolinesterase (62).

O problema da resisténcia € ainda ressaltado a luz dos resultados de testes
genéticos que comprovam a permanéncia disseminada de marcadores de resisténcia
mesmo apds anos sem a utilizacdo de determinada classe de inseticida. Exemplo
disso sdo os marcadores de resisténcia a piretroides, que foram encontrados em
populacdes de mosquitos em 2019 mesmo estes ndo sendo preconizados pelos
programas de controle do vetor desde 2012 (59). As evidéncias de resisténcia a
diversas classes de inseticidas destacam a necessidade da busca continua de outras
opcOes para utilizar no controle do vetor.

Outra estratégia adotada pelo governo brasileiro inclui a Wolbachia, um agente
biologico de controle (63). Wolbachia € uma bactéria que ndo ocorre naturalmente no
Ae. aegypti, mas, quando introduzida neste vetor, tem a habilidade de reduzir
significativamente a capacidade do vetor de abrigar e transmitir patégenos (52).

Esta bactéria € transmitida verticalmente para os ovos dos mosquitos. Portanto,
fémeas com Wolbachia sempre geram crias com Wolbachia no processo de
reproducao, independentemente do macho ser portador ou ndo da bactéria. E, quando
as fémeas sem Wolbachia se acasalam com machos com a Wolbachia, os ovulos
fertilizados resultantes ndo sobrevivem. Sendo assim, mosquitos com Wolbachia séao
liberados no ambiente e, apds se estabelecerem nas popula¢des nativas, a infec¢ao

por patdgenos, assim como sua transmissao, sao diminuidos (64).

Mais de cinco anos apdés introduzir mosquitos infectados com Wolbachia em
populacdes nativas na Australia, quase 100% das popula¢cdes de Ae. aegypti ainda
eram hospedeiras da bactéria e mantiveram a capacidade de bloquear infeccéo por
patégenos (52). Os primeiros testes no Brasil foram realizados em Niteréi (RJ) e, apos
os bons resultados, o Ministério da Saude decidiu, em 2020, expandir a utilizacao da

técnica para regides de diferentes biomas, como Campo Grande (MS) (50,65).

Na categoria de inseticidas bioldgicos, se destacam os produtos produzidos a
partir da bactéria Bacillus thuringiensis israelensis (Bti). Esta bactéria gera toxicidade
a forma imatura dos mosquitos gracas aos cristais produzidos durante o processo de
esporulagéo. Depois de ingeridos, estes cristais se solubilizam no meio alcalino do

intestino das larvas de Ae. aegypti, onde ocorre a ativacao das pro-toxinas, levando a
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perturbacdes no intestino do organismo que posteriormente levam a morte (66,67).
Produtos a base de Bti j4 foram introduzidos pela Fundagdo Nacional de Saude
(FUNASA) na rotina de tratamentos de programas de controle de vetores (68).
Entretanto, o Bti apresenta algumas importantes limitagdes como baixo efeito residual
e a intolerancia a exposicao direta da luz solar (69).

Outra alternativa promissora utilizada para o controle de mosquitos € a
esterilizacdo de insetos por irradiacdo. Este método consiste em submeter os insetos
machos a uma dose minima de raios gama ou raios X para induzir rearranjos
cromossémicos aleatdrios e provocar esterilizagdo. Quando os machos estéreis
liberados acasalam com as fémeas selvagens, o potencial reprodutivo das fémeas é

reduzido, contribuindo, assim, para supressao da populagéo local de vetores (70).

2.4 DANO AMBIENTAL CAUSADO POR INSETICIDAS

Ao redor do mundo, inseticidas sdo ferramentas importantes para prevencao
de doencas transmitidas por vetores, especialmente em paises com condi¢des
propicias para a propagacdo dessas doencas, onde ha altos indices de
crescimento desordenado, falta de infraestrutura apropriada e clima tropical, propicio
para a multiplicacdo de vetores como o Ae. aegypti (13). Entretanto, seu uso
indispensavel tem resultado em contaminacédo preocupante de agua, solo e ar, sendo,

assim, uma ameaca ao meio ambiente (71).

Diversos estudos apontam que muitos inseticidas comumente utilizados sao
persistentes no ambiente e causam danos a organismos nao-alvo. Neonicotinoides,
inseticidas amplamente utilizados no mundo todo, sdo causa de preocupacao
ambiental, ja que estes podem persistir e acumular no solo. A presenca de
neonicotinoides no solo ameaca o equilibrio de ecossistemas, ja que pode impactar
uma ampla gama de organismos nao-alvo, incluindo polinizadores e organismos

aquaticos (72).
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Além de solo, residuos de neonicotinoides ja foram detectados em &gua, polen
fresco de plantas, pdlen coletado por abelhas e néctar (17). Como consequéncia ao
dano acarretado a populacdo de abelhas, o uso de trés inseticidas desta classe
(clotianidina, imidacloprida e tiametoxam) foi restringido na Uni&o Europeia a partir de
2013 (15,16).

A presenca de inseticidas na 4gua também é motivo de grande apreensao, visto
gue o sistema hidroldgico € uma das vias mais importantes para a distribuicdo de
pesticidas, transportando-os da area de aplicacéo para outras areas nas quais podem
ocasionar severos danos ao meio ambiente (13). Mais além, peixes sdo importantes
componentes das comunidades aqudticas, estando presente em uma grande

variedade de habitats e posic¢oes troficas (73).

Devido a lenta decomposicao, longa meia-vida e alta estabilidade no ambiente,
organoclorados sdo considerados a classe de pesticidas mais danosa ao meio
ambiente, podendo bioacumular em niveis troficos superiores das cadeias alimentares
(71). Contudo, a presenca de outras classes de inseticidas, como organofosforados
(malation, paration, clorpirifés) e um organotiofosfato (quinalfés), ja foram registradas
em amostras de aguas superficiais e subterraneas, e em tecido muscular de peixes

selvagens (13,73).

O organofosforado malation é considerado altamente téxico tanto para
organismos aquaticos quanto para polinizadores, como abelhas. Sendo assim, a
deteccdo, mesmo em pequenas quantidades, de malation preocupa em relacdo ao
impacto ambiental (71). Ademais, indicios da persisténcia do malation também foram

encontrados em amostras de solo, mesmo apos 1 ano da aplicacéo inicial (74).

O vasto uso de piretroides também levanta a questéo do risco ecoldgico, assim
como para a saude humana, visto que estes podem causar toxicidade cumulativa,
reprodutiva e neural, e residuos deste tipo de inseticidas sédo frequentemente
encontrados. Os metabdlitos gerados a partir da degradacéo dos piretroides agravam
a preocupacdo com o impacto ambiental, ja que estes sdo toxicos e persistentes
(18,75).

Sendo assim, a presenca de residuos de inseticidas, principalmente, em agua
e solo, juntamente ao desenvolvimento de resisténcia a estes inseticidas e aplicacdo

exagerada para combate de vetores e pestes, pode resultar em importantes
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desequilibrios ecoldgicos. Portanto, sdo encorajados métodos mais modernos e mais
ecologicamente sustentiveis para o manejo de vetores, como métodos de controle

mecanicos, biolégicos e o uso preferencial de bioinseticidas (13).

2.5 FAMILIA ANACARDIACEAE

A familia Anacardiaceae é constituida por cerca de 80 géneros e 800 espécies
de distribuicdo geografica tropical e subtropical, sendo 77% das espécies endémicas
do continente americano (76,77). Os géneros mais estudados do ponto de vista
fitoquimico incluem Mangifera, da qual a M. indica (mangueira) faz parte; Anacardium,
género do cajueiro (A. occidentale); Pistacia, que inclui P. vera (pistache); e Schinus,

género de S. terebinthifolia (pimenta-rosa).

Os resultados destes estudos reportam a ocorréncia de flavonoides, terpenos,
esteroides, xantonas, mas, especialmente, lipidios fendlicos e derivados. Os lipideos
fendlicos sdo associados a dermatite de contato causada por cerca de 25% dos
géneros da familia Anacardiaceae (77,78). Apesar disso, a diversidade de metabdlitos
secundarios e atividades biolégicas gera grande interesse em estudar espécies desta
familia (77).

2.5.1 Schinus terebinthifolia Raddi

Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae), popularmente conhecida como
aroeira-vermelha ou aroeira-pimenteira, € uma espécie nativa da América do Sul e
Central. S. terebinthifolia tem sido usado de forma tradicional para tratar uma grande

variedade de enfermidades: Ulceras e feridas, problemas respiratorios, reumatismo,
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diarreia, doencas de pele, artrite, infecgbes do trato urinério, candidiase oral em

criangas, entre outras (20).

Figura 8. Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae). Fotos: Acervo do Laboratorio

de Farmacognosia — UnB.

Atualmente, S. terebinthifolia consta na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais, RENAME, para uso no componente basico como opc¢ao de tratamento
para afeccdes vaginais, nas formas farmacéuticas de gel e ovulo vaginal (21). S.
terebinthifolia apresenta acdo anti-inflamatéria, cicatrizante, antisséptica local e
antimicrobiana, sendo usado para tratamento de cervicites, vaginose bacteriana e

cervicovaginites (22).

Ao longo dos anos, diversas atividades biologicas e compostos ativos tém sido
relatados na literatura para S. terebinthifolia, como evidenciado na Tabela 1. As
principais atividades incluem: antimicrobiana (antibacteriana e antifiUngica), anti-
inflamatoria, cicatrizante, antioxidante, citotoxica, antitumoral e antialérgica (20).
Adicionalmente, S. terebinthifolia também tem atividade em outros patégenos,

incluindo triterpenos ativos em parasitos da leishmaniose e doenca de Chagas (79).
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Tabela 1 - Atividades mais recorrentes reportadas para S. terebinthifolia e os extratos ou compostos relacionados a estas atividades.

Antiaderente

Antimicrobiana Anti-inflamat6ria | Antioxidante Citotoxica Antitumoral Antialérgica
de biofilmes
- Oleo essencial - Extratos - Extrato - Oleo essencial - Oleo - Oleo essencial - Extrato
(folhas) (80,81); metandlicos, hidroalcéolico (folhas e frutos), essencial (frutos) (95); acetato de etila
- Extratos acetato de etila- (folhas) (86); contendo (folhas), - Polifendis (96);  (folhas) (97);
etandlico e metanalicos, - Extratos polifendis (88);  contendo - Terpenos - Compostos
diclorometanico hidroalcoolicos  contendo - Extrato principalmente (antimetastaticos) aromaticos (98);
(folhas), (85); catequinas, etandlico (89); a- e B-pinenos  (94); - Extrato

contendo fenais,
flavonas,
flavononas,
flavonoides,
xantonas,
antocianinas e
esteroides
(80,82);

- Tintura casca
do caule (83);
- Lecitinas
(folhas) (84);

Cicatrizante

- Extrato

hidroalcoéolico
(casca) (100);
- Pomada com
oleo essencial
(folhas) (101);

taninos, terpenos,
flavonoides e
saponinas (79);

- Tintura de casca
do caule (87);

- Compostos
fendlicos
(90,91)

(acido ferulico,
guercetina e
acido cafeico)
(92);

(93);

- Terpenos
(folhas) (94);
- Terpenoides
(folhas) (79);
- Extrato
hidroetandlico
(20);

hidroalcéolico
de casca da
madeira (99).




44

Dentre as atividades biolégicas, destaca-se também o potencial inseticida de
S. terebinthifolia. Atividade larvicida contra Ae. aegypti ja foi relatada para extratos de
folhas e Oleo essencial extraido dos frutos e sementes (23,25,102). Oleo essencial
de S. terebinthifolia também apresentou atividade adulticida e repelenteem Ae. aegypti
(103). Procopio e colaboradores (2015) relataram que o acido cinamico e flavonoides
extraidos de folhas de S. terebinthifolia interferem na sobrevivéncia e desenvolvimento
de formas imaturas de Ae. aegypti (24).

Mais além, foi reportada atividade em outros insetos: terpenos presentes no
Oleo essencial de S. terebinthifolia inibiram ciclo de Callosobruchus maculatus, uma
praga agricola (104); 6leo essencial de folhas também age como inseticida e repelente
de outras pragas agricolas, como Sitophilus oryzae L., Trogoderma granarium e
Tribolium castaneum (20,105).

Em avaliagdo de toxicidade in vitro, extratos aquosos e hidroalcoolicos de
S. terebinthifolia ndo demonstraram indicios de induzir alteracbes carcinogénicas
(106). Entretanto, outro estudo mostrou o potencial de extrato da madeira do caule de
causar dano oxidativo ao DNA, podendo levar a mutacdes (107). Além disso, alguns
estudos relatam o desenvolvimento de lesdes na pele apds contato tépico com S.
terebinthifolia, reacdo que é muitas vezes associada a presenca de alquilfenois (108—
110). Por outro lado, a aplicacéo tépica de formulacdes contendo extrato de folhas de
S. terebinthifolia ndo causou nenhuma mudanca histologica na pele de ratos,

indicando baixa toxicidade topica (91).

Lima e colaboradores (2009) demonstraram que a administracdo oral de
extratos secos de casca de S. terebinthifolia durante 45 dias em ratos ndo induziu
nenhuma mudanca significativa na bioquimica e nos indices hematoldgicos, assim
como nas caracteristicas anatdémicas e histopatologicas dos animais. Nao foram
observados efeitos toxicos agudos ou subagudos, apontando para a seguranca da
ingestdo de extratos da planta por via oral (109,111). Adicionalmente, o consumo
frequente dos frutos de S. terebinthifolia na culinaria sugere que estes sejam inécuos,
informacéo confirmada por administracao oral e intraperitoneal de extratos dos frutos

em camundongos (109,112).
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2.6 ANALISES QUIMIOMETRICAS

Analises quimiométricas usam métodos matematicos e estatisticos para: (i)
delinear e selecionar parametros experimentais ideais; (ii) extrair o maximo de
informacdes possivel a partir de dados de origem quimica. Aplicacdes tipicas de
métodos quimiométricos s&o: estabelecimento de relagBes estrutura-atividade e

avaliacdo de dados quimicos analiticos (113).

A grande quantidade de dados gerados por instrumentos analiticos, como
cromatografos liquidos de alta eficiéncia ou cromatégrafos gasosos acoplados a
espectrometros de massas (HPLC-UV-DAD, HPLC-MS, GC-MS) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), é uma das razdes que justificam aplicacdo de métodos
guimiométricos. As analises quimiomeétricas permitem processar tais dados utilizando
ferramentas simplificadas e praticas, que possibilitam aplicacdo de métodos
matematicos complexos sem necessidade de conhecimento aprofundado dos
mesmos. Esta ferramenta permite, assim, maior acessibilidade da comunidade
cientifica a analises matematicas e estatisticas de maior nivel de complexidade (113).
Para isso, estdo disponiveis gratuitamente online diversas plataformas, como
MetaboAnalyst® e Cytoscape®, que podem ser utilizadas para aplicar analises
guimiométricas e gerar representacdes graficas referentes as analises, que facilitam

a interpretacao dos dados pelo pesquisador (114).

Modelos quimiométricos podem ser utilizados para avaliar conjuntos de dados
referentes a metabodlitos para delinear correlagcbes e potenciais influéncias na
diversidade fitoquimica das amostras analisadas, sendo comumente utilizados em
analises metabolémicas (115). A andlise da composicao metabdlica de amostras por
meio de quimiometria tem sido aplicada em diversos contextos: no setor alimenticio,
sendo utilizada para deteccao de adulteracdo de produtos como azeite extra virgem
(116) e de leite em po6 (117) e avaliacdo da qualidade de chas (118), por exemplo;
analise da variacdo na composicdo de Oleos essenciais utilizados na medicina
tradicional (119,120); identificacdo de componentes de extratos vegetais relacionados

com atividade de interesse (121); dentre outras aplicagdes.
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Sendo assim, as analises quimiométricas possibilitam examinar grande
guantidade de dados adquiridos a partir de matrizes biolégicas utilizando métodos
matematicos e estatisticos de alta complexidade, sendo, portanto, de grande utilidade
na investigacao de produtos naturais (114).

2.7 O ORGANISMO NAO-ALVO ZEBRAFISH

Para assegurar a protecdo da saude humana e do ambiente, é essencial avaliar
0 potencial dos produtos naturais em causar efeitos toxicos. Neste sentido, testes
toxicoldgicos podem fornecer informacdes importantes sobre os potenciais riscos de

exposicao a certos compostos (122).

A avaliacdo de toxicidade € um desafio no processo de descoberta e
desenvolvimento de novos produtos. Aproximadamente um quarto dos problemas na
descoberta de novas drogas esta relacionado com sua toxicidade. Roedores, como
ratos e camundongos, sdo o modelo convencional para ensaios de toxicidade,
comportamento e farmacologia (122). Porém, ao longo dos anos, vem sendo realcada
a necessidade da aplicacdo de modelos animais alternativos nos testes de toxicidade.
Além de evitar 0 uso desnecessario de animais, modelos alternativos sdo, muitas
vezes, financeiramente mais viaveis, aumentando o acesso de grupos de pesquisa a
testes toxicologicos (123). Por isso, diversas metodologias em modelos nao-
mamiferos, como testes de embriotoxicidade, tém sido testadas para aprimorar o

processo de avaliacéo de toxicidade (122).

Embrides de peixe-zebra (zebrafish) emergiram como uma interessante
alternativa para realizacdo de testes toxicolégicos e farmacoldgicos, gracas ao seu
potencial para realizacdo de testes rapidos e reprodutiveis, especialmente na
aplicacdo em high-throughput screening para alteracbes no comportamento
(122,124).

O peixe-zebra (Danio rerio) € um pequeno teledsteo (3 a 4 cm), pertencente a

familia de peixes de agua fresca Cyprinidae. Esta espécie é frequentemente
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empregada como modelo para avaliar a toxicidade de metais, pesticidas, farmacos e
outras substancias. Embrides e larvas de zebrafish (Figura 9) medem apenas de 1 a
4 mm e podem viver alguns dias apés fecundacdo sem necessidade de alimentacéo
externa. Pequenas moléculas diluidas na agua circundante séo absorvidas pela pele
e branquias das larvas e embrides, o que facilita a exposi¢do destes organismos aos
compostos-teste. Os compostos podem também ser ingeridos oralmente a partir de
72 horas poés-fertilizacdo (72 hpf) (125).
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Figura 9. Fotografias dos primeiros estagios de desenvolvimento do peixe-zebra: (A)
embrido (48 hpf — horas poés-fertilizacéo) e (B) larva (96 hpf). Acervo Laboratério de
Farmacognosia/UnB (foto de Heidi L. Schulte).

A transparéncia apresentada pelos primeiros estagios de desenvolvimento do
peixe-zebra permite facil observacao de diferentes estruturas durante os experimentos
in vivo sem necessidade de aplicar técnicas invasivas. Embora larvas e adultos sejam
usados em testes farmacologicos e toxicolégicos, maiores vantagens estao
concentradas nos primeiros estagios de desenvolvimento, ja que estes possibilitam
testes de grande numero de amostras em curto periodo de tempo, gracas a modelos

de screening em microplacas (125).

A partir do estagio de fertilizacdo, os embrides do peixe-zebra podem
sobreviver individualmente por dias em microplacas (125); além disso, o acelerado

desenvolvimento externo permite observacdo de diversas transformacdes
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morfoldgicas em poucos dias, ao contrario de outros modelos animais, que demandam

guantidade muito maior de tempo (122).

Para realizacdo dos testes, pequenas quantidades de amostra sao
necessarias, ja que uma larva consegue viver em apenas 50 uL de 4gua. Ademais,
estes organismos sédo tolerantes a baixas concentracdo de dimetilsulféxido (DMSO),
geralmente utilizado como veiculo para muitos compostos-teste (125). Outras
vantagens do uso de zebrafish como modelo experimental incluem economia de

espaco, e simples manipulacdo, quando comparados a outros modelos animais (122)

Adicionalmente, o genoma do peixe-zebra possui aproximadamente 70% de
homologia com o genoma humano, sendo que 84% destes parecem estar associados
com doencas humanas (126). Estudos recentes tém usado testes nas fases iniciais
da vida do peixe-zebra como um meio-termo entre estudo in vitro baseados em células

e estudos in vivo em mamiferos (122).

O peixe-zebra também tem sido utilizado para avaliar a toxicidade de produtos
gue tem potencial risco ambiental (125). Dentre eles, ja foram testados inseticidas da
classe dos piretroides como cifenotrina, tetrametrina, e cipermetrina, e dos
organofosforados, como malation (127,128). Ademais, embrides de peixe-zebra tém
sido utilizados para avaliar a toxicidade de produtos naturais (122), incluindo

inseticidas de origem natural como o espinosade (129).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar andlises quimiométricas e de isolamento bioguiado para encontrar o
composto presente em S. terebinthifolia responsavel pela atividade em Ae. aegypti; e
avaliar o impacto deste composto para o ambiente, por meio de avaliacéo do perfil de

degradacéo e toxicidade em organismo néo alvo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar analises quimiométricas para investigar o perfil de metabdlitos
presentes em amostras ativas e inativas extraidas de S. terebinthifolia;

e |solar substancia responsavel pela atividade observada;

e Testar a substancia em larvas, pupas, e forma adulta do mosquito (como
adulticida e repelente espacial);

e Desenvolver método para quantificar a substancia ativa em agua;

e Avaliar perfil de degradacao da substancia ativa;

e Estudar a identidade dos compostos gerados durante o processo de
degradacéo;

e Avaliar toxicidade da substancia ativa e de seus compostos de degradacédo no

organismo néo alvo peixe-zebra (Danio rerio).
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4. METODOS

4.1 EXTRATOS DE Schinus terebinthifolia

Schinus terebinthifolia Raddi, Anacardiaceae, identificada pelo botanico Prof.
José Elias de Paula (in memorian), foi coletada em junho de 2008 no bioma Cerrado,
em mata ciliar umida perto do Cérrego do Bananal, Parque Nacional de Brasilia,
Distrito Federal. Uma exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Brasilia sob
numero de acesso (UB) 3753. As partes da planta coletadas foram deixadas em
temperatura ambiente por 72 horas para retirada da umidade e depois pulverizadas
com auxilio de moinho de facas. Os extratos foram produzidos utilizando solventes de
diferentes polaridades, com o objetivo de gerar extratos de composi¢des quimicas
distintas. Para isso, o material vegetal pulverizado foi submerso em solvente e
submetido a extracdo por maceracao auxiliada por ultrassom em 4 ciclos de 2 horas,
com renovacao do solvente ao final de cada ciclo. As solucdes extrativas foram
concentradas em evaporador rotativo e transferidas para frascos de vidro tarados e
identificados. Apds dessecacdo sob pressdo reduzida, os frascos contendo o0s
extratos foram armazenados em freezer. Foram produzidos, ao todo, 14 diferentes
extratos, descritos na Tabela 2. Estes extratos fazem parte da colecdo de extratos e
substancias do Laboratorio de Farmacognosia (UnB), autorizada pelo CGEN/IBAMA
(n. 06/2012 — processo n. 02000.002272/2006-73), intitulada Banco de Extratos de

Plantas do Bioma Cerrado.
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Tabela 2 - Extratos da espécie Schinus terebinthifolia avaliados em relacéo ao seu

potencial larvicida.

Cédigo da amostra

Parte da planta

Solvente

Arbo0023 Madeira do caule Hidroalcoolica
Arbo0024 Madeira do caule Hexano
Arbo0025 Madeira do caule Hexano
Arbo0026 Madeira do caule Acetado de etila
Arbo0027 Madeira do caule Diclorometano
Arbo0028 Casca do caule Hidroalcoolica
Arbo0029 Casca do caule Diclorometano
Arbo0030 Casca do caule Hexano
Arbo0031 Casca da raiz Hexano
Arbo0032 Madeira da raiz Hidroalcodlica
Arbo0033 Madeira da raiz Acetato de etila
Arbo0034 Folha Hidroalcodlica
Arbo0035 Folha Diclorometano
Arbo0036 Folha Hexano

4.2 ANALISES QUIMIOMETRICAS

Para realizacdo das analises quimiométricas, pré-fracdes ativas e inativas em

larvas de Ae. aegypti, provenientes de diferentes extratos de S. terebinthifolia, foram

analisadas por meio de Cromatégrafo Liquido de Ultra Alta Eficiéncia (UPLC — Ultra

High Pressure Liquid Chromatography) com fotodiodo (PDA) acoplado com

Espectrdmetro de Massas de alta resolucdo (Bruker compact ESI-QgTOF) - UPLC-

PDA-MS/MS.
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Para isso, trés extratos ativos e trés extratos inativos foram selecionados para
pré-fracionamento. As pré-fracdes foram obtidas por pré-fracionamento em extragao
em fase solida (SPE-silica). As pré-fragcfes resultantes foram submetidas a ensaio em
larvas de Ae. aegypti para confirmacao da atividade, e diluidas em metanol e filtradas
por uma membrana de 0,22 um para anéalise em UPLC-PDA-MS/MS.

Para aquisi¢éo dos dados, foi usada coluna Intensity solo C18-2 column (100 x
1.5 mm, tamanho de particula 2.0 um) e fase mével constituida de: dgua ultrapura
(Milli-Q® Direct) e metanol (J. T. Baker), com 0,1% de &cido férmico. A elui¢éo analitica
de metanol comegcou com 5% e aumentou até 100% em 10 minutos, com mais 6
minutos para limpeza e estabilizacdo da coluna (tempo total da corrida de 16 min). O
fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min, volume de injecédo 5 uL e temperatura do forno a 40
°C. Os parametros utilizados na fonte de ionizagao foram: voltagem do capilar a 4500
V, nebulizador 4,0 bar, gas nebulizador a 9 L/min e temperatura da fonte a 200 °C.

Os dados obtidos a partir da analise em UPLC-PDA-MS/MS, em formato
mzXML, foram pré-processados utilizando o software MZmine 2.38. A metodologia
utilizada para pré-processamento dos dados foi baseada no protocolo desenvolvido
por Wolfender, Houriet e Allard (130). As funcbes de pré-processamento aplicadas
estdo descritas a seguir: determinacdo automatica de sinais de interesse - mass
detection (deteccdo a nivel de MS1; tempo de retencédo (TR) = 0,30 — 14,1 min;
deteccdo de massa: centroide, com ruido até 1,0x10%); construcédo de cromatogramas
- chromatogram builder (TR = 0,30 — 14,1 min; tempo minimo de span = 0,05 min;
altura minima = 1,0x10%; tolerancia para m/z = 0,006 m/z ou 20 ppm); deconvolugéo
(algoritmo Wavelets (XCMS); limite relacdo sinal-ruido (S/N) = 2; escala de Wavelet:
0,10 — 10,00; limite de duracédo do pico = 0,10 — 2,00 min); identificacdo dos sinais
isotopicos - isotopic peaks grouper (tolerancia para m/z = 0,006 m/z ou 20 ppm;
tolerancia para TR = 0,10 min; carga maxima = 2); alinhamento - data alignment
(tolerancia para m/z = 0,006 m/z ou 20 ppm; peso para m/z: 1; tolerancia para TR =
0,8 min; peso para TR = 0,05); e recuperacdo de sinais fracos - gap filling (tolerancia
para intensidade = 5,0%; tolerancia para m/z = 0,006 m/z ou 20 ppm; tolerancia para

TR = 0,8 min; correcdo de TR: selecionado).

Os dados provenientes do pré-processamento foram exportados e transferidos

para a plataforma online MetaboAnalyst®, onde foram realizados normalizacédo dos
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dados, escalonamento e analises quimiométricas. Segue descricdo dos parametros
utilizados: filtragao por valor de mediana da intensidade; normalizagéo pela soma,;

transformacao dos dados: nenhuma; escalonamento: Pareto scaling.

4.3 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO

4.3.1 Pré-fracionamento utilizando SPE-silica

O pré-fracionamento dos extratos ativos e inativos foi realizado por extracao

em fase sélida utilizando silica (SPE-silica), conforme o seguinte protocolo:

e Foram usados cartuchos com 2 g de silica, preparados manualmente;
e 100 mg de cada extrato selecionado foram dissolvidos em 1,6 mL de
solucéo com diclorometano:metanol (1:1) e aplicados sobre a silica;
e Os cartuchos com os extratos aplicados foram deixados em capela de fluxo
para secagem overnight;
e 6 mL de solvente de trés solventes em polaridades crescentes foram
aplicados a cada cartucho para realizar a separacédo em trés pré-fracoes:

A. Hexano 100% (6 mL) — pré-fracao A;

B. Acetato de Etila 100% (6 mL) — pré-fracdo B;

C. Metanol 100% (6 mL) — pré-fracéo C.

Sistema a vacuo foi aplicado para aumentar a eficiéncia na eluicdo dos

solventes (Figura 10).
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B = 100% acetato de etila
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Figura 10. Esquematizacdo da metodologia de pré-fracionamento em SPE-silica. Em
cada cartucho, contendo um dos extratos previamente selecionados, foi realizada
eluicdo utilizando: 6 mL de A (100% hexano), seguidos de 6 mL de B (100% acetato
de etila), e, por fim, 6 mL de C (100% metanol), com auxilio de sistema a vacuo. Acervo

do Laboratorio de Farmacognosia — UnB (elaborado por Heidi L. Schulte).

As pré-fracbes obtidas por este procedimento foram submetidas a teste

larvicida (conforme metodologia descrita no item 4.4.2) e analise por HPLC.

4.3.2 Isolamento do composto ativo

Para o isolamento do composto ativo em larvas de Ae. aegypti, uma aliquota
de 2 g do extrato Arbo0036 passou por processo de separacdo por SPE-silica,
conforme descrito no item 4.3.1. Por meio deste procedimento foram obtidos: 430 mg
de pré-fracdo A, 840 mg da pré-fracdo B e 310 mg da pré-fracdo C. As pré-fracdes
secas foram testadas em larvas de Ae. aegypti (de acordo com protocolo descrito no
item 4.4.2).

A pré-fracdo B foi 100% ativa a 125 pg/mL apdés menos de 6 horas de

exposicdo. Esta pré-fracdo em sua totalidade foi purificada em coluna com Sephadex
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LH-20 usando fase movel isocratica constituida de mistura de CH2Cl>:MeOH (1:1). A
partir desta coluna, foram coletadas 40 fra¢gOes, posteriormente combinadas em 8
fracbes (ArbolOA036A a Arbol0OA036H) de acordo com perfil apresentado em
Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

A fracdo Arbo10A036G (470 mg) apresentou aproximadamente 97% de pureza
cromatografica e foi submetida a analise por Ressonancia Magnética Nuclear uni e
bidimensional. Adicionalmente, foram obtidos: perfil de fragmentacdo e comprimento
de onda de maxima absorcdo (Amax) por UHPLC-PDA-MS/MS; e andlise por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Combinando os
resultados obtidos por estas analises com informagé&o disponivel da literatura (131),
foi possivel elucidar a estrutura da substancia isolada e identifica-la como o lipideo

fenadlico 5-[(Z)-pentadec-8’-enillbenzeno-1,3-diol, conhecido como bilobol.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE EM Ae. aegypti

4.4.1 Criacao de mosquitos

A col6nia de mosquitos Ae. aegypti (cepa Rockefeller) € mantida no Insetério
ArboControl - Laboratério José Elias de Paula/Anexo do Laboratério de
Farmacognosia da Universidade de Brasilia (UnB). O Insetario ArboControl dispde de
salas devidamente estruturadas para manutencdo da umidade e temperatura nos
padrdes adequados, assim como antessala para preparacdo de amostras. As salas
contendo as gaiolas de mosquitos sdo mantidas a 27 °C + 2 °C, com umidade relativa
de 80% + 10% e fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro). Ovos de Ae. aegypti sédo
eclodidos com auxilio de camara de vacuo (0,050 g de ovos sao colocados em contato
com 200 mL de agua e submetidos a 550 mmHg — 5 min com a bomba funcionando,

mais 1 hora com a valvula fechada para manter o vacuo). As larvas eclodidas séo
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transferidas para bandejas contendo 2 L de &gua da torneira e alimentadas
diariamente com 0,50 g de rac&o de peixe a partir do terceiro dia apds a eclosdo (dia
1 —alimentagdo com 0,03 g; dia 2 — sem alimentacdo). Apés transformacao em pupas,
estas sdo separadas entre machos e fémeas em estereomicroscépio e inseridas nas
gaiolas na proporcao de 1350 fémeas e 450 machos para cada gaiola. Os mosquitos
sdo alimentados com solucdo de acgucar a 10% (v/v). Fémeas sao alimentadas com

sangue de égua duas vezes por semana, para a producao de ovos.

4.4.2 Avaliacéo da atividade larvicida

Para o ensaio larvicida, dez larvas do terceiro estadio de desenvolvimento
foram transferidas para cada poco de uma placa de 12 pocos. As larvas foram
selecionadas de forma que todas tivessem tamanho homogéneo e aparéncia sadia.
Em seguida, o excesso de agua foi removido e 2,950 mL de agua da torneira foram
adicionados a cada poco. Aliquotas de 0,050 mL das solucdes estoque contendo as
respectivas amostras diluidas em DMSO (dimetilsulfoxido) foram adicionadas para
atingir a concentracdo teste. Extratos foram testados a 250 pg/mL; pré-fracdes
(resultantes de pré-fracionamento por extracdo em fase solida — SPE) foram testadas
a 125 ug/mL; fracGes foram testadas a 100 ug/mL; e substancias isoladas, a 25 ug/mL.
Todas as amostras foram testadas em quadruplicata e em trés lotes diferentes de

larvas.

A temperatura ambiente das salas de teste foi mantida nas mesmas condi¢des
das salas onde € mantida a colénia de mosquitos (27 °C + 2 °C, com umidade relativa
de 80% + 10% e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro). DMSO foi utilizado como
controle negativo (solvente); e Bti (Bacillus thuringiensis israelensis), um inseticida
biolégico desenvolvido para controlar as larvas de Ae. aegypti, foi utilizado como

controle positivo.

Passadas 24 horas da adicdo das amostras, o numero de larvas mortas foi

registrado. Foram consideradas mortas as larvas que ndo se movimentavam e que
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nao reagiam ao serem estimuladas. Se mais de 10% das larvas se transformassem
em pupa durante as primeiras 24 horas, 0 experimento seria descartado e repetido.
Se a mortalidade do controle negativo estivesse entre 5% e 20%, a mortalidade dos

grupos tratados seria corrigida segundo a formula de Abbott:

Mortalidade (%) = —~ 100

em que X é a porcentagem de sobreviventes no controle e Y é a porcentagem de

sobreviventes tratados.

44.2.1 Determinacéo de CLso em larvas de Ae. aegypti

Com o objetivo de avaliar a concentracdo necessaria de substancia isolada
para causar a mortalidade da metade dos individuos expostos (CLso), foi realizado
ensaio protocolado pelo Laboratdrio de Farmacognosia (FS/UnB), baseado naquele
definido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (132).

Os testes foram realizados em recipientes descartaveis transparentes contendo
120 mL de agua, de forma a obter uma coluna de agua de no minimo 5 cm. Cinco
concentracfes-teste foram definidas a partir da concentracéo testada previamente (25
Mg/mL), com o objetivo de obter uma curva dose-resposta. As concentracdes foram
escolhidas de forma que a mais alta das concentracdes tenha atividade larvicida de
pelo menos 95% e a mais baixa, atividade de até 10%, as outras concentracfes
devem variar de maneira decrescente dentro deste intervalo. Todas as concentracfes
foram testadas em quadruplicata, com 25 larvas em cada recipiente. O calculo da CLso
foi realizado por aplicacdo de script de probit para andlise de ensaios biol6gicos no
software R (133).
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4.4.3 Avaliacao da atividade pupicida

Screening para atividade pupicida também foi avaliada em placas de 12 pocos.
Para isso, 5 pupas foram adicionadas em cada poco; em seguida, o excesso de agua
foi removido e 2,950 mL de agua da torneira foram adicionados em cada poco.
Aliquotas de 0,050 mL de solucao estoque contendo as amostras dissolvidas em
DMSO foram adicionadas a cada posso. Pupas recém-transformadas foram
selecionadas para realizacado do teste, com o objetivo de deixa-las expostas a amostra
pela maior quantidade de tempo possivel antes que emergissem para a fase adulta.
Todas as amostras foram testadas em quadruplicata. O niamero de pupas mortas foi
registrado a cada 24 horas até que todos os individuos do controle se transformassem
em mosquitos. As concentracOes-teste foram as mesmas definidas para o teste
larvicida (extratos, 250 ug/mL; pré-fracdes, 125 pg/mL; fracdes, 100 pg/mL; e
substancias, 25 ug/mL).

4.4.4 Avaliacao da atividade adulticida

A metodologia utilizada para avaliacdo da atividade adulticida foi baseada na
Diretriz para Avaliar a Resisténcia a Inseticida em Vetores Usando o Bioensaio com
Garrafa dos Centros para o Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, Centers for
Disease Control and Prevention). A partir deste protocolo, € possivel determinar o
tempo e a dose diagndstica, sendo a dose diagnostica definida como a dose de
inseticida que mata 100% dos mosquitos suscetiveis dentro de um tempo especifico,

o tempo diagnéstico (134).

Para realizacdo deste teste, mosquitos fémeas foram alimentados apenas com
solucdo acucarada a 10% até o momento do teste. Foram usadas fémeas de 5 a 8
dias de idade. Amostras foram testadas a 50 pg/garrafa. Para isso, solu¢des de 50

pg/mL em acetona foram preparadas. Desta solu¢cdo, uma aliquota de 1 mL foi
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aplicada no interior das garrafas. Para que a amostra testada fosse homogeneamente
impregnada por toda a superficie interior da garrafa, as garrafas foram rotacionadas
até que os sinais visiveis do solvente tenham desaparecido. O papel aluminio utilizado
para tampar as garrafas também foi impregnado com a amostra a ser testada. As
garrafas foram posicionadas dentro da capela com fluxo acionado para assegurar
secagem completa do solvente. Cada amostra foi testada em quadruplicata. Malation
a 50 pg/garrafa, capaz de matar todos os mosquitos em 30 minutos, foi usado como
controle positivo. Acetona foi usada como controle negativo.

As fémeas de mosquito foram retiradas de gaiola contendo apenas fémeas com
auxilio de aparato de succéo e transferidas para o interior das garrafas, de forma a
obter 10 a 25 fémeas por garrafa. Apés fechar as garrafas com papel aluminio, um
pedaco de tela mosquiteira foi fixado por cima de cada garrafa. Em seguida, foram

feitos pequenos furos no papel aluminio para permitir circulacao de ar.

Apo6s o fechamento das garrafas, 0 nimero de mosquitos vivos dentro de cada
garrafa foi registrado (niumero de mosquitos vivos em t = 0). O numero de mosquitos
vivos e mortos foram registrados a cada 15 minutos nas duas primeiras horas. O
registro foi feito novamente apds 4, 6 e 24 horas. Mortalidade de até 10% no controle
negativo foi considerada aceitavel. Em caso de mortalidade entre 3 e 10%, os
resultados foram corrigidos utilizando a formula de Abbott. Mortalidade de até 3%

pode ser ignorada.

4.4.5 Avaliacdo da atividade repelente espacial

by

Repeléncia espacial se refere a capacidade de uma substancia quimica
presente no ar alterar o comportamento dos mosquitos fémeas, de forma a reduzir o
contato entre humano e vetor, conferindo uma forma de protecdo pessoal contra o
vetor Ae. aegypti. Um dos comportamentos que pode ser estudado € o0 movimento
para longe de um estimulo quimico. Com o objetivo de avaliar a capacidade de uma

amostra de gerar este comportamento, foram realizados testes baseados em
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protocolo preconizado pela OMS (135). Para isso, foi construido aparato de vidro
constituido de cilindro central transparente conectado a dois cilindros-teste de vidro
vazados (um para o controle e um para o tratamento), como mostrado na Figura 11.
Para separar o cilindro central dos cilindros-teste, foram usadas valvulas borboleta. A
porcdo mais externa dos cilindros-teste foi pintada com tinta preta para evitar a
passagem de luz. A extremidade lateral de cada um dos cilindros-teste foi mantida
transllcida para permitir entrada de luz. Um pedaco de feltro foi utilizado para cobrir
toda a extensao do aparato, permitindo que a luz entre apenas pelas extremidades.

Cilindros-teste

Cilindro central

Figura 11. Aparato utilizado para avaliacao da atividade de repelente espacial.

Para terem atividade de repeléncia espacial testada, amostras foram
dissolvidas em acetona de forma a obter concentracdo final de 250 nmol/cm?.
Aliquotas de 1,5 mL foram retiradas desta solucdo e aplicadas de forma uniforme
sobre pedacos de papel-filtro de 11 x 25 cm (275 cm?). Como controle, 1,5 mL de
acetona foram aplicados em papel filtro de mesma propor¢éo. Os pedacos de papel-
filtro foram deixados secando por 30 min, para garantir completa evaporacdo do
solvente. Para controle positivo, foi usado DEET (N,N-dimetil-meta-toluamida) a 25

nmol/cm?2.

Para realizacdo do teste, papel-filtro com a amostra impregnada foi colocado
em um dos cilindros-teste e papel-filtro controle foi posicionado na extremidade
oposta. Com ambas as valvulas fechadas, 20 fémeas foram inseridas no cilindro

central usando dispositivo de sucgdo. Apds tempo de aclimatacdo de 30 segundos, o
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comportamento dos mosquitos foi observado. O nimero de mosquitos fisicamente
danificados ou incapazes de voar foi registrado e descontado do tamanho da amostra.
Em seguida, o feltro foi colocado sobre o aparato e as valvulas foram abertas
simultaneamente. Ap6s 10 minutos, as valvulas foram fechadas e o numero de

mosquitos em cada camara foi contabilizado.

A seguir, os mosquitos foram retirados por meio de aspiragdo mecanica e 0s
compartimentos foram desacoplados para permitir ventilacdo passiva por 3 min,
eliminando, assim, residuos de volateis remanescentes nos cilindros. Este
procedimento foi repetido entre as replicatas. Nove replicatas para uma mesma
concentragao foram realizadas para avaliar o potencial de repeléncia espacial. Antes
de iniciar o teste de uma amostra, um papel-filtro controle foi posicionado dentro de
cada extremidade (sob a porcdo vazada do vidro) para garantir que ndo haja

preferéncia dos mosquitos por uma das extremidades do aparato.

Para avaliar a proporcao de mosquitos repelidos, foi usada a seguinte férmula:

SAI =

(Nc — Nt) (Nm)
Ne+nNe |© U

o SAl: Spatial Actitity Index

o Nc: nimero de mosquitos na camara controle

o Nt: nUmero de mosquitos na camara com tratamento
o Nm: nimero total de mosquitos nas duas camaras

o N: numero total de mosquitos na unidade teste

o SAlvariade-lal:

= 0:indica que ndo houve resposta

= -1:. indica que todos 0s mosquitos se moveram em direcdo a
camara com o tratamento, resultando em resposta atrativa

= 1: indica que todos os mosquitos se moveram em direcdo a
camara controle, resultando em resposta repelente espacial

= Se Ncou Nt=0, o teste é valido, mas SAI = 0.

= O SAI é calculado para cada replicata e o indice médio é

analisado estatisticamente.
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4.5 METODO DE QUANTIFICACAO

4.5.1 Preparacgao analitica de bilobol

Solucédo estoque contendo bilobol (isolado por meio do procedimento descrito
no item 4.3.2.) a 250 mg/L em DMSO foi analiticamente preparada em balédo
volumétrico. Para andlise envolvendo bilobol padréo, a solugcéo estoque foi dissolvida
10 vezes usando acetonitrila. Para experimentos gerais, 1 mL desta solu¢do estoque
foi adicionado em 9 mL de agua proveniente do sistema aquatico no qual os peixes-
zebra foram criados, aqui chamada de agua de cultivo. Ao fim de cada experimento
envolvendo amostras em agua de cultivo, 1 mL das solu¢cbes em agua de cultivo foram
solubilizadas em 1 mL de acetonitrila, para promover deteccdo cromatografica
adequada. Todas estas amostras foram filtradas utilizando filtros de PRFE 0,22 ug x

13 mm e transferidas para frascos apropriados para injecdo automatica.

4.5.2 Condi¢cbes de UPLC-PDA-MS/MS

UPLC-PDA-MS/MS consistido de sistema de bombeamento de solvente binario
Bruker HPG 1300, injetor automatico e forno para coluna, juntamente com o0s
softwares CompassHyStar e OtofControl, foram utilizados para realizar os
experimentos analiticos. Os perfis cromatograficos das amostras de bilobol foram
adquiridos usando coluna de fase reversa Intensity solo 2.0 Cis (100 x 2.1 mm, 2.0
um), protegida por pré-coluna. A fase mével consistiu de sistema isocratico composto
de 13% agua ultrapura (A) e 87% acetonitrila (B); A e B contendo 0,1% acido
trifluoroacético (TFA). Durante todo o tempo de corrida (8 minutos por corrida), fluxo

foi mantido a 0,5 mL/min e temperatura, a 40 °C. Aliquotas de 2 pL de cada amostra
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foram injetadas no sistema de UPLC e os cromatogramas foram registrados a 210 nm.
Deteccdo de PDA foi utilizada nas analises qualitativas e quantitativas, enquanto
analises de MS e perfil de UV foram usadas para andlises qualitativas. Os solventes
grau HPLC ou MS utilizados nestas analises foram fornecidos pela empresa Merck e

a agua ultrapura foi obtida por meio de sistema de purificacdo de agua Direct-Q®.

4.5.3 Parametros analiticos para validacao

A validacdo do método de quantificacdo de bilobol em agua foi realizada em
conformidade com protocolos estabelecidos por agéncias regulatorias (136,137).
Todos os dados foram baseados nos valores de média + desvio padrdao (DP) e as
variagbes foram expressas em valores de desvio padrdo relativo (DPR). Para
validacdo, 0s seguintes parametros analiticos foram avaliados: seletividade,
estabilidade, linearidade, limites de deteccéo (LD) e de quantificacao (LQ), precisao,

exatidao e efeito matriz normalizado.

A seletividade foi avaliada a partir dos valores obtidos para: tempo de retencéo,
area do pico e fator cauda. Perfis cromatograficos, assim como espectros de UV e
massas, de solucdes de bilobol em acetonitrila foram comparadas com aqueles
obtidos para as amostras experimentais, as quais foram preparadas com agua de

cultivo.

Estabilidade do bilobol foi avaliada baseada na comparacao entre concentracao
tedrica e concentracdo experimental, expressada como recuperacao (%), utilizando
solucbes de bilobol 1:1 agua de cultivo:acetonitrila a 25,73 mg/L logo apés a
preparacdo da amostra e apés 24, 48, 72 e 96 horas. Durante estes periodos, estas
solucBes foram submetidas a congelamento a — 20 °C overnight e mantidas em

temperatura ambiente durante o dia (por volta de 22 °C).

Para a linearidade, a curva de calibracéo foi preparada em triplicada, avaliando
sete concentragdes: 0,77; 1,54; 3,08; 6,17; 12,34, 24,68 e 49,36 mg/L. Este parametro

foi analisado por calculo de regressdo por método de minimos quadrados e
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expressado por coeficiente de correlacdo linear r?. Concentragdes de bilobol nas
amostras foram calculadas baseando-se na area do pico. A faixa linear dindmica foi
definida a partir da razdo entre area e respectiva concentracéo, plotada em relacao
ao log da concentracdo, considerando erro de 6%. Limite de deteccdo (LD) e de
quantificagéo (LQ) foram determinados a partir da inclinagcéo da curva de calibracio

(a) e do desvio padrao da intersecéo da reta (Sp).

A precisdo foi estimada pela avaliacdo da repetibilidade e preciséo
intermediaria. Para isso, solu¢bes de bilobol a 25 mg/L em &gua de cultivo foram
utilizadas. A repetibilidade foi determinada por analises de 6 réplicas da concentracéo-
teste individualmente preparadas. Trés repeticbes foram executadas para cada
réplica, sob as mesmas condicbes de operacdo, mesmo analista e mesma
instrumentacdo, em uma unica corrida analitica. Precisdo intermediaria foi obtida a
partir da analise de mesma amostra, no mesmo laboratorio, em 3 dias diferentes,
realizada por operadores distintos, considerando a mesma concentracdo e 0 mesmo

numero de determinacdes descritas na avalicdo da repetibilidade.

Exatiddo e recuperacdo de bilobol foram determinadas considerando o0s
resultados obtidos por cinco experimentos analisados trés vezes cada. Solucdes de
concentracgfes teodricas a 5,12 mg/L (baixa), 12,28 mg/L (média) e 25,73 (alta) mg/L
foram preparadas de acordo com procedimento de preparacdo analitica de bilobol,
descrito no item 4.5.1. Em seguida, estas amostras foram analisadas em UPLC-PDA

para quantificacao real de bilobol em cada experimento.

Fator de matriz normalizado (FMN) foi adquirido considerando razdo das areas
do pico de bilobol na presenca da matriz pelas areas na auséncia de matriz, no qual,
FMN = analito na presenca de matriz/analito na auséncia da matriz. Parametros de

recuperacdo e DPR foram calculados para todos os valores de FMN.
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4.5.4 Planejamento para avaliacado da degradacao de bilobol

O método analitico descrito anteriormente foi aplicado para determinacéo da
taxa de degradacao de bilobol em t = 0 h e apds 24, 48, 72 e 96 horas. Para cada
periodo, foram analisadas trés diferentes concentracdes: baixa = 4,36 mg/L; média =
12,2 mg/L e alta = 23,86 mg/L, por meio de experimentos executados em triplicata.
Estas concentracdes foram atingidas por meio da dissolucdo de solugéo padréo de
bilobol (em DMSO), em agua de cultivo. As caracteristicas fisico-quimicas da agua
foram rigorosamente controladas: 27 + 1 °C, 720 + 50 uS/cm (condutividade), pH 7,0
+ 0.5 e saturacéo de oxigénio dissolvido = 95%.

Todas as solucbes-teste de bilobol preparadas em agua de cultivo foram
distribuidas em placas de 96 pocos, que foram mantidas em camara climatica
apropriada (SL-24 Solab Cientifica) a 27 °C. A cada 24 horas, uma aliquota de 1 mL
de cada concentracdao foi dissolvida em 1 mL de acetonitrila, filtrada e transferida para

frasco apropriado para avaliacdo no método analitico.

Este procedimento também foi realizado em garrafas de vidro hermeticamente
fechadas contendo 50 mL das solucOes-teste de bilobol em agua de cultivo nas
mesmas concentracbes anteriormente citadas. Inicialmente, ambos desenhos
experimentais, usando placas e garrafas, envolveram apenas bilobol e agua de
cultivo, sem presenca de embrides de peixe-zebra. Posteriormente, o procedimento
foi repetido de acordo com protocolo de teste de embriotoxicidade em peixe (FET),
em placas de 96 pocos para determinar a influéncia da degradacdo na toxicidade
aguda, coletando aliquotas das solucdes teste na presenca dos organismos vivos para

avaliar a influéncia destes organismos no perfil de degradacéo.
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4.6 TESTES TOXICOLOGICOS

4.6.1 Criagéo de organismos-teste (zebrafish)

Os peixes-zebra (zebrafish) foram mantidos em aquarios contendo agua filtrada
por osmose reversa e carvao ativado. Os peixes foram criados em sistema aquatico
(ZebTec - Tecniplast, Italia) localizado em sala climatizada do Departamento de
Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia (UnB), como fotoperiodo de 12:12
h (claro:escuro). Neste sistema, os parametros fisico-quimicos da agua foram
estritamente controlados: 27,0 £ 1 °C, condutividade a 720 + 50 uS/cm, pH 7,0 £ 0,5
e saturagao de oxigénio dissolvido = 95%. Estas condi¢cbes foram mantidas para os

organismos utilizados em todos os testes de toxicidade.

Ovos de peixe-zebra foram coletados imediatamente apds acasalamento
natural, lavados em agua e analisados sob estereomicroscopio (Stereoscopic Zoom
Microscope — Stemi 2000, Zeiss, Alemanha). Ovos nao fertilizados, mostrando sinais

de clivagem irregular ou outros sinais de danos foram descartados (Figura 12).
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Figura 12. Esquema dos testes de toxicidade com embrides de peixe-zebra. Da

esquerda para a direita: 1) os ovos sdo recolhidos do aquério de reproducédo; 2)
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triagem a olho nu dos ovos fertilizados; 3) selecdo no estereomicroscopio dos ovos
fertilizados com desenvolvimento normal e descarte dos ovos nao fertilizados, os que
apresentam danos, irregularidades na clivagem, ou injarias no corion; 4) os ovos (1
ovo por po¢o) sao distribuidos em placas de 96 pocos. Adaptado de Lammer et al.,
2009 (138).

4.6.2 Avaliagéo de toxicidade aguda em embrides de zebrafish

Os testes de embriotoxicidade foram baseados no protocolo n° 236 da
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (Organization for
Economic Co-operation and Development - OECD), “Fish Embryo Toxicity (FET) test”
(139). Os testes foram realizados em placas de 96 pocos, onde cada poc¢o continha 1
embrido e 200 pL da solucédo teste, seguindo desenho experimental mostrado na
Figura 13. No total, foram utilizados 60 ovos por tratamento, divididos em trés
replicatas (20 ovos/tratamento/replicata). Em cada placa, 10 pocos contendo apenas
agua de cultivo e embrido foram designados como controle interno da placa, conforme
requerido pelo protocolo da OECD. Controle com solvente foi executado preenchendo
20 pocos com solucdo com DMSO a 1%, a maior concentracdo de DMSO utilizada
nas solucdes-teste. As microplacas foram mantidas em camara climatica (SL-24 Solab
Cientifica, Brasil) com condic¢des idénticas a sala de cultivo. Os testes foram iniciados

imediatamente apoés a fertilizacdo e tiveram duracéao total de 96 h cada.

Embrides de zebrafish foram expostos a seis concentracfes diferentes de
solucbes-teste (2,0; 3,6; 6,6; 12,1; 22; 40 mg/L). Estas concentra¢cdes foram definidas
baseando-se, inicialmente, no valor de CLsp obtido no teste em larvas de Ae. aegypti.
Um teste FET piloto foi realizado para verificar a adequabilidade das concentracdes
escolhidas e, a partir destes resultados foram definidas as concentracfes maxima e
minima. Em seguida, funcdo logaritmica foi aplicada as concentracbes maxima e
minima, e, com base nos valores de log, foi estabelecido o fator de diluicdo (range),

que foi aplicado para determinag&o das concentracdes intermediarias.
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As solucdes-teste foram preparadas com a agua de cultivo de peixe-zebra
(caracteristicas fisicas e quimicas previamente descritas). Para isso, uma solucéo de
trabalho em agua de cultivo a 100 mg/mL foi preparada a partir de solucao estoque a
10 mg/mL em DMSO.
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Figura 13. Design experimental dos testes de embriotoxicidade aguda utilizando o

peixe-zebra como organismo modelo.

Para avaliar a toxicidade de diferentes estagios do processo de degradacéo do
bilobol, 3 ensaios foram propostos: (i) a 0 horas de degradacédo (t = O horas de
degradacéo - hod), onde embrides foram adicionados aos pocos imediatamente apos
as solucdes de bilobol em agua de cultivo serem transferidas para placas de 96 pocos;
(ii) ap6s degradacao por 24 h (t = 24 hod), onde os embrides s6 foram adicionados 24
h apo6s solucdes de bilobol terem sido transferidas para as placas; (iii) apos
degradacéao por 96 h (t = 96 hod), onde embrides foram adicionados as placas apos
solucbes de bilobol terem degradado por 96 h. Esquematizacdo do desenho
experimental aplicado para avaliar perfil de degradacéo e toxicidade aguda de bilobol

e seus compostos de degradacao esté representada na Figura 14.

Mortalidade e alterac6es morfolégicas foram observadas e registradas a cada
24 h (24, 48, 72 e 96 horas poés-fertilizacdo - hpf). Foram avaliadas alteracées em
parametros de desenvolvimento embrionario como: formacéo do otélito, pigmentacéo

de corpo e olhos, formacao dos somitos, presenca de batimento cardiaco, separacéo
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da cauda do saco vitelino, edema, acumulo de hemécias, liquido amniético, absorcao
do saco vitelino, eclosdo, dentre outros. Parametros complementares foram
adicionalmente avaliados ap6s a ecloséo: inflacdo da bexiga natat6ria, malformacdes
da cauda e equilibrio (definido como o embrido deitado lateralmente no fundo do poco
da microplaca). Os parametros de desenvolvimento foram avaliados em
estereomicroscopio (Stereoscopic Zoom Microscope — Stemi 2000, Zeiss, Alemanha)
usando amplificacéo de x 70 para ovos e x 40 para larvas.

O célculo da CLso foi realizado a partir dos dados obtidos 96 hpf por aplicacédo
de script de probit para andlise de ensaios biolégicos no software R (133). Gréfico
integrado de mortalidade foi tragado utilizando o software SigmaPlot 12.5. Os ensaios
de toxicidade foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal do Instituto
de Biologia da Universidade de Brasilia, sob nimero de protocolo n.100226/2014.
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toxicidade aguda
gerada por:
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e = avali¢ao de toxicidade (efeitos letais
=4 g subletais)
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placas de 96 pogos

hod = hours of degradation
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Figura 14. Desenho experimental utilizado para avaliacdo do perfil de degradacdo de bilobol em placas de 96 pocgos e avalicdo da

embriotoxicidade aguda de bilobol e seus compostos de degradacdo. Aliquotas para quantificacdo foram coletadas emt =0, 24 e

96 hod, destacados em vermelho.



71

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE DE EXTRATO DE S. terebinthifolia EM Ae. aegypti

Um total de 14 extratos da espécie S. terebinthifolia (descritos na Tabela 2) foi
testado a concentragao de 250 ug/mL em larvas e pupas de Ae. aegypti. Destes, trés
extratos mostraram atividade acima de 80% (Arbo0031, Arbo0035 e Arbo0036)
(Figura 15). Tais extratos foram obtidos por meio de extragéo com solventes apolares:
extrato hexanico da casca da raiz (Arbo0031); extrato hexanico da folha (Arbo0036);
e extrato diclorometéanico da folha (Arbo0035), indicando que a lipofilicidade é

relevante para atividade larvicida.
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Figura 15. Mortalidade (%) em larvas e pupas de Ae. aegypti gerada apos 24 h de

exposicao por extratos de Schinus terebinthifolia testados a 250 pg/mL.
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O papel da lipofilicidade para modulacao de atividade em larvas de Ae. aegypti
ja foi relatada previamente na literatura, tendo sido relacionada com mecanismo de
inibicdo enzimatica causada por compostos lipofilicos (140,141). Os resultados do
screening também estdo em concordancia com atividade larvicida previamente

relatada para extratos de folhas de S. terebinthifolia (23,24).

Em pupas de Ae. aegypti, apenas dois extratos geraram mortalidade superior
a 80% (Arbo0031 e Arbo0036), sendo que também apresentaram atividade larvicida
(Figura 15). Atividade em pupas de Ae. aegypti foi previamente reportada para fragdes
de dleo essencial de frutos e folhas de S. terebinthifolia (142). Atividade pupicida de
extratos de folha também foi reportada para pupas de Plutella xylostella, uma
importante praga agropecuaria (143). Porém, até o momento, ha escassez de relatos
de atividade pupicida em Ae. aegypti de extratos brutos de S. terebinthifolia.

5.2 ANALISE DA COMPOSICAO METABOLICA

Para investigacdo do perfil de metabdlitos, os trés extratos ativos em larvas
(Arbo0031, Arbo0035 e Arbo0036), juntamente com trés extratos inativos (Arbo0026,
Arbo0028 e Arbo0032) foram pré-fracionados utilizando técnica de Extracdo em Fase
Solida, conforme procedimento descrito no item 4.3.1. As pré-fracfes resultantes
foram testadas em larvas para confirmacao da atividade. Com o objetivo de avaliar a
diferenca entre a composicdo metabdlica de amostras ativas e inativas, estas pré-
fracGes foram submetidas a analise em UPLC-PDA-MS/MS para aquisi¢ao dos dados

necessarios.

Apbs pré-processamento dos dados e aplicacdo de andlises quimiométricas
disponiveis na plataforma online MetaboAnalyst®, foi possivel observar clara
diferenciacao entre o perfil de metabdlitos presentes em amostras ativas e inativas.
Uma das analises que permite observar claramente esta diferenciacdo € a

representacao grafica denominada heatmap (Figura 16).
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O heatmap permite melhor visualizacdo da grande quantidade de dados
adquiridos, mostrando a abundéancia relativa dos ions detectados em cada amostra
por meio de uma escala de intensidade de cor. Gragas a andlise de agrupamentos
(clustering), os ions detectados e as amostras sdo agrupados por similaridade,
facilitando a visualizacao e interpretacao dos dados (144).

O heatmap mostrado na Figura 16 exibe a lista dos 50 ions considerados mais
importantes para diferenciacdo entre amostras ativas e inativas. Este gréafico indica
gue existe uma marcante diferenca entre o perfil de metabdlitos dos dois grupos, ja
qgue foi possivel observar blocos bem definidos de metabdlitos mais presentes em
amostras ativas e menos presentes em amostras inativas, sendo o contrario também

verdadeiro.
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Figura 16. Analise de agrupamentos (clustering) apresentado no formato de heatmap
obtido por meio do software online MetaboAnalyst® mostrando 50 fons mais
importantes para diferenciacdo entre amostras ativas e inativas. O agrupamento
hierarquico foi aplicado tanto para os sinais detectados quanto para as amostras.

Similaridade foi calculada por distancia euclidiana e algoritmo de aglomeracéo foi
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baseado no método de Ward. A escala de cor (a direita) mostra a abundancia relativa

de cada um dos sinais detectados nas respectivas amostras.

Esta diferenca também é evidenciada pelo grafico de PLS-DA (Partial Least
Squares - Discriminant Analysis) (Figura 17), um modelo quimiométrico comumente
utilizado para andlise de produtos naturais para predizer Y (bioatividade) a partir de X
(sinais detectados, que correspondem a diferentes metabdlitos) (145). Este modelo foi
capaz de separar amostras ativas e inativas em dois grupos bem definidos, baseando-

se em sua composi¢cao metabdlica.
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Figura 17. Gréafico PLS-DA scores plot para as duas principais componentes (PCs).
As variancias explicadas estdo inseridas entre parénteses. As areas sombreadas
indicam intervalo de confianca de 95%.

A andlise de PLS-DA também fornece uma representacdo grafica dos sinais

detectados (features) com maior relevancia para a projecdo das amostras no grafico
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de scores, e, portanto, para a separagao entre amostras ativas e inativas, o grafico de
VIP scores (Variable Importance in Projection - VIP) (Figura 18). No topo da lista
fornecida pelo VIP scores estd o ion m/z 317,2491 [M-H], constando como mais
abundante em amostras ativas. Portanto, o grafico de VIP scores indica que o ion m/z
317,2491 [M-H]" foi o mais relevante para plotagem das amostras ativas
separadamente das inativas. Este mesmo ion consta no heatmap como um dos ions
importantes para a diferenciacdo dos grupos e possui abundancia relativa elevada em

todas as amostras ativas.
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Figura 18. Grafico mostrando os metabdlitos mais importantes classificados por PLS-
DA VIP scores. Os quadrados coloridos a direita indicam as concentracoes relativas

do metabdlito correspondente em cada um dos grupos sob estudo.

Ao realizar a andlise de componentes principais (PCA — Principal Component
Analysis), a diferenca entre os grupos nao foi tdo evidenciada (Figura 19), porém, as
amostras ativas foram plotadas com grande proximidade entre si, ao contrario das
amostras inativas, que ficaram espalhadas pelo grafico, demonstrando alta

similaridade entre o perfil metabdlico das amostras ativas.
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Figura 19. Andlise de componente principal (PCA) scores plot. As variancias
explicadas estéo inseridas entre parénteses. As areas sombreadas indicam intervalo

de confianca de 95%.

A diferenca na capacidade de PLS-DA e PCA em separar as amostras em
grupos é explicada pelo fato de que PCA € uma analise ndo supervisionada, ou seja,
gue nao leva em consideracdo a informacdo de Y, permitindo exploracdo néao-
tendenciosa dos dados. O PLS-DA, por outro lado, € uma analise supervisionada,
onde os rotulos definidos em Y (amostras ativas ou inativas) sdo utilizados para
maximizar a separacao entre os diferentes grupos e aumentar a homogeneidade entre
amostras de um mesmo grupo. Por isso, na analise de PLS-DA, a diferenciacéo entre
0s grupos fica mais evidente, quando em comparagcdo ao PCA (144). Embora haja
diferencas na composicdo das amostras, ainda ha muita similaridade, jA que séo
amostras provenientes de uma mesma planta, e isto se reflete na analise de PCA,

dificultando a separacédo dos grupos.

Por outro lado, a analise de agrupamentos usada no heatmap também é néo
supervisionada (144) e mesmo assim foi capaz de identificar clara diferenciacédo entre

a composicdo metabdlica de amostras ativas e inativas. O fato de esta diferenca nédo
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estar tdo clara na andlise de PCA pode estar relacionada aos métodos matematicos
aplicados em cada analise.

Dentro da andlise de PCA, destacam-se também as informacdes fornecidas
por: loading plot (Figura 20) e PCA biplot (Figura 21). Ao analisar perfis metabdlicos,
a composi¢ao quimica de cada amostra influencia as componentes principais (PCs),
possibilitando separacéo destas amostras em um espaco multidimensional, ilustrado
no gréafico de scores (Figura 19), sendo a razdo quimica dessa separacéao evidenciada
no grafico de loadings (114). Sendo assim, o loadings plot mostra a propor¢do com
gue os sinais detectados influenciam as componentes principais, PC1 e PC2. Neste
gréfico, é possivel observar que o ion m/z 317,2491 [M-H] estéa plotado em por¢des
extremas de ambos os eixos, indicando que este ion teve grande influéncia nas PC1
e PC2, que explicam juntas mais de 50% da variacdo na composicdo de metabdlitos
nas pré-fragdes estudadas. Portanto, este ion tem grande influéncia na diferenciagao
entre amostras ativas e inativas, sendo o ion mais relevante para a plotagem das

ativas no espago.
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Figura 20. PCA loading plot das duas primeiras componentes (PCs). Os circulos
preenchidos de rosa indicam os sinais detectados. Os sinais que mais influenciam a

plotagem do gréfico de scores sdo aqueles localizados nas extremidades dos eixos.
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Na representacao grafica de PCA biplot, o grafico de scores é combinado com
o grafico de loadings. Os scores representam as coordenadas das amostras apos
analise de componentes principais. Ja o PCA loading plot, como mencionado
anteriormente, descreve a maneira como as variaveis dos dados originais estao
combinadas nas PCs, indicando quais possuem maior contribuicdo para a formacéao
de determinada PC. Portanto, o PCA biplot ressalta como os dados originais
influenciam na plotagem das amostras (114). O grafico biplot mostrado na Figura 21
destaca como o ion m/z 317,2491 [M-H] influencia na disposi¢éo das amostras ativas
no gréafico de scores.
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Figura 21. PCA biplot, resultante da combinacéo do gréafico de scores e do gréafico de
loading. Eixo inferior: score de PC1; eixo esquerdo: score de PC2; eixo superior:

loadings de PC1,; eixo direito: loadings de PC2.
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5.3 ISOLAMENTO E ATIVIDADE DE COMPONENTE DE S. terebinthifolia

Embora n&o seja o extrato que demonstrou maior atividade, o extrato Arbo0036
foi escolhido para prosseguir com investigacao da atividade por ser um extrato de
folha, um 6rgdo renovavel da planta; por ser obtido por meio de extragdo com um
solvente nédo clorado, ja que solventes clorados séo prejudiciais ao meio ambiente; e
possuir maior quantidade de extrato disponivel. Adicionalmente, a pré-fracdo B de
Arbo0036 apresentou 100% de atividade a 100 mg/L em 24 h, 80% de rendimento
apos pré-fracionamento, perfil cromatografico ndo muito complexo apds analise em
UPLC e grande abundéancia relativa do ion m/z 317,2491 [M-H], indicado pelas

analises quimiométricas como relevante para a atividade observada.

A pré-fracdo B foi submetida a fracionamento em coluna de Sephadex® LH-20,
conforme método descrito no item 4.3.2. ApOs analise das fracdes resultantes em
UPLC-MS, a fracdo Arbo10A036G se destacou por apresentar pureza cromatografica
de aproximadamente 95% e m/z 317,2485 [M-H]. Esta amostra foi entdo analisada
em RMN uni e bidimensional. A estrutura da substancia presente nesta amostra foi
entdo elucidada e identificada como sendo um alquilresorcinol chamado 5-[(2)-
pentadec-8’-enillbenzeno-1,3-diol, comercialmente conhecido como bilobol (Figura
22).

Figura 22. Estrutura do bilobol, componente ativo isolado de Schinus terebinthifolia.
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Bilobol foi isolado pela primeira vez de Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) (146) e ja
foi previamente isolado a partir de frutos e sementes de S. terebinthifolia (110). Bilobol
faz parte do grupo dos lipideos resorcindlicos do tipo cardol. Lipideos resorcindlicos
sdo vastamente utilizados no ramo de biotecnologia, além de serem de grande
interesse para a industria farmacéutica e biomédica, j& que podem atuar como
antimicrobianos, antitumorais, moluscicidas e inibidores de prostaglandina sintase
(147).

Apo6s elucidacao estrutural, bilobol foi testado em Ae. aegypti para verificar sua
atividade. A CLso em larvas apo6s 24 h foi de 7,67 mg/L (IC95% 7,31 — 8,05 mg/L). Em
pupas, a atividade foi de 48% a 25 mg/L; devido a baixa atividade néo foi executado
experimento para avaliagdo da CLso. Nao foi observada atividade adulticida (50

ug/garrafa) ou repelente (250 nmol/cm?).

Atividade de alquilresorcinois provenientes de Liquido da Casca da Castanha
de Caju (LCC) ja foi relatada para larvas e pupas de Ae. aegypti (19,148). Para larvas,
acido anacardico apresentou CLso 12,40 ppm; cardois CLso 5,55 ppm; e cardanois
CLso 8,20 ppm (148). Para pupas, os valores de CLso foram mais altos, variando entre
90.8 e 400.4 mg/L (19). Apesar de fazer parte dos cardois, a atividade de bilobol em

Ae. aegypti como substancia isolada, até o momento, ainda nao havia sido reportada.

Contudo, atividade de bilobol isolado de Ginkgo biloba ja foi reportada para
larvas de Plutella xylostella, com CLso 2,06 mg/mL (101), assim como para a forma
adulta desta peste agricola (149). Bilobol também teve atividade adulticida relatada
em fémeas de Lipaphis erysimi (149), inseto que impacta negativamente culturas
vegetais; porém, no estudo aqui apresentado, ndo foi observada atividade adulticida

em Ae. aegypti, a 50 pg/garrafa.

LCC, cardois e cardanois também ja foram testados em relacdo a sua
capacidade de repelir fémeas de Ae. aegypti no contexto de uma formulacdo
hidratante com acao repelente corporal. Nos ensaios realizados em ratos e em
humanos, tanto o LCC quanto a fracao de cardois geraram repeléncia maior que 90%,
valor equivalente a porcentagem de repeléncia causada pelo repelente comercial
DEET, usado como controle positivo (150). Por outro lado, os resultados de repeléncia
apresentados no presente estudo, indicam que bilobol isoladamente ndo atua como

repelente espacial, ndo tendo sido testado ainda como repelente corporal.
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O LCC é um subproduto do agronegdécio com baixo valor agregado derivado da
casca da castanha do caju, obtido a partir do cajueiro Anacardium occidentale
(Anacardiaceae). A producao anual de caju no mundo ultrapassa 2,5 milhdes de
toneladas, sendo que as empresas brasileiras juntas produzem anualmente 70 mil
toneladas de castanha de caju, gerando aproximadamente 45 mil toneladas de
Liquido da Casca de Castanha do caju (LCC) por ano. Este LCC muitas vezes é
descartado no processo de beneficiamento da castanha, gerando grande quantidade
de residuo ndo aproveitado. Portanto, a partr do LCC é possivel obter
alquilresorcinois, incluindo bilobol, em grandes quantidades com baixo custo utilizando

alguns simples processos de extracao (150).

Além de estar altamente disponivel no residuo proveniente do agronegdcio do
caju, bilobol também esta presente em grande quantidade em Schinus terebinthifolia,
como demonstrado no estudo aqui apresentado. S. terebinthifolia € uma espécie
nativa do Brasil, mas que esta espalhada ao redor do mundo, especialmente em
regides subtropicais, sendo muito utilizada para ornamentacdo. Além disso, S.
terebinthifolia é considerada uma espécie invasora muito agressiva, devido ao seu
rapido crescimento e capacidade de adaptacao a diferentes ecossistemas (20). Sendo
assim, esta € uma espécie que esta disponivel para facil acesso em grandes

guantidades.

Adicionalmente, os frutos de S. terebinthifolia s&o usados como condimento e
tem alta demanda no mercado internacional. No Brasil, uma grande parte da producéo
destes frutos vem da exploracdo extrativista. Durante o processo de selecdo e
limpeza, caules e folhas sdo removidos, gerando grande quantidade de residuo de
producdo (151,152). Portanto, bilobol também est4 abundantemente disponivel no

residuo do agronegdcio da pimenta rosa.

A alta disponibilidade de bilobol em residuos industriais confere grande
vantagem competitiva ao bilobol como candidato ao desenvolvimento de prototipo
para um produto larvicida, ja que este poderia ser obtido facilmente em grandes
guantidades com vantajoso custo-beneficio, além de ser uma forma de dar destino a

toneladas de residuo industrial, contribuindo no ponto de vista da sustentabilidade.

Em adicdo a esta vantagem, cardois e cardanois sdo apontados como boa

alternativa para desenvolvimento de um larvicida ecologicamente sustentavel



82

(19,153), j& que se espera que estes sejam biodegradaveis (19). Entretanto, ndo ha
estudos especificos mostrando o perfil de biodegradacgéo de bilobol ou a identidade e

impacto de seus produtos de degradacéo.

Adicionalmente, estudos de avaliacdo de ecotoxicidade de fracbes de LCC em
Artemia salina levantaram preocupacdo em relacdo a toxicidade destes
alquilresorcinois em organismos né&o-alvo (148,154). Contudo, ndo existem ainda
dados sobre a toxicidade gerada por bilobol isoladamente. Por este motivo, mais
testes sdo necessarios para avaliar sua ecotoxicidade (154).

Mais além, alquilresorcinois, incluindo bilobol, s&o apontados como
responsaveis pela acao irritante de pimenta-rosa em algumas pessoas (110), e pela
dermatite de contato causada por produtos derivados do cajueiro (148), embora
alguns estudos de aplicacéo topica de fracdes de LCC néo tenham relatado sinais de
irritacdo dérmica (150). Sendo assim, existe demanda de mais informagdes sobre a

toxicidade de bilobol em organismos nao-alvo.

5.3.1 Anélises quimiomeétricas na busca do composto ativo bilobol

A atividade de bilobol em larvas de Ae. aegypti confirma a informacéo
previamente obtida através das andlises quimiométricas, que indicaram o0 ion
m/z 317,2491 [M-H], correspondente ao bilobol, como principal diferenciador entre as
amostras ativas e inativas, sendo o sinal detectado mais relevante para reunir

amostras no grupo com atividade.

Obter substancias de interesse utilizando metodologia classica é, muitas vezes,
um processo demorado e complexo, sendo necesséaria estrutura que permita a
conducdo de procedimentos fitoquimicos para a extracdo, fracionamento (em
pequena ou larga escala), isolamento, purificacdo e determinacdo estrutural dos

componentes isolados (114).



83

Neste sentido, as andlises quimiométricas sdo uma estratégia valiosa e
eficiente que fornece informagdes importantes sobre o perfil metabdlico das amostras
de interesse, sem a necessidade de aplicacdo de uma sequéncia demorada de
diferentes metodologias. Estas andlises também podem acelerar o processo de
isolamento bioguiado a partir da matriz vegetal, oferecendo informagbes para
direcionamento dos procedimentos fitoquimicos (114), como foi o caso do isolamento
do composto ativo bilobol. Além disso, as andlises quimiométricas ajudam a assegurar
qgue o bilobol é de fato o componente responsavel pela atividade observada nos
extratos, sem necessidade de processos de isolamento adicionais para verificar a

atividade de outros componentes.

Todavia, ainda € importante realizar o processo de isolamento da substancia
ativa, visto que estudos posteriores envolvendo ensaios biologicos ou analise
guantitativa s6 sao possiveis ap0s obtencdo das substancias de interesse ou
utilizagdo de padrbes (114). Aléem disso, diversos fatores podem influenciar nos
resultados obtidos por anéalises quimiométricas (155), por isso € essencial comprovar
gue o componente apontado como relevante para atividade biolégica realmente é

ativo no organismo alvo.

Neste contexto, os processos de isolamento, purificacdo, andlise e elucidacao
estrutural de compostos orgéanicos sao indispensaveis. Mais além, as informacgdes
guimicas e estruturais obtidas a partir do isolamento e caracterizacdo de substancias
sdo importantes, tanto para identificacdo inequivoca da substéncia, quanto para
contribuir para estudos futuros. Portanto, existe a necessidade de se obter a
substancia isolada em questdo, para que estudos envolvendo produtos de origem

natural sejam completados e validados (114).

5.4 METODO DE QUANTIFICACAO

Um método cromatografico sensivel e seletivo é critico para o sucesso de uma

analise de degradacdo. Por isso, as condicbes utilizadas no método foram



84

cuidadosamente estudadas para garantir apropriada deteccédo e separacao do bilobol,
assegurando, assim, que ndo haveria interferéncias causadas pela matriz (dgua de
cultivo). A escolha da coluna, da composicédo da fase movel, temperatura do forno,
fluxo e modificadores organicos foi avaliada e otimizada para atingir alta resolucéo,
seletividade e formato adequado do pico cromatografico.

Ao longo do desenvolvimento do método, foram testadas duas colunas
cromatograficas de diferentes lotes. Distintas combinacfes de solventes também
foram avaliadas para compor a fase movel, dentre eles: MeOH-H,O, ACN-H-0,
MeOH-H20-4cido formico, ACN-H>0O-acido férmico, MeOH-H20-acido acético e ACN-
H20O-acido trifluoroacético, envolvendo diferentes proporcées. O fluxo da fase movel
variou entre 0,3 e 0,5 mL/min; e a temperatura do forno, entre 35 e 45 °C. As condi¢cbes
mais adequadas e reprodutiveis encontradas para realizacdo estao descritas no item
“Condicdes de UPLC-PDA-MS/MS” da metodologia.

Para possibilitar a deteccdo de bilobol em agua de cultivo por meio de PDA, foi
desenvolvido um meétodo rapido, simples e com boa relacdo custo-beneficio para
processamento das amostras. Durante desenvolvimento do método de quantificacao,
percebeu-se que nao era possivel obter pico cromatografico referente ao bilobol
guando este estava dissolvido em agua de cultivo. Por este motivo, todas as amostras
de bilobol em agua de cultivo foram diluidas com acetonitrila na proporcao de 1:1. A
adicao de acetonitrila possibilitou a “extracao” de bilobol e, consequentemente, a

deteccdo adequada do mesmo.

O parametro de seletividade foi avaliado por meio da comparacéao entre perfil
cromatografico de padrdo de bilobol (Figura 23A) e perfil obtido para amostra de
bilobol em agua de cultivo (Figura 23B). Além da avaliacdo cromatografica, bilobol
também foi submetido a espectrometria de massas de alta resolucdo e teve seu

espectro de UV examinado.

Os espectros de UV e de MS1 obtidos a partir de amostras em acetonitrila e
agua de cultivo podem ser encontrados nas Figuras 23C e 22E, respectivamente.
Espectro de MS2 de m/z 317,2536 [M - H] com seu perfil de fragmentagéo a m/z 273,
219, 177 e 122 é mostrado na Figura 23D. Valores de lambda méaximo, espectro de
UV e perfil de fragmentacdo em espectrometria de massas em alta resolucédo também

exibiram similaridade adequada. Além disso, foi realizado estudo quantitativo das
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variaveis: tempo de retencéo, area do pico e fator cauda gerando valores de DPR de

1,15%, 0,40% e 0,72%, respectivamente.

Bilobol
Nome IUPAC: 5-[(Z)-pentadec-8'-enillbenzenc-1,3-diol
C21H:02: MM = 318,5010 g.mol”
m/z 317,2536 [M - H]- e m/z calculado 317,2559

Tempo de retengdo: 4,02 min registrado a 210 nm
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Figura 23. Estudo de seletividade. Cromatogramas de: (A) bilobol em acetonitrila e (B)

bilobol em agua de cultivo; (C) espectro de massas e de UV adquiridos de A; (D)

espectro de MS2 mostrando perfil de fragmentacéo obtido de MS1 — C; e (E) espectro

de massas e de UV obtido de B.
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A linearidade usando sistema de UPLC foi avaliada plotando as areas dos picos
cromatograficos de bilobol em relacéo as concentracdes tedricas. Experimentos foram
conduzidos em triplicata e as curvas de calibracao de bilobol foram plotadas em sete
diferentes concentragdes, de acordo com literatura especializada (136,137). A faixa
linear dindmica foi estabelecida entre 0,77 e 49,36 mg/L, resultando em equacéo da
reta'y = 27,94x + 4,81 e valor do coeficiente r? = 0,9999 (Figura 24). Os limites de
deteccédo e quantificagéo foram calculados a partir da equacao da reta resultando em
LD =0,27 mg/L e LQ = 0,82 mg/L com DPR de 1,83%.
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Figura 24. Estudo de linearidade para bilobol. (A) Curva analitica obedecendo faixa
linear dinamica em (B), com concentracao variando entre 0,77 e 49,36 mg/L e com
r=0,9999.
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Resultados de exatidao, recuperacao, precisdo e efeito matriz estéo listado na
Tabela 3. Valores de recuperagao de bilobol variaram entre 95 e 106%, com DPR <
5% e erro de £ 6.6%. No contexto de repetibilidade e precisdo intermediaria, valores
de DPR encontrados para as variaveis tempo de retencdo, area do pico e fator cauda
foram de no maximo 10,13%. Fator de matriz normalizado demonstrou variacdo de

0,98 a 1,02 e DPR entre 0,52 e 1,55 nos trés niveis de concentragao.

Tabela 3 - Resultados para recuperacéo, preciséao e efeito matriz obtidos durante
validacdo do método de quantificacdo de bilobol em agua de cultivo.

Recuperacao Recuperacao (%) +
CT (mg/L) CR (mg/L) DPR (%) Erro (%)
(n =5) DP
Alta 25,73 24,46 95,10 + 1.02 1,07 -4,90
Média 12,28 12,05 98,16 + 3.57 3,64 -1,84
Baixa 5,12 5,45 106,61 £ 3.36 3,15 6,61
Preciséo DPR DPR
TR DPR (%) AP FC
(n =6) (%) (%)

Repet. 4,017 £ 0,06 0,02 654,32 +39,12 598 3,57+0,25 6,99

Inter. 4,024 + 0,05 1,36 690,04 + 49,28 7,14 4,01+0,41 10,13
Efeito matriz
( 3) AP(BiCN) AP(BiAc) FMN = DP DPR (%) Recovery (%)
n=
Alta 702,42 715,83 1,02 +0,01 0,52 101,91
Média 308,04 297,07 0,96 £ 0,01 1,20 96,44
Baixa 133,98 131,27 0,98 + 0,02 1,55 97,97

CT = concentracao teorica; CR = concentracao real; AP = area do pico; FC = fator cauda; TR
= tempo de retencgéo; Repet. = repetibilidade; Inter. = precisdo intermediaria; BiCN = bilobol
em acetonitrila; BiAC = bilobol em agua de cultivo; FMN = fator matriz normalizado.

Os resultados para linearidade, exatiddo, precisdo e efeito matriz foram
considerados aceitaveis, com limites de deteccédo e quantificacdo na escala de ppm e
DPR < 2%. Sendo assim, os resultados apresentados demonstraram que o método

de quantificacdo desenvolvido foi capaz de identificar e quantificar o bilobol,
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inequivocamente, na presenca de outros componentes presentes na amostra, como

componentes da matriz, impurezas ou produtos de degradacao.

Existem diversos métodos na literatura para quantificacdo de alquilresorcinois,
gue possibilitam determinar sua presenca em urina, plasma e produtos naturais de
interesse alimentar, como trigo e centeio (156), incluindo método em HPLC para
quantificar 5-pentadecilresorcinol, estrutura proxima ao bilobol, em Mangifera indica
L. (Anacardiaceae) (157). Entretanto, até o momento, esta é a primeira vez que um
método de UPLC-PDA-MS/MS foi desenvolvido para quantificar bilobol em &agua

proveniente de sistema aquatico.

5.5 ESTABILIDADE E PERFIL DE DEGRADACAO DO BILOBOL

Durante a elaboracdo do método, o parametro de estabilidade foi estudado
usando bilobol em DMSO dissolvido em agua de cultivo:acetonitrila 1:1, como descrito
no item 4.5.3. Na Figura 25, os resultados do estudo de estabilidade foram
comparados ao perfil de degradacdo do bilobol, adquirido de acordo com
procedimentos descritos no item 4.5.4. Resultados do estudo de estabilidade
demonstraram recuperacao a partir de solucéo de bilobol a 25,73 mg/L de 95,52 a
104,72% durante quatro ciclos de 24 h (Figura 25A). As caracteristicas da estabilidade

se mostraram adequadas, com varia¢do do contetdo de = 5% ao longo de 96 h.

Quando o perfil de degradacéo do bilobol foi avaliado em garrafas de vidro, foi
observada queda sistematica dos valores de recuperacdo nos trés niveis de
concentragdo, com valores médios de recuperacao de 75,0; 58,0; 43,0 e 28,0% apos
24, 48, 72 e 96 h, respectivamente (Figura 25B). Esta queda sistematica do contetdo
de bilobol também foi observada nos experimentos realizados nas placas de 96 pocos,
tanto na auséncia (Figura 25C), como na presenca de embrides de peixe-zebra

(Figura 25D), com valores médios de 26,0; 14,0; 8,0 e 5,0% durante o mesmo periodo.
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Figura 25. Recuperacgéo (%) de bilobol na avaliagdo de parametro de estabilidade (A)
comparado com perfil de degradacao: (B) usando garrafas de vidro com 50 mL de
solucao; (C) na auséncia de embrides de peixe-zebra, utilizando placas de 96 pocos;
(D) na presenca de embrides de peixe-zebra e usando placas de 96 pocos.
Concentracdes avaliadas: Baixa = 4,36 mg/L; Média: 12,2 mg/L; Alta: 23,86 mg/L.
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Comparando as Figuras 25C e 25D, pode-se notar que os contetdos de bilobol
séo similares em cada ciclo, demonstrando que a presenga dos organismos Vivos nao
influenciou na degradacéo de bilobol. Mais além, esta queda sistematica garante que
0s 5% remanescentes de bilobol seriam totalmente degradados apés mais um ciclo
de 24 h, indicando que qualquer residuo de bilobol permaneceria ho ambiente por

pouco tempo.

Curiosamente, alquilfenois convencionais geralmente degradam de forma
diferente daquela apresentada pelo bilobol. Alquilfenois frequentemente mostram
degradacdo lenta, com meia-vida de varias semanas, ou mesmo anos. Sua
persisténcia no ambiente pode ser danosa especialmente para organismos aquaticos,
ja que, em geral, sdo considerados altamente téxicos. Entretanto, a seguranca
ambiental destes lipideos fendlicos depende fortemente de sua estrutura quimica
(158).

Normalmente, alquilfenois possuem cadeias laterais saturadas, relativamente
curtas e ndo exatamente lineares, caracteristicas quimicas que diferem da estrutura
do bilobol. As caracteristicas estruturais do bilobol, por sua vez, permitem que este
seja biodegradavel de forma tempo-dependente. Isto significa que bilobol ndo sera
persistente no ambiente, o que confere uma grande vantagem no desenvolvimento de

um protétipo de produto larvicida ecologicamente seguro para controle de Ae. aegypiti.

Como destacado na Figura 25, quando foi dissolvido somente em agua de
cultivo e DMSO e submetido aos ensaios, incluindo garrafas de vidro e placas de 96
pocos, seu perfil de degradacdo foi evidente. Entretanto, solucbes contendo
acetonitrila, usadas no estudo de estabilidade, demonstraram variagdo minima nos
valores de recuperacao. Provavelmente, a presenca de acetonitrila e o congelamento

durante a noite foram capazes de proteger o bilobol do processo de degradacéao.

Adicionalmente, no ensaio utilizando garrafas de vidro, a degradacé&o de bilobol
foi mais amena quando comparada a degradacdo observada nas placas.
Possivelmente, a dimenséo das garrafas de vidro e a quantidade de agua presente
em seu interior proveu ambiente propicio para gerar perfil de degradacdo mais brando.
Usando placas de 96 pocos, o ambiente se torna mais drastico, resultando na

degradacéao quase total de bilobol apés 96 h. Quantificacédo de bilobol na presenca de
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embrides de peixe-zebra foi realizada em placas de 96 pocos, para replicar as

condi¢@es utilizadas nos ensaios de toxicidade.

Para determinar os produtos formados por este processo de biodegradagéo,
amostra em agua de cultivo contendo bilobol degradado foi liofilizada e analisada
comparativamente com padrdo de bilobol por Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio, H' RMN (Figura 26). No espectro de H! RMN da amostra degradada, os
sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos em oén 6,70, aos hidrogénios
olefinicos em &n 5,35, e aos grupos CHz proximos ao benzeno em 6n 2,60 e 1,61
guase desapareceram, enquanto os sinais de outros CH> e CHz permaneceram

intensos.
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Figura 26. Espectros de 'H RMN em cloroférmio deuterado. A: bilobol padrédo; B:

bilobol apds processo de degradacao.

Baseando-se nos resultados observados, foi proposto o seguinte mecanismo

de degradacado (Figura 27): devido a oxidagdo do anel benzénico em C2 e C4, os
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primeiros produtos de degradacdao 1,3,4- e 1,2,3-trihydroxy-5-alkylbenzene séo
formados, diminuindo o nimero de hidrogénios no anel aromatico (159). Estes
intermediarios hidroxilados podem gerar, subsequentemente, orto e para-quinonas,
diminuindo ainda mais a presenca de hidrogénios. O comprimento da cadeia alifatica
lateral pode ser alterado de maneira similar ao perfil de fragmentacdo mostrado na
Figura 22D, ocasionando a formacdo de pequenas cadeias alifaticas e, assim,
aumentando a deteccédo de grupos CH> e CHs, como sugerido na Figura 27.

Bilobol
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HO OH
OH OH
H 2H “-ZH
o] R HO R 0 R
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0 o} o]
OH 0 OH
- e v 273
Degradacao da cadeia alifatica a5

Figura 27. Mecanismo de degradacé&o proposto para bilobol.
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Atividade antioxidante descrita por Oliveira et al. (2011) indica que cardois
atuam como antioxidantes por meio de captacdo de espécies reativas de oxigénio. O
processo de oxidacdo também justifica a mudanca de coloracdo observada apés
ocorrido o processo de degradacéo tempo-dependente. Portanto, a estrutura quimica
do bilobol é transformada nos derivados descritos anteriormente ao longo do tempo,

nas condi¢des experimentais reportadas.

5.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE

Solucdes recém-preparadas de bilobol (t = 0 hod) geraram CLso 6,00 mg/L
(IC95% 5,22 — 6,85 mg/L) depois que embrides de peixe-zebra ficaram expostos a
elas por 96 h. Quando as solucdes preparadas foram deixadas nas placas de 96 pocos
para degradar por 24 h (t = 24 hod), o contetdo médio de bilobol disponivel foi de 26%
e a ClLsgo resultante foi 18,88 mg/L (IC95% 15,90 — 22,92 mg/L), valor mais de trés
vezes maior do que aquele obtido quando solucdes t = 0 hod foram testadas. Quando
as solucdes-teste ficaram degradando por 96 h (t = 96 hod), o conteddo médio de
bilobol disponivel foi de 5,44%, e a CLso > 40 mg/L.

A Figura 28 ilustra estes resultados, mostrando a porcentagem de mortalidade
de embrides (96 hpf) em relacéo as concentracdes de bilobol no momento em que as
solucbes-teste foram adicionadas as placas (2,0 a 40 mg/L), em diferentes tempos de
degradacdo. Por exemplo, a 22 mg/L (96 hpf), bilobol apés 0 hod gerou 97% de
mortalidade nos embrifes. Solucbes-teste de bilobol apés 24 hod, por sua vez,
geraram 60% de mortalidade. E solu¢cdes com bilobol 96 hod, que s6 possuiam no
maximo 5% do conteudo original de bilobol restante, causaram mortalidade de apenas
15% nos embrides. Isto significa que quanto maior o periodo de degradacéo de bilobol,
menor o dano infligido em embribes de peixe-zebra, o que indica que bilobol em seu

estado fundamental € mais toxico do que seus produtos de degradacéao.

Durante as 96 horas do teste FET, nao foi observada mortalidade significativa

nos grupos controle. Os grupos controle também mostraram desenvolvimento normal,
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com taxa de eclosao e taxa de sobrevivéncia acima de 90%, conforme recomendado
pelo protocolo n. 236 da OECD.
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Mortalidade (%) de embrides de peixe-zebra 96 hpf
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Concentragao inicial de bilobol (mg/L)

Figura 28. Comparacao entre mortalidade (%) em embrides de peixe-zebra (96 hpf)
causada por solucdes de bilobol apds 0 hod, 24 hod e 96 hod (horas de degradacao).
CS = controle solvente (DMSO 1%).

Nos trés testes de embriotoxicidade, os mesmos efeitos subletais se
destacaram: atraso na absor¢ao no saco vitelinico, edema no pericardio e curvatura
da cauda (Figura 29), além de perda de equilibrio a 96 hpf. Embora estes efeitos
tenham sido registrados em todos os ensaios, a intensidade em que se manifestaram

foi diferente em cada ensaio.
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Figura 29. Principais efeitos subletais observados: 1 = edema no pericérdio; 2 = atraso
na absorcao do saco vitelinico; 3 = curvatura dorsal da cauda. A: controle solvente
(DMSO 1%); B: organismo exposto a solugéo de bilobol 0 hod a 6,6 mg/L.

No ensaio realizado com bilobol 0 hod (Figura 30A), os efeitos subletais
comecaram a ocorrer a 6,6 mg/L, 48 hpf. Solugdes de bilobol 24 hod (Figura 30B)
também geraram malformagdes nos embrides 48 hpf, entretanto, estes efeitos
comecaram a se manifestar apenas em concentracdes maiores, especialmente a 40
mg/L. Solucdes de bilobol apds 96 hod (Figura 30C), causaram malformacdes apenas
em 96 hpf, comecando a 6,6 mg/L. Em nenhum ensaio foram observados efeitos letais

ou subletais significativos nas primeiras 24 hpf.

Curvatura dorsal da cauda e edema no pericardio foram os primeiros efeitos
subletais observados ao testar solu¢des de bilobol 0 hod. A 6,6 mg/L 48 hpf, 43,7%
dos individuos apresentaram curvatura dorsal da cauda e 2% possuiam edema no
pericéardio (Figura 30A). Em todas as concentra¢cdes mais altas, 100% dos organismos
Vivos apresentavam curvatura da cauda, porém néo foram observados mais casos de

edema no pericardio.

A taxa de ocorréncia destas malformacdes aumentou proporcionalmente ao
tempo e concentracao de exposicao. Ao atingir 72 hpf, 97% e 92% dos embrides foram
afetados com curvatura da cauda a 3,6 e 6,6 mg/L, respectivamente; e, em
concentracfes mais altas, 100% dos organismos vivos apresentaram curvatura da
cauda (Figura 30A). A porcentagem de individuos com edema no pericardio aumentou
para 3% a 6,6 mg/L e 11% a 22 mg/L; ndo foi observado edema a 12,1 mg/L. Em 72
hpf, individuos também apresentaram atraso na absorcdo do saco vitelinico de
maneira dose-dependente: 13% a 6,6 mg/L, 41% a 12,1 mg/L, e 89% a 22 mg/L.
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Passadas 96 horas da fertilizacdo, mais de 90% dos organismos vivos, exceto
0S organismos expostos a menor concentracdo (2 mg/L), apresentaram curvatura
dorsal da cauda e atraso na absorcdo do saco vitelinico. Porcentagem de edema no
pericardio em 6,6 mg/L e 22 mg/L aumentaram para 23 e 33%, respectivamente.
Perda de equilibrio foi observada em mais de 80% dos organismos vivos a partir de
3,6 mg/L.
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Figura 30. Viséo geral da ocorréncia de curvatura da cauda, o efeito mais marcante
observado no teste de toxicidade aguda em embribes de peixe-zebra, nos
experimentos executados com: bilobol 0 hod (A), bilobol 24 hod (B) e bilobol 96 hod
(C). CS: controle solvente (1% DMSO); C1: 2,0 mg/L; C2: 3,6 mg/L; C3: 6,6 mg/L; C4:
12,1 mg/L; C5: 22,0 mg/L; C6: 40,0 mg/L.



97

No experimento realizado com solugdes de bilobol deixadas para degradar por
24 horas (Figura 30B), 15% dos embrifes apresentaram curvatura dorsal da cauda a
22 mg/L e 71% a 40 mg/L, em 48 hpf. Mais uma vez, a porcentagem de individuos
afetados por este efeito subletal e a ocorréncia de outros efeitos subletais aumentou
ao longo do tempo. Atraso na absorcéo do saco vitelinico comecou a ocorrer a partir
de 72 hpf, porém apenas 38% dos individuos na concentragdo mais alta foram
afetados. Edema no pericérdio estava presente em somente 2% e 5% a 3,6 e 22 mg/L,
respectivamente. Em 96 hpf, curvatura da cauda, edema pericardico e perda de
equilibrio foram observados em todas as concentracdes, exceto 2 mg/L, porém em

porcentagens menores do que aquelas obtidas para solu¢gbes com bilobol 0 hod.

Quando as solugdes testes continham por volta de 5% de bilobol (96 hod),
nenhum efeito subletal foi observado nas primeiras 72 horas (Figura 30C). Passadas
96 horas da fertilizacdo (96 hpf), 18% dos organismos vivos apresentaram curvatura
dorsal da cauda a 6,6 mg/L, 27% a 12,1 mg/L, 11% a 22,0 mg/L e 76% a 40,0 mg/L.
Edema pericardico e atraso na absorc¢ao do saco vitelinico também foram observados

em aproximadamente 60% dos organismaos Vivos.

Em adicdo ao aumento mais lento nas taxas de mortalidade e de efeitos
subletais quando solucbes com menor conteudo de bilobol foram testadas, a
intensidade em que os efeitos subletais se manifestaram também foram menores.
Como pode ser verificado pelas fotos dos organismos fornecidas nas Figuras 29A, B
e C, a intensidade da curvatura dorsal da cauda, a mais proeminente das
malformacdes, foi maior em organismos expostos a quantidades maiores de bilobol,

indicando que estes organismos foram impactados de maneira mais severa.

Estes resultados de toxicidade, juntamente com as informacdes coletadas
sobre o perfil de degradacé&o do bilobol, sugerem que: apesar de bilobol em sua forma
fundamental ter mostrado alguma toxicidade, o que realmente entraria em contato
com organismos aquaticos apos aplicacédo de bilobol no ambiente como um larvicida
seriam 0s compostos de degradacdo, que demonstraram baixa embriotoxicidade ou
toxicidade apenas em concentracdes muito mais altas do que aquelas que seriam

utilizadas para controle do vetor.

Bilobol se mostrou menos téxico que outros inseticidas usados no combate ao

Ae. aegypti, como cifenotrina e tetrametrina (127). Além disso, bilobol tem a vantagem
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de gerar compostos de degradacdo ndo toxicos, ao contrario da deltametrina, por
exemplo, um piretroide comumente utilizado que gera metabdlitos toxicos e

persistentes no ambiente (75).

Fracdes do liquido da casca da castanha de caju (LCC) contendo bilobol foram
previamente testadas em Artemia salina para analisar seus efeitos ecotoxicologicos.
As CLsp das fragbes contendo cardanois e cardois variaram entre 0,41 e 1,59 mg/L
apos 24 e 48 h (160). Contudo, embora a CLso gerada pela fragdo contendo cardois
tenha causado preocupacdo em relacdo a toxicidade ambiental (160), ndo é possivel
atribuir a atividade observada ao bilobol, j& que outros cardois estavam presentes na
fracéo.

Este é o primeiro trabalho a avaliar a ecotoxicologia de bilobol em sua forma
isolada e purificada. As informacdes reportadas aqui confirmam que o perfil de
degradacdo e de toxicidade do bilobol séo distintas dos perfis descritos para
alquilfenois, como nonilfenol, octilfenol ou 4-terc-octilfenol, que sdo conhecidos por
serem persistentes no ambiente e gerarem alta toxicidade, especialmente devido a

sua capacidade de causar desregulamento enddcrino (161).

Mais além, os resultados apresentados aqui sugerem que bilobol pode de fato
ser um candidato viavel para o desenvolvimento de um bioinseticida, especialmente
para o controle de Ae. aegypti, uma vez que possui acentuada atividade larvicida em
menos de 24 horas. Desta forma, um biolarvicida produzido com bilobol pode eliminar
rapidamente as larvas de Ae. aegypti de um criadouro e, em seguida, comecar seu

processo de degradacao, gerando compostos que ndo causardo dano ao ambiente.

Adicionalmente, bilobol tem grande vantagem competitiva por estar disponivel
em altas quantidades em residuo industrial. O agronegdcio do caju e da pimenta rosa
geram, por ano, toneladas de residuos ricos em bilobol (151,162), fornecendo,
portanto, uma fonte barata e renovavel para producéo de um larvicida ecologicamente
seguro. Ademais, bilobol também pode ser produzido por meio de processos de
sintese ja descritos (131). Sendo assim, bilobol pode ser facilmente obtido para ser
incorporado em formulacdo de liberacdo controlada ou formulacdo com outro

componente com maior efeito residual, resultando em um novo produto larvicida.
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6. CONCLUSAO

As andlises quimiométricas revelaram que existe clara diferenciacao entre a
composi¢do metabdlica de fracBes ativas e inativas provenientes de extratos de S.
terebinthifolia. Além disso, as andlises quimiométricas foram capazes de apontar o
componente responsavel pela atividade e, consequentemente, guiar o processo de
isolamento. A combinacdo dos resultados fornecidos pela quimiometria e de
procedimentos de purificagéo bioguiados levaram ao isolamento do componente ativo
bilobol, que demonstrou atividade larvicida e pupicida em Ae. aegypti. Bilobol esta
abundantemente presente em residuos industriais, sendo possivel obté-lo em grandes

guantidades com excelente custo-beneficio.

A degradacao de bilobol em agua, sua toxicidade aguda em organismo nao-
alvo e a identidade e toxicidade de seus produtos de degradacdo eram, até entao,
desconhecidos. Os parametros analiticos envolvendo bilobol em agua de cultivo
descritos neste trabalho sdo eficientes e confiaveis. O método desenvolvido em
UPLC-PDA-MS/MS pode ser utilizado para quantificacdo de bilobol em diversos
contextos, ja que demonstrou seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, efeito

matriz e limite de deteccéo e quantificacdo adequados.

Gracas ao método analitico desenvolvido, foi possivel acompanhar o processo
de degradacédo do bilobol em placas de 96 pocos na presenca e na auséncia de
embrides de peixe-zebra (Danio rerio), revelando que bilobol degrada quase
completamente apoés 96 horas. O estudo de espectros de *H RMN permitiu identificar
os produtos de degradacao gerados sob as condigdes experimentais relatadas como

peqguenas cadeias alifaticas.

Em relacéo a toxicidade aguda, nao foi observada mortalidade em 24 hpf em
nenhuma das concentracdes testadas. Adicionalmente, os ensaios de toxicidade
indicaram que quanto maior a taxa de degradacdo do bilobol, menor o dano infligido
em embrides de peixe-zebra. Portanto, é possivel concluir que bilobol € mais toxico
gue seus produtos de degradacdo. Isto minimiza as preocupacdes em relacdo a
seguranca ambiental, ja que, no ambiente, serdo liberados os produtos de

degradagéao, nao o bilobol.
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Em resumo, bilobol € um alquilresorcinol que elimina de maneira eficiente
larvas de Ae. aegypti - vetor de arboviroses, enquanto desaparece quase
completamente apds 96 horas, deixando apenas produtos de degradacdo de baixa
toxicidade. Portanto, foi possivel isolar a partir de Schinus terebinthifolia uma
substancia ativa que é de fato uma boa candidata para desenvolvimento de produto

larvicida ecologicamente seguro para auxiliar no combate do Ae. aegypti.
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