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RESUMO  

Aedes aegypti é o principal vetor transmissor das arboviroses dengue, chikungunya, Zika 

e febre amarela urbana. Vacina eficaz e segura existe apenas para febre amarela. Além 

disso, não existe tratamento específico para essas doenças, o que torna o control vetorial 

a principal forma de prevenção. No entanto, a ampla utilização de inseticidas químicos 

levou ao surgimento de populações de mosquitos resistentes, além desses estarem 

associados à toxicidade ao meio ambiente e a organismos não-alvo. Visando encontrar 

novas estratégias para o controle do mosquito Ae. aegypti, esta pesquisa iniciou-se com 

o estudo de Annona crassiflora e Xylopia aromatica. Para os extratos de A. crassiflora 

foram utilizadas técnicas quimiométricas para diferenciar quimicamente as amostras 

ativas e inativas em larvas de Ae. aegypti, que juntamente com a desreplicação pela base 

de dados GNPS identificou a classe dos compostos ativos. Esse resultado foi confirmado 

por isolamento clássico ao qual foram obtidas acetogeninas ativas em mistura. Para o 

extrato hexânico das folhas de X. aromatica foi utilizado o isolamento clássico, que 

resultou na obtenção dos compostos terpênicos, ácido isoozico e espatulenol. O ácido 

isoozico foi larvicida, facilmente isolado em alto rendimento, porém tóxico em embriões 

de peixe-zebra, mas considerando sua estrutura química torna-se favorável a realização 

de reações de semissíntese para obtenção de amidas. Estudo computacional de triagem 

virtual por docking molecular avaliou a afinidade de amidas sobre quatro enzimas. 

Primeiramente, foi realizada triagem sobre a glutationa S-transferase, tendo em vista a 

importância dessa família de enzimas na desintoxificação e consequentemente na 

resistência metabólica. As amidas que apresentaram baixa afinidade sobre esta enzima, 

foram submetidas a triagem em três alvos moleculares, resultando em duas amidas 

potenciais, que apresentaram interações de hidrogênio com os sítios alvos das enzimas 

de interesse. Por fim, foi realizado estudo de síntese decomposto bisnitrílico, utilizado 

principalmente como intermediário para obtenção de pirimidinas, que são conhecidas por 

apresentarem ampla atividade biológica. Foi estabelecido o controle da reação e 

observada atividade larvicida inédita para esse composto.  

Palavras-chave: Aedes aegypti; atividade larvicida; Annonaceae; técnicas 

quimiométricas e desreplicação; docking molecular; síntese  



 
 

ABSTRACT  

Aedes aegypti is the main vector of dengue, Zika, chikungunya and urban yellow fever 

arboviruses. An effective and safe vaccine exists only for yellow fever. In addition, there 

are no specific treatments for these diseases, which makes vector control the main 

strategy for preventing them. However, the widespread use of chemical insecticides has 

led to the emergence of resistant mosquito populations, in addition to environmental and 

non-target organisms toxicity. Aiming to find new strategies for the control of the Ae. 

aegypti, this research began with the study of Annona crassiflora and Xylopia aromatica. 

For A. crassiflora extracts, chemometric techniques were used to chemically differentiate 

active and inactive samples against Ae. aegypti larvae. Dereplication of active compounds 

was carried out using the GNPS database. This result was confirmed by classical 

isolation, using chromatographic tools, in which active acetogenins were obtained in 

mixture. The hexane extract of X. aromatica leaves was also submitted to 

chromatographic strategies, which resulted in the obtainment of terpenic compounds, 

isoozic acid and spathulenol. Isoozic acid was easily isolated from the extract in high 

yields. It presented larvicidal activity against Ae. aegypti, but was toxic to zebrafish 

embryos (a model that predicts toxicity against non-target organisms). Considering isoozic 

acid chemical structure, an alternative for obtaining other active amide compounds would 

be through semisynthesis. In a second part of this project, a computational study of virtual 

screening by molecular docking evaluated the affinity of amides on four enzymes. First, a 

screening was performed on glutathione S-transferase, considering the importance of this 

family of enzymes for insect detoxification and, consequently, in metabolic resistance. The 

amides that showed low affinity on glutathione S-transferase were screened in three 

molecular targets, resulting in two potential amides, which showed hydrogen interactions 

with the target sites of the enzymes of interest. Finally, a study was carried out on the 

synthesis of bisnitrilic compounds, mainly used as an intermediate to obtain pyrimidines, 

which are known to have broad biological activity. Control of the reaction was established 

and unprecedented larvicidal activity was observed for this compound.  

Keywords: Aedes aegypti; larvicidal activity; Annonaceae; chemometric techniques and 

dereplication; molecular docking; synthesis 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

Aedes aegypti é um artrópode hematófago originário da África Subsaariana que 

devido à globalização e às atividades humanas foi introduzido e domesticado em áreas 

tropicais e subtropicais (1–3). É o principal vetor das arboviroses, dengue, chikungunya, 

Zika e febre amarela urbana (4,5). Doenças transmitidas por vetores contribuem com 

17% dos casos de doenças infecciosas no mundo (6).  

A dengue se destaca por ser a infecção viral mais prevalente, apenas em 2019, 

foram registrados mais de 2,7 milhões de casos nas Américas (7). A problemática 

envolvendo o Zika vírus está relacionada a manifestações severas como a microcefalia 

e a Síndrome de Guillain-Barré, enquanto para a chikungunya, a preocupação se deve 

devido ao aumento de doenças articulares crônicas (8,9).  

A incidência e reincidência dessas doenças em áreas endêmicas geram prejuízos 

tanto na saúde quanto na economia mundial (10). A febre amarela pode ser prevenida 

por vacina, disponível desde da década 1930 (11). Considerando as arboviroses, dengue, 

chikungunya e Zika, apenas para dengue há vacina disponível, porém, sua eficácia é 

questionada, visto que em populações soronegativas, isto é, que nunca tiveram contato 

com nenhum dos sorotipos de dengue, foram relatados efeitos adversos graves 

característicos de dengue grave, quando expostos a uma primeira infecção após a 

vacinação (12,13). O tratamento para essas infecções baseia-se apenas no alívio dos 

sintomas, ou seja, não há tratamento específico. Portanto, o controle do vetor e, 

consequentemente, a interrupção do contato deste com os humanos, é a principal forma 

de prevenção (13,14).  

 A organização mundial da saúde (OMS) classifica o controle vetorial em três 

métodos, conhecidos como: controle biológico, controle químico e gestão ambiental (15). 

A gestão ambiental ou controle físico/mecânico, é dividido em: modificação ambiental, 

manipulação ambiental e mudanças de hábitos e comportamentos humanos. As medidas 

adotadas por esse método de controle envolvem desde  eliminação de criadouros à 
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conscientização social (16).O controle biológico consiste na utilização de patógenos ou 

predadores que podem atacar, parasitar e competir com Ae. aegypti, como as bactérias 

Wolbachia e Bacillus thuringiensis israelenses (Bti) (17,18). Já o controle químico baseia-

se na utilização de inseticidas contra as formas imaturas e a forma adulta do mosquito 

(19).  

Os inseticidas químicos, como organofosforados, piretróides e carbamatos, são 

amplamente utilizados, principalmente em áreas endêmicas. Porém, a exposição 

prolongada a essas substâncias resultou no desenvolvimento de cepas resistentes, 

impossibilitando um controle de vetor efetivo (14,20).  

Organofosforados e carbamatos atuam no sistema nervoso central inibindo a 

acetilcolinesterase (AchE), já os piretróides atuam nos canais de sódio do sistema 

nervoso central e periférico (20). O mecanismo de resistência em Ae. aegypti está 

fortemente relacionado ao reconhecimento desses inseticidas por enzimas de 

desintoxicação e alterações no sítio alvo (21). Além disso, esses compostos causam 

danos ao meio ambiente e a organismos não alvo (22). Portanto, torna-se necessário o 

desenvolvimento de novos produtos com mecanismos de ação diferentes e/ou múltiplos 

e ambientalmente seguros.  

Pesquisas são desenvolvidas visando a utilização de compostos naturais, 

advindos do metabolismo secundário de plantas, como novas estratégias de controle do 

vetor (23,24). Esses compostos são produzidos em resposta a alterações ambientais, 

relações de competição e ataque de patógenos. São conhecidos como metabólitos 

secundários ou especializados e apresentam múltiplos mecanismos de ação retardando 

possíveis mecanismos de resistência (25,26). O desenvolvimento de novos compostos 

sintéticos, baseados em estruturas de compostos naturais ou não, também representa 

uma importante estratégia para obtenção de produtos em larga escala e economicamente 

viáveis (27,28). 

Esta dissertação está inserida no âmbito do Projeto ArboControl (financiado pelo 

Ministério da Saúde para o controle do vetor das arboviroses - o mosquito Aedes aegypti) 
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com parcerias nacionais e internacionais. Portanto, visando o controle do vetor, foram 

realizados estudos utilizando diferentes linhas de pesquisa, no entanto com o mesmo 

objetivo, encontrar compostos ativos em larvas de Ae. aegypti. No capítulo 1 são 

abordados os trabalhos envolvendo isolamento e identificação de metabólitos 

secundários de plantas do bioma Cerrado, no capítulo 2 a utilização de docking molecular 

e no capítulo 3 o desenvolvimento de compostos sintéticos.  

 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

2.1 DENGUE 

 

 

Dengue é uma arbovirose transmitida para os seres humanos por meio do repasto 

sanguíneo de fêmeas do gênero Aedes, principalmente Ae. aegypti e Ae. albopictus, 

infectadas. Caracteriza se por ser uma infecção viral causada por 4 sorotipos: DENV-1, 

DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Indivíduos infectados podem apresentar quadros clínicos 

assintomáticos, leves e graves (13,29).  

Mesmo com vários casos notificados anualmente, a dengue ainda é considerada 

uma doença subnotificada, devido a casos assintomáticos e leves que não necessitam 

de assistência médica ou por diagnósticos equivocados. Ainda assim, a incidência de 

dengue tem crescido bastante nos últimos anos, gerando impactos significativos na 

saúde e economia mundial. Até 1970 epidemias de dengue tinham ocorrido em apenas 

9 países, atualmente é uma doença endêmica em mais de 100 países, com aumento de 

casos em novas áreas como no continente Europeu (30). Essa expansão em novas áreas 

pode estar relacionada a mudanças climáticas, já que as características climáticas são 

indispensáveis para a sobrevivência do vetor (31).  
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Conforme a gravidade dos sintomas apresentados, a doença é classificada em 

dois tipos. Dengue: indivíduos assintomáticos ou com sintomas leves, como febre, dor de 

cabeça, náusea, dores musculares, urticárias e dor atrás dos olhos. Dengue severa, 

também conhecida como febre hemorrágica da dengue/síndrome de choque da dengue: 

indivíduos que além de apresentarem os sintomas supracitados, apresentam sintomas 

mais fortes como, extravasamento do plasma com ou sem sangramentos, queda de 

pressão, dificuldade respiratória e comprometimento de órgãos. A presença de dengue 

severa está associada a infecções secundárias, podendo também ocorrer em infecções 

primárias de crianças cuja a mãe já foi infectada por algum sorotipo. Isso ocorre, devido 

a uma resposta imunológica conhecida como “Pecado antigênico original”. Uma vez 

infectado por um sorotipo, o indivíduo adquire imunidade total a este e parcial e 

temporária aos demais. Em uma infecção secundária, os anticorpos adquiridos da 

primeira infecção reconhecem o patógeno, porém a infecção não é prevenida, pois a 

resposta imunológica está voltada a um sorotipo diferente, assim além da infecção pelo 

vírus da dengue, há grande produção de citocinas inflamatórias, resultando em um 

processo autoimune danoso (29,32,33).   

Não existem medicamentos específicos para o  tratamento ou prevenção dessas 

infecções causadas pelos diferentes sorotipos da dengue (32). Apesar de uma vacina 

para dengue já ter sido aprovada em alguns países, sua eficácia é questionada, tendo 

em vista que, em indivíduos soropositivos, isto é, aqueles que já foram infectados por 

algum sorotipo, uma terceira infecção resultaria em sintomas mais leves. Porém em 

indivíduos soronegativos, uma infecção posterior a vacinação aumentaria o risco de 

dengue severa (12,34).  

Portanto a prevenção e a redução do número de casos depende fortemente do 

controle vetorial (13).  

 

 

2.2  ZIKA 
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Zika é uma arbovirose identificada pela primeira vez em 1947 em macacos na 

floresta Zika de Uganda. Já em 1948, o vírus foi detectado em mosquitos do gênero 

Aedes, porém apenas em 1952 foi registrada a primeira infecção em humanos. Em 2007, 

foi reportado o primeiro grande surto de Zika vírus nas ilhas Yap, um arquipélago dos 

Estados Federados da Micronésia. Entre 2013 e 2014 foram reportados surtos na 

Polinésia Francesa e em outras ilhas do Pacífico. Em 2015, o vírus chegou às Américas, 

ao nordeste do Brasil, onde foram notificados casos leves de erupção cutânea e até então 

ainda não associados ao Zika vírus. Neste mesmo ano, foi descoberta e identificada a 

associação da infecção de Zika com a síndrome Guillain-Barré e o desenvolvimento de 

microcefalia (35–37).  

A primeira via de infecção consiste no repasto sanguíneo de fêmeas, 

principalmente da espécie Ae. aegypti, infectadas. Porém, possui ainda outras vias de 

transmissão, como contato sexual, transfusão sanguínea e transmissão vertical de mães 

infectadas (38,39).   

A grande maioria dos indivíduos são assintomáticos ou apresentam sintomas 

leves, como febre, conjuntivite, erupção cutânea, mal-estar, dor de cabeça e dores 

musculares. Portanto, a problemática da infecção pelo Zika vírus está relacionada a 

complicações na gravidez e a sequelas neurais, microcefalia em neonatais e síndrome 

de Guillain-Barré em adultos (37,39).  

A síndrome de Guillain-Barré é uma doença autoimune potencialmente fatal 

desencadeada por infecções, como no caso do Zika vírus. Nessa condição, o sistema 

imune ataca o sistema nervoso periférico, podendo levar à perda de sensibilidade nas 

pernas e/ou braços. E em casos mais sérios pode resultar em paralisia quase total. O 

tratamento inclui imunoterapia e monitoramento (40).  

Atualmente, cerca de 18 vacinas estão em fase de desenvolvimento. Entretanto, a 

última epidemia ocorreu em 2016, e até então não foram reportados um número 

significante de casos, o que torna a realização de ensaios de eficácia um desafio no 
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desenvolvimento dessas vacinas. Além disso, a diminuição da incidência também 

interfere no investimento em pesquisa dessas vacinas, principalmente no setor privado. 

E muito provavelmente será necessário mais de um tipo de vacina para abranger todo 

tipo de população de risco (41,42). Adicionalmente, assim como para dengue não há 

tratamento específico disponível. Logo, controle vetorial permanece sendo a principal 

forma de prevenção (38).  

 

 

2.3  CHIKUNGUNYA 

 

 

Chikungunya é uma arbovirose causada pelo vírus da chikungunya (CHIKV) que 

foi descrito pela primeira vez em 1952 durante um surto na Tazânia. Na língua nativa, 

Kimakonde, essa palavra significa “contorcer-se” devido à postura curvada dos indivíduos 

infectados, que apresentavam fortes dores nas articulações, polialtrargia (43). 

Em 1953 esse vírus foi isolado de mosquitos da espécie Ae. aegypti (44). Os 

sintomas aparecem entre 4-7 dias após o repasto sanguíneo de fêmeas infectadas (via 

de transmissão). São caracterizados por uma febre alta de início rápido e poliartralgia, 

atingindo principalmente as articulações dos pés, mãos, dedos, cotovelos, tornozelos e 

pulsos. Essas dores intensas nas articulações podem ser bastante debilitantes podendo 

evoluir para um estágio crônico com duração de meses e até anos. Além disso, esses 

dois sintomas característicos são importantes na diferenciação entre chikungunya e 

dengue, considerando a coexistência dessas infecções em áreas endêmicas como nas 

Américas. Os individuos podem evoluir para uma condição crônica da doença bastante 

delimitante (45–48). Outros sintomas incluem dores musculares, dor de cabeça, erupções 

cutâneas, fadiga e náuseas (43). Apesar de não ser uma doença considerada 

potencialmente fatal, óbitos raros são registrados em indivíduos idosos, neonatais, 

diabéticos e com distúrbios cardiovasculares (49).   
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 Entre 1960-1990, pequenos surtos foram relatados na África. Em 2004, foi 

registrada uma grande epidemia no Quênia, que contribuiu para a ampla distribuição de 

casos na Índia, Sudeste asiático e China. Desde essa época, o vírus se espalhou 

rapidamente sendo identificado na Ásia, Africa, Europa e nas Américas, com transmissão 

local já reportada na Europa e nas Américas e grandes surtos registrados no Brasil 

(45,46).  

 Assim como para dengue e Zika, não há tratamento antiviral específico. Os 

fármacos utilizados são para o manejo e alívio dos sintomas (45). Para a dor e a 

inflamação das articulações são utilizados anti-inflamatórios não esteroides (AINEs), 

após o descarte da possibilidade de dengue. Outras alternativas terapêuticas incluem a 

utilização de drogas antivirais e anticorpos neutralizantes, porém o alto custo de 

fabricação e os potenciais riscos de hipersensibilidade, imunossupressão e infecções 

limitam sua utilização. (49). Uma vacina potencial demonstrou ser segura, porém até o 

presente momento foram realizados apenas estudos de fase 2 e ainda são necessários 

estudos que comprovem sua eficácia e segurança a longo prazo (50). Assim, o controle 

vetorial representa a principal forma de prevenção ao vírus da chikungunya (45).   

 

 

2.4  FEBRE AMARELA  

 

 

A febre amarela é uma doença endêmica na África e na América do Sul. A 

transmissão da febre amarela urbana ocorre principalmente por meio do vetor Ae. 

aegypti. O ciclo zoonótico de transmissão desse vírus envolve mosquitos silvestres do 

gênero Haemagogus e Aedes (Stegomyia) e primitas. Humanos infectados pela picada 

desses mosquitos levam o vírus para áreas urbanas e servem de hospedeiros, resultando 

na transmissão de febre amarela pelo vetor urbano Ae. aegypti. O vírus também é 

transmitido de forma vertical de mosquitos fêmeas infectados e seus ovos (11,51). 
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A febre amarela é caracterizada por ser uma um doença hemorrágica. Os sintomas 

podem ser divididos em duas fases. A primeira fase correspondente a fase aguda, onde 

os sintomas incluem: dor muscular, febre, dor de cabeça, naúseas, vômitos, calafrios e 

perda de apetite. Uma pequena porcentagem de indivíduos podem progredir para a 

segunda fase com sintomas mais fortes como febre alta, icterícia (responsável pelo nome 

da doença), dor abdominal, vômitos e sangramentos (51,52).  

Assim como para as outras arboviroses supracitadas (dengue, Zika e 

chikungunya), também não há tratamento antiviral específico para febre amarela, no 

entanto, diferentemente das demais, para esta arbovirose há vacina eficaz, segura e 

acessível (53), correspondendo a principal forma de prevenção. No entanto, não é 

indicada para indivíduos imunocomprometidos, que tenham alergia a ovo e derivados e 

em idosos maiores de 60 anos deve ser realizada avaliação individual para determinar a 

necessidade de vacinação (54).   

A vacinação para febre amarela está disponível desde a década de 1930, no 

entanto, ainda no século 21 são observados surtos de febre amarela, como os surtos 

correlacionados em Luanda e Kinshasa em 2016, que levaram a presença do vírus em 

regiões como a China, demonstrando o risco mundial causado por essa arbovirose e a 

necessidade da vacinação mundial (53). No Brasil foi observado aumento de casos entre 

os anos de 2016 e 2018, além disso foram notificados casos fora da época sazonal de 

transmissão o que representa risco de contaminação em todas as épocas do ano (54).  

A grande problemática envolvendo a presença de surtos de febre amarela nos 

últimos anos, está relacionada ao aumento do movimento antivacina, o que favorece a 

transmissão de casos e riscos de óbitos (55,56). Portanto, o controle vetorial também é 

importante no controle da febre amarela.  

 

 

2.5 COVID- 19 
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Em 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS) classificou a doença causada 

pelo coronavírus (COVID-19) como uma emergência de saúde pública de importância 

internacional, e no mesmo ano foi declarada pandemia mundial (57).  

No Brasil, além do grande número de casos e óbitos por COVID-19, foi observado 

aumento da incidência de casos das arboviroses dengue, chikungunya e Zika no primeiro 

semestre de 2020 (58). A semelhança dos sintomas entre essas arboviroses e a COVID-

19 pode levar a erros de diagnóstico, como observado em resultados falsos positivos no 

teste rápido para dengue (57). Ou seja, ainda que seja observado aumento de casos de 

arboviroses, essas infecções são subnotificadas, tendo em vista, o aumento de ações de 

saúde voltadas ao combate da pandemia COVID-19 (59).  

A incidência concomitante dessas infecções pode levar sobrecarga ao sistema de 

saúde, com aumento da necessidade de leitos de UTI. Sendo assim, medidas tornam-se 

extremamente necessárias para o controle do vetor Ae. aegypti e diminuição dos casos 

de óbitos (58,60).  

 

 

2.6  Aedes aegypti 

 

 

Aedes aegypti, também conhecido como o mosquito da dengue é o principal vetor 

de importantes arboviroses (10). É um mosquito com hábitos domésticos, originário da 

África subsaariana, que tem como ancestral a forma selvagem - Ae. aegypti formosus (1). 

Está presente, principalmente, em áreas urbanas tropicais e subtropicais devido às 

condições ambientais (temperatura e umidade) e à alta densidade populacional, 

características necessárias e favoráveis ao seu desenvolvimento (1,61,62).  

A disponibilidade de água é fundamental para seu desenvolvimento, porém sua 

qualidade não interfere na viabilidade desse vetor. Portanto, existe uma ampla variedade 

de criadouros e alta incidência de arboviroses em regiões com condições sanitárias 

precárias (62,63).  
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O desenvolvimento do Ae. aegypti é caracterizado por metamorfose completa com 

quatro fases de vida: ovo, larva, pupa e adulto (figura 1). Em condições ambientais 

favoráveis, em 10 dias há formação do mosquito adulto, portanto a  eliminação de 

criadouros deve ser realizada semanalmente para garantir um controle vetorial efetivo 

(64,65).  

 

 

Figura 1 - Ciclo de vida Aedes aegypti. Fonte: arquivo do Laboratório de Farmacognosia, UnB.  

 

Os ovos são brancos, mas em contato com oxigênio tornam se escuros. São 

pequenos e resistentes a longos períodos de dessecação, o que possibilita a dispersão 

passiva desse mosquito a longas distâncias e representam um desafio no controle 

vetorial (64,65).   

A fase larval é caracterizada por ser a fase de crescimento e alimentação. As 

larvas consomem materiais orgânicos advindos das paredes e fundo dos criadouros. É 

considerada a fase mais vulnerável, uma vez que sua duração depende da 

disponibilidade de alimentação, condições ambientais favoráveis e da densidade de 

larvas. Além disso, as larvas são sensíveis a movimentos bruscos e à luz. Essas 
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características tornam as larvas um alvo importante no desenvolvimento de medidas de 

controle. Anatomicamente são compostas de cabeça, tórax e abdômen. A parte posterior 

e anal do abdômen é composta por um sifão, responsável pela respiração, e estruturas 

de controle osmótico (64).   

Existem quatro estágios larvais: L1, L2, L3 e L4. O último estágio imaturo é a pupa, 

uma fase de curta duração (2-3 dias) onde não há alimentação e ocorre a metamorfose 

completa. É formada por cefalotórax e abdômen, conferindo um formato curvo como uma 

vírgula. Em seu cefalotórax, possui um par de trombetas respiratórias, que, assim como 

o sifão das larvas, ultrapassa a superfície da água para realizar a respiração. Possui 

genitálias interna e externa completamente formadas, sendo assim, nessa fase há 

diferenciação entre macho e fêmea (64,66). Em condições adequadas o tempo entre a 

eclosão e pupação não excede 5 dias (64).   

Nos primeiros dias da fase adulta já ocorre o acasalamento e posteriormente o 

repasto sanguíneo para desenvolvimento e maturação dos ovos produzidos, que, após 

um intervalo de 3 dias, são dispostos na parede de criadouros, próximos à superfície da 

água. Machos e fêmeas se alimentam de fluidos açucarados (64,65). Os mosquitos 

adultos vivem normalmente entre 30-35 dias. Durante esse período uma fêmea é capaz 

de gerar 1500 ovos. Além disso, uma fêmea necessita de apenas uma cópula para a 

produção de todos os ovos de sua vida, já que armazena o esperma na espermateca e 

a postura não é realizada de uma só vez. Adicionalmente, a transmissão dos vírus pode 

ocorrer de forma transversal (64,65). 

Entre os anos de 1958 e 1973 esse vetor foi considerado erradicado no Brasil, no 

entanto, devido a falhas na vigilância epidemiológica, crescimento populacional e 

mudanças ambientais foi reintroduzido no país em 1976 e desde então encontra-se 

distribuído em todo território (67,68).   

 

 

2.7  CONTROLE DO VETOR E RESISTÊNCIA  
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O controle de arboviroses está fortemente ligado ao controle vetorial, uma vez que 

não existem vacinas nem tratamentos específicos para essas doenças (dengue, Zika e 

chikungunya) (21). Segundo a organização mundial da saúde (OMS), o controle vetorial 

deve ser integrado, isto é, utilizar diversas técnicas/estratégias separadas ou reunidas 

para reduzir ou interromper a transmissão dessas doenças  (69). Essas estratégias 

incluem programas de educação em saúde, gestão ambiental, utilização de inseticidas 

químicos, eliminação de criadouros, entre outros (21,69).  

O controle químico, que consiste na utilização de inseticidas químicos para o 

combate do vetor nos diferentes estágios de desenvolvimento e a participação da 

comunidade são os métodos mais utilizados hoje em dia (14,19).  

 Antes do desenvolvimento de inseticidas químicos eram utilizados produtos 

naturais para o controle de mosquitos e outros insetos domésticos. Porém com a 

descoberta do diclorodifeniltricloroetano (DDT) e o desenvolvimento de novas classes de 

inseticidas químicos, as pesquisas envolvendo produtos naturais perderam destaque 

(70,71).   

O DDT é um inseticida da classe dos organoclorados que possui efeito prolongado 

e foi desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial. Seu mecanismo de ação não é 

claro, mas acredita-se que atua em canais de sódio interferindo assim no equilíbrio iônico 

e consequentemente impedindo a propagação do impulso nervoso. Seu uso foi 

descontinuado em diversos países devido a sua característica lipofílica que permite sua 

acumulação no tecido adiposo de mamíferos e lenta metabolização. Além disso, é 

considerado um promotor de tumores. Em alguns países ainda é utilizado para controle 

de vetor, devido à escassez de recursos financeiros para sua substituição, porém 

proibidos para uso agrícola (20,72). No Brasil o DDT é proibido para qualquer uso desde 

2009 (73).  

Sendo assim, foram produzidos os organofosforados para substituição do DDT. 

São compostos biodegradáveis e instáveis, devendo ser reaplicados periodicamente. 
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Atuam inibindo irreversivelmente a acetilcolinesterase (AChE), o que impede a 

interrupção do impulso nervoso. O larvicida temefós e o adulticida malation são exemplos 

de organofosforados. (20,70).   

A ampla utilização do temefós levou a seleção de mosquitos resistentes, tornando 

seu uso muitas vezes ineficaz (70,74,75). No Brasil, a presença de resistência em vários 

estados levou a sua substituição, primeiramente pelo Bacillus thuringiensis israelenses 

(bti), um método de controle biológico, porém seu uso foi inviabilizado devido à baixa 

persistência causada por sua degradação pela luz solar. Portanto, desde 2009, o temefós 

foi substituido por larvicidas inibidores da síntese de quitina, diflubenzuron e novaluron. 

Em 2015 iniciou-se o uso do piriproxifeno, um análogo do hormônio juvenil que inibe a 

emergência de formas adultas do vetor (76–78). Outra estratégia no controle de larvas 

de Ae. aegypti é o bioinseticida espinosade, que atua nos receptores nicotínicos de 

acetilcolina e em receptores GABA (79,80). 

Malation é um adulticida espacial com aplicações de Ultra Baixo Volume 

(UBV),técnica conhecida como fumacê (81). A resistência a esse inseciticida já é 

conhecida em vários países. No Brasil, chegou a ser substituído por piretróides, porém 

rapidamente foi identificada resistência a essa classe e o malation voltou a ser utilizado 

(21,77).   

Os carbamatos, assim como os organofosforados, atuam na inibição da AChE, 

porém de forma reversível (20,70). São utilizados como adulticidas residuais, sendo o 

mais conhecido o bendiocarb (82).  

Em 2020, o Brasil adquiriu novos adulticidas para utilização em pontos 

estratégicos, isto é, onde há presença de resistência. São esses Cielo-UVL e Fludora®. 

Sendo esse último um inseticida de efeito residual para substituição do bendiocarb, 

composto pela mistura de clotianidina (neonicotinoide) e deltametrina (piretroide). Já o 

Cielo-UVL para substituição do malation, é composto por imidacloprida (neoniconoide) e 

praletrina (piretroide) (82–85). A utilização de inseticidas contendo misturas de 
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compostos com mecanismo de ação distintos pode funcionar como proteção ao rápido 

desenvolvimento e disseminação da resistência (86).   

Os piretroides são derivados sintéticos das piretrinas, compostos produzidos pelo  

metabolismo secundário de Chrysanthemum cinerariaefolium (20,87). Antes da 

descoberta e do desenvolvimento de inseticidas químicos, esses compostos eram 

usados como inseticidas, porém apresentam alta sensibilidade à luz. Assim, foram 

produzidos derivados sintéticos mais estáveis. São exemplos: cipermetrina, permetrina e 

deltametrina. Apresentam baixa toxicidade aguda a mamíferos, porém contaminam a 

água, conferindo alta toxicidade a organismos aquáticos. Assim como o DDT, atuam nos 

canais de sódio, impedindo a propagação do impulso nervoso (71,87). Apesar de estudos 

comprovarem a presença de populações de vetores resistentes a essa classe, ainda são 

bastante utilizados (88).   

Alternativas às estratégias para o controle químico do vetor surgiram ao longo dos 

anos, mas sua implementação é bastante limitada. Portanto, este permanece sendo a 

principal estratégia de controle de epidemias (88).   

A rotação de inseticidas, com mecanismos de ação diferentes e intervenções 

combinadas que atuem nos diferentes ciclos de vida do mosquito são recomendações da 

OMS para prevenir ou evitar a resistência (89). Porém já foi observada resistência para 

todas as principais classes de inseticidas citadas (14). 

O mecanismo de resistência em Ae. aegypti está fortemente relacionado à 

resistência metabólica, isto é, superexpressão de enzimas de desintoxicação e 

resistência do sítio alvo, desenvolvimento de mutações do sítio alvo que o tornam 

insensível ao inseticida. Esses dois mecanismos estão presentes no processo de 

resistência aos organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides. Além disso, 

resistência a reguladores do crescimento, como diflubenzuron e piriproxifeno também já 

foi relatada (14,21).   
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O mecanismo de ação está fortemente relacionado ao desenvolvimento de 

resistência, portanto é necessário o desenvolvimento de novos compostos com diferentes 

mecanismos de ação, que atuem sobre o vetor, mas que sejam inertes ao meio ambiente 

e as outras formas de vida.  

 

 

3 CAPÍTULO 1 – ATIVIDADE LARVICIDA DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS DE 

PLANTAS DO CERRADO  

 

 

3.1 INTRODUÇÃO  

 

 

A utilização de compostos naturais para controle de insetos e pragas iniciou-se há 

1000 anos antes de Cristo, onde o enxofre inorgânico era utilizado no controle de 

pediculoses (90). Na China antiga e na Idade Média, eram utilizadas flores secas de 

Chrysanthemum roseum como inseticida. No século 19, iniciou-se a produção comercial 

em grande escala de piretrinas, composto natural presente nesse gênero. Contudo, 

devido a sua grande instabilidade à luz solar e ao ar, esses compostos naturais foram 

substituídos por compostos sintéticos (20,90–92). Uma das primeiras plantas utilizadas 

foi o tabaco, que levou ao isolamento de nicotina, um alcaloide que atua no receptor de 

acetilcolina, porém é tóxico em mamíferos (93). Em 1968 a substância azadiractina foi 

isolada da espécie Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) conhecida popularmente 

como neem (94).   

A azadiractina, o componente ativo do óleo de neem, é um inseticida potencial 

para o controle de diversas pragas, por apresentar atividade repelente, ovicida, larvicida 

e atuar na regulação do crescimento e na inibição da alimentação (95–97). Esse amplo 

mecanismo de ação, dificulta o desenvolvimento de resistência. Esta característica, 

juntamente com a baixa toxicidade a organismos não-alvo e ao meio ambiente favorecem 

a sua utilização (97). Atualmente, no Brasil, o óleo de neem é aprovado para uso em 
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formulações inseticidas com atividade em Ae. aegypti  (98). As limitações de sua 

utilização são alto custo e a instabilidade à luz solar (97). 

A utilização de produtos naturais representa uma vantagem devido à 

complexidade desses compostos, que podem apresentar mais de um mecanismo de 

ação, à baixa toxicidade ao meio ambiente e organismos não-alvo (23,93,99–101).  

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, rico em biodiversidade e em 

espécies nativas, que representam 5% da diversidade mundial (102,103). O bioma é 

considerado um hotspost mundial com mais de 50% da vegetação comprometida, 

principalmente por ações humanas, para áreas de cultivo e pastagem (103,104). Embora 

muito se fale sobre sua rica biodiversidade, ainda há poucos estudos das diferentes 

espécies endêmicas (102,104). A grande biodiversidade da vegetação ocorre devido à 

composição do solo, ao clima, à incidência de incêndios, à distância entre as 

disponibilidades de água, à profundidade do solo e o lençol freático (103). Essas 

características também contribuem com a grande variedade de compostos químicos 

produzidos pelas plantas, que são amplamente utilizadas na medicina tradicional 

(104,105). 

Nesse contexto, o Laboratório de Farmacognosia da Universidade de Brasília 

(UnB) vem construindo há quase 23 anos, o Banco de Extratos de Plantas do Bioma 

Cerrado, autorizada pelo CGEN/IBAMA (n. 06/2012 – processo n. 02000.002272/2006-

73), composto por 67 famílias e 940 extratos.  

Uma dessas famílias é a Annonaceae, que é composta por 135 gêneros e 2500 

espécies. No Brasil, são encontrados 30 gêneros e 270 espécies, distribuídos pela 

Amazônia, Cerrado e Mata Atlântica (106–108). É uma família de importância econômica, 

na produção de sabão, óleos comestíveis, perfume e alimentos (107,109). Utilizada na 

medicina popular para tratamento de artrite, reumatismo, úlceras gástricas, quadros 

inflamatórios, cicatrizante de ferida, manejo da dor, entre outros (110). Considerada uma 

família com grande diversidade de plantas e consequentemente, grande variedade de 

compostos secundários. São encontrados terpenos, alcaloides, flavonoides, 
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acetogeninas e ligninas (106,110). As espécies Annona crassiflora Mart., Cardiopetalum 

calophyllum Schltdl., Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Saff., Xylopia aromatica (Lam.) 

Mart., Xylopia emarginata Mart., Annona exsuca DC. ex Dunal e Annona squamosa L. 

estão inseridas no Banco de Extratos de Plantas do bioma Cerrado (Laboratório de 

Farmacognosia/UnB).  

Annona é um importante gênero com importantes atividades relatadas na literatura 

(111,112).  

A árvore frutífera Annona crassiflora Mart., conhecida como araticum, produz uma 

grande variedade de metabólitos secundários, como, compostos fenólicos, alcaloides, 

acetogeninas, carotenóides, tocóis e fitoesteróis. Esses compostos bioativos apresentam 

atividade anti-inflamatória, antioxidante, antitumoral, analgésica, cicatrizante, 

antiparasitária, antidiarreica, inseticida, antimicrobiana, antifúngica, antibacteriana e 

herbicida. Apesar de apresentar todas as atividades descritas, seu uso ainda se restringe 

à medicina popular, uma vez que ainda não existem produtos disponíveis e essas 

atividades ainda não foram avaliadas em estudos pré-clínicos (105).   

Em 2007, devido a estudos botânicos, o gênero Rollinia foi considerado sinônimo 

do gênero Annona, sendo assim, a espécie Rollinia exsucca (DC. Ex Dunal) A. DC. 

passou a ser conhecida como Annona exsucca DC. ex Dunal (113). Essa planta é 

encontrada na América do Sul e América Central, conhecida popularmente como 

araticum macho (114,115). Nessa espécie são encontrados sesquiterpenos e, até o 

presente momento na literatura, foi encontrada apenas atividade antiparasitária nos 

extratos (114,116).   

Annona squamosa L., conhecida como pinha, é encontrada na América do Sul e 

na Índia Ocidental. Na medicina popular é utilizada para diarreia, disenteria, câncer, 

parasitismo, úlceras e feridas. Na literatura, são relatadas atividades, antioxidante, 

antitumoral, antidiabética, anti-inflamatória, analgésica, anti-hipertensiva, antiparasitária, 

inseticida, citotóxica, antimicrobiana, antifúngica e hepatoprotetora. Os metabólitos 

secundários são terpenos, alcaloides, acetogeninas, saponinas e flavonoides (117,118).  
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Cardiopetalum calophyllum Schltdl., conhecida como imbirinha, é uma planta 

nativa do Cerrado brasileiro (119). Como metabólitos secundários destaca-se a presença 

de alcaloides isoquinolínicos, mono e sesquiterpenos (120,121). Na literatura, já foram 

relatados testes da atividade de extratos e óleo essencial extraído das folhas em larvas 

de Ae. aegypti, bactérias e fungos. (121–123).  

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Saff., conhecida como araticum seco, araticum do 

Cerrado e ata brava é utilizada na medicina popular para tratamento de pediculoses, 

cólica renal, reumatismo e como anorexígeno (124,125). Como metabólitos secundários 

dessa espécie, destaca-se a presença de alcaloides, sesquiterpenos, compostos 

fenólicos, flavonoides, taninos, xantonas (124–126). Esses compostos já foram avaliados 

frente às seguintes atividades biológicas: antitumoral, tripanocida, antileishmania, 

antimalárica, antifúngica, antioxidante, larvicida em Aedes aegypti e anti-inflamatória 

(122,126–129).  

Xylopia é um dos gêneros mais importantes da família com mais de 150 espécies 

(130). A Xylopia aromatica (Lam.) Mart., também conhecida como pimenta de macaco, é 

a espécie mais comum encontrada no Brasil, utilizada na medicina popular como 

estimulante/afrodisíaco, diurético e carminativo e utilizada na culinária como tempero de 

carne (131,132). Os principais metabólitos secundários são acetogeninas, terpenos, 

alcaloides e amidas (131,133–136). Na literatura já foram relatadas atividade 

antimicrobiana, antifúngica, tripanocida, antileishmania, antimalárica, citotóxica e 

larvicida (114,122,129,131,137,138). Ao contrário da X. aromatica, que é uma pequena 

árvore, a Xylopia emarginata Mart. é uma árvore alta chegando até 20 metros, conhecida 

como pindaíba, pindaíba-reta, pindaíba d’água  e pindaíba do brejo (131,139,140). Nessa 

espécie são encontrados alcaloides, terpenos, flavonoides, acetogeninas e esteroides 

(107,130,141–143). Esses compostos são responsáveis pelas atividades reportadas na 

literatura, como atividade anti- Plasmodium falciparum e  anti- Trypanosoma cruzi 

(129,139).  

Os extratos de A. crassiflora, C.calophyllum, D. furfuracea, X. aromatica e X. 

emarginata, pertencentes ao Banco de Extratos de Plantas do bioma Cerrado do 



40 
 

(Laboratório de Farmacognosia/UnB), foram avaliados em diferentes alvos biológicos, e 

apresentaram atividade antitumoral, antiparasitária e inseticida, publicadas em periódicos 

(tabela 1).  
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Tabela 1 – Atividades atribuídas aos extratos de Annonaceae presentes no Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado- Laboratório de 
Farmacognosia-UnB 

Espécie  
Nome 

comum  
Número de 

Herbário 

Extrato 
Parte da 
planta  

Solvente 

Atividades  relatadas pelo grupo do Laboratório de Farmacognosia 

Parasitos 
Antitumoral 

Linhagem celular 
CI50 (µg/mL) 

Inibição de α- amilase 
CI50(µg/mL) 

Ae. aegypti  
larvas L3 

LC50 
(µg/mL) 

D. maxima 
Mortalidade 

(%) 
L. donovani 

promastigotas 
IC50 (µg/mL) 

T. cruzi 
amastigotas 
IC50 (µg/mL) 

P. falciparum 
FcB1 

IC50 (µg/mL) 
HCT-8 

MDA-
MB-
435 

SF-295 HL-60 Z. subfasciatus A. obtectus 

Annona 
crassiflora 

Mart./  
araticum/  
(UB) 3700 

F1 (h)   * * * * * * * *  

F (e)   * * * * * 
802,61 ± 

47,72 
546,25 ± 

20,82 
*  

MC2 (h)  45,9 ± 3,1 * * * * * * * *  

MC (e) 8,3 ±  08 20,5 ± 1,1 * * * * * * *   

CC3 (h)    * * * * * * 192,57  

CC (e) 12,4 ± 0,3 14,9 ± 2,3 * * * * * * * *  

MR4 (h)   *       154,02  

MR (e) 8,7± 0,6 9,9 ± 0,5 * 15,2 24,9 13,3 13,4 * * 26,89 * 

CR5 (h)  18,6 ± 6,8 7,6 ± 2,1       264,15  

CR (e) 3,7± 0,3 5,9 ± 1,3 11,9 ± 3,5 8,2 14,9 9,5 6,0 * * 23,6 5 

Cardiopetal
um 

calophyllu
m Schltdl./  
imbirinha/ 
(UB) 3703 

F (h)   * * * * *   *  

F (e)   * * * * * * *   

MC (h)   * * * * * * * *  

MC (e)    * * * * * * *  

CC (h) * 60,4 ± 2,6 * * * * * * * *  

CC (e)    * * * * * *   

R6 (h)    * * * * * * * * 

R (e)   * * * * * * * *  

Duguetia 
furfuracea 
(A. St.-Hil.) 

Benth & 
Hook. f./ 
araticum 

seco/ 
(UB) 3679 

F (h)   * * * * * * * *  

F (e)   * * * * * * * *  

MC (e)            

MR (h)   14,9 ± 2,0 * * * * * * 56,6 * 

MR (e) * 25,6 ± 1,5 6,2 ± 0,1 * * * * * * * * 

CR (h) * 6,6 ± 0,6 17,6 ± 3,0 * * * * * * *  
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CR (e) * 30,4 ± 1,3 * * * * * * * *  

C7 (h) * 50,0 ± 1,6 * * * * * * * *  

C (e)   * * * * * * * *  

Xylopia 
aromatica 

Mart./  
pimenta de 

macaco/ 
(UB) 3699 

F (h)   * * * * * * * *  

F (e)   * * * * * * * 384,37 5 

MC (h)   * * * * * * * *  

MC (e)   * * * * * * *   

CC (h)   15,3 ± 2,2 * * * * * * *  

CC (e)   * * * * * * *   

MR (h) * 21,6 ± 6,0 4,7 ± 0,9 14,6 17,1 19,1 5,9 * * *  

MR (e)    * * * * * * *  

CR (h) * 23,5 ± 4,7 6,8 ± 0,6 * * * * * * *  

CR (e)   * * * * * * * *  

Xylopia 
emarginata 

Mart./  
 pindaíba/ 
(UB) 3690 

F (h) * 57,6 ± 2,4 * * * * * * * * * 

F (e)   * * * * * * *   

MC (h)   10,9 ± 2,4 * * * * * * *  

CC (h)   5,2 ± 0,4 * * * * * * *  

CC (e)    * * * * * *   

MR (h)   * * * * * * * *  

MR (e)   * * * * * * * *  

CR (h)   4,9 ± 0.2 * * * * * * *  

CR (e)   * * * * * * * *  

1F: extrato da folha; 2 MC: extrato da madeira do caule; 3 CC: extrato da casca do caule; 4 MR:  extrato da madeira da raiz; 5 CR: extrato da 
casca da raiz; 6 R: extrato da raiz (casca + madeira); 7C: extrato do caule (casca + madeira); h: hexano; e: etanol. L- Leishmania; T- 
Trypanosoma; P- Plasmodium; Z- Zabrotes; A- Acanthoscelides; Ae- Aedes; D- Dipetalogaster. HCT-8 (cólon), MDA-MB-435 (melanoma), SF-
295 (sistema nervoso central), HL-60 (leucemia). Observação: em *amostras testadas porém sem atividade no alvo biológico.  
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Atividade antitumoral foi avaliada por ensaios de toxicidade em diferentes 

linhagens de células cancerígenas: HCT-8 (cólon), MDA-MB-435 (melanoma), SF-295 

(sistema nervoso central), HL-60 (leucemia). Os extratos etanólicos da madeira e caule 

da raiz de A. crassiflora e o extrato hexânico da madeira do caule de X. aromatica foram 

ativos e seus valores de CI50 (concentração inibitória média) determinados. Essa  

atividade pode estar relacionada à presença de acetogeninas, que já possuem atividade 

antitumoral relatada (138).  

A atividade antiparasitária foi avaliada in vitro frente a três importantes protozoários 

parasitas, L. donovani (promastigotas), T. cruzi (amastigota) e P. falciparum. A melhor 

atividade, frente a L. donovani foi atribuída ao extrato etanólico da casca da raiz de A. 

crassiflora. Já para T. cruzi, o extrato mais ativo foi o extrato hexânico da casca da raiz 

de D. furfuracea. Para P. falciparum, a melhor atividade foi atribuída ao gênero Xylopia, 

extratos hexânicos da madeira da raiz de X. aromatica e da casca do caule de X. 

emarginata apresentaram melhores valores de CI50 (129,139).  

A atividade inseticida foi avaliada sobre dois vetores de doenças e duas pragas 

agrícolas. Nenhum extrato foi ativo contra o vetor da doença de Chagas, Dipetalogaster 

máxima (144). A atividade em larvas L3 de Ae. aegypti demonstrou que o extrato mais 

ativo foi a casca da raiz de A. crassiflora com valor de LC50 (concentração letal média) 

igual a 23,06 µg/mL (122).  A atividade sobre duas pragas agrícolas, Zabrotes 

subfasciatus e Acanthoscelides obtectus, foi avaliada através de testes de inibição de α- 

Amilase, uma enzima digestiva utilizada como alvo no desenvolvimento de métodos de 

controle, o único extrato ativo foi o extrato etanólico das folhas de A. crassiflora (145).  

Considerando a ampla atividade desses extratos e que apenas os extratos brutos 

foram avaliados, foram realizados dois estudos utilizando duas espécies dessa família, 

com o objetivo de isolar e identificar compostos com atividade larvicida em Ae. aegypti  

A. crassiflora foi escolhida para identificação de compostos, a partir de um estudo 

metabolômico. A utilização de técnicas quimiométricas, juntamente com testes 
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biológicos, permite a identificação de compostos ativos em estruturas complexas sem a 

necessidade de isolamento. Após isso, as informações adquiridas são utilizadas para 

execução de um isolamento direcionado e mais rápido comparado ao modelo clássico de 

isolamento (146). O estudo metabolômico dos extratos de A. crassiflora levou ao 

isolamento de acetogeninas, que resultou em uma publicação no periódico Scientific 

Reports (147). 

Embora o estudo publicado pelo grupo de pesquisa em 2006 (122) não tenha 

relatado atividade larvicida para o extrato hexânico da folha de X. aromatica, essa ação 

foi reavaliada em um outro modelo de teste. Após o novo teste, observou-se mortalidade 

de 85% de larvas L3 de Ae. aegypti, em 24 horas, quando expostas a esse extrato na 

concentração de 250 µg/mL. Portanto, foi realizado fracionamento bioguiado, utilizando 

o modelo clássico, que resultou no isolamento de um diterpeno e um sesquiterpeno. Esse 

resultado foi publicado na Revista Brasileira de Farmacognosia (148).  

 

 

3.2 OBJETIVO GERAL 

 

 

Este trabalho tem como objetivo utilizar análises quimiométricas e clássicas para 

identificar e isolar compostos da família Anonnaceae com atividade em larvas de Ae. 

aegypti. 

 

 

3.2.1 Objetivos Específicos  

 

 

• Utilizar ferramentas quimiométricas para identificar os extratos ativos de Annona 

crassiflora  

• Testar extratos em larvas de Ae. aegypti  

• Utilizar técnicas cromatográficas para isolamento de compostos ativos 
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• Identificar e elucidar os compostos ativos  

• Determinar a concentração letal média (LC50) de cada composto 

• Realizar testes de toxicidade em peixe-zebra 

 

 

3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.3.1 Annona crassiflora Mart.- análises quimiométricas 

 

 

Um total de oito extratos de A. crassiflora - pertencentes ao Banco de Extratos de 

Plantas do Bioma Cerrado (Laboratório de Farmacognosia/UnB), hexânicos e etanólicos 

de folhas, madeira e casca do caule; e extratos etanólicos de madeira e casca da raiz 

foram utilizados na realização do estudo quimiométrico (tabela 2). 

 

Tabela 2 - Extratos de Annona crassiflora utilizados no estudo  

Código da amostra1 Droga vegetal Solvente 

Arbo0037 Madeira do caule Etanol 

Arbo0038 Madeira do caule Hexano 

Arbo0039 Folha Etanol 

Arbo0040 Folha Hexano 

Arbo0041 Casca da raiz Etanol 

Arbo0042 Madeira da raiz Etanol 

Arbo0043 Casca do caule Hexano 

Arbo0044 Casca do caule Etanol 

1 Código interno do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado criado para execução do Projeto 
ArboControl- Laboratório de Farmacognosia/UnB.  

 

 

3.3.1.1. Partição dos Extratos em Fase Sólida 
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 Todos os extratos de A. crassiflora foram particionados utilizando cartuchos de 

Diol (SPE-Diol – cartuchos DIO Spe-ed 2 g, 6 mL, Applied Separations, Allentown, PA, 

USA), em cada cartucho foram adicionadas cerca de 150 mg de cada extrato. Foram 

utilizadas três fases móveis: hexano, acetato de etila e metanol (6 mL de cada solvente 

por cartucho), dando origem a amostras denominadas pré-frações. O rendimento das 

pré-frações foi calculado, e as que tiveram peso ≥ 5 mg foram: (i) testadas em larvas de 

Ae. aegypti, e (ii) solubilizadas em metanol para obtenção de soluções a 1 mg/mL, 

filtradas em membrana de 0,22 µm e analisadas em Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência Acoplada a detector por arranjo de diodo e a Espectrômetro de Massas - HPLC-

DAD-MS/MS (147). 

 

 

3.3.1.2. Análises Quimiométricas  

 

 

As pré-frações de A. crassiflora obtidas por extração em fase sólida foram 

analisadas em Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência Shimadzu LC-6AD acoplado a 

Espectrômetro de Massas de alta resolução (Compact, Bruker ESI-qTOF). Para 

aquisição dos dados, foi utilizada coluna C18 Supelco Ascentis Express (15 cm ×4.6 

mm, tamanho de partícula 2.7 µm) e fase móvel constituída de água ultrapura e 

metanol, com 0,1% de ácido fórmico (J. T. Baker). O método de eluição começou com 

5% de metanol e aumentou até 100% em 30 minutos, com mais 20 minutos para 

limpeza e estabilização da coluna, com tempo total de corrida de 50 minutos e modo 

de aquisição positivo. Foi utilizado  fluxo de 0,6 mL/min, volume de injeção 20 µL e 

temperatura do forno a 40 °C. Os parâmetros da fonte de ionização foram: voltagem 

do capilar a 3500 V, nebulizador 5,5 bar, gás nebulizador a 10 L/min e temperatura da 

fonte a 230 °C (147). 

Os dados obtidos foram convertidos para o formato mzXML pelo software 
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MsConvert, os quais foram exportados para processamento no programa MZmine. Os 

parâmetros de processamento foram: 

- Detecção das massas: Tempo de retenção (TR) 2,5 – 35 min, centróide;  

- Construção de cromatogramas: MS nível 1; altura mínima 1.0×104; tempo mínimo de 

span 0,5 min; m/z tolerância 10 ppm; 

- Deconvolução: Algorithm Savitzky-Golay;  

- Agrupamento de isótopos: m/z tolerância 10 ppm; TR tolerância 0,1 min;  

- Dupla filtragem de pico; 

- Alisamento;  

- Alinhamento: Join aligner; m/z tolerância 10 ppm; TR tolerância 0,5 min; 

- Gap-filing: intensidade tolerância 20%; m/z tolerância 10 ppm, TR tolerância 0,5 min;  

- Faixa de filtragem de pico: 0.00 – 0.5 min.  

Após processados, os dados de MS1 foram exportados e transferidos para a 

plataforma online de estatística exploratória, MetaboAnalyst®. Nessa plataforma foram 

realizadas análises estatísticas não supervisionadas: Análise de Componentes principais 

- PCA e Análise de Agrupamento Hierárquicos - HCA; e análise supervisionada: Projeção 

de Mínimos Quadrados Parciais para Estruturas Latentes – sPLS (147). Os dados de LC- 

MS/MS no formato mzXML, divididos em grupos ativos e inativos, foram analisados pela 

plataforma GNPS - Global Natural Products Social Molecular Networking - Rede global 

de moléculas sociais de produtos naturais utilizando parâmetro padrão (147).  

 

 

3.3.1.3. Fracionamento Bioguiado  

 

 

Foi realizado fracionamento bioguiado do extrato hexânico da madeira do caule de 

A. crassiflora conforme esquematizado na figura 2.  
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Figura 2 - Fluxograma das etapas do fracionamento bioguiado de A. crassiflora utilizando modelo clássico.  
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O extrato (8,7 g) foi pré-fracionado em cartucho de sílica (174 g) eluído com 

hexano (A), acetato de etila (B) e metanol (C) (800 mL de cada solvente). Foi calculado 

o rendimento das pré-frações (A - 10%; B - 21%; C – 69%) e realizado o teste larvicida a 

125 µg/mL. A pré-fração B apresentou maior atividade e foi fracionada em cromatografia 

em coluna aberta de sílica eluída com acetato de etila e metanol. As frações obtidas 

foram agrupadas através de análises realizadas em HPLC Waters BreezeTM (coluna C18 

Sunfire 4,6 x 150 mm; tamanho de partícula= 5 µm; fluxo 1 mL/min; volume de injeção= 

15 µL; bomba A= água ultrapura e bomba B= metanol 0,1 % (v/v) ác. Fórmico), método 

gradiente iniciado com 20% de B, em dois minutos aumentou para 60% de B, em 10 

minutos para 80% de B e gradiente suave entre 80-85% até 80 min. Por meio do 

agrupamento foram obtidas 7 novas frações (rendimentos: B1 - 7,4%; B2 - 0,8%; B3 - 

1,0%; B4 - 1,6%; B5 - 10,1%; B6 - 5,4%; B7 – 73,7%). A fração B7 (996 mg) foi submetida 

à purificação em coluna de Sephadex® LH-20 eluída em metanol, resultando em 6 frações 

novamente avaliadas por HPLC e com rendimento calculado (B1.1 – 36%; B1.2 - 22%; 

B1.3 – 1,5%; B1.4 - 1,3%; B1.5 - 1,2%; B1.6 - 0,8%). A fração B7.2 derivada desta coluna 

foi fracionada em HPLC- preparativo (Varian ProStar; coluna C18 Varian Dynamex 

250×21.4 mm; fluxo 20 mL/min). As pré- frações (B7.2.1, B7.2.2, B7.2.3 e B7.2.4) foram 

solubilizadas em clorofórmio deuterado (CDCl3) para análise de elucidação estrutural em 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN; NMR; Bruker Fourier 600 MHz 1 H e 150 MHz 

13C) e solubilizadas em metanol para análise em Espectrometria de massas (HRMS; ESI-

Qtof; AB Sciex TripleTOF5600+) (147).  

 

 

3.3.2. Xylopia aromatica (Lam.) Mart.- uso de métodos clássicos para isolamento 

 

 

 Os extratos de X. aromatica foram reavaliados em larvas L3 de Ae. aegypti, e o 

extrato hexânico das folhas foi submetido ao fracionamento bioguiado utilizando técnicas 

de cromatografia clássica conforme demonstrado no figura 3 (148,149). 
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Figura 3 - Fluxograma das etapas do fracionamento bioguiado de X. aromatica utilizando modelo clássico. 

 

O extrato hexânico da folha de X. aromatica (1,5 g) foi pré-fracionado em cartuchos 

SPE-Diol (10 cartuchos com cerca de 150 mg de extrato em cada), eluídos com hexano 
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(A), acetato de etila (B) e metanol (C) (6 mL de cada solvente). A pré-fração ativa B (1,23 

g) foi fracionada utilizando cromatografia de coluna aberta com fase estacionária 

Sephadex® LH-20 e metanol como fase móvel, foram obtidas 12 frações (rendimentos: 

B1 - 5,1%; B2 - 13,5%; B3 - 46,9%; B4 - 12,7%; B5 - 0,7%; B6 - 0,5%; B7 - 0,1%; B8 - 

1,3%; B9 - 0,6%; B10 - 0,6%; B11 - 2,4%; B12 - 13,4%) conforme agrupamento por 

comparação do perfil cromatográfico em cromatografia em camada delgada (CCD). A 

fração B3 foi fracionada em cromatografia aberta de sílica utilizando um gradiente de 

solventes: hexano, acetato de etila e metanol; as alíquotas obtidas foram reunidas em 7 

novas frações (rendimentos: B3.1 - 15,6%; B3.2 - 29%; B3.3 - 2,0%; B3.4 - 2,6%; B3.5 - 

0,6%; B3.6 - 5,5%; B3.7 - 3,1%). A fração B3.2 foi submetida a análise analítica em 

cromatografia líquida de alta eficiência e elucidação estrutural em RMN e HRMS. Esse 

fracionamento bioguiado pelo teste larvicida permitiu o isolamento de um diterpeno. A 

realização do isolamento bioguiado escalonado permitiu também, o isolamento de um 

sesquiterpeno (148,149). 

 

 

3.3.2.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

 

 

Para análise do perfil cromatográfico foi utilizado HPLC Waters BreezeTM, com as 

seguintes especificações: coluna C18 SunFireTM, 4,6 x 150 mm; fluxo= 1 mL/min; volume 

de injeção= 15 µL; tamanho de partícula= 5 µm; bomba A= água ultrapura e bomba B= 

metanol 0,1% (v/v) ác. fórmico. O método foi iniciado a 5% de B, mantendo-se isocrático 

por 2 minutos, depois foi realizado gradiente até 100% de B em 30 minutos. A corrida 

teve duração total de 40 minutos, uma vez que foram adicionados 10 minutos para 

lavagem e estabilização da coluna (149). 

 

 

3.3.2.2 Massa Molecular e Elucidação Estrutural 
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 Foi preparada uma alíquota de 1 mg/mL da fração B3.2 solubilizada em metanol 

para análise em Espectrometria de Massas de Alta Resolução (HRMS; ESI-Qtof; AB 

Sciex TripleTOF5600+) por infusão direta e modo de aquisição negativo. Foi calculada a 

fórmula molecular utilizando o software online Molecular Weight Calculator® com 

tolerância de 5 ppm (erro). Para elucidação estrutural as amostras foram solubilizadas 

em clorofórmio deuterado (CDCl3) e analisadas em Ressonância Magnética Nuclear 

(Bruker Fourier 600 MHz 1 H e 150 MHz 13C) (149). 

 

 

3.3.2.3 Avaliação da Toxicidade em Peixe-zebra (zebrafish) 

 

 

Foi realizado ensaio piloto de embriotoxicidade para avaliação de ecotoxicidade, 

do diterpeno isolado, em peixe-zebra (Danio rerio). O teste foi realizado no 

Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasília (UnB) e aprovado 

pelo Comitê de Ética e Pesquisa Animal do Instituto de Biologia da Universidade de 

Brasília, sob número de protocolo n.100226/2014. 

Os peixes-zebra foram mantidos em aquários com água filtrada por osmose 

reversa e carvão ativado, em sala climatizada com foto período de 12:12 horas (claro e 

escuro). Os ovos foram coletados logo após a desova, lavados, distribuídos 

individualmente em placas de 96 poços (um por poço) contendo a solução teste (250 

µL) para exposição nos estágios iniciais de desenvolvimento. Para garantir a viabilidade 

de cada ovo, esses foram analisados individualmente em estereoscópio (Stereoscopic 

Zoom Microscope – SMZ 1500, Nikon Corporation) descartando os não fertilizados e 

com danos.  

O teste foi baseado no protocolo n. 236 da Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (Organization for Economic Co-operation and 

Development - OECD), “Fish Embryo Toxicity (FET) test”  (150). As soluções foram 

preparadas utilizando água de cultivo a partir de uma solução estoque em 
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dimetilsulfóxido (DMSO), e utilizadas em sete concentrações baseadas no valor de LC50 

do diterpeno em larvas de Ae. aegypti (10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mg/L). Todas as 

concentrações foram testadas na mesma placa e para cada concentração foram 

utilizados 10 ovos. Como controle negativo foi utilizada água do sistema (n = 12), 

controle interno de placa, água do sistema e embrião (n = 12) e controle de solvente 

solução DMSO 1% (n = 12). As placas foram mantidas em câmara climática. O tempo 

total de teste foi de 96 horas com leitura a cada 24 horas.  

 

 

3.3.3. TESTES BIOLÓGICOS Aedes aegypti  

 

 

3.3.3.1. Manutenção da Colônia de Ae. aegypti  

 

 

A colônia de Ae. aegypti (cepa Rockefeller) foi mantida no Insetário ArboControl - 

Laboratório Prof. José Elias de Paula/ Anexo do Laboratório de Farmacognosia da 

Universidade de Brasília em condições controladas de temperatura e umidade relativa 

(27 ºC ± 2 ºC; 80% ± 10%) com fotoperíodo de 12 horas claro e escuro (figura 4). 
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Figura 4. Sala de manutenção da colônia Rockefeller de Ae. aegypti. Fonte: arquivo do Laboratório de 
Farmacognosia, UnB  

 

Os ovos foram eclodidos utilizando câmara a vácuo. As larvas eclodidas foram 

transferidas para bandejas de plástico contendo água e alimentadas com ração de peixe. 

As pupas foram separadas (machos e fêmeas) utilizando estereomicroscópio e as gaiolas 

foram montadas na proporção de 3 fêmeas para 1 macho. Os adultos foram alimentados 

com solução açucarada (10% v/v) e as fêmeas também com sangue de égua para 

maturação dos ovos.  

 

 

3.3.3.2. Teste larvicida  

 

 

Para os testes larvicidas foram utilizadas placas de 12 poços, em cada poço foram 

adicionadas 10 larvas no terceiro estágio (larvas L3), 3 mL de água e 50 µL de amostra 

(figura 5). As amostras foram diluídas em DMSO e a concentração de teste variou entre 
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extrato bruto, testados a 250 µg/mL; pré-frações e frações, testadas a 125 µg/mL; e 

composto isolado a 25 µg/mL. A mortalidade foi avaliada e registrada em 24, 48 e 72 

horas. Foram consideradas larvas mortas aquelas que não se movimentavam e não 

reagiam a estímulos. Os testes foram realizados em quadruplicata e como controle 

negativo foi utilizado DMSO (50 µL por poço).  

 

  

Figura 5. Placas de doze poços contendo larvas L3 de Ae. aegypti, antes da aplicação das amostras. Fonte: 
arquivo do Laboratório de Farmacognosia, UnB.  

 

 As salas de teste foram mantidas nas mesmas condições controladas da sala de 

manutenção das colônias. Se 20% das larvas se transformassem em pupa durante as 

primeiras 24 horas, o experimento era descartado e repetido. Se a mortalidade do 

controle estivesse entre 5% e 20%, a mortalidade dos grupos tratados era corrigida 

conforme a fórmula de Abbott: 

𝑀𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) =  
𝑋 − 𝑌

𝑋
 100 
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 Sendo X a porcentagem de sobreviventes no controle e Y a porcentagem de 

sobreviventes tratados (151).   

 

 

3.3.3.2.1. Determinação de LC50 em larvas de Ae. aegypti 

 

 

Foram determinados os valores de LC50, isto é, concentração necessária para 

causar mortalidade em metade dos indivíduos expostos, do extrato hexânico das folhas 

de X. aromatica, do composto ativo isolado (Ácido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-

óico) e das frações obtidas no estudo de A. crassiflora. Em todos os testes de LC50 foram 

aplicadas em cada replicata 50 µL de amostra solubilizada em DMSO, também utilizado 

como controle negativo.  

Os testes para avalição da LC50 do extrato e do composto isolado de X. aromatica 

foram realizados três vezes em quadruplicata, utilizando lotes diferentes de larvas (151). 

As leituras foram realizadas em 24, 48 e 72 horas. Para o extrato, foram testadas 8 

concentrações (300, 250, 200, 150, 100, 75, 50 e 25 µg/mL) em placas de 12 poços 

contendo 10 larvas L3 e 3 mL de água em cada poço. Para o ácido, foram testadas 5 

concentrações (125, 100, 75, 50 e 25 µg/mL) em copos de 50 mL contendo 20 mL de 

água e 25 larvas L3.  

A avaliação da LC50 das frações B7.2.1, B7.2.2, B7.2.3 e B7.2.4 foi realizada em 

um único teste, devido a baixa quantidade de amostra. As concentrações testadas foram: 

100, 75, 50, 25, 10 e 1 µg/mL. O teste foi realizado utilizando placas de 12 poços, 

contendo 10 larvas L3 e 3 mL de água em cada, e a leitura foi realizada após 48 horas 

de exposição.  

A curva de dose-resposta e os valores de LC50 foram obtidos por análises em 

GraphPad Prism 7®. 
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3.3.3.3 Avaliação da Atividade Pupicida 

 

 

A atividade pupicida foi avaliada apenas para compostos isolados, testados a 25 

µg/mL. A atividade pupicida do composto sintético (capítulo 3) foi avaliada em placas de 

12 poços, em quadruplicata, com 10 pupas por poço. Para o diterpeno isolado de X. 

aromatica, foram utilizadas 5 pupas por poço. Em ambos os testes, foram utilizadas 

pupas com no máximo um dia de vida e as leituras foram realizadas em 24 e 48 horas.  

 

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

3.4.1 Annona crassiflora Mart.- análises quimiométricas 

 

 

A espécie A. crassiflora foi escolhida para realização de um estudo modelo por 

meio da utilização de técnicas quimiométricas, que possibilita a identificação dos 

compostos de interesse antes do isolamento. Essa medida favorece a execução de 

pesquisas direcionadas para o isolamento somente de compostos ativos no alvo 

estudado. No âmbito do projeto ArboControl, o desenho desse modelo foi essencial, pois 

somente no Banco de Extratos de Plantas do bioma Cerrado (Laboratório de 

Farmacognosia, UnB) foram encontrados mais de uma centena de extratos ativos em Ae. 

aegypti (147). 

O fracionamento em fase sólida dos extratos de A. crassiflora, resultou na 

obtenção de 16 pré-frações, sendo as pré-frações Arbo0038 - metanol, Arbo0039 - 

acetato de etila e Arbo0040 - metanol desconsideradas já que apresentaram massa 

inferior a 5 mg (tabela 3). Adicionalmente, as pré-frações hexânicas foram 

desconsideradas, tendo em vista, o baixo rendimento da maioria das frações e a 

necessidade de um número maior de amostras para a robustez da análise estatística. 
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Portanto, somente as 13 outras pré frações resultantes foram testadas em larvas de Ae. 

aegypti e submetidas a análise em HPLC-DAD- MS/MS (147). 

 

Tabela 3 - Extratos de A. crassiflora particionados, sistema eluente utilizado e rendimento de cada pré 
fração obtida. 

Código da amostra Sistema eluente Rendimento (%) Mortalidade (%) 

Arbo0037 Hexano  45 

Arbo0037 Acetato de etila 35,8 45 

Arbo0037 Metanol 47,2 0 

Arbo0038 Hexano 31,9 - 

Arbo0038 Acetato de etila 46,1 12,5 

Arbo0038 Metanol 0 1 - 

Arbo0039 Hexano 1,6 - 

Arbo0039 Acetato de etila 8,6 1 - 

Arbo0039 Metanol 64,5 0 

Arbo0040 Hexano 31,1 - 

Arbo0040 Acetato de etila 62,8 0 

Arbo0040 Metanol 3,9 1 - 

Arbo0041 Hexano 1,2 - 

Arbo0041 Acetato de etila 29,4 70 

Arbo0041 Metanol 44,5 0 

Arbo0042 Hexano 1,4 - 

Arbo0042 Acetato de etila 37,4 50 

Arbo0042 Metanol 43,1 2,5 

Arbo0043 Hexano 9,5 - 

Arbo0043 Acetato de etila 25,7 35 

Arbo0043 Metanol 19,3 0 

Arbo0044 Hexano 1,1 - 

Arbo0044 Acetato de etila 32,9 32,5 

Arbo0044 Metanol 36,9 0 

1Frações desconsideradas, massa < 5 mg. Frações hexânicas desconsideradas.  
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 Das 13 amostras testadas, 6 foram ativas em larvas, uma vez, que apresentaram 

mortalidade > 10% em 48 horas. As análises dos cromatrogramas gerados por DAD 

(detector por arranjo de diodo) e dos cromatogramas de pico base (BPC) permitiram 

observar a complexidade dessas frações e pequenas diferenças entre as frações ativas 

e inativas, no entanto, essas diferenças foram insuficientes para determinar com precisão 

o tempo de retenção (TR) dos compostos ativos (figura 6). Sendo assim, essa única 

aquisição de dados foi utilizada para realizar as análises quimiométricas (147).  

 

Figura 6- Cromatogramas de pico de base (BPC) e cromatogramas gerados por DAD (detector por arranjo 
de diodo), das frações obtidas da partição em SPE-Diol. Verde: inativas; vermelho: ativas. MeOH: metanol; 
EtOAc: acetato de etila. BPC: observada diferenças entre as amostras ativas e inativas no tempo de 
retenção de ~ 30 min; DAD: similaridade entre as amostras ativas e inativas (tempo de retenção 20-30 min). 
Adaptado de Demarque et al., 2020 (147).  

 

As análises estatísticas supervisionadas e não supervisionadas utilizaram apenas 

dados de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) pré-

processados, isto é, sem fragmentação, na plataforma MetaboAnalyst®. Foram realizadas 

duas análises multivariadas não supervisionadas, análise de componentes principais 
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(PCA) e análise hierárquica de agrupamentos (HCA); e uma análise supervisionada, 

projeção de mínimos quadrados parciais para estruturas latentes (sPLS) (147). 

 Nas análises não supervisionadas, a atividade das frações foi desconsiderada. 

Uma vez que essas amostras foram submetidas à apenas uma etapa de partição, por 

SPE, e são amostras de uma mesma espécie, a semelhança química entre elas era 

esperada, como observado nos cromatogramas (figura 6). No entanto, foi possível 

observar a diferenciação química dessas amostras utilizando as análises não 

supervisionadas (figura 7). Na HCA (análise hierárquica de agrupamentos) houve 

diferenciação entre os grupos, com exceção da fração acetato de etila Arbo0044, que foi 

agrupada às frações inativas. No gráfico da PCA (análise de componentes principais) foi 

possível observar que embora as frações ativas estivessem mais dispersas no plano, 

ainda estavam restritas a uma área diferente; e as frações inativas estavam próximas e 

concentradas na porção direita do gráfico, com os dois componentes sendo responsáveis 

por 55% dessa variância (147). 

 

Figura 7- Gráficos das análises não supervisionadas. A: HCA; B: PCA. Fonte: Demarque et al., 2020 
(147).  

 

A análise multivariada e supervisionada, conhecida como projeção de mínimos 

quadrados parciais para estruturas latentes (sPLS) foi fundamental na eficiência da 
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separação dos grupos, uma vez que esta considera a atividade biológica das amostras 

para realização do agrupamento, maximizando as diferenças entres os grupos e 

indicando os principais componentes (m/z e TR) responsáveis por essa diferenciação 

definidos no VIP SCORE (figura 8). Essa técnica tornou-se importante na separação de 

amostras complexas e semelhantes, como essas amostras aqui testadas (147).  

 

Figura 8 – A: sPLS: análise multivariada supervisionada que maximiza a separação entre as amostras. Em 
vermelho estão as frações ativas e em verde, as inativas. B: VIP SCORE: apresenta os íons importantes 
para separação dos grupos. Fonte: Demarque et al., 2020 (147).  

 

A separação entre os grupos apresentada pela técnica supervisionada (figura 8) 

foi visivelmente maior comparada com o gráfico gerado pela análise de PCA (figura 7). 

Além disso, o resultado dessa técnica foi importante para determinar o intervalo do tempo 

de retenção (TR) dos compostos responsáveis pela diferenciação dos grupos (29 - 32 

min). O composto com m/z 661,4646 (30,5 min) (primeiro composto indicado na figura 

8B) foi determinante na separação entre os grupos e presente em maior intensidade nas 

amostras ativas (147). 

Os dados de LC-MS/MS foram utilizados para análise em GNPS que resultou na 

formação de dois clusters conforme similaridade dos perfis de fragmentação dos íons 

percussores (figura 9). As fórmulas moleculares foram calculadas com erro máximo de 7 

ppm e comparadas com a base de dados, que juntamente com as informações 
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observadas nas outras análises, confirmaram que os compostos ativos pertenciam a 

classe das acetogeninas (C35-C39) (147). 

 

 

Figura 9 - Os dois clusters gerados a partir de análise na base de dados dos perfis de fragmentação dos 
principais compostos ativos. Fonte: Demarque et al., 2020 (147). 

 

Em um estudo realizado e publicado anteriormente a este trabalho, 34 extratos da 

família Annonaceae, incluindo o utilizado na realização deste trabalho, foram submetidos 

a análise em HPLC-MS/MS, formatados e processados na plataforma GNPS para 

desreplicação, onde foram reveladas as principais classes dos compostos ativos 

presentes em extratos dessa família, com destaque a classe dos diterpenos. Esse estudo 

demonstrou mais uma vez a vantagem da utilização desses recursos para determinar os 

extratos mais promissores para obtenção de compostos inéditos e/ou com atividade 

inédita (148). 

Tendo em vista os resultados supracitados, o extrato hexânico da madeira do 

caule de A. crassiflora foi submetido ao isolamento bioguiado para confirmar a classe dos 

compostos ativos indicados pelas análises quimiométricas. Primeiramente, o extrato foi 

particionado em fase sólida utilizando cartuchos de sílica (SPE-sílica) e três sistemas 
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eluentes (hexano-A, acetato de etila-B e metanol-C), essas duas últimas pré-frações 

foram testadas (125 µg/ mL) e a fração acetato de etila (B) apresentou a maior atividade 

(92,5% de mortalidade em 48 horas). A fração B foi submetida a purificação em coluna 

cromatográfica de sílica, e as frações obtidas foram analisadas por HPLC analítico, 

resultando, segundo perfis químicos observados, em 7 novas frações (B1-7). A fração 

B7 apresentou a maior atividade larvicida (92,5% de mortalidade em 48 horas) e foi 

submetida a purificação por Sephadex® LH-20 (Metanol) resultando em 6 novas frações 

(B7.1 - 7.6), testadas em larvas e analisadas em HPLC analítico. A fração B7.2 (97,5% 

de mortalidade em 48 horas) foi submetida a separação em HPLC-preparativo resultando 

em 4 frações (B7.2.1; B7.2.2; B7.2.3; B7.2.4). Devido à alta complexidade dessas frações 

não foi possível realizar o isolamento (Figura 10), no entanto, foi possível identificar os 

compostos presentes nessas misturas através de análises de Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas de Alta Resolução (HRMS) (apêndice A) e 

como indicado pelas análises quimiométricas, tratavam-se de acetogeninas. Essas 

frações foram testadas em larvas e os valores de LC50 estabelecidos (tabela 4) (147). 

  

 

Figura 10 - Cromatograma (212 nm) das acetogeninas em mistura. Adaptado de Dermaque et al., 2020 
(147).  
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As acetogeninas são compostos secundários derivados de ácidos graxos de 

cadeia longa, de origem policetídica, presentes em plantas da família Annonaceae e 

encontrados em diversos gêneros como: Annona, Asimina, Uvaria, Rollinia e 

Goniothalamus (Figura 11). São compostos de cadeia longa (C35-39) que possuem anel 

gama- lactônico terminal saturado ou insaturado, além de anéis de tetrahidrofurano (THF) 

e grupos funcionais oxigenados (147,152,153). As acetogeninas são classificadas de 

acordo com a quantidade e o tipo de anel; e conforme a natureza do anel lactônico 

terminal (152). Neste estudo, foram encontradas acetogeninas com anel lactônico 

terminal do tipo γ- lactona α,β-insaturada, do tipo A- mono THF, B- bis THF com subtipo 

1a- sem substituição em C4 e 1b-  grupo hidroxila em C4 (147,154). 

 

 

Figura 11 - Exemplo da estrutura química de uma acetogenina. R=H, subtipo 1a annonacina; R=OH, 

subtipo 1b esquamocina. Fonte: Dermaque et al., 2020 (147).  

 

Tabela 4 – Frações ao fim do fracionamento do extrato de A. crassiflora, acetogeninas identificadas pelas 
análises de RMN e valores de LC50 de cada fração.  

Frações 

Acetogeninas 
Dados de massas  LC50 

(µg/mL) 
Fórmula m/z Erro (ppm) 

B7.2.1 

C37H66O8+Na+ 

C37H66O9+Na+ 

661,4636 

677,4570 

2,9 

5,1 

10,4 

B7.2.2 

C37H66O8+Na+ 

C35H64O8+Na+ 

C37H68O9+Na+ 

661,4631 

635,4476 

679,4760 

3,6 

3,6 

0,1 

9 
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B7.2.3 

C35H64O8+Na+ 

C37H66O7+Na+ 

C35H62O7+Na+ 

C37H68O8+Na+ 

C39H70O9+Na+ 

635,4493 

645,4695 

617,4386 

663,4792 

705,4895 

0,9 

1,7 

1,1 

3,0 

3,2 

3,7 

B7.2.4 C37H68O8+Na+ 663,4788 3,6 6,4 

 

A acetogenina C37H66O8+Na+ indicada como o composto mais importante na 

diferenciação entre os grupos (VIP SCORE) (figura 8) foi identificada nas frações, 

juntamente com com outros dois compostos indicados por essa mesma análise, 

C37H66O9+Na+ e C39H70O9+Na+. Portanto, a utilização das técnicas quimiométricas, além 

de estabelecer informações importantes sobre a classe dos compostos ativos, pode ser 

utilizada como estudo antecedente ao isolamento clássico fornecendo informações 

químicas relevantes sobre os componentes ativos, como m/z e tempo de retenção (147).  

A atividade larvicida de acetogeninas de Annonaceae em Ae. aegypti já foi relatada 

na literatura. Essa atividade foi atribuída à capacidade desses compostos de inibirem a 

respiração celular no complexo I (NADH: ubiquinona oxidorredutase), resultando em 

apoptose (152,153,155).  

A esquamocina, uma acetogenina bis-THF, apresentou atividade larvicida em Ae. 

aegypti provocando alterações morfológicas e fisiológicas em diferentes células do 

intestino e nas papilas anais de larvas L3. Esses diferentes mecanismos de ação 

favorecem a utilização desse composto, uma vez que retarda o surgimento de 

mecanismos de resistência  (156,157). E quando avaliada a atividade desse composto 

em predadores não-alvo e leucócitos humanos, foi observada atividade seletiva em larvas 

de Ae. aegypti (153). Uma outra acetogenina, annonacina (mono-THF hidroxila em C4) 

também apresentou atividade larvicida em Ae. aegypti (158).  
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Embora as acetogeninas apresentem potencial atividade larvicida, essas são 

também conhecidas pela citotoxicidade em linhagens neoplásicas, e com mecanismo de 

ação desconhecido, representando desafio em sua utilização para possível 

desenvolvimento de drogas antitumorais (152,159,160). A literatura relata ainda que,  o 

alto consumo de chás e frutas de espécies de Annonacea pode estar ligado a distúrbios 

neurodegenerativos por inibição do complexo mitocondrial I (159). Portanto, a utilização 

desses compostos no controle do vetor deve ser bem avaliada e diferentes testes 

toxicológicos devem ser realizados.  

No entanto, os resultados descritos corroboram com o objetivo principal 

estabelecido de identificar compostos da família Anonnaceae com atividade em larvas de 

Ae. aegypti. Além disso, esse trabalho serviu de modelo para outras pesquisas realizadas 

pelo grupo de trabalho com a utilização de técnicas estatísticas para observar a 

diferenciação química de amostras ativas e inativas, e determinar os principais 

compostos responsáveis por essa diferenciação, para então realizar o isolamento desses 

compostos utilizando técnicas clássicas.  Esse modelo publicado em 2020 (147) tem 

atualmente 12 citações.  

 

 

3.4.2 Xylopia aromatica (Lam.) Mart.- uso de métodos clássicos para isolamento 

 

 

A atividade larvicida dos extratos de X. aromatica pertencentes ao Banco de 

Extratos de Plantas do bioma Cerrado (Laboratório de Farmacognosia, UnB), foi avaliada, 

resultando na seleção de dois extratos ativos: etanólico da madeira da raiz (Arbo0064) e 

hexânico das folhas (Arbo0071) (tabela 5).  

 

Tabela 5 - Extratos de X. aromatica pertencentes ao Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado e 
seus valores de mortalidade em 24 horas em larvas L3 de Ae. aegypti (testados a 250 µg/ mL). 

Código da amostra  Droga vegetal Solvente Mortalidade (%)1 

Arbo0063 Madeira da raiz Hexano 0 
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Arbo0064 Madeira da raiz Etanol 85 

Arbo0065 Casca da raiz Hexano 0 

Arbo0066 Casca da raiz Etanol 0 

Arbo0067 Madeira do caule Etanol 2,5 

Arbo0068 Madeira do caule Etanol 0 

Arbo0069 Madeira do caule Hexano 0 

Arbo0070 Folha Etanol 5 

Arbo0071 Folha Hexano 85 

1 Dados de mortalidade em 24 horas.  

  

O extrato hexânico da folha de X. aromatica (Arbo0071) foi escolhido para 

realização desse estudo, tendo em vista a maior disponibilidade em massa desse extrato. 

O extrato foi particionado em cartuchos de SPE-Diol utilizando três sistemas eluentes, 

hexano (A), acetato de etila (B) e metanol (C). Foi realizado o teste larvicida dessas pré-

frações na concentração de 125 µg/mL e avaliado os rendimentos. A pré- fração B, 

apresentou o maior rendimento e foi a única pré-fração ativa (tabela 6) (149).  

 

Tabela 6 - Mortalidade e rendimento de cada pré-fração obtida no fracionamento do extrato hexânico de 
X. aromatica. 

Pré-fração Mortalidade (%; 24 horas) Rendimento (%) 

A 2,5 7,6 

B 25 80,4 

C 2,5 2,4 

A= pré-fração hexano, B= pré-fração acetato de etila, C= pré-fração metanol. Fonte: Grossi SM, 2018 (149). 

 

A pré-fração B foi submetida a fracionamento em coluna Sephadex® LH-20, onde 

foram coletadas 357 frações, posteriormente combinadas em 12 frações (B1-B12) de 

acordo com perfil apresentado em Cromatografia em Camada Delgada (CCD). O teste 

larvicida indicou que as frações B2 e B3 foram as mais ativas, no entanto apenas a fração 
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B3 foi escolhida para dar continuidade ao fracionamento, uma vez que foi mais ativa e 

apresentou maior rendimento (figura 12) (149). 

 

 

Figura 12 - Atividade larvicida em Ae. aegypti das frações obtidas na coluna de Sephadex® LH-20 testadas 
a 125 µg/ mL. Fonte: Grossi SM, 2018 (149). 

 

Foi realizada coluna de sílica para fracionamento da fração B3, este procedimento 

resultou na obtenção de outras 7 frações, B3.1, B3.2, B3.3, B3.4, B3.5, B3.6 e B3.7, 

sendo a fração B3.2 mais ativa e com maior rendimento (figura 13). Portanto, seu perfil 

cromatográfico foi avaliado em HPLC analítico que revelou a presença de um único pico 

(figura 14) (149). 



69 

 

 

Figura 13 - Atividade larvicida em Ae. aegypti das frações obtidas na coluna de sílica testadas a 125 µg/mL 
e o rendimento de cada uma delas. Fonte: Grossi SM, 2018 (149). 

 

 

Figura 14 - Cromatograma da fração B3.2 obtido em HPLC analítico. Fonte: Grossi SM, 2018 (149). 

 

Tendo em vista o perfil cromatográfico da fração B3.2, esta foi preparada e 

analisada em espectrometria de massas no modo negativo de ionização resultando em 
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uma m/z de 301,2157 (± 3,5 ppm) compatível com a fórmula molecular C20H29O2 [M-H]- 

(Figura 15) (149). 

 

 

Figura 15 – Espectro de massas obtido a partir da infusão direta da fração B3.2. Fonte: Grossi SM, 2018 
(149). 

 

Obtida a massa e a provável fórmula molecular da substância com atividade 

larvicida presente no extrato de X. aromatica, foram realizadas análises de RMN (1H, 13C, 

COSY, HMBC, HSQC, DEPT135Q), que juntamente com dados da literatura foi possível 

constatar que o composto ativo e isolado era um diterpeno labdano conhecido como 
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Ácido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-óico (Ácido Isoózico), composto 1 (figura 16, 

tabela 7 e apêndice B) (134,149). 

 

 

Figura 16 - Fórmula molecular composto 1, ácido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-óico (C20H30O2). 

 

Tabela 7 - Dados de RMN 13C do composto 1 isolado (B3.2) comparado com dados da literatura. 

C 
Composto 1*  

 δ (150 MHz) 

Ácido entlabda-8(17),13(16),14-
trien-18-óico* (134)  

δ (50 MHz) 

1 37,8 37,8 

2 18,4 18,4 

3 37,1 37,1 

4 47,5 47,5 

5 49,5 49,5 

6 26,8 26,8 

7 37,9 37,8 

8 147,8 147,8 

9 56,4 56,4 
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10 38,8 38,8 

11 22,1 22,1 

12 30,1 30,1 

13 146,9 146,9 

14 139,0 139,0 

15 113,2 113,2 

16 115,6 115,6 

17 107,0 107,0 

18 185,3 185,3 

19 16,3 16,3 

20 14,8 14,7 

*Os experimentos foram realizados utilizando o solvente CDCl3.  C= carbono; δ = deslocamento químico. 
Fonte: Grossi SM, 2018 (149).   

 

Foram obtidos 156 mg do ácido isolado (149) Visando obter maior quantidade do 

composto para realização dos testes biológicos (LC50 e toxicidade) foi realizado 

escalonamento que resultou na obtenção de 655,4 mg do mesmo composto e no 

isolamento de um sesquiterpeno conhecido como Espatulenol (composto 2), porém em 

menor quantidade 13,3 mg (figura 17 e tabela 8) (161).  
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Figura 17 - Fórmula molecular composto 2, espatulenol (C15H24O). 

 

Tabela 8 - Dados de RMN 13C do composto 2 isolado, comparado com dados da literatura 

C 
Composto 2*  

 δ (150 MHz) 

Espatulenol* (161) 
δ (50 MHz) 

1 54,3 54,3 

2 26,7 26,7 

3 41,7 41,7 

4 81,0 80,9 

5 53,4 53,3 

6 29,7 29,9 

7 27,4 27,4 

8 24,7 24,8 

9 38,8 38,8 

10 153,4 153,4 

11 20,2 20,2 

12 28,6 28,6 
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13 16,3 16,2 

14 26,0 26,0 

15 106,2 106,2 

* Os experimentos foram realizados utilizando o solvente CDCl3.  C= carbono; δ = deslocamento químico 

 

A atividade larvicida desses compostos foi avaliada na concentração de 25 µg/mL, 

no entanto apenas o composto 1 foi ativo (tabela 9). Assim, também foi avaliada a 

atividade pupicida, porém em todas as leituras realizadas, 24 e 48 horas, não foi 

observada nenhuma mortalidade.  

 

Tabela 9 -. Atividade larvicida dos compostos 1 e 2 testados a 25 µg/mL, em larvas de Ae. aegypti.  

Composto 
Mortalidade  

(média em %; 24 horas) 

Mortalidade  

(média em %; 48 horas) 

Ácido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-óico 10 10 

Espatulenol 0 0 

 

Considerando a atividade larvicida apresentada pelo extrato (tabela 5) e pelo 

composto 1 (tabela 9), foram determinados os valores de LC50 (figura 18 e tabela 10).  
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Figura 18 - Curva dose-resposta. A: valores do extrato bruto hexânico das folhas de X. aromatica. B: valores 
do composto 1. Fonte: Fonte: Grossi SM, 2018 (149). 

 

Tabela 10 - Valores de LC50 (µg/mL) do extrato bruto hexânico da folha de X. aromatica e do composto 1.  

Amostras LC50 (24 horas) LC50 (48 horas) LC50 (72 horas) 

Arbo00711 125,9 81,8 60,46 

Composto 1 85,3 63,68 47,7 

1 Extrato bruto hexânico da folha de X. aromatica.  

 

A partir dos valores de LC50 do extrato e do composto 1, pode-se observar que 

ambos são dose e tempo de exposição dependente. Além disso, a comparação dos 

resultados indica que o composto isolado é responsável pela atividade larvicida do 

extrato, uma vez que quando isolado a taxa de mortalidade é superior (148). 

Tendo em vista a atividade do composto 1 e seu valor de LC50, foi realizado teste 

para avaliação da toxicidade em peixe-zebra. A realização de testes de toxicidade 

utilizando peixe-zebra representa uma vantagem, uma vez que esses organismos 

apresentam rápido desenvolvimento embrionário, são transparentes, o que permite fácil 

observação sem necessidade de utilização de técnicas invasivas. São testes facilmente 

reprodutíveis, de fácil manutenção de fácil reprodutibilidade, e principalmente, são 

organismos que possuem cerca de 70% de homologia com genoma humano (162). O 
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composto 1 apresentou alta atividade tóxica, com 100% de mortalidade em todas 

concentrações testadas.   

O composto 1, também conhecido como Ácido Isoozico, é um diterpeno com 

esqueleto labdano encontrado como metabólito secundário em outras espécies e família 

de plantas, como na família Fabaceae em diferentes espécies de Hymenaea, H. courbaril 

L. (163) e H. Stigonocarpa Mart. ex Hayne (164), na família Cupressaceae, Callitris 

endlicheri (Parl.) F.M. Bailey (165). Para o extrato da cascas H. courbaril foi realizado 

teste tripanocida in vitro, que revelou atividade potencial desse composto (166).   

 O primeiro relato da presença desse ácido em X. aromatica ocorreu em 1999 (134) 

e até o momento não foi relatada atividade em Ae. aegypti. Portanto, esse estudo 

representa a primeira avaliação da atividade larvicida do Ácido Isoozico e a primeira 

avaliação da toxicidade em organismos não-alvo. Os resultados aqui apresentados 

revelaram que devido à toxicidade observada em peixes-zebra, atividade larvicida não é 

seletiva, o que torna a utilização desse composto no combate ao vetor uma desvantagem, 

uma vez que apresenta riscos.  

Embora, a atividade tóxica apresentada por esse composto represente uma 

desvantagem em sua utilização, a alta quantidade isolada, a facilidade na extração e a 

presença de um grupamento carboxila tornam favorável a realização de novas pesquisas 

visando o desenvolvimento de compostos semissintéticos a partir do ácido isoozico 

(composto 1), buscando proporcionar maior atividade e seletividade aos compostos 

gerados. Portanto, torna-se interessante a obtenção de uma amida a partir da 

condensação com uma amina, tendo em vista a ampla atividade biológica apresentada 

por essa classe de compostos (167–169) (figura 19).  
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Figura 19- Esquema reacional proposto para realização de uma semissíntese a partir do composto 1. 
Método de semissíntese adaptado de Demarque e Merten, 2017 (170).  

 

O composto 2, conhecido como Espatulenol é um sesquiterpeno presente em 

óleos essenciais de diversas espécies (164,171,172). A presença desse composto em 

óleos essenciais de X. aromatica já foi relatada e o óleo da folhas apresentou potencial 

atividade antimicrobiana (131). Estudos de óleos essenciais contendo alta quantidade 

desse composto revelaram diferentes atividades biológicas, como anti-inflamatória, 

antimicrobiana, antiproliferativa e até mesmo repelente contra Ae. aegypti e Anopheles 
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stephensi. Ainda, quando isolado o Espatulenol, apresentou atividade antioxidante, anti-

inflamatória, antiproliferativa e antimicobacteriana (173). Embora em muitos estudos a 

atividade larvicida de óleos essenciais seja relacionada à alta concentração desse 

composto (163,174–176), nosso estudo permitiu evidenciar que isoladamente o 

Espatulenol (composto 2) testado a 25 µg/mL não apresentou atividade em larvas L3 de 

Ae. aegypti. No entanto, a baixa quantidade obtida, não permitiu a realização de outros 

testes em concentrações maiores.  

 

 

3.5 CONCLUSÃO  

 

 

3.5.1 Annona crassiflora Mart.- análises quimiométricas 

 

 

Este trabalho representa o primeiro estudo encontrado na literatura utilizando 

técnicas quimiométricas baseadas em dados de HPLC-MS/MS, para identificar os 

compostos responsáveis pela atividade larvicida de extratos de A. crassiflora. Para esse 

estudo, uma única aquisição de dados foi realizada e analisada em diferentes plataformas 

(MetaboAnalyst e GNPS).  

As técnicas quimiométricas empregadas foram importantes na identificação dos 

compostos diferenciadores das pré-frações com atividade larvicida em Ae. aegypti, 

embora as amostras apresentassem perfil químico complexo. As análises estatísticas 

quimiométricas, associadas ao processo de desreplicação utilizando o banco de dados 

GNPS, revelaram que esses compostos diferenciadores pertenciam à classe das 

acetogeninas. Esse resultado foi confirmado pelo isolamento clássico, onde cinco dos 

compostos anotados a partir do GNPS foram isolados em forma de mistura.  

A atividade larvicida de acetogeninas em Ae. aegypti não representa um resultado 

inovador, uma vez que são encontrados estudos na literatura. Todavia, comprovada a 
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eficácia da utilização de técnicas quimiométricas, essa linha de trabalho inspirou o 

desenvolvimento de outros projetos do laboratório (177,178), que utilizaram essas 

técnicas para aprimorar e acelerar a identificação de compostos com atividade em Ae. 

aegypti. Além disso, esse modelo publicado em 2020 parece inspirar outras pesquisas 

(12 citações em 1 ano). A realização de estudos de compostos naturais utilizando essas 

técnicas torna-se vantajosa uma vez que acelera o processo de identificação, determina 

os extratos de maior interesse de pesquisa, reduz custos, além de evitar a realização de 

trabalhos exaustivos e já conhecidos. 

 

 

3.5.2 Xylopia aromatica (Lam.) Mart.- uso de métodos clássicos para isolamento 

 

 

O isolamento bioguiado do extrato hexânico da folha de X. aromatica utilizando 

métodos clássicos resultou na obtenção de dois compostos terpênicos, Ácido Isoozico e 

Espatulenol.  

Este estudo representa a primeira identificação da atividade do Ácido Isoozico em 

larvas L3 de Ae. aegypti e o primeiro relato da atividade tóxica em peixes-zebra. Embora 

a atividade tóxica inviabilize a utilização desse composto no combate ao vetor, a 

realização de semissínteses é favorecida tendo em vista a alta quantidade de composto 

isolado, facilidade do isolamento e características estruturais. Portanto, novas pesquisas 

a partir desse ácido devem ser desenvolvidas para encontrar compostos ativos no 

organismo-alvo e ambientalmente seguros.  

Na literatura são relatadas atividades em Ae. aegypti de óleos essenciais ricos em 

Espatulenol. No entanto, este estudo representa a primeira avaliação deste composto em 

larvas L3 de Ae. aegypti, apesar deste não ter apresentado atividade larvicida na 

concentração testada. Ressalta-se que quantidade insuficiente obtida do composto não 

permitiu a realização de testes em concentrações maiores, portanto a possível atividade 

não deve ser descartada e novos testes devem ser realizados.  
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4 CAPÍTULO 2 – DOCKING MOLECULAR NO ESTUDO DE AMIDAS COM 

POTENCIAL ATIVIDADE EM Ae. aegypti   

 

 

4.1 INTRODUÇÃO  

 

 

O controle de arboviroses, como dengue, Zika e chikungunya, é realizado 

principalmente por inseticidas químicos, no entanto, a alta prevalência de populações de 

mosquitos resistentes a esses produtos representa um desafio ao controle dessas 

doenças (14). Os dois principais mecanismos de resistência são resistência metabólica 

e resistência do sítio-alvo (10).  

A resistência do sítio-alvo ocorre devido a mutações nos sítios de ligação das 

proteínas alvo, resultando na diminuição da afinidade do receptor pelo inseticida e 

consequentemente levando à resistência (21,179). Esse tipo de resistência ocorre nos 

canais de sódio dependentes de voltagem e é conhecida como resistência de knockdown. 

Exemplos desse mecanismo de resistência é o que ocorre com os inseticidas DDT e 

piretroides (21). A resistência metabólica ocorre devido ao aumento da atividade de 

enzimas de desintoxicação, que podem atuar no metabolismo, no sequestro e na 

excreção de inseticidas. Esse mecanismo é responsável pela resistência a 

organofosforados, piretróides e organoclorados (14,21). 

A glutationa S-transferase é uma importante família de enzimas de desintoxicação, 

são capazes de catalisar a conjugação da glutationa com compostos lipofílicos, o que 

altera sua solubilidade, facilitando sua excreção (180). A desintoxicação do DDT, gerada 

por enzimas dessa família, ocorre devido a reações de desidrocloração, que geram 

metabólitos menos tóxicos (181). Reações de conjugação da glutationa com 

organofosforados catalisadas por essas enzimas também são responsáveis pela 

desintoxicação desses inseticidas pelos insetos. Em relação aos piretróides, essas 

enzimas não atuam diretamente no seu metabolismo, mas por desintoxicação de 
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produtos de peroxidação lipídica induzida por esses inseticidas, e também por sequestro 

desses compostos (181,182).  

Essas enzimas são classificadas em três grupos principais conforme sua 

localização dentro da célula: citosólicas, microssomais e mitocondriais. Nos mosquitos, 

são encontradas apenas enzimas citosólicas e microssomais (183). No entanto, as 

enzimas microssomais não interferem no metabolismo de inseticidas (181). Existem seis 

classes de enzimas citosólicas encontradas em insetos: Sigma, Delta, Theta, Omega, 

Zeta e Epsilon (180,184). Sendo Delta e Epsilon específicas de artrópodes (180). As 

enzimas Epsilon desempenham um importante papel na desintoxicação desses insetos 

(185). 

Tendo em vista que a resistência impacta diretamente no controle das arboviroses 

(21), diferentes pesquisas envolvendo compostos naturais e sintéticos visam desenvolver 

novos inseticidas que sejam capazes de superar esses mecanismos de resistência (186–

188). Neste sentido, a utilização de técnicas computacionais para triagem virtual de 

potenciais compostos utilizando docking molecular representa uma importante 

ferramenta no desenvolvimento de novos inseticidas, uma vez que permite prever as 

possíveis interações entre diferentes compostos e receptores do inseto (189,190).  

Sendo assim, foi realizado um estudo de triagem virtual por docking molecular 

utilizando amidas sintéticas e naturais, considerando a ampla atividade pesticida 

apresentada por essa família de compostos (167–169,191,192). Primeiramente foi 

avaliada a afinidade desses compostos frente a uma importante enzima de 

desintoxicação relacionada à resistência a inseticidas químicos, a glutationa S-

transferase Epsilon 2 de Ae. aegypti (AaGSTE2) (193). As amidas que apresentaram 

baixa afinidade a esta enzima foram avaliadas frente a três outros alvos moleculares de 

Ae. aegypti, utilizando novamente o docking molecular.  

 

 

4.2 OBJETIVO GERAL 
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Este trabalho tem como objetivo utilizar o docking molecular como ferramenta para 

determinar as amidas promissoras no controle do vetor Aedes aegypti.  

 

 

4.2.1 Objetivos específicos  

 

 

• Realizar triagem das amidas obtidas por avaliação da afinidade pelo sítio de 

ligação da AaGSTE2 

• Avaliar a afinidade das amidas restantes nos sítios das enzimas alvo: AaAChE1, 

AaFKBP12 e AamJHBP  

• Avaliar a afinidade a AaGSTE2, AaAChE1, AaFKBP12 e AamJHBP dos inseticidas 

sintéticos: Malation, Temefós, DEET e Transflutrina  

• Determinar as amidas mais promissoras para o controle do mosquito 

• Destacar a interação intermolecular entre as amidas promissoras (aquelas que 

apresentaram baixa afinidade a enzima de desintoxicação AaGSTE2 e alta 

afinidade aos demais alvos avaliados) e o sítio alvo das três enzimas  

 

 

4.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.3.1 Preparação das amidas 

 

 

Para determinar as amidas utilizadas no presente estudo, foi realizada pesquisa 

no Banco de dados ChemBL, utilizando a palavra-chave “Amide”.Todos os SMILES de 

amidas encontradas foram baixados e utilizados para desenho das estruturas químicas 

no software Standardizer da ChemAxon®, adicionando-se os hidrogênios explícitos, 
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aromaticidade, retirando-se os sais e realizando-se clean 2D e 3D. As estruturas 

desenhadas foram salvas em um diretório no formato .sdf*.  

 

 

4.3.2 Preparação dos compostos padrão 

 

 

No banco de dados de química PubChem foram obtidas as estruturas químicas 

dos compostos utilizados como padrão (inseticidas comerciais: Malation, Temefós, DEET 

e Transflutrina). As energias de todos os compostos foram minimizadas utilizando o 

software BIOVIA Discovery Studio® e, posteriormente, salvas no formato .sdf*. 

 

 

4.3.2.1 Preparação da macromolécula  

 

 

As enzimas glutationa S-transferase (AaGSTE2) (ID PDB: 5FT3), 

Acetilcolinesterase 1 de Ae. aegypti (AaAChE1) (ID PDB: 5FUM), isomerase FKBP12 de 

Ae. aegypti (AaFKBP12) (ID PDB: 3UQI) e a proteína de ligação odorante (OBP) de Ae. 

aegypti (AmJHBP) (ID PDB: 5V13) foram recuperadas no Protein Data Bank – PDB. 

Todos os ligantes, íons e moléculas de água foram removidos por meio do software 

BIOVIA Discovery Studio®.  

 

 

4.3.3 Triagem virtual e docking molecular 

 

 

A primeira etapa da triagem virtual foi realizada na enzima glutationa S-transferase 

(AaGSTE2), como estratégia de triagem de amidas que possam escapar do mecanismo 

de resistência inseticida atribuído a essa enzima. A triagem foi realizada utilizando o 
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software Molegro Virtual Docker® versão 6.0.1 (MVD). O sítio de ligação da enzima foi 

definido através das interações moleculares entre o ligante co-cristalizado (Glutationa) e 

os resíduos de aminoácidos. O grid foi ajustado de modo a englobar todo o sítio ativo. Os 

resultados obtidos em valores de energia de ligação (KJ.mol-1) passaram por consenso 

e as amidas foram selecionadas de acordo com as poses de consenso acima de 10, o 

que caracteriza pouca ou nenhuma afinidade.  

As amidas que apresentaram a menor afinidade com a enzima AaGSTE2 foram 

submetidas então a novo docking molecular com as enzimas de interesse: AaAChE1, 

AaFKBP12 e AmJHBP. Todo o processo de definição de sítio ativo e grid foi análogo ao 

anterior. As amidas selecionadas nessa etapa foram as que apresentaram melhor média 

de consenso (menor que zero). 

 

 

4.3.3.1 Análise consenso 

 

 

A análise de consenso foi realizada através do método da média das pontuações 

em escala automática (AASS) (194), onde todos os valores de energias de ligação 

obtidos para cada enzima foram normalizados dividindo-se os valores de energia de 

ligação de cada molécula ancorada pelo menor valor de energia presente entre eles. 

Após a normalização, foi realizada a média entre os valores de energia obtidos em três 

funções de pontuação distintas do MVD (GPU score, Moldock score e Rerank score) e 

multiplicado por -1 para gerar valores de consenso positivo em caso de afinidade ruim e 

valores negativos em caso de boa afinidade. Os compostos foram triados, selecionados 

e ranqueados em função da média consenso. 

 

 

4.3.3.2 Ilustrações 
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As ilustrações das interações entre os ligantes e os resíduos de aminoácidos foram 

realizadas através do MVD.  

 

 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Na pesquisa realizada no Banco de dados ChemBL foram encontradas 28.691 

SMILES de amidas, que foram desenhadas e avaliadas primeiramente pela afinidade à 

enzima AaGSTE2 (figura 20). O intuído desta avaliação foi descartar aqueles que 

apresentaram afinidade a essa enzima e que portanto, consequentemente, não seriam 

eficientes no controle do vetor, uma vez que são enzimas envolvidas no desenvolvimento 

de resistência metabólica e poderiam levar à rápida resistência cruzada (181,195).  

 

 

Figura 20 - Sítio de ligação da AaGST do tipo épsilon 2 (AaGSTe2) (Resíduos: PRO56, VAL55, HIS53, 

SER58, GLU67, PHE108 e ARG112). (Imagem gerada utilizando o software Molegro Virtual Docking) (ID 

PDB: 5FT3). 

 

Dentre as 28.691 amidas triadas, 968 apresentaram energias de ligação positiva, 

mesmo após docking consenso entre as três funções de score geradas. Dentre essas 
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968 amidas, 13 tiveram médias de consenso acima de 10, o que indica energias muito 

altas e uma baixa afinidade de ligação com o sítio ativo da AaGSTE2 (tabela 11).  

 

Tabela 11- Ordem das amidas que apresentaram a maior média consenso para AaGSTE2 

Ordem/ 

identificação  
Estruturas Consenso 

1 

 

 84.60393679 

2 

 

82.65935447 

3 

 

81.82578838 
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4 

 

79.45783004 

5 

 

77.61680989 

6 

 

64.1965094 

7 

 

62.18756848 
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8 

 

53.59693539 

9 

 

49.34559301 

10 

 

48.51985262 

11 

 

46.39113523 

12 

 

42.64300865 
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13 

 

10.10974906 

 

Como controle e para comprovar mais uma vez a resistência encontrada para os 

inseticidas comerciais, a afinidade de Malation, Temefós, DEET e Transflutrina sobre 

essa enzima também foi avaliada e diferentemente das 13 amidas, apresentaram baixa 

energia (-77,1, -82,4, -68,6 e -92,9 respectivamente), isto é, alta afinidade de ligação ao 

sítio ativo.  

Malation e Temefós são organofosforados utilizados no controle de larvas e 

adultos, respectivamente. A alta atividade de AaGSTE2 foi associada a resistência ao 

larvicida Temefós, de diferentes populações de Ae. aegypti (183,185). No entanto, para 

o adulticida Malation foram encontrados baixos níveis de resistência, relatados em 

algumas regiões (21,196–198). Essa alteração pode estar relacionada ao estágio de vida 

do mosquito em que esse inseticida atua, demonstrando que embora esses inseticidas 

apresentem o mesmo mecanismo de ação não existe resistência cruzada entre eles 

(199). Ainda, nosso estudo demonstrou que o Malation é capaz de interagir com a enzima 

AaGSTE2 e portanto, o aumento do seu uso pode levar tanto ao aumento do nível de 

resistência quanto ao aumento da distribuição desta resistência (200). 
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Transflutrina é um piretroide de curta duração, que em baixas doses é utilizado 

como repelente e inseticida. Porém, a resistência cruzada entre populações de mosquitos 

resistentes aos demais inseticidas dessa mesma classe (piretroides) já é conhecida 

(201), e essa resistência aos piretroides é distribuída mundialmente. Em algumas 

populações, o mecanismo de resistência metabólica relacionada à alta atividade de GST 

está associada à resistência cruzada dessa classe com o DDT (202–204).   

DEET (N,N-Diethyl-3-methylbenzamide) é o repelente tópico conhecido como 

“padrão ouro” até hoje, mesmo sendo comercializado há muitos anos (205). Na literatura, 

um estudo realizado utilizando células  clonais de larvas neonatais (C7-10) de Aedes 

albopictus revelou que a nível celular, o tratamento com DEET levou ao aumento da 

atividade das enzimas GST (206). No entanto, este estudo representa a primeira relação 

direta entre esse inseticida e AaGSTE2. 

Ainda que mais mecanismos estejam envolvidos no desenvolvimento de 

resistência (207), a triagem realizada utilizando a AaGSTE2 representa uma vantagem 

no desenvolvimento de novos inseticidas. Assim, os treze compostos que apresentaram 

baixa afinidade a essa enzima, e portanto, potencial atividade para o controle do mosquito 

Ae. aegypti, foram submetidos a nova triagem virtual frente às enzimas AaAChE1 (figura 

21), AaFKBP12 (figura 22) e AamJHBP (figura 23). Lembrando, que essas enzimas 

representam potenciais alvos no desenvolvimento de novos inseticidas.  
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Figura 21- Sítio de ligação da AaAChE1 (Resíduos: TYR337, PHE338, TYR341, TRP 86, TYR124, TRP286 

e “CYS295”). Imagem gerada utilizando o software Molegro Virtual Docking (ID PDB: 5FUM). 

 

A aceticolinestarese 1 (AaAChE1) é o principal alvo dos inseticidas 

organofosforados e carbamatos. Ainda que esses inseticidas sejam amplamente 

utilizados, até hoje não foram encontradas mutações nessas enzimas de Ae. aegypti que 

estejam associadas ao desenvolvimento de resistência (199). Embora essas enzimas 

sejam encontradas tanto em insetos quanto em mamíferos, a presença de um resíduo, 

conhecido como resíduo de cisteína específico de insetos, torna esse alvo importante 

para o desenvolvimento de inseticidas seletivos e seguros (208).  
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Figura 22 - Sítio de ligação da AaFKBP12 (Resíduos: ARG53, ILE57, VAL56, TRP60, TYR27, ASP38, 
TYR83, GLY84, SER85, ARG86, PRO94). Imagem gerada utilizando o software Molegro Virtual Docking 
(ID PDB: 3UQI).  

 

As proteínas FKBP desempenham papel importante na sinalização biológica, 

como sinalização de cálcio, apoptose e proteção neuronal, portanto representam um 

importante alvo no desenvolvimento de drogas (209). A isomerase FKBP12 identificada 

em Ae. aegypti possui 71% de similaridade com a FKBP12 de humanos (HsFKBP12), 

que regula funções importantes como o dobramento de proteínas, estabilidade, 

atividades neuroprotetoras, atividade chaperônica, homeostase do cálcio, atividades 

neurotróficas, entre outras. Isso a torna um alvo para medicamentos imunossupressores 

(210). Estudo realizado por Rajan et al. (210) destacou importantes diferenças entre a 

FKBP12 de humanos (HsFKBP12) e do vetor (AaFKBP12). Os autores demonstraram: 

(i) a presença de um resíduo adicional de metionina no N-terminal da AaFKBP12; e que 

(ii) na região do sítio alvo, o resíduo ILE76 (em humanos) na proteína é substituído pelo 

resíduo CYS77 (no vetor). Essas diferenças tornam a AaFKBP12 um alvo potencial para 

o controle do vetor (209,210).  
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Figura 23 - Sítio de ligação da AamJHBP (Resíduos: TRP53, VAL51, PHE269, TYR33, TYR64 e TYR129). 
Imagem gerada utilizando o software Molegro Virtual Docking (ID PDB: 5V13). 

 

Um outro alvo molecular de Ae. aegypti, também de grande relevância para o 

desenvolvimento de inseticidas, são as proteínas de ligação odorante (OBPs) 

encontradas nos tecidos quimiossensoriais do vetor, que desempenham importantes 

funções envolvendo os receptores odorantes, como, a realização do transporte dos 

ligantes, modulação da sensibilidade e encerramento da transmissão do sinal (211). 

Esses receptores são importantes para comportamentos de alimentação, sobrevivência 

e reprodução (212). A proteína 22 (AeOBP22) exerce função importante relacionada a 

comportamentos de localização e seleção do hospedeiro sanguíneo, sendo expressa nas 

antenas, glândula salivar e tecidos reprodutivos masculinos (213).  

Outra proteína importante, pertencente a essa família, é a proteína de ligação ao 

hormônio juvenil (mJHBP). Essa proteína é semelhante à proteína salivar D7 que também 

é uma OBP. A proteína D7 previne a rápida resposta inflamatória do hospedeiro, o que é 

essencial na alimentação de sangue (214,215). A proteína de ligação ao hormônio juvenil 

de Ae. aegypti (AamJHBP) foi encontrada na hemolinfa de pupas e mosquitos adultos. É 

um ligante específico do hormônio juvenil, que por sua vez é essencial para maturação 

dos ovários e na regulação da estado nutricional e desenvolvimento reprodutivo do 

mosquito (215,216).   
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A partir do acoplamento das amidas com o sítio de ligação dessas três enzimas 

alvo (AaAChE1, AaFKBP12 e AamJHBP) foi observado que todas as amidas, exceto a 

13, que apresentou valores de energia muito altos, foram capazes de acoplar com os 

sítios alvos dessas três enzimas, conforme exemplificado na figura 24.  

 

 

Figura 24 - Clusters das amidas 1-13 com enzimas AaAChE1 (vermelho), AaFKBP12 (azul) e AamJHBP 
(verde). Imagem gerada utilizando o software Molegro Virtual Docking.  

 

Foi observada a média de consenso do acoplamento de cada amida com cada 

uma das enzimas. Os dez compostos que apresentaram a melhor média de consenso 

foram agrupados em ordem para cada enzima, como observado na tabela 12.  

 

Tabela 12 – Ordem dos compostos que apresentaram melhor média de consenso para cada enzima.  

AaAChE1 AaFKBP12 AamJHBP 

11 11 11 

8 8 8 

4 6 12 

3 3 6 

7 2 4 

6 4 5 

5 12 10 

2 5 3 

12 10 7 

9 9 9 
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As amidas 11 e 8 obtiveram os melhores valores de média de consenso para as 

três enzimas alvos. O que sugere uma possível atividade multialvo, uma vantagem no 

controle do vetor, uma vez que seriam mais eficientes (217), e já demonstraram serem 

capazes de superar a resistência mediada pela atividade da enzima GST. Além disso, a 

afinidade com essas três enzimas torna-se vantajosa quando considerada a resistência 

ao sítio alvo, uma vez que, seria necessário o desenvolvimento de resistência nos três 

diferentes sítios.  

Foram obtidos os valores das energias de ligação das amidas 11 e 8, dos 

compostos padrão (malation, temefós, DEET e transflutrina) e dos ligantes co-

cristalizados para cada alvo de acordo com a função Moldock Score (tabela 13).  

 

Tabela 13- Energias de ligação das amidas 11 e 8, ligantes co-cristalizados, inseticidas: malation, temefós, 
DEET e transflutrina com cada uma das enzimas.  

Identificação  Energia de ligação (KJ/mol)  

AaAChE1 AaFKBP12 AamJHBP GST 

11 -183.9 -146.8 -195.2 - 

8 -183.7 -140.0 -194.7 -  

Ligantes co-

cristalizados 
-134.9 -46.5 -118.5 -  

Malation  -74.6 -58.2 -79.0 -77.1  

Temefós -105.2 -65.02 -120.758 -82.4  

DEET -84.2 -67.3 -86.6 -68.6  

Transflutrina -124.4 -64.8 -118.50 -92.9  

Aceticolinestarese 1(AaAChE1); isomerase AaFKBP12; proteína de ligação ao hormônio juvenil 

(AamJHBP); Glutationa-s-transferase (GST) de Ae. aegypti. 

 

Os compostos 11 e 8 apresentaram as menores energias de ligação dentre os 

treze compostos testados frente as três enzimas alvo (AaAChE1, AaFKBP12 e 

AamJHBP). As diferenças energéticas entre os acoplamentos de 11 e 8 e os ligantes co-

cristalizados também enfatizaram a alta afinidade das referidas amidas pelos sítios de 

ligação das três enzimas de interesse. Além disso, diferentemente das amidas, todos os 
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inseticidas sintéticos apresentaram afinidade à GST e afinidades menores pelas enzimas 

de interesse para atividade inseticida (AaAChE1, AaFKBP12 e AamJHBP).  

Os tipos de interações intermoleculares envolvidos no processo de acoplamento 

entre os ligantes 11 e 8 e os resíduos de aminoácidos dos sítios de ligação das enzimas 

alvo podem ser observados da figura 25. 
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Figura 25 - Interações de hidrogênio entre 11 e 8 e AaAChE1 (A-B), AaFKBP12 (C-D) e AamJHBP (E-F). 
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Foram observadas interações de hidrogênio entre as amidas e as enzimas 

avaliadas. Para obtenção desse tipo de interação, observa-se a importância da carbonila, 

da função amida e do anel pirazol. Considerando as interações dos compostos com a 

enzima AaAChE1, foram observadas interações de hidrogênio com os resíduos de 

aminoácidos TYR124 e TRY72, tanto para a amida 11 quanto para a amida 8. No entanto, 

apenas o resíduo TYR124 foi observado no sítio ativo quando realizado o acoplamento 

com o ligante co-cristalizado. O mesmo foi observado na interação da amida 11 com a 

enzima AamJHBP, onde o composto foi capaz de interagir com dois resíduos, TYR 64 e 

TYR148, sendo apenas o primeiro encontrado no sítio ativo. Para a mesma enzima, foi 

observada interação da amida 8 com o resíduo TRP 53. Finalmente, para a enzima 

AaFKBP12 foram observadas interações com dois resíduos de aminoácidos 

pertencentes ao sítio ativo, TYR83 para amida 11 e ILE 57 para amida 8.  

Embora esses compostos sejam capazes de interagir com poucos resíduos de 

aminoácidos encontrados no sítio alvo, a energia de ligação necessária é muito menor 

do que a energia necessária para ligação com o ligante co-cristalizado, portanto, 

teoricamente, esses ligantes apresentariam maior estabilidade e em uma competição 

pelo sítio ativo, poderiam apresentar maior afinidade e finalmente melhor atividade 

biológica (218).   

Estudos computacionais são importantes no desenvolvimento de novos fármacos, 

no entendimento do mecanismo de ação e na compreensão da relação estrutura- 

atividade. A alta quantidade de estudos que descrevem diversos compostos com 

atividades biológicas e a definição dos alvos moleculares permite a elaboração de 

estudos de triagem considerando toda uma família de moléculas, como aqui apresentado 

(189). No entanto, o docking molecular apresenta vantagens por ser um estudo rápido, 

que permite obter resultados predizendo o modo e a energia (intensidade) de interação 

entre o receptor e o ligante, e ainda, indicando onde há a flexibilização do ligante 

(219,220). 

Para a continuidade da pesquisa torna-se interessante a realização de mais um 

estudo computacional conhecido como dinâmica molecular. Este permitirá, observar as 
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interações dinâmicas intra e intermoleculares, considerando diferentes escalas de tempo, 

onde o dobramento da proteína é observado. Assim, teremos, a descrição mais precisa 

sobre as energias envolvidas. Ainda, a realização de estudos biológicos contribuiria na 

determinação da relação da estrutura-atividade, determinando as estruturas moleculares 

mais importantes utilizadas como base para síntese de novos compostos de menor 

complexidade e finalmente obtenção de hits. (190,219–221).  

 

 

4.5 CONCLUSÃO  

 

 

Neste estudo, foram realizadas triagens virtuais para avaliação da afinidade de 

amidas sintéticas e naturais em quatro alvos moleculares. Primeiramente, considerando 

a alta prevalência de populações resistentes de Ae. aegypti e a necessidade da obtenção 

de novos inseticidas, a afinidade desses compostos foi avaliada em uma importante 

enzima de desintoxicação, a glutationa S-transferase Epsilon 2 (AaGSTE2), e 

posteriormente em outros três alvos, aceticolinestarese 1 (AaAChE1), a isomerase 

AaFKBP12 e proteína de ligação ao hormônio juvenil (AamJHBP).  

A metodologia aplicada permitiu evidenciar a alta afinidade entre AaGSTE2 e os 

inseticidas químicos utilizados, malation, temefós, transflutrina e DEET, evidenciando a 

atuação dessa enzima em populações de mosquitos resistentes. Dentre as 28.691 

amidas avaliadas sobre essa mesma enzima, apenas treze apresentaram baixa afinidade 

a essa enzima, isto é, capacidade de superar esse mecanismo de resistência. Duas 

dessas amidas (8 e 11) com estruturas químicas complexas e similares apresentaram 

alta afinidade as enzimas alvo (AaAChE1, AaFKBP12 e AamJHBP), com valores de 

energia de ligação menores do que os ligantes co-cristalizados e os inseticidas químicos. 

Ainda, foi observada interações de hidrogênio entre essas amidas e o sítio alvo das 

enzimas de interesse no desenvolvimento de inseticidas.  
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Amidas são conhecidas por apresentarem ampla atividade biológica, portanto a 

utilização de técnicas computacionais, como a triagem virtual por docking molecular, 

permitiu a avaliação de diversas moléculas sobre importantes alvos biológicos de Ae. 

aegypti, resultando em duas moléculas potenciais, o que representa uma vantagem no 

estudo de novos inseticidas. Essas amidas demonstram ser compostos promissores para 

o controle do vetor. Esses resultados constatados em nossa pesquisa por docking 

molecular devem ser associados à estudos envolvendo dinâmica molecular e associados 

à testes in vitro e in vivo para determinar a atividade em Ae. aegypti e a relação estrutura-

atividade.  

 

 

5 CAPÍTULO 3 – SÍNTESE DE COMPOSTO BISNITRÍLICO COM ATIVIDADE 

LARVICIDA EM Ae. aegypti   

 

 

5.1 INTRODUÇÃO  

 

 

Compostos heterocíclicos são conhecidos por apresentarem ampla atividade 

biológica (222,223). Nesse contexto, destaca-se a atividade de compostos contendo 

anéis pirimidínicos com atividade antimicrobiana, antirretroviral, leishmanicida, anti-

inflamatória e inseticida (223–226) Para obtenção desses compostos existem diversas 

estratégias sintéticas, sendo uma dessas a condensação de bisnitrilas com arilamidinas, 

como as benzamidinas (224,227). Um exemplo é a reação de condensação de 

knoevenagel. Esta é amplamente utilizada para formação de ligações do tipo C=C, para 

obtenção de compostos intermediários, produtos finais, fármacos e polímeros, sendo 

bastante utilizada para obtenção de intermediários bisnitrílicos (228–230).  

Considerando a importância dos compostos binitrílicos para obtenção de diversos 

compostos pirimidínicos e a atividade relatada destes compostos em Ae. aegypti, foi 

realizada síntese de um composto bisnitrílico a partir da reação de condensação de 
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Knoevenagel entre um aldeído e malononitrila em meio básico utilizando piperidina como 

catalizador. 

 

 

5.2 OBJETIVO GERAL  

 

 

Este trabalho tem como objetivo sintetizar um composto bisnitrílico e avaliar sua 

atividade em larvas do terceiro estágio (larvas L3) do mosquito Ae. aegypti.  

 

 

5.2.1 Objetivos específicos  

 

 

• Realizar a síntese do composto bisnitrílico.  

• Determinar a estrutura química do composto obtido por RMN de 1H e 13C e 

espectrometria de massas (UPLC-MS/MS).  

• Avaliar a atividade larvicida e pupicida do composto. 

 

 

5.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.3.1 Síntese do composto bisnitrílico 

 

 

Em um balão de fundo redondo, quantidades equimolares (3,1 mmol) dos 

reagentes, aldeído trans-p-Metoxicinamaldeído e malononitrila, foram adicionadas e 

solubilizadas em 30 mL de metanol. Após total solubilização dos reagentes, 10 gotas de 

piperidina (agente condensante) foram adicionadas, o que levou a formação de um 
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precipitado (186,187). O meio reacional foi mantido sob agitação constante à temperatura 

ambiente (figura 26). A reação foi acompanhada por cromatografia em camada delgada 

(CCD), eluída com o sistema hexano: acetato de etila (1:1), revelada utilizando luz UV 

(254 nm) e ácido fosfomolíbdico. Constatada a formação do produto, o meio reacional foi 

submetido a baixa temperatura (-20 ºC) e posteriormente filtrado a vácuo em funil de 

Büchner. O precipitado foi preparado para análises de RMN e espectrometria de massas, 

e a porção líquida descartada. Constatada a formação do composto, foi realizado o 

cálculo do rendimento, considerando a quantidade molar.  

 

 

Figura 26 - Síntese do composto bisnitrílico. A: reagentes solubilizados em metanol, piperidina adicionada 
e meio reacional mantido sob agitação magnética constante e temperatura ambiente. B: meio reacional 
filtrado sob pressão reduzida. Fonte: arquivo do Laboratório de Farmacognosia, UnB.  

 

 

5.3.1.1 Síntese escalonada do composto bisnitrílico  

 

 

Para obtenção do composto em maior quantidade, foi realizada reação seguindo 

o mesmo protocolo, no entanto utilizando de 6,2 mmol dos reagentes, 60 mL de metanol 

e 20 gotas de piperidina.  
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5.3.2 Cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada a espectrômetro de 

massa (UPLC- MS/MS)  

 

 

Após análise da pureza cromatográfica por CCD dos produtos obtidos nas 

reações, estes foram submetidos a cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à 

espectrometria de massas de alta resolução UPLC-MS/MS ESI-QTOF Bruker Daltonics. 

Para obtenção dos perfis, foi utilizada coluna cromatográfica de fase reversa C18 (100 x 

2,1 mm x 1,8 μm). A fase móvel do sistema foi estabelecida com acetonitrila na bomba B 

e água ultrapura Milli-Q na bomba A, ambas contendo 0,1% de ácido fórmico. A vazão 

da fase móvel foi mantida em 0,5 mL/min e a temperatura do forno foi de 40ºC. Um 

gradiente de polaridade iniciando-se com 5% de B, atingindo 100% B ao longo de 16 

minutos foi utilizado para tais análises. Os parâmetros do espectrômetro de massas 

incluíram a temperatura da fonte de ionização em 200 ºC, a voltagem do capilar em 4500 

V, o gás nebulizador a 4 bar e o gás secante a 9 L/min, operando no modo positivo. Os 

dados obtidos foram processados pelos softwares Compass Hystar e Data analysis 

Bruker Daltonics. 

 

 

5.3.3 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 

 

 

Para elucidação estrutural o composto sintetizado foi solubilizado em metanol-d 

deuterado (CD3OD) e submetido a análise em Ressonância Magnética Nuclear (RMN), 

utilizando Bruker Avance III HD de 600 MHz (1H) e em RMN de 300 MHz Varian Magneto 

Oxford YH300 Console Mercury Plus 300 (13C). Equipamentos mantidos na Central 

Analítica do Instituto de Química da Universidade de Brasília (CAIQ/UnB). 
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5.3.4 Testes biológicos em Ae. aegypti  

 

 

As colônias do mosquito Ae. aegypti foram mantidas conforme item 3.3.3.1 do 

presente trabalho. Foi avaliada a atividade larvicida e pupicida dos reagentes e do 

composto sintetizado conforme os itens 3.3.3.2 e 3.3.3.3.  

 

 

5.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

O mecanismo reacional para obtenção do composto bisnitrílico pode ser 

observado na figura 27. 
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Figura 27 - Esquema reacional para obtenção de bisnitrila (3) a partir da reação do aldeído Trans-p- 
Metoxicinamaldeído (1) com malononitrila (2) em meio básico. 
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Foram realizadas diferentes reações, com diferentes tempos de reação, seguindo 

o mesmo protocolo, a fim de determinar as condições ideias para a síntese do produto. 

Na primeira tentativa, o meio reacional foi mantido sob agitação constante durante 4 

horas e 10 minutos e o produto foi obtido com baixo rendimento (5%). Na segunda 

tentativa, a reação teve duração de 1 hora e 24 minutos com rendimento de 14%. Com o 

objetivo de obter maior quantidade do produto para realização dos testes biológicos e 

novas sínteses, foi realizada reação escalonada, onde o produto foi obtido com 

rendimento de 63%.  

Em todas as reações, a confirmação da formação do produto foi realizada 

primeiramente por análise comparativa do perfil cromatográfico dos reagentes e o meio 

reacional em placas de CCD. Ou seja, os produtos obtidos em cada síntese foram 

comparados utilizando a técnica de cromatografia em camada delgada. Posteriormente, 

foram realizadas análises em UPLC-MS/MS e RMN. A análise em UPLC-MS/MS permitiu 

observar a presença de um pico majoritário com m/z 211,0853 [M+H]+ compatível com o 

aduto protonado C13H11N2O (erro = 8,7 ppm) (figura 28). As análises de RMN uni e 

bidimensionais confirmaram a elucidação estrutural do composto sintetizado (figura 29,  

tabela 14 e apêndice C).  
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Figura 28 - Análise em UPLC-MS/MS, cromatograma (254nm) e espectrômetro de massas com m/z 
211,0853 [M+H]+.  

 

 

Figura 29 - Estrutura do composto sintetizado 2-(p-metoxiphenilalililidene)malononitrila.  

 

Tabela 14 – Dados de RMN de 1H e 13C do composto sintetizado (CD3OD; 1H 600 MHz;13C 150 MHz).  

Posição δH, J (em Hz) δC HSQC 

1  128, 67 C 

2; 6 7,66 (2H; m) 132,26 CH 

3; 5 7,02 (2H; m) 115,96 CH 
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4  164,56 C 

13 3,87 (3H; s) 56,12 CH3 

7 7,47 (1H; d; 12) 152,34 CH 

8 7,17 (1H; dd; 12) 121,30 CH 

9 7,94 (1H; d; 12) 162,79 CH 

10  80,79 C 

12  113,39 CN 

11  115,30 CN 

 

Foi realizado o teste larvicida dos reagentes utilizados e do produto obtido, onde 

foi constatada atividade inédita da bisnitrila sintetizada (figura 30). Além disso, foi 

observado o aumento da mortalidade das larvas nas leituras de 48 e 72 horas. 

Considerando a atividade larvicida do composto, foi realizado teste pupicida, no entanto 

o composto não foi ativo.  

 

 

Figura 30 - Atividade larvicida do composto sintetizado e dos reagentes utilizados, testados a 25 µg/mL.  

 

O composto sintetizado encontra-se disponível comercialmente, no entanto, a 

realização da síntese torna-se vantajosa considerando a facilidade da obtenção do 

composto e a disponibilidade dos materiais e reagentes necessários. Ressalta-se que 
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essa classe de compostos (também conhecidos como intermediário de Michael) é 

conhecida na química orgânica como compostos intermediários para obtenção de 

importantes estruturas com atividades biológicas importantes, como os compostos 

pirimidínicos (222,224,231), sendo alguns desses já avaliados em larvas de Ae. aegypti 

(226,232).  

Portanto, a partir da bisnitrila sintetizada no presente estudo, os próximos passos 

envolvem o desenvolvimento de compostos pirimidínicos e a respectiva avaliação da 

atividade em larvas de Ae. aegypti.  

 

 

5.5 CONCLUSÃO  

 

 

Foi realizada síntese de um intermediário bisnitrílico a partir da reação de 

condensação de Knoevenagel do aldeído trans-p- Metoxicinamaldeído com malononitrila 

em meio básico catalisada por piperidina, e estabelecido o controle da reação. O 

escalonamento da reação proporcionou rendimento de 63%.  

O composto sintetizado (bisnitrila) se destacou por apresentar maior atividade em 

larvas L3 de Ae. aegypti após 48 e 72 horas de exposição. Na literatura não foi 

encontrada atividade larvicida relatada para o composto sintetizado, 2- (p-

metoxiphenilalililidene) malononitrila. A bisnitrila obtida nesse estudo será utilizada como 

percussor para síntese de novos compostos pirimidínicos, tendo em vista, a alta atividade 

biológica atribuída aos compostos dessa classe.  

 

 

6 CONCLUSÃO GERAL  
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Este trabalho inserido no projeto ArboControl, teve como objetivo encontrar novas 

estratégias de combate ao vetor Aedes aegypti, assim foram realizadas três pesquisas. 

 Na primeira parte deste trabalho foi realizada pesquisas envolvendo compostos 

naturais de duas plantas do cerrado, Annona crassiflora e Xylopia aromatica. As técnicas 

quimiométricas permitiram a identificação da clássica química dos compostos 

responsáveis pela atividade larvicida dos extratos de A. crassiflora (acetogeninas), esse 

resultado foi confirmado pelo isolamento clássico, ainda que não tenha sido possível 

realizar o isolamento desses compostos, esses foram identificados em misturas. Este 

resultado resultou em uma publicação no periódico Scientific Reports, e demonstrou a 

potencial utilização desse tipo de estudo para evitar a realização de trabalhos repetitivos. 

O estudo realizando técnicas de isolamento clássico permitiu o isolamento de dois 

compostos terpênicos do extrato hexânico da folha de X. aromatica, sendo um desses 

ativo, no entanto tóxico, portanto as perspectivas do trabalho envolvem a obtenção de 

amidas semissintéticas a partir do ácido isolado tendo em vista a facilidade do isolamento, 

a alta quantidade isolada e sua estrutura química.  

Na segunda parte deste trabalho foi realizado estudo computacional de triagem 

virtual por meio de docking molecular. Considerando a ampla atividade de amidas, essas 

foram triadas sobre 4 alvos moleculares. Primeiramente os compostos tiveram sua 

afinidade de ligação avaliada sobre a glutationa S-transferase, tendo em vista, a 

desintoxicação mediada por essa enzima. Foram selecionadas duas amidas capazes de 

superar esse mecanismo de resistência mediado por essa enzima e que apresentaram 

alta afinidade a outros três alvos importantes no vetor. Para continuidade do estudo 

devem ser realizados estudos de dinâmica molecular, testes in vitro e in vivo para 

determinar a relação estrutura-ativa e assim obter um potencial inseticida.  

Na última parte deste trabalho foi realizada síntese para obtenção de composto 

bisnitrílico, tendo em vista, que este serve como intermediário para síntese de compostos 

pirimidínicos que apresentam ampla atividade biológica, como atividade larvicida em Ae. 

aegypti. O composto foi obtido com 63% de rendimento e foi observada atividade larvicida 

inédita em 48 e 72 horas de exposição. Assim, os próximos passos deste estudo 
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envolvem a obtenção de compostos pirimidínicos e avaliação da atividade destes sobre 

Ae. aegypti.  

Nesse trabalho foram encontrados compostos promissores para o controle do 

vetor, no entanto, para o desenvolvimento de um produto final ainda são necessárias 

diversas etapas de pesquisa envolvendo diferentes áreas, como o controle de qualidade 

e o desenvolvimento de formulações. Visando acelerar este processo, torna-se 

interessante uma interação entre o meio acadêmico e empresas que possuem 

maquinário e experiência no desenvolvimento de produtos.  
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APÊNDICE - A- ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL ACETOGENINAS 

 

Apêndice A1 - Espectro de 1H B7.2.1 
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Apêndice A2 - Espectro de 13C B7.2.1 
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Apêndice A3 - Cosy B7.2.1 
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Apêndice A4 - HSQC B7.2.1 
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Apêndice A5 - HMBC B7.2.1 
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Apêndice A6 - Espectro de 1H B7.2.2 
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Apêndice A7 - Espectro de 13C B7.2.2 
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Apêndice A8 - Cosy B7.2.2
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Apêndice A9 - HSQC B7.2.2 
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Apêndice A10 - HMBC B7.2.2 
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Apêndice A11 - Espectro de 1H B7.2.3 
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Apêndice A12 - Cosy B7.2.3 
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Apêndice A13 - HSQC B7.2.3 
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Apêndice A14 - HMBC B7.2.3 
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Apêndice A15 - Espectro de 1H B7.2.4 
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Apêndice A16 - Espectro de 13C B7.2.4 

 

 



143 

 

Apêndice A17 - Cosy B7.2.4 
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Apêndice A18 - HSQC B7.2.4 
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Apêndice A19 - HMBC B7.2.4 
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Apêndice A20 - HRMS B7.2.1 
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Apêndice A21 - HRMS B7.2.2 
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Apêndice A22 - HRMS B7.2.3 

 

 



149 

 

Apêndice A23 - HRMS B7.2.4 
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APÊNDICE - B- ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL ÁCIDO ISOOZICO  

 

Apêndice B1 - Espectro de 1H ácido Isoozico.  

 

 

Apêndice B2 - Espectro de 13C ácido Isoozico. 
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APÊNDICE - C - ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL BISNITRILA   

 

 

Apêndice C2 - Espectro de 13C bisnitrila 

 

Apêndice C1 - Espectro de 1H bisnitrila 

 


