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RESUMO

Aedes aegypti € o principal vetor transmissor das arboviroses dengue, chikungunya, Zika
e febre amarela urbana. Vacina eficaz e segura existe apenas para febre amarela. Além
disso, ndo existe tratamento especifico para essas doencgas, 0 que torna o control vetorial
a principal forma de prevencdo. No entanto, a ampla utilizacdo de inseticidas quimicos
levou ao surgimento de populacdes de mosquitos resistentes, além desses estarem
associados a toxicidade ao meio ambiente e a organismos nao-alvo. Visando encontrar
novas estratégias para o controle do mosquito Ae. aegypti, esta pesquisa iniciou-se com
0 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 desreplicagao pela base
de dados GNPS identificou a classe dos compostos ativos. Esse resultado foi confirmado
por isolamento classico ao qual foram obtidas acetogeninas ativas em mistura. Para o
extrato hexanico das folhas de X. aromatica foi utilizado o isolamento classico, que
resultou na obtencdo dos compostos terpénicos, acido isoozico e espatulenol. O acido
isoozico foi larvicida, facilmente isolado em alto rendimento, porém téxico em embrides
de peixe-zebra, mas considerando sua estrutura quimica torna-se favoravel a realizacéo
de reacdes de semissintese para obtencao 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
importancia dessa familia de enzimas na desintoxificacdo e consequentemente na
resisténcia metabdlica. As amidas que apresentaram baixa afinidade sobre esta enzima,
foram submetidas a triagem em trés alvos moleculares, resultando em duas amidas
potenciais, que apresentaram interacdes de hidrogénio com os sitios alvos das enzimas
de interesse. Por fim, foi realizado estudo de sintese decomposto bisnitrilico, utilizado
principalmente como intermediario para obtencédo de pirimidinas, que sdo conhecidas por
apresentarem ampla atividade biologica. Foi estabelecido o controle da reacédo e
observada atividade larvicida inédita para esse composto.

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

guimiométricas e desreplicagcdo; docking molecular; sintese



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,
iIsoozic 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 INTRODUCAO GERAL

Aedes aegypti é um artropode hematdfago originario da Africa Subsaariana que
devido a globalizag&o e as atividades humanas foi introduzido e domesticado em areas
tropicais e subtropicais (1-3). E o principal vetor das arboviroses, dengue, chikungunya,
Zika e febre amarela urbana (4,5). Doencas transmitidas por vetores contribuem com

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

A dengue se destaca por ser a infeccao viral mais prevalente, apenas em 2019,
foram registrados mais de 2,7 milhdes de casos nas Américas (7). A problematica
envolvendo o Zika virus esté relacionada a manifestac6es severas como a microcefalia
e a Sindrome de Guillain-Barré, enquanto para a chikungunya, a preocupacao se deve

devido ao aumento de doengas articulares cronicas (8,9).

A incidéncia e reincidéncia dessas doencas em areas endémicas geram prejuizos
tanto na saude quanto na economia mundial (10). A febre amarela pode ser prevenida
por vacina, disponivel desde da década 1930 (11). Considerando as arboviroses, dengue,
chikungunya e Zika, apenas para dengue ha vacina disponivel, porém, sua eficacia é
guestionada, visto que em populacdes soronegativas, isto €, que nunca tiveram contato
com nenhum dos sorotipos de dengue, foram relatados efeitos adversos graves
caracteristicos de dengue grave, quando expostos a uma primeira infeccdo apés a
vacinacdo (12,13). O tratamento para essas infeccfes baseia-se apenas no alivio dos
sintomas, ou seja, ndo ha tratamento especifico. Portanto, o controle do vetor e,
consequentemente, a interrupcéo do contato deste com os humanos, € a principal forma

de prevencéo (13,14).

A organizacdo mundial da saude (OMS) classifica o controle vetorial em trés
métodos, conhecidos como: controle biolégico, controle quimico e gestdo ambiental (15).
A gestdo ambiental ou controle fisico/mecanico, é dividido em: modificacdo ambiental,
manipulacdo ambiental e mudancas de habitos e comportamentos humanos. As medidas

adotadas por esse método de controle envolvem desde eliminacdo de criadouros a
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conscientizagdo social (16).0 controle bioldgico consiste na utilizacdo de patégenos ou
predadores que podem atacar, parasitar e competir com Ae. aegypti, como as bactérias
Wolbachia e Bacillus thuringiensis israelenses (Bti) (17,18). Ja o controle quimico baseia-
se na utilizacdo de inseticidas contra as formas imaturas e a forma adulta do mosquito
(29).

Os inseticidas quimicos, como organofosforados, piretréides e carbamatos, séo
amplamente utilizados, principalmente em areas endémicas. Porém, a exposicao
prolongada a essas substancias 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), ja os piretrdides atuam nos canais de sodio do sistema
nervoso central e periférico (20). O mecanismo de resisténcia em Ae. aegypti esta
fortemente relacionado ao reconhecimento desses inseticidas por enzimas de
desintoxicacéo e alteragbes no sitio alvo (21). Aléem disso, esses compostos causam
danos ao meio ambiente e a organismos néo alvo (22). Portanto, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos produtos com mecanismos de ac¢ao diferentes e/ou multiplos

e ambientalmente seguros.

Pesquisas sdo desenvolvidas visando a utilizacdo de compostos naturais,
advindos do metabolismo secundario de plantas, como novas estratégias de controle do
vetor (23,24). Esses compostos sdo produzidos em resposta a alteragcbes ambientais,
relacbes de competicdo e ataque de patdgenos. Sdo conhecidos como metabdlitos
secundarios ou especializados e apresentam multiplos mecanismos de acédo retardando
possiveis mecanismos de resisténcia (25,26). O desenvolvimento de hovos compostos
sintéticos, baseados em estruturas de compostos naturais ou ndo, também representa
uma importante estratégia para obtencéo de produtos em larga escala e economicamente
viaveis (27,28).

Esta dissertacéo esta inserida no ambito do Projeto ArboControl (financiado pelo

Ministério da Salde para o controle do vetor das arboviroses - 0 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 capitulo 1 séo
abordados os trabalhos envolvendo isolamento e identificacdo de metabdlitos
secundérios de plantas do bioma Cerrado, no capitulo 2 a utilizagéo de docking molecular

e no capitulo 3 o desenvolvimento de compostos sintéticos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DENGUE

Dengue é uma arbovirose transmitida para os seres humanos por meio do repasto
sanguineo de fémeas do género Aedes, principalmente Ae. aegypti e Ae. albopictus,
infectadas. Caracteriza se por ser uma infeccdo viral causada por 4 sorotipos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Individuos infectados podem apresentar quadros clinicos

assintomaticos, leves e graves (13,29).

Mesmo com varios casos notificados anualmente, a dengue ainda € considerada
uma doenca subnotificada, devido a casos assintomaticos e leves que ndo necessitam
de assisténcia médica ou por diagndsticos equivocados. Ainda assim, a incidéncia de
dengue tem crescido bastante nos ultimos anos, gerando impactos significativos na
saude e economia mundial. Até 1970 epidemias de dengue tinham ocorrido em apenas
9 paises, atualmente € uma doenca endémica em mais de 100 paises, com aumento de
casos em novas areas como no continente Europeu (30). Essa expansdo em novas areas
pode estar relacionada a mudancas climaticas, ja que as caracteristicas climaticas sao

indispensaveis para a sobrevivéncia do vetor (31).
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Conforme a gravidade dos sintomas apresentados, a doenca é classificada em
dois tipos. Dengue: individuos assintomaticos ou com sintomas leves, como febre, dor de
cabeca, ndusea, dores musculares, urticarias e dor atras dos olhos. Dengue severa,
também conhecida como febre hemorragica da dengue/sindrome de choque da dengue:
individuos que além de apresentarem 0s sintomas supracitados, apresentam sintomas
mais fortes como, extravasamento do plasma com ou sem sangramentos, queda de
pressao, dificuldade respiratoria e comprometimento de érgdos. A presenca de dengue
severa esta associada a infeccfes secundarias, podendo também ocorrer em infec¢des
primérias de crian¢as cuja a mae ja foi infectada por algum sorotipo. Isso ocorre, devido
a uma resposta imunoldgica conhecida como “Pecado antigénico original”. Uma vez
infectado por um sorotipo, o individuo adquire imunidade total a este e parcial e
temporaria aos demais. Em uma infeccdo secundaria, os anticorpos adquiridos da
primeira infec¢cdo reconhecem o patdégeno, porém a infec¢cdo ndo € prevenida, pois a
resposta imunoldgica esta voltada a um sorotipo diferente, assim além da infeccao pelo
virus da dengue, ha grande producdo de citocinas inflamatérias, resultando em um

processo autoimune danoso (29,32,33).

N&o existem medicamentos especificos para o tratamento ou prevencao dessas
infeccbes causadas pelos diferentes sorotipos da dengue (32). Apesar de uma vacina
para dengue ja ter sido aprovada em alguns paises, sua eficacia € questionada, tendo
em vista que, em individuos soropositivos, isto €, aqueles que ja foram infectados por
algum sorotipo, uma terceira infeccdo resultaria em sintomas mais leves. Porém em
individuos soronegativos, uma infec¢do posterior a vacinacdo aumentaria o risco de

dengue severa (12,34).

Portanto a prevencéo e a reducdo do numero de casos depende fortemente do

controle vetorial (13).

2.2 ZIKA
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Zika € uma arbovirose identificada pela primeira vez em 1947 em macacos na
floresta Zika de Uganda. J& em 1948, o virus foi detectado em mosquitos do género
Aedes, porém apenas em 1952 foi registrada a primeira infeccdo em humanos. Em 2007,
foi reportado o primeiro grande surto de Zika virus 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 Pacifico. Em 2015, o virus chegou as Américas,
ao nordeste do Brasil, onde foram notificados casos leves de erupcao cutanea e até entao
ainda ndo associados ao Zika virus. Neste mesmo ano, foi descoberta e identificada a
associacao da infeccéo de Zika com a sindrome Guillain-Barré e o desenvolvimento de

microcefalia (35-37).

A primeira via de infeccdo consiste no repasto sanguineo de fémeas,
principalmente da espécie Ae. aegypti, infectadas. Porém, possui ainda outras vias de
transmissdo, como contato sexual, transfusdo sanguinea e transmissao vertical de maes
infectadas (38,39).

A grande maioria dos individuos sdo assintomaticos ou apresentam sintomas
leves, como febre, conjuntivite, erupcdo cutdnea, mal-estar, dor de cabeca e dores
musculares. Portanto, a probleméatica da infeccdo pelo Zika virus esta relacionada a
complicacBes na gravidez e a sequelas neurais, microcefalia em neonatais e sindrome
de Guillain-Barré em adultos (37,39).

A sindrome de Guillain-Barré é uma doenca autoimune potencialmente fatal
desencadeada por infec¢des, como no caso do Zika virus. Nessa condicdo, o sistema
imune ataca o sistema nervoso periférico, podendo levar a perda de sensibilidade nas
pernas e/ou bracos. E em casos mais sérios pode resultar em paralisia quase total. O

tratamento inclui imunoterapia e monitoramento (40).

Atualmente, cerca de 18 vacinas estao em fase de desenvolvimento. Entretanto, a
altima epidemia ocorreu em 2016, e até entdo ndo foram reportados um numero

significante de casos, 0 que torna a realizacdo de ensaios de efichcia um desafio no
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desenvolvimento dessas vacinas. Além disso, a diminuicdo da incidéncia também
interfere no investimento em pesquisa dessas vacinas, principalmente no setor privado.
E muito provavelmente sera necessario mais de um tipo de vacina para abranger todo
tipo de populacdo de risco (41,42). Adicionalmente, assim como para dengue ndo ha
tratamento especifico disponivel. Logo, controle vetorial permanece sendo a principal

forma de prevencéo (38).

2.3 CHIKUNGUNYA

Chikungunya € uma arbovirose causada pelo virus da chikungunya (CHIKV) que
foi descrito pela primeira vez em 1952 durante um surto na Tazéania. Na lingua nativa,
Kimakonde, essa palavra significa “contorcer-se” devido a postura curvada dos individuos

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

Em 1953 esse virus foi isolado de mosquitos da espécie Ae. aegypti (44). Os
sintomas aparecem entre 4-7 dias apos o repasto sanguineo de fémeas infectadas (via
de transmissao). Sao caracterizados por uma febre alta de inicio rapido e poliartralgia,
atingindo principalmente as articulacbes dos pés, maos, dedos, cotovelos, tornozelos e
pulsos. Essas dores intensas nas articulagcdes podem ser bastante debilitantes podendo
evoluir para um estagio crénico com duracdo de meses e até anos. Além disso, esses
dois sintomas caracteristicos sdo importantes na diferenciacdo entre chikungunya e
dengue, considerando a coexisténcia dessas infeccbes em areas endémicas como nas
Américas. Os individuos podem evoluir para uma condi¢do croénica da doenca bastante
delimitante (45—-48). Outros sintomas incluem dores musculares, dor de cabeca, erupcdes
cutadneas, fadiga e nauseas (43). Apesar de ndo ser uma doenca considerada
potencialmente fatal, 6bitos raros séo registrados em individuos idosos, neonatais,

diabéticos e com distlrbios cardiovasculares (49).
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Entre 1960-1990, pequenos surtos foram relatados na Africa. Em 2004, foi
registrada uma grande epidemia no Quénia, que contribuiu para a ampla distribuicdo de
casos na India, Sudeste asiatico e China. Desde essa época, 0 virus se espalhou
rapidamente sendo identificado na Asia, Africa, Europa e nas Américas, com transmissao
local j& reportada na Europa e nas Américas e grandes surtos registrados no Brasil
(45,46).

Assim como para dengue e Zika, ndo ha tratamento antiviral especifico. Os
farmacos utilizados sédo para o0 manejo e alivio dos sintomas (45). Para a dor e a
inflamacéo das articulagdes s&o utilizados anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES),
apos o descarte da possibilidade de dengue. Outras alternativas terapéuticas incluem a
utilizacdo de drogas antivirais e anticorpos neutralizantes, porém o alto custo de
fabricacdo e os potenciais riscos de hipersensibilidade, imunossupresséo e infeccoes
limitam sua utilizacdo. (49). Uma vacina potencial demonstrou ser segura, porém até o
presente momento foram realizados apenas estudos de fase 2 e ainda séo necessarios
estudos que comprovem sua eficacia e seguranca a longo prazo (50). Assim, o controle

vetorial representa a principal forma de prevencéo ao virus da chikungunya (45).

2.4 FEBRE AMARELA

A febre amarela € uma doenca endémica na Africa e na América do Sul. A
transmissdo da febre amarela urbana ocorre principalmente por meio do vetor Ae.
aegypti. O ciclo zoonético de transmissdo desse virus envolve mosquitos silvestres do
género Haemagogus e Aedes (Stegomyia) e primitas. Humanos infectados pela picada
desses mosquitos levam o virus para areas urbanas e servem de hospedeiros, resultando
na transmissao de febre amarela pelo vetor urbano Ae. aegypti. O virus também é

transmitido de forma vertical de mosquitos fémeas infectados e seus ovos (11,51).
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A febre amarela é caracterizada por ser uma um doenca hemorragica. Os sintomas
podem ser divididos em duas fases. A primeira fase correspondente a fase aguda, onde
os sintomas incluem: dor muscular, febre, dor de cabeca, nalseas, vémitos, calafrios e
perda de apetite. Uma pequena porcentagem de individuos podem progredir para a
segunda fase com sintomas mais fortes como febre alta, ictericia (responsavel pelo nome

da doenca), dor abdominal, vémitos e sangramentos (51,52).

Assim como para as outras arboviroses supracitadas (dengue, Zika e
chikungunya), também nédo ha tratamento antiviral especifico para febre amarela, no
entanto, diferentemente das demais, para esta arbovirose ha vacina eficaz, segura e
acessivel (53), correspondendo a principal forma de prevencdo. No entanto, ndo é
indicada para individuos imunocomprometidos, que tenham alergia a ovo e derivados e
em idosos maiores de 60 anos deve ser realizada avaliagdo individual para determinar a

necessidade de vacinacéo (54).

A vacinagdo para febre amarela esta disponivel desde a década de 1930, no
entanto, ainda no século 21 sdo observados surtos de febre amarela, como os surtos
correlacionados em Luanda e Kinshasa em 2016, que levaram a presenca do virus em
regibes como a China, demonstrando o risco mundial causado por essa arbovirose e a
necessidade da vacinacdo mundial (53). No Brasil foi observado aumento de casos entre
0s anos de 2016 e 2018, além disso foram notificados casos fora da época sazonal de

transmissdo o que representa risco de contaminacdo em todas as épocas do ano (54).

A grande problematica envolvendo a presenca de surtos de febre amarela nos
ultimos anos, esté relacionada ao aumento do movimento antivacina, o que favorece a
transmissao de casos e riscos de o6bitos (55,56). Portanto, o controle vetorial também &

importante no controle da febre amarela.

2.5COVID-19
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Em 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou a doenca causada
pelo coronavirus (COVID-19) como uma emergéncia de saude publica de importancia

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

No Brasil, além do grande numero de casos e Obitos por COVID-19, foi observado
aumento da incidéncia de casos das arboviroses dengue, chikungunya e Zika no primeiro
semestre de 2020 (58). A semelhanca dos sintomas entre essas arboviroses e a COVID-
19 pode levar a erros de diagnostico, como observado em resultados falsos positivos no
teste rapido para dengue (57). Ou seja, ainda que seja observado aumento de casos de
arboviroses, essas infec¢des sao subnotificadas, tendo em vista, 0 aumento de agdes de

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

A incidéncia concomitante dessas infec¢gbes pode levar sobrecarga ao sistema de
saude, com aumento da necessidade de leitos de UTI. Sendo assim, medidas tornam-se
extremamente necessarias para o controle do vetor Ae. aegypti e diminuicdo dos casos
de Obitos (58,60).

2.6 Aedes aegypti

Aedes aegypti, também conhecido como o mosquito da dengue é o principal vetor
de importantes arboviroses (10). E um mosquito com hébitos domésticos, originario da
Africa subsaariana, que tem como ancestral a forma selvagem - Ae. aegypti formosus (1).
Esta presente, principalmente, em areas urbanas tropicais e subtropicais devido as
condicdbes ambientais (temperatura e umidade) e a alta densidade populacional,

caracteristicas necessarias e favoraveis ao seu desenvolvimento (1,61,62).

A disponibilidade de agua é fundamental para seu desenvolvimento, porém sua
gualidade néo interfere na viabilidade desse vetor. Portanto, existe uma ampla variedade
de criadouros e alta incidéncia de arboviroses em regides com condi¢cBes sanitérias

precarias (62,63).



31

O desenvolvimento do Ae. aegypti é caracterizado por metamorfose completa com
guatro fases de vida: ovo, larva, pupa e adulto (figura 1). Em condicbes ambientais
favoraveis, em 10 dias h4 formacdo do mosquito adulto, portanto a eliminacdo de
criadouros deve ser realizada semanalmente para garantir um controle vetorial efetivo
(64,65).

Mosquitos fémeas depositam os
ovos em recipientes com égua

H
g ' uw)/

5-14 dias Rt
dependendo da l.abn?

condigdo ambiental

L1,L2, L3elL4

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

Os ovos séo brancos, mas em contato com oxigénio tornam se escuros. Sao
pequenos e resistentes a longos periodos de dessecacéo, o que possibilita a dispersao
passiva desse mosquito a longas distancias e representam um desafio no controle
vetorial (64,65).

A fase larval é caracterizada por ser a fase de crescimento e alimentagcdo. As
larvas consomem materiais organicos advindos das paredes e fundo dos criadouros. E
considerada a fase mais vulneravel, uma vez que sua duracdo depende da
disponibilidade de alimentacdo, condicbes ambientais favoraveis e da densidade de

larvas. Além disso, as larvas sdo sensiveis a movimentos bruscos e a luz. Essas
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caracteristicas tornam as larvas um alvo importante no desenvolvimento de medidas de
controle. Anatomicamente sdo compostas de cabeca, térax e abdémen. A parte posterior
e anal do abdémen é composta por um sifdo, responsavel pela respiracéo, e estruturas

de controle osmotico (64).

Existem quatro estagios larvais: L1, L2, L3 e L4. O ultimo estagio imaturo é a pupa,
uma fase de curta duracéo (2-3 dias) onde ndo ha alimentacdo e ocorre a metamorfose
completa. E formada por cefalotérax e abdémen, conferindo um formato curvo como uma
virgula. Em seu cefalotorax, possui um par de trombetas respiratorias, que, assim como
o sifao das larvas, ultrapassa a superficie da agua para realizar a respiracdo. Possui
genitalias interna e externa completamente formadas, sendo assim, nessa fase ha
diferenciacdo entre macho e fémea (64,66). Em condi¢cdes adequadas o tempo entre a

ecloséo e pupacéo nao excede 5 dias (64).

Nos primeiros dias da fase adulta ja ocorre o acasalamento e posteriormente o
repasto sanguineo para desenvolvimento e maturacdo dos ovos produzidos, que, apos
um intervalo de 3 dias, sao dispostos na parede de criadouros, proximos a superficie da
agua. Machos e fémeas se alimentam de fluidos agucarados (64,65). Os mosquitos
adultos vivem normalmente entre 30-35 dias. Durante esse periodo uma fémea é capaz
de gerar 1500 ovos. Além disso, uma fémea necessita de apenas uma cépula para a
producdo de todos os ovos de sua vida, ja que armazena 0 esperma na espermateca e
a postura ndo é realizada de uma sé vez. Adicionalmente, a transmiss&o dos virus 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 vigilancia epidemioldgica, crescimento populacional e
mudancas ambientais foi reintroduzido no pais em 1976 e desde entdo encontra-se
distribuido em todo territério (67,68).

2.7 CONTROLE DO VETOR E RESISTENCIA
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O controle de arboviroses esta fortemente ligado ao controle vetorial, uma vez que
ndo existem vacinas nem tratamentos especificos para essas doencas (dengue, Zika e
chikungunya) (21). Segundo a organizacdo mundial da saude (OMS), o controle vetorial
deve ser integrado, isto é, utilizar diversas técnicas/estratégias separadas ou reunidas
para reduzir ou interromper a transmissdo dessas doencas (69). Essas estratégias
incluem programas de educacdo em saude, gestdo ambiental, utilizacdo de inseticidas

guimicos, eliminacdo de criadouros, entre outros (21,69).

O controle quimico, que consiste na utilizacdo de inseticidas quimicos para o
combate do vetor nos diferentes estagios de desenvolvimento e a participacdo da

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

Antes do desenvolvimento de inseticidas quimicos 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 quimicos, 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 acao nao €
claro, mas acredita-se que atua em canais de sodio interferindo assim no equilibrio ibnico
e consequentemente impedindo a propagacdo do impulso nervoso. Seu uso foi
descontinuado em diversos paises devido a sua caracteristica lipofilica que permite sua
acumulacdo no tecido adiposo de mamiferos e lenta metabolizacdo. Além disso, €
considerado um promotor de tumores. Em alguns paises ainda € utilizado para controle
de vetor, devido a escassez de recursos financeiros para sua substituicdo, porém
proibidos para uso agricola (20,72). No Brasil o DDT é proibido para qualquer uso desde
2009 (73).

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

Sao compostos biodegradaveis e instaveis, devendo ser reaplicados periodicamente.
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Atuam inibindo irreversivelmente a acetilcolinesterase (AChE), o que impede a
interrupcao do impulso nervoso. O larvicida temefds e 0 adulticida malation sdo exemplos

de organofosforados. (20,70).

A ampla utilizacdo do temefds levou a selecdo de mosquitos resistentes, tornando
seu uso muitas vezes ineficaz (70,74,75). No Brasil, a presenca de resisténcia em varios
estados levou a sua substituicdo, primeiramente pelo Bacillus thuringiensis israelenses
(bti), um método de controle bioldgico, porém seu uso foi inviabilizado devido a baixa
persisténcia causada por sua degradacao pela luz solar. Portanto, desde 2009, o temefos
foi substituido por larvicidas inibidores da sintese de quitina, diflubenzuron e novaluron.
Em 2015 iniciou-se o uso do piriproxifeno, um analogo do horménio juvenil que inibe a
emergéncia de formas adultas do vetor (76—78). Outra estratégia no controle de larvas
de Ae. aegypti é o bioinseticida espinosade, que atua nos receptores nicotinicos de

acetilcolina e em receptores GABA (79,80).

Malation é um adulticida espacial com aplicacbes de Ultra Baixo Volume
(UBV),técnica conhecida como fumacé (81). A resisténcia a esse inseciticida ja é
conhecida em varios paises. No Brasil, chegou a ser substituido por piretréides, porém
rapidamente foi identificada resisténcia a essa classe e o malation voltou a ser utilizado
(21,77).

Os carbamatos, assim como os organofosforados, atuam na inibicdo da AChE,
porém de forma reversivel (20,70). Sdo utilizados como adulticidas residuais, sendo o

mais conhecido o bendiocarb (82).

Em 2020, o Brasil adquiriu novos adulticidas para utilizacdo em pontos
estratégicos, isto €, onde ha presenca de resisténcia. Sdo esses Cielo-UVL e Fludora®,
Sendo esse Ultimo um inseticida de efeito residual para substituicdo do bendiocarb,
composto pela mistura de clotianidina (neonicotinoide) e deltametrina (piretroide). Ja o
Cielo-UVL para substituicdo do malation, € composto por imidacloprida (neoniconoide) e

praletrina (piretroide) (82-85). A utilizacdo de inseticidas contendo misturas de
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compostos com mecanismo de acao distintos pode funcionar como protecao ao rapido

desenvolvimento e disseminacao da resisténcia (86).

Os piretroides sao derivados sintéticos das piretrinas, compostos produzidos pelo
metabolismo secundario de Chrysanthemum cinerariaefolium (20,87). Antes da
descoberta e do desenvolvimento de inseticidas quimicos, esses compostos eram
usados como inseticidas, porém apresentam alta sensibilidade a luz. Assim, foram
produzidos derivados sintéticos mais estaveis. S&o exemplos: cipermetrina, permetrina e
deltametrina. Apresentam baixa toxicidade aguda a mamiferos, porém contaminam a
agua, conferindo alta toxicidade a organismos aquéticos. Assim como o DDT, atuam nos
canais de sodio, impedindo a propagacao do impulso nervoso (71,87). Apesar de estudos
comprovarem a presenca de populagdes de vetores resistentes a essa classe, ainda sao

bastante utilizados (88).

Alternativas as estratégias para o controle quimico do vetor surgiram ao longo dos
anos, mas sua implementacao € bastante limitada. Portanto, este permanece sendo a

principal estratégia de controle de epidemias (88).

A rotacdo de inseticidas, com mecanismos de acao diferentes e intervencdes
combinadas que atuem nos diferentes ciclos de vida do mosquito séo recomendacdes da
OMS para prevenir ou evitar a resisténcia (89). Porém ja foi observada resisténcia para

todas as principais classes de inseticidas citadas (14).

O mecanismo de resisténcia em Ae. aegypti estd fortemente relacionado a
resisténcia metabdlica, isto é, superexpressdo de enzimas de desintoxicacdo e
resisténcia do sitio alvo, desenvolvimento de muta¢fes do sitio alvo que o tornam
insensivel ao inseticida. Esses dois mecanismos estdo presentes no processo de
resisténcia aos organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides. Além disso,
resisténcia a reguladores do crescimento, como diflubenzuron e piriproxifeno também ja
foi relatada (14,21).
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O mecanismo de acdo estd fortemente relacionado ao desenvolvimento de
resisténcia, portanto é necessario o desenvolvimento de novos compostos com diferentes
mecanismos de acao, que atuem sobre o vetor, mas que sejam inertes ao meio ambiente

e as outras formas de vida.

3 CAPITULO 1 - ATIVIDADE LARVICIDA DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
PLANTAS DO CERRADO

3.1 INTRODUCAO

A utilizacdo de compostos naturais para controle de insetos e pragas iniciou-se ha
1000 anos antes de Cristo, onde o enxofre inorganico 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 producédo comercial
em grande escala de piretrinas, composto natural presente nesse género. Contudo,
devido a sua grande instabilidade a luz solar e ao ar, esses compostos naturais foram
substituidos 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 toxico em mamiferos (93). Em 1968 a substancia azadiractina foi
isolada da espécie Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) conhecida popularmente

como neem (94).

A azadiractina, 0 componente ativo do 6leo de neem, é um inseticida potencial
para o controle de diversas pragas, por apresentar atividade repelente, ovicida, larvicida
e atuar na regulacéo do crescimento e na inibicdo da alimentacéo (95-97). Esse amplo
mecanismo de acdo, dificulta o desenvolvimento de resisténcia. Esta caracteristica,
juntamente com a baixa toxicidade a organismos néao-alvo e ao meio ambiente favorecem

a sua utilizagéo (97). Atualmente, no Brasil, 0 6leo de neem € aprovado para uso em
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formulacbes inseticidas com atividade em Ae. aegypti (98). As limitacbes de sua

utilizacdo sao alto custo e a instabilidade a luz solar (97).

A utilizacdo de produtos naturais representa uma vantagem devido a
complexidade desses compostos, que podem apresentar mais de um mecanismo de

acao, a baixa toxicidade ao meio ambiente e organismos n&o-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 vegetacdo comprometida,
principalmente por a¢cdes humanas, para areas de cultivo e pastagem (103,104). Embora
muito se fale sobre sua rica biodiversidade, ainda ha poucos estudos das diferentes
espécies endémicas (102,104). A grande biodiversidade da vegetacdo ocorre devido a
composi¢do do solo, ao clima, a incidéncia de incéndios, a distancia entre as
disponibilidades de agua, a profundidade do solo e o lencol freatico (103). Essas
caracteristicas também contribuem com a grande variedade de compostos quimicos
produzidos pelas plantas, que sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional
(104,105).

Nesse contexto, o Laboratério de Farmacognosia da Universidade de Brasilia
(UnB) vem construindo ha 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 familias e 940 extratos.

Uma dessas familias € a Annonaceae, que é composta por 135 géneros e 2500
espécies. No Brasil, sdo encontrados 30 géneros e 270 espécies, distribuidos pela
Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica (106—108). E uma familia de importancia econdmica,
na producdo de sabdo, 6leos comestiveis, perfume e alimentos (107,109). Utilizada na
medicina popular para tratamento de artrite, reumatismo, Ulceras gastricas, quadros
inflamatorios, cicatrizante de ferida, manejo da dor, entre outros (110). Considerada uma
familia com grande diversidade de plantas e consequentemente, grande variedade de

compostos secundérios. S&o encontrados terpenos, alcaloides, flavonoides,
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acetogeninas e ligninas (106,110). As espécies Annona crassiflora Mart., Cardiopetalum
calophyllum Schitdl., Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Saff., Xylopia aromatica (Lam.)
Mart., Xylopia emarginata Mart., Annona exsuca DC. ex Dunal e Annona squamosa L.
estdo inseridas no Banco de Extratos de Plantas do bioma Cerrado (Laboratorio de

Farmacognosia/UnB).

Annona é um importante género com importantes atividades relatadas na literatura
(111,112).

A arvore frutifera Annona crassiflora Mart., conhecida como araticum, produz uma
grande variedade de metabdlitos secundarios, como, compostos fendlicos, alcaloides,
acetogeninas, carotendides, tocois e fitoesterodis. Esses compostos bioativos apresentam
atividade anti-inflamatéria, antioxidante, antitumoral, analgésica, cicatrizante,
antiparasitaria, antidiarreica, inseticida, antimicrobiana, antifingica, antibacteriana e
herbicida. Apesar de apresentar todas as atividades descritas, seu uso ainda se restringe
a medicina popular, uma vez que ainda nao existem produtos disponiveis e essas

atividades ainda ndo foram avaliadas em estudos pré-clinicos (105).

Em 2007, devido a estudos botanicos, o género Rollinia foi considerado sinbnimo
do género 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 sdo encontrados sesquiterpenos e, até o
presente momento na literatura, foi encontrada apenas atividade antiparasitaria nos
extratos (114,116).

Annona squamosa L., conhecida como pinha, é encontrada na América do Sul e
na india Ocidental. Na medicina popular é utilizada para diarreia, disenteria, cancer,
parasitismo, Ulceras e feridas. Na literatura, sdo relatadas atividades, antioxidante,
antitumoral, antidiabética, anti-inflamatdria, analgésica, anti-hipertensiva, antiparasitaria,
inseticida, citotoxica, antimicrobiana, antifingica e hepatoprotetora. Os metabdlitos

secundarios sdo terpenos, alcaloides, acetogeninas, saponinas e flavonoides (117,118).
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Cardiopetalum calophyllum Schltdl., conhecida como imbirinha, € uma planta
nativa do Cerrado brasileiro (119). Como metabdlitos secundarios destaca-se a presenca
de alcaloides isoquinolinicos, mono e sesquiterpenos (120,121). Na literatura, ja foram
relatados testes da atividade de extratos e 6leo essencial extraido 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,
célica renal, reumatismo e como anorexigeno (124,125). Como metabdlitos secundarios
dessa espécie, destaca-se a presenca de alcaloides, sesquiterpenos, compostos
fendlicos, flavonoides, taninos, xantonas (124-126). Esses compostos ja foram avaliados
frente as seguintes atividades biologicas: antitumoral, tripanocida, antileishmania,
antimalarica, antifiUngica, antioxidante, larvicida em Aedes aegypti e anti-inflamatoéria
(122,126-129).

Xylopia € um dos géneros mais importantes da familia 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/afrodisiaco, diurético e carminativo e utilizada na culinaria como tempero de
carne (131,132). Os principais metabdlitos secundarios sdo acetogeninas, terpenos,
alcaloides e amidas (131,133-136). Na literatura ja foram relatadas atividade
antimicrobiana, antifingica, tripanocida, antileishmania, antimalérica, citotoxica e
larvicida (114,122,129,131,137,138). Ao contrario da X. aromatica, que € uma pequena
arvore, a Xylopia emarginata Mart. € uma arvore alta chegando até 20 metros, conhecida
como pindaiba, pindaiba-reta, pindaiba d’agua e pindaiba do brejo (131,139,140). Nessa
espécie sdo encontrados alcaloides, terpenos, flavonoides, acetogeninas e esteroides
(107,130,141-143). Esses compostos sao responsaveis 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
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(Laboratorio de Farmacognosia/unB), foram avaliados em diferentes alvos bioldgicos, e
apresentaram atividade antitumoral, antiparasitaria e inseticida, publicadas em periddicos
(tabela 1).
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Tabela 1 — Atividades atribuidas aos extratos de Annonaceae presentes no Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado- Laboratorio de
Farmacognosia-UnB

Atividades relatadas pelo grupo do Laboratério de Farmacognosia

Espécie
Extrato :
Nome Parte da . . Antitumoral Inibicao de a- amilase .
comum Parasitos Linhagem celular Ae. aegypti i
- planta Clso(ug/mL) D. maxima
NUmero de S Clso (ng/mL) larvas L3 :
L olvente Mortalidade
Herbéario LCso (%)
L. donovani T. cruzi P. falciparum MDA- (ng/mL)
promastigotas amastigotas FcB1 HCT-8 MB- SF-295 | HL-60 | Z. subfasciatus A. obtectus
1Cs0 (Mg/mL) ICs0 (Mg/mL) ICs0 (ng/mL) 435
|:1 (h) * * * * * * * *
802,61 + 546,25 +
* * * * * 1 ) *
F(e) 47,72 20,82
MC2 (h) 459+ 3,1 * * * * * * * *
Annona MC (e) 8,3+ 08 205+11 * * * * * * *
crassiflora 3 . . . . . .
Mart./ CC* (h) 192,57
araticum/ CC (e) 12,4+0,3 149+2,3 * * * * * * * *
(UB) 3700 mRre () : 154,02
MR (e) 8,7£0,6 99+05 * 15,2 24,9 13,3 13,4 * * 26,89 *
CR® (h) 18,6 + 6,8 76121 264,15
CR (e) 3,7£0,3 59+13 119+3,5 8,2 14,9 9,5 6,0 * * 23,6 5
F (h) * * * * * *
F (e) * * * * * * *
Cardiopetal MC (h) * . * * . . . .
um
calophyllu MC (e) * * * * * * *
m Schitdl./ ccC (h) * 60,426 * * * * * * * *
imbirinha/
(UB) 3703 CC (e) * * * * * *
RS (h) * * * * * * * *
R (e) * * * * * * * *
Duguetia F (h) * * * * * * * *
furfuracea
F e * * * * * * * *
(A. St.-Hil.) @)
Benth & MC (e)
Hook. f./ MR (h) 14,9+2,0 * * * * * * 56,6 *
asieum MR (e) * 256+15  62£0,1 * * * * * * * *
(UB) 3679 CR (h) * 6,6 +£0,6 17,6 £3,0 * * * * * * *



Xylopia
aromatica
Mart./
pimenta de
macaco/
(UB) 3699

Xylopia
emarginata
Mart./
pindaiba/
(UB) 3690

CR (e)
C" (h)
C(e)
F (h)
F (e)
MC (h)
MC (e)
CC (h)
CC (e)
MR (h)
MR (e)
CR (h)
CR (e)
F (h)
F (e)
MC (h)
CC (h)
CC (e)
MR (h)
MR (e)
CR (h)
CR (e)

30,4+1,3 *
50,0 + 1,6 *
*
*
*
*
*
153+22
*
21,6 6,0 47+09
23,5+4,7 6,8%0,6
*
57,6 + 2,4 *
*
10,9+24
52104
*
*
4,902

14,6

*

*

171

*

*

19,1

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
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F: extrato da folha; 2 MC: extrato da madeira do caule; 3 CC: extrato da casca do caule; * MR: extrato da madeira da raiz; > CR: extrato da
casca da raiz; ® R: extrato da raiz (casca + madeira); “C: 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 (c6lon), MDA-MB-435 (melanoma), SF-
295 (sistema nervoso central), HL-60 (leucemia). Observacdo: em *amostras testadas porém sem atividade no alvo biolégico.
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Atividade antitumoral foi avaliada por ensaios de toxicidade em diferentes
linhagens de células cancerigenas: HCT-8 (c6lon), MDA-MB-435 (melanoma), SF-295
(sistema nervoso central), HL-60 (leucemia). Os extratos etandlicos da madeira e caule
da raiz de A. crassiflora e o extrato hexanico da madeira do caule de X. aromatica foram
ativos e seus valores de Clso (concentracdo inibitéria média) determinados. Essa
atividade pode estar relacionada a presenca de acetogeninas, que ja possuem atividade

antitumoral relatada (138).

A atividade antiparasitaria foi avaliada in vitro frente a trés importantes protozoarios
parasitas, L. donovani (promastigotas), T. cruzi (amastigota) e P. falciparum. A melhor
atividade, frente a L. donovani foi atribuida ao extrato etandlico da casca da raiz de A.
crassiflora. Ja para T. cruzi, o extrato mais ativo foi o extrato hexanico da casca da raiz
de D. furfuracea. Para P. falciparum, a melhor atividade foi atribuida ao género Xylopia,
extratos hexanicos da madeira da raiz de X. aromatica e da casca do caule de X.

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

A atividade inseticida foi avaliada sobre dois vetores de doencas e duas pragas
agricolas. Nenhum extrato foi ativo contra o vetor da doenca de Chagas, Dipetalogaster
maxima (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 LCso (concentracdo letal média)
igual a 23,06 pg/mL (122). A atividade sobre duas pragas agricolas, Zabrotes
subfasciatus e Acanthoscelides obtectus, foi avaliada através de testes de inibicdo de a-
Amilase, uma enzima digestiva utilizada como alvo no desenvolvimento de métodos de

controle, o Unico extrato ativo foi o extrato etandlico das folhas de A. crassiflora (145).

Considerando a ampla atividade desses extratos e que apenas 0s extratos brutos
foram avaliados, foram realizados dois estudos utilizando duas espécies dessa familia,

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

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

metabolémico. A utilizacdo de técnicas quimiométricas, juntamente com testes
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biolégicos, permite a identificagdo de compostos ativos em estruturas complexas sem a
necessidade de isolamento. Apés isso, as informacfes adquiridas sao utilizadas para
execucado de um isolamento direcionado e mais rapido comparado ao modelo classico de
isolamento (146). O estudo metaboldmico dos extratos de A. crassiflora levou ao
isolamento de acetogeninas, que resultou em uma publicacdo no peridédico Scientific
Reports (147).

Embora o estudo publicado pelo grupo de pesquisa em 2006 (122) nao tenha
relatado atividade larvicida para o extrato hexanico da folha de X. aromatica, essa acao
foi reavaliada em um outro modelo de teste. Apds o0 novo teste, observou-se mortalidade
de 85% de larvas L3 de Ae. aegypti, em 24 horas, quando expostas a esse extrato na
concentragédo de 250 pg/mL. Portanto, foi realizado fracionamento bioguiado, utilizando
0 modelo classico, que resultou no isolamento de um diterpeno e um sesquiterpeno. Esse

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

3.20BJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo utilizar analises quimiométricas e classicas para

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

aegypti.

3.2.1 Objetivos Especificos

e Utilizar ferramentas quimiométricas para identificar os extratos ativos de Annona
crassiflora
e Testar extratos em larvas de Ae. aegypti

e Utilizar técnicas cromatograficas para isolamento de compostos ativos
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e |dentificar e elucidar os compostos ativos
e Determinar a concentragéo letal média (LCso) de cada composto

e Realizar testes de toxicidade em peixe-zebra

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Annona crassiflora Mart.- anélises quimiométricas

Um total de oito extratos de A. crassiflora - pertencentes ao Banco de Extratos de
Plantas do Bioma Cerrado (Laboratério de Farmacognosia/UnB), hexanicos e etandlicos
de folhas, madeira e casca do caule; e extratos etandlicos de madeira e casca da raiz

foram utilizados na realizacéo do estudo quimiomeétrico (tabela 2).

Tabela 2 - Extratos de Annona crassiflora utilizados no estudo

Codigo da amostra! 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 Cadigo interno do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado criado para execucdo do Projeto
ArboControl- Laboratério de Farmacognosia/UnB.

3.3.1.1. Particdo dos Extratos em Fase Solida



46

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 trés fases moveis: hexano, acetato de etila e metanol (6 mL de cada solvente
por cartucho), dando origem a amostras denominadas pré-fracfes. O rendimento das
pré-fracdes foi calculado, e as que tiveram peso = 5 mg foram: (i) testadas em larvas de
Ae. aegypti, e (ii) solubilizadas em metanol para obtencdo de solugbes a 1 mg/mL,
fitradas em membrana de 0,22 um e analisadas em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia Acoplada a detector por arranjo de diodo e a Espectrometro de Massas - HPLC-
DAD-MS/MS (147).

3.3.1.2. Analises Quimiométricas

As pré-fracoes de A. crassiflora obtidas por extracdo em fase sélida foram
analisadas em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu LC-6AD acoplado a
Espectrometro de Massas de alta resolucdo (Compact, Bruker ESI-qTOF). Para
aquisicao dos dados, foi utilizada coluna C18 Supelco Ascentis Express (15 cm x4.6
mm, tamanho de particula 2.7 um) e fase mével constituida de agua ultrapura e
metanol, com 0,1% de acido férmico (J. T. Baker). O método de eluicho comecou com
5% de metanol e aumentou até 100% em 30 minutos, com mais 20 minutos para
limpeza e estabilizacdo da coluna, com tempo total de corrida de 50 minutos e modo
de aquisicéo positivo. Foi utilizado fluxo de 0,6 mL/min, volume de injecdo 20 pL e
temperatura do forno a 40 °C. Os parametros da fonte de ionizacdo foram: voltagem
do capilar a 3500V, nebulizador 5,5 bar, gas 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
parametros de processamento foram:
- Deteccdo das massas: Tempo de retencao (TR) 2,5 — 35 min, centroide;
- Construcéo de cromatogramas: MS nivel 1; altura minima 1.0x10%; tempo minimo de
span 0,5 min; m/z tolerancia 10 ppm;

- Deconvolucao: Algorithm Savitzky-Golay;

- Agrupamento de isétopos: m/z tolerancia 10 ppm; TR tolerancia 0,1 min;

- Dupla filtragem de pico;

- Alisamento;

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

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

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

Apés processados, os dados de MS1 foram exportados e transferidos para a
plataforma online de estatistica exploratéria, MetaboAnalyst®. Nessa plataforma foram
realizadas analises estatisticas ndo supervisionadas: Analise de Componentes principais
- PCA e Analise de Agrupamento Hierarquicos - HCA; e analise supervisionada: Projecao
de Minimos 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 parametro padréo (147).

3.3.1.3. Fracionamento Bioguiado

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

A. crassiflora conforme esquematizado na figura 2.
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Extrato bruto hexano
Annona crassiflora- madeira do caule (Arbo0038)

SPE- Silica
Pré- fragdo A Pré-fragdo B Pré-fragao C
(hexano) (acetato de etila) (metanol)

Atividade larvicida

Coluna de silica por gradiente de solvente

(acetato de etila e metanol)
Analise em HPLC

Sephadex LH-20
Metanol
Analise em HPLC

B7.1-7.6

B7.2

HPLC PREP

B7.2.1 B7.2.2 B7.2.3 B7.2.4

Elucidagao estrutural
RMN e Espectrometria de massas

Figura 2 - Fluxograma das etapas do fracionamento bioguiado de A. crassiflora utilizando modelo classico.
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O extrato (8,7 g) foi pré-fracionado em cartucho de silica (174 g) eluido com
hexano (A), acetato de etila (B) e metanol (C) (800 mL de cada solvente). Foi calculado
o rendimento das pré-fragfes (A - 10%; B - 21%; C — 69%) e realizado o teste larvicida a
125 pg/mL. A pré-fracado B apresentou maior atividade e foi fracionada em cromatografia
em coluna aberta de silica eluida com acetato de etila e metanol. As fracdes obtidas
foram agrupadas através de andlises realizadas em HPLC Waters Breeze™ (coluna C18
Sunfire 4,6 x 150 mm; tamanho de particula= 5 um; fluxo 1 mL/min; volume de injecéo=
15 uL; bomba A= agua ultrapura e bomba B= metanol 0,1 % (v/v) &c. Formico), 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 fragbes (rendimentos: B1 - 7,4%; B2 - 0,8%; B3 -
1,0%; B4 -1,6%;B5-10,1%; B6 - 5,4%; B7 — 73,7%). A fracdo B7 (996 mg) foi submetida
a purificacdo em coluna de Sephadex® LH-20 eluida em metanol, resultando em 6 fracdes
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 fracdo 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- fragcbes (B7.2.1, B7.2.2, B7.2.3 e B7.2.4) foram
solubilizadas em cloroformio deuterado (CDCls) para analise de elucidagéo estrutural em
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN; NMR; Bruker Fourier 600 MHz ' H e 150 MHz
13C) e solubilizadas em metanol para analise em Espectrometria de massas (HRMS; ESI-
Qtof; AB Sciex TripleTOF5600+) (147).

3.3.2. Xylopia aromatica (Lam.) Mart.- uso de métodos classicos paraisolamento

Os extratos de X. aromatica foram reavaliados em larvas L3 de Ae. aegypti, € 0
extrato hexanico das folhas foi submetido ao fracionamento bioguiado utilizando técnicas

de cromatografia classica conforme demonstrado no figura 3 (148,149).
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Extrato bruto hexano
Xylopia aromatica - folha

SPE-Diol
Pré-fracéo A Pré-fracdo B Pré-fragéo C
(hexano) (acetato de etila) (metanol)

Atividade larvicida
Sephadex LH-20
Metanol

B1-12

Atividade larvicida

Coluna de silica por gradiente de solvente
(hexano, acetato de etila e metanol)

RMN e Espectrometria de massas

Acido entlabda- Spathulenol
8(17),13(16),14-trien-18-odico

Figura 3 - Fluxograma das etapas do fracionamento bioguiado de X. aromatica utilizando modelo classico.

O extrato hexanico 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), eluidos com hexano
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(A), acetato de etila (B) e metanol (C) (6 mL de cada solvente). A pré-fracéo ativa B (1,23
g) foi fracionada utilizando cromatografia de coluna aberta com fase estacionaria
Sephadex® LH-20 e metanol como fase movel, foram obtidas 12 fragdes (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
comparacao do perfil cromatografico em cromatografia em camada delgada (CCD). A
fracdo B3 foi fracionada em cromatografia aberta de silica utilizando um gradiente de
solventes: hexano, acetato de etila e metanol; as aliquotas obtidas foram reunidas em 7
novas fracdes (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 fracdo B3.2 foi submetida a analise analitica em
cromatografia liquida de alta eficiéncia e elucidagéo estrutural em RMN e HRMS. Esse
fracionamento bioguiado pelo teste larvicida permitiu o isolamento de um diterpeno. A
realizacdo do isolamento bioguiado escalonado permitiu também, o isolamento de um

sesquiterpeno (148,149).

3.3.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para andlise do perfil cromatogréafico foi utilizado HPLC Waters Breeze™, com as
seguintes especificagdes: coluna C18 SunFireTM, 4,6 x 150 mm; fluxo= 1 mL/min; volume
de injecdo= 15 pL; tamanho de particula= 5 um; bomba A= agua ultrapura e bomba B=
metanol 0,1% (v/v) ac. férmico. O método foi iniciado a 5% de B, mantendo-se isocrético
por 2 minutos, depois foi realizado gradiente até 100% de B em 30 minutos. A corrida
teve duracéo total de 40 minutos, uma vez que foram adicionados 10 minutos para

lavagem e estabilizagdo da coluna (149).

3.3.2.2 Massa Molecular e Elucidagéao Estrutural
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Foi preparada uma aliquota de 1 mg/mL da fracdo B3.2 solubilizada em metanol
para andlise em Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢cdo (HRMS; ESI-Qtof, AB
Sciex TripleTOF5600+) por infusdo direta e modo de aquisi¢do negativo. Foi calculada a
formula molecular utilizando o software online Molecular Weight Calculator® com
tolerancia de 5 ppm (erro). Para elucidacao estrutural as amostras foram solubilizadas
em cloroférmio deuterado (CDCI3) e analisadas em Ressonancia Magnética Nuclear
(Bruker Fourier 600 MHz *H e 150 MHz 13C) (149).

3.3.2.3 Avaliacao da Toxicidade em Peixe-zebra (zebrafish)

Foi realizado ensaio piloto de embriotoxicidade para avaliagdo de ecotoxicidade,
do diterpeno isolado, em peixe-zebra (Danio rerio). O teste foi realizado no
Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia (UnB) e aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal do Instituto de Biologia da Universidade de

Brasilia, sob numero de protocolo n.100226/2014.

Os peixes-zebra foram mantidos em aquarios com agua filtrada por osmose
reversa e carvao ativado, em sala climatizada com foto periodo de 12:12 horas (claro e
escuro). Os ovos foram coletados logo ap6s a desova, lavados, distribuidos
individualmente em placas de 96 pocos (um por poco) contendo a solucao teste (250
HL) para exposicao nos estagios iniciais de desenvolvimento. Para garantir a viabilidade
de cada ovo, esses foram analisados individualmente em estereoscopio (Stereoscopic
Zoom Microscope — SMZ 1500, Nikon Corporation) descartando os nao fertilizados e

com danos.

O teste foi baseado no protocolo n. 236 da Organizacao para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econdomico (Organization for Economic Co-operation and
Development - OECD), “Fish Embryo Toxicity (FET) test” (150). As solucfes foram
preparadas utilizando agua de cultivo a partir de uma solugcdo estoque em
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dimetilsulfoxido (DMSO), e utilizadas em sete concentracfes baseadas no valor de LCso
do diterpeno em larvas de Ae. aegypti (10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mg/L). Todas as
concentragbes foram testadas na mesma placa e para cada concentragdo foram
utilizados 10 ovos. Como controle negativo foi utilizada agua do sistema (n = 12),
controle interno de placa, agua do sistema e embrido (n = 12) e controle de solvente
solugdo DMSO 1% (n = 12). As placas foram mantidas em camara climética. O tempo

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

3.3.3. TESTES BIOLOGICOS Aedes aegypti

3.3.3.1. Manutencéo da Colbnia de Ae. aegypti

A col6nia de Ae. aegypti (cepa Rockefeller) foi mantida no Insetario ArboControl -
Laboratério Prof. José Elias de Paula/ Anexo do Laboratorio de Farmacognosia da
Universidade de Brasilia em condi¢des controladas de temperatura e umidade relativa
(27 °C £ 2°C; 80% + 10%) com fotoperiodo de 12 horas claro e escuro (figura 4).
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Figura 4. Sala de manutencéo da col6nia Rockefeller de Ae. aegypti. Fonte: arquivo do Laboratério de
Farmacognosia, UnB

Os ovos foram eclodidos utilizando camara a vacuo. As larvas eclodidas foram
transferidas para bandejas de plastico contendo agua e alimentadas com racéo de peixe.
As pupas foram separadas (machos e fémeas) utilizando estereomicroscopio e as gaiolas
foram montadas na proporcao de 3 fémeas para 1 macho. Os adultos foram alimentados
com solucdo acucarada (10% v/v) e as fémeas também com sangue de égua para

maturacédo dos ovos.

3.3.3.2. Teste larvicida

Para os testes larvicidas foram utilizadas placas de 12 pocos, em cada poc¢o foram
adicionadas 10 larvas no terceiro estagio (larvas L3), 3 mL de 4gua e 50 puL de amostra
(figura 5). As amostras foram diluidas em DMSO e a concentracao de teste variou entre
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extrato bruto, testados a 250 pg/mL; pré-fracbes e fracdes, testadas a 125 pug/mL; e
composto isolado a 25 pg/mL. A mortalidade foi avaliada e registrada em 24, 48 e 72
horas. Foram consideradas larvas mortas aquelas que ndo se movimentavam e nao
reagiam a estimulos. Os testes foram realizados em quadruplicata e como controle

negativo foi utilizado DMSO (50 puL por po¢o).

Figura 5. Placas de doze pocos contendo larvas L3 de Ae. aegypti, antes da aplicacdo das amostras. Fonte:
arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB.

As salas de teste foram mantidas nas mesmas condi¢cdes controladas da sala de
manutencado das colonias. 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 férmula de Abbott:

, X-Y
Mortalidade (%) = —~ 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. Determinacgéo de LCso em larvas de Ae. aegypti

Foram determinados os valores de LCso, isto €, concentracdo necessaria para
causar mortalidade em metade dos individuos expostos, do extrato hexanico das folhas
de X. aromatica, do composto ativo isolado (Acido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-
0ico) e das fragBes obtidas no estudo de A. crassiflora. Em todos os testes de LCso foram
aplicadas em cada replicata 50 pL de amostra solubilizada em DMSO, também utilizado

como controle negativo.

Os testes para avalicdo da LCso do extrato e do composto isolado de X. aromatica
foram realizados trés 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
concentragdes (300, 250, 200, 150, 100, 75, 50 e 25 pg/mL) em placas de 12 pogos
contendo 10 larvas L3 e 3 mL de agua em cada poco. Para o acido, foram testadas 5
concentragfes (125, 100, 75, 50 e 25 pg/mL) em copos de 50 mL contendo 20 mL de
agua e 25 larvas L3.

A avaliacdo da LCso das fracbes B7.2.1, B7.2.2, B7.2.3 e B7.2.4 foi realizada em
um Unico teste, devido a baixa quantidade de amostra. As concentragdes testadas foram:
100, 75, 50, 25, 10 e 1 pg/mL. O teste foi realizado utilizando placas de 12 pocos,
contendo 10 larvas L3 e 3 mL de 4gua em cada, e a leitura foi realizada apds 48 horas

de exposicao.

A curva de dose-resposta e os valores de LCso foram obtidos por analises em
GraphPad Prism 7°.
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3.3.3.3 Avaliagéo da Atividade Pupicida

A atividade pupicida foi avaliada apenas para compostos isolados, testados a 25
ug/mL. A atividade pupicida do composto sintético (capitulo 3) foi avaliada em placas de
12 pocos, em quadruplicata, com 10 pupas por poco. Para o diterpeno isolado de X.
aromatica, foram utilizadas 5 pupas por poco. Em ambos os testes, foram utilizadas

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

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Annona crassiflora Mart.- analises quimiométricas

A espécie A. crassiflora foi escolhida para realizacdo de um estudo modelo por
meio da utilizacdo de técnicas quimiométricas, que possibilita a identificacdo dos
compostos de interesse antes do isolamento. Essa medida favorece a execucédo de
pesquisas direcionadas para o isolamento somente de compostos ativos no alvo
estudado. No ambito do projeto ArboControl, o desenho desse modelo foi essencial, pois
somente no Banco de Extratos de Plantas do bioma Cerrado (Laboratério de
Farmacognosia, UnB) foram encontrados mais de uma centena de extratos ativos em Ae.

aegypti (147).

O fracionamento em fase solida dos extratos de A. crassiflora, resultou na
obtencdo de 16 pré-fracdes, sendo as pré-fracdes Arbo0038 - metanol, Arbo0039 -
acetato de etila e Arbo0040 - metanol desconsideradas ja que apresentaram massa
inferior a 5 mg (tabela 3). Adicionalmente, as pré-fracbes hexanicas foram
desconsideradas, tendo em vista, o baixo rendimento da maioria das fracbes e a

necessidade de um namero maior de amostras para a robustez da analise estatistica.
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Portanto, somente as 13 outras pré fracdes resultantes foram testadas em larvas de Ae.
aegypti e submetidas a analise em HPLC-DAD- MS/MS (147).

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

frag&o obtida.

Cdédigo 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! -
Arbo0039 Hexano 1,6 -
Arbo0039 Acetato de etila 861! -
Arbo0039 Metanol 64,5 0
Arbo0040 Hexano 31,1 -
Arbo0040 Acetato de etila 62,8 0
Arbo0040 Metanol 3,91 -
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 11 -
Arbo0044 Acetato de etila 32,9 32,5
Arbo0044 Metanol 36,9 0

IFracGes desconsideradas, massa < 5 mg. FracGes hexanicas desconsideradas.
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Das 13 amostras testadas, 6 foram ativas em larvas, uma vez, que apresentaram
mortalidade > 10% em 48 horas. As analises dos cromatrogramas gerados por DAD
(detector por arranjo de diodo) e dos cromatogramas de pico base (BPC) permitiram
observar a complexidade dessas fracdes e pequenas diferencas entre as fracfes ativas
e inativas, no entanto, essas diferencgas foram insuficientes para determinar com precisao
o tempo de retencdo (TR) dos compostos ativos (figura 6). Sendo assim, essa Unica

aquisicdo de dados foi utilizada para realizar as andlises quimiomeétricas (147).
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Figura 6- Cromatogramas de pico de base (BPC) e cromatogramas gerados por DAD (detector por arranjo
de diodo), das fracBes obtidas da particdo em SPE-Diol. Verde: inativas; vermelho: ativas. MeOH: metanol;
EtOAc: acetato de etila. BPC: observada diferencas entre as amostras ativas e inativas no tempo de
retencdo de ~ 30 min; DAD: similaridade entre as amostras ativas e inativas (tempo de reteng&o 20-30 min).
Adaptado de Demarque et al., 2020 (147).

As andlises estatisticas supervisionadas e ndo supervisionadas utilizaram apenas
dados de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) pré-
processados, isto é, sem fragmentacéo, na plataforma MetaboAnalyst®. Foram realizadas

duas analises multivariadas ndo supervisionadas, analise de componentes principais
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(PCA) e andlise hierarquica de agrupamentos (HCA); e uma analise supervisionada,

projecdo de minimos quadrados parciais para estruturas latentes (sPLS) (147).

Nas analises ndo supervisionadas, a atividade das fragfes foi desconsiderada.
Uma vez que essas amostras foram submetidas a apenas uma etapa de particdo, por
SPE, e sdo amostras de uma mesma espécie, a semelhanca quimica entre elas era
esperada, como observado nos cromatogramas (figura 6). No entanto, foi possivel
observar a diferenciacdo quimica dessas amostras utilizando as analises nao
supervisionadas (figura 7). Na HCA (analise hierarquica de agrupamentos) houve
diferenciacao entre os grupos, com excec¢ao da fracao acetato de etila Arbo0044, que foi
agrupada as fracoes inativas. No grafico da PCA (anéalise de componentes principais) foi
possivel observar que embora as fracdes ativas estivessem mais dispersas no plano,
ainda estavam restritas a uma area diferente; e as fracdes inativas estavam proximas e
concentradas na porcao direita do grafico, com os dois componentes sendo responsaveis

por 55% dessa variancia (147).

A B
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Figura 7- Gréficos das analises ndo supervisionadas. A: HCA; B: PCA. Fonte: Demarque et al., 2020
(147).

A andlise multivariada e supervisionada, conhecida como proje¢cdo de minimos

guadrados parciais para estruturas latentes (sPLS) foi fundamental na eficiéncia da
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separacdo dos grupos, uma vez que esta considera a atividade biol6gica das amostras
para realizacdo do agrupamento, maximizando as diferengas entres 0s grupos e
indicando os principais componentes (m/z e TR) responsaveis por essa diferenciacdo
definidos no VIP SCORE (figura 8). Essa técnica tornou-se importante na separacao de

amostras complexas e semelhantes, como essas amostras aqui testadas (147).
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Figura 8 — A: sPLS: andlise multivariada supervisionada que maximiza a separacao entre as amostras. Em
vermelho estdo as fracBes ativas e em verde, as inativas. B: VIP SCORE: apresenta o0s ions importantes
para separagéo dos grupos. Fonte: Demarque et al., 2020 (147).

A separacdo entre 0s grupos apresentada pela técnica supervisionada (figura 8)
foi visivelmente maior comparada com o grafico gerado pela analise de PCA (figura 7).
Além disso, o resultado dessa técnica foi importante para determinar o intervalo do tempo
de retencéo (TR) dos compostos responsaveis pela diferenciacdo dos grupos (29 - 32
min). O composto com m/z 661,4646 (30,5 min) (primeiro composto indicado na figura
8B) foi determinante na separacao entre 0s grupos e presente em maior intensidade nas

amostras ativas (147).

Os dados de LC-MS/MS foram utilizados para analise em GNPS que resultou na
formacdo de dois clusters conforme similaridade dos perfis de fragmentacdo dos ions
percussores (figura 9). As férmulas moleculares foram calculadas com erro maximo de 7

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

classe das acetogeninas (Css-Cao) (147).

. Ativo

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

Em um estudo realizado e publicado anteriormente a este trabalho, 34 extratos da
familia Annonaceae, incluindo o utilizado na realizacéo deste trabalho, foram submetidos
a andlise em HPLC-MS/MS, formatados e processados na plataforma GNPS para
desreplicacdo, onde foram reveladas as principais classes dos compostos ativos
presentes em extratos dessa familia, com destaque a classe dos diterpenos. Esse estudo
demonstrou mais uma vez a vantagem da utilizacdo desses recursos para determinar 0s
extratos mais promissores para obtencdo de compostos inéditos e/ou com atividade
inédita (148).

Tendo em vista os resultados supracitados, o extrato hexanico da madeira do
caule de A. crassiflora foi submetido ao isolamento bioguiado para confirmar a classe dos
compostos ativos indicados pelas analises quimiométricas. Primeiramente, o extrato foi

particionado em fase solida utilizando cartuchos de silica (SPE-silica) e trés sistemas
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eluentes (hexano-A, acetato de etila-B e metanol-C), essas duas Ultimas pré-fracdes
foram testadas (125 pg/ mL) e a fracdo acetato de etila (B) apresentou a maior atividade
(92,5% de mortalidade em 48 horas). A fracdo B foi submetida a purificagcdo em coluna
cromatografica de silica, e as fracbes obtidas foram analisadas por HPLC analitico,
resultando, segundo perfis quimicos observados, em 7 novas fracdes (B1-7). A fragédo
B7 apresentou a maior atividade larvicida (92,5% de mortalidade em 48 horas) e foi
submetida a purificagdo por Sephadex® LH-20 (Metanol) resultando em 6 novas fracdes
(B7.1 - 7.6), testadas em larvas e analisadas em HPLC analitico. A fracdo B7.2 (97,5%
de mortalidade em 48 horas) foi submetida a separagcdo em HPLC-preparativo resultando
em 4 fracbes (B7.2.1;B7.2.2; B7.2.3; B7.2.4). Devido a alta complexidade dessas fracdes
nao foi possivel realizar o isolamento (Figura 10), no entanto, foi possivel identificar os
compostos presentes nessas misturas através de analises de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HRMS) (apéndice A) e
como indicado pelas andlises quimiométricas, tratavam-se de acetogeninas. Essas

fracOes foram testadas em larvas e os valores de LCso estabelecidos (tabela 4) (147).

0.120 212nm
4 — B7.2.1
: —— B722
3 B7.2.3
0.100 B7.2.4
0.080:
0.060-
0.040
: 3 JZ\
0.0201
0.000]
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00

Minutes

Figura 10 - Cromatograma (212 nm) das acetogeninas em mistura. Adaptado de Dermaque et al., 2020
(147).
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As acetogeninas sdo compostos secundarios derivados de &cidos graxos de
cadeia longa, de origem policetidica, presentes em plantas da familia Annonaceae e
encontrados em diversos géneros como: Annona, Asimina, Uvaria, Rollinia e
Goniothalamus (Figura 11). Sdo compostos de cadeia longa (C35-39) que possuem anel
gama- lacténico terminal saturado ou insaturado, além de anéis de tetrahidrofurano (THF)
e grupos funcionais oxigenados (147,152,153). As acetogeninas séo classificadas de
acordo com a quantidade e o tipo de anel; e conforme a natureza do anel lactbnico
terminal (152). Neste estudo, foram encontradas acetogeninas com anel lacténico
terminal do tipo y- lactona a,B-insaturada, do tipo A- mono THF, B- bis THF com subtipo
la- sem substituicdo em C4 e 1b- grupo hidroxila em C4 (147,154).

WE?
15 /
O
i o ©o Rt

OH OH 0

Figura 11 - Exemplo da estrutura quimica de uma acetogenina. R=H, subtipo 1a annonacina; R=0OH,

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

Tabela 4 — Fracdes ao fim do fracionamento do extrato de A. crassiflora, acetogeninas identificadas pelas
andlises de RMN e valores de LCso de cada fracao.

Acetogeninas
. Dados de massas LC50
Fracbes (ug/mL)
Férmula m/z Erro (ppm)

C37HesOs+Na* 661,4636 2,9 10.4
B7.2.1 '

C37HesO9o+Na* 677,4570 51

Cs7HesOs+Na* 661,4631 3,6
B7.2.2 C3sHesOs+Na* 635,4476 3,6 9

C37HesO9+Na™* 679,4760 0,1
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CssHesaOs+Na* 635,4493 0,9
Cs7HesO7+Na* 645,4695 1,7
B7.2.3 CssHe207+Na” 617,4386 11 3,7
Ca7HesOs+Na* 663,4792 3,0
CsoH7009+Na* 705,4895 3,2
B7.2.4 Cs7HesOs+Na* 663,4788 3,6 6,4

A acetogenina Cs7HesOs+Na* indicada como o composto mais importante na
diferenciacdo entre os grupos (VIP SCORE) (figura 8) foi identificada nas fracdes,
juntamente com com outros dois compostos indicados por essa mesma andlise,
Cs7HesO9tNa* e C3gH7009+Na*. Portanto, a utilizacao das técnicas quimiomeétricas, além
de estabelecer informacdes importantes sobre a classe dos compostos ativos, pode ser
utilizada como estudo antecedente ao isolamento classico fornecendo informacfes

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

A atividade larvicida de acetogeninas de Annonaceae em Ae. aegypti ja foi relatada
na literatura. Essa atividade foi atribuida a capacidade desses compostos de inibirem a
respiracdo celular no complexo | (NADH: ubiquinona oxidorredutase), resultando em
apoptose (152,153,155).

A esquamocina, uma acetogenina bis-THF, apresentou atividade larvicida em Ae.
aegypti provocando alteracdes morfologicas e fisiologicas em diferentes células do
intestino e nas papilas anais de larvas L3. Esses diferentes mecanismos de acéo
favorecem a utilizagdo desse composto, uma vez que retarda o surgimento de
mecanismos de resisténcia (156,157). E quando avaliada a atividade desse composto
em predadores ndo-alvo e leucdcitos 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 sao
também conhecidas pela citotoxicidade em linhagens neoplasicas, e com mecanismo de
acdo desconhecido, representando desafio em sua utilizagdo para possivel
desenvolvimento de drogas antitumorais (152,159,160). A literatura relata ainda que, o
alto consumo de chas e frutas de espécies de Annonacea pode estar ligado a distUrbios
neurodegenerativos por inibicdo do complexo mitocondrial | (159). Portanto, a utilizacao
desses compostos no controle do vetor deve ser bem avaliada e diferentes testes

toxicoldégicos devem ser realizados.

No entanto, os resultados descritos corroboram com o objetivo principal
estabelecido de identificar compostos da familia 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 utilizacdo de técnicas estatisticas para observar a
diferenciacdo quimica de amostras ativas e inativas, e determinar 0s principais
compostos responsaveis por essa diferenciacao, para entéo realizar o isolamento desses
compostos utilizando técnicas classicas. Esse modelo publicado em 2020 (147) tem

atualmente 12 citacoes.

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

A atividade larvicida dos extratos de X. aromatica pertencentes ao Banco de
Extratos de Plantas do bioma Cerrado (Laboratério de Farmacognosia, UnB), foi avaliada,
resultando na sele¢éo de dois extratos ativos: etanélico da madeira da raiz (Arbo0064) e
hexanico 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 pg/ mL).

Codigo da amostra Droga vegetal Solvente Mortalidade (%)*

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

1Dados de mortalidade em 24 horas.

O extrato hexanico da folha de X. aromatica (Arbo0071) foi escolhido para
realizacéo desse estudo, tendo em vista a maior disponibilidade em massa desse extrato.
O extrato foi particionado em cartuchos de SPE-Diol utilizando trés sistemas eluentes,
hexano (A), acetato de etila (B) e metanol (C). Foi realizado o teste larvicida dessas pré-
fracbes na concentracdo de 125 pug/mL e avaliado os rendimentos. A pré- fracdo B,

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

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

Pré-fracao Mortalidade (%; 24 horas) Rendimento (%)
A 25 7,6
B 25 80,4
C 2,5 2,4

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

A pré-fracdo B foi submetida a fracionamento em coluna Sephadex® LH-20, onde
foram coletadas 357 fragBes, posteriormente combinadas em 12 fracdes (B1-B12) de
acordo com perfil apresentado em Cromatografia em Camada Delgada (CCD). O teste

larvicida indicou que as fracdes B2 e B3 foram as mais ativas, no entanto apenas a fracao
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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).

Fragao Rendimento (%)
B1 5.00
100+
I B 24 horas 82 1954
B3 4686
o 48 horas B4 1268
T B5 0,72
©

o B6 0.54
® 50- B7 0.13
g B8 13
= B9 0,50
X B10 0.62
B11 2.3
B12 13.45
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Figura 12 - Atividade larvicida em Ae. aegypti das fracdes obtidas na coluna de Sephadex® LH-20 testadas
a 125 ug/ mL. Fonte: Grossi SM, 2018 (149).

Foi realizada coluna de silica para fracionamento da fracdo B3, este procedimento
resultou na obtencédo de outras 7 fracdes, B3.1, B3.2, B3.3, B3.4, B3.5, B3.6 e B3.7,
sendo a fragdo B3.2 mais ativa e com maior rendimento (figura 13). Portanto, seu perfil
cromatografico foi avaliado em HPLC analitico que revelou a presenca de um Unico pico
(figura 14) (149).
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1007 Bl 24 horas Fragéo Rendimento (%)
48 horas B3.1 15,60
§ B3.2 28,98
2 B3.3 2,02
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Figura 13 - Atividade larvicida em Ae. aegypti das fragBes obtidas na coluna de silica testadas a 125 pg/mL
e o rendimento de cada uma delas. Fonte: Grossi SM, 2018 (149).

mAL

o5

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

Tendo em vista o perfil cromatografico da fracdo B3.2, esta foi preparada e

analisada em espectrometria de massas no modo negativo de ionizagao resultando em
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uma m/z de 301,2157 (+ 3,5 ppm) compativel com a formula molecular C20H2902 [M-H]
(Figura 15) (149).

~ @ IDA Survey from Daniel_Neg@2018-05-30.wiff (sample 11) - Arbo9A_0268
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Figura 15 — Espectro de massas obtido a partir da infusdo direta da fragdo B3.2. Fonte: Grossi SM, 2018
(149).

Obtida a massa e a provavel formula molecular da substancia com atividade
larvicida presente no extrato de X. aromatica, foram realizadas andlises de RMN (*H, *3C,
COSY, HMBC, HSQC, DEPT135Q), que juntamente com dados da literatura foi possivel
constatar que o composto ativo e isolado era um diterpeno labdano conhecido como
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Acido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-6ico (Acido Iso6zico), composto 1 (figura 16,

tabela 7 e apéndice B) (134,149).

Figura 16 - Férmula molecular composto 1, 4cido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-6ico (C20H3002).

-llllllllg

Tabela 7 - Dados de RMN *3C do composto 1 isolado (B3.2) comparado com dados da literatura.

Composto 1*

Acido entlabda-8(17),13(16),14-
trien-18-6ico* (134)

©| 5150 MH2) 5 (50 MHz)
1 37,8 37,8
2 18,4 18,4
3 37,1 37,1
4 47,5 475
5 49,5 49,5
6 26,8 26,8
7 37,9 37,8
8 1478 1478
9 56,4 56,4
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*Os experimentos foram realizados utilizando o solvente CDCls. C= carbono; & = deslocamento quimico.

Fonte: Grossi SM, 2018 (149).

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

composto para realizacdo dos testes bioldgicos (LCso e toxicidade) foi realizado

escalonamento que resultou na obtencdo 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 - Férmula molecular composto 2, espatulenol (CisH240).

Tabela 8 - Dados de RMN *3C do composto 2 isolado, comparado com dados da literatura

Composto 2*

Espatulenol* (161)

C 5 (50 MHz)
& (150 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 CDCI3. C= carbono; & = deslocamento quimico

A atividade larvicida desses compostos foi avaliada na concentragdo de 25 pg/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, ndo foi

observada nenhuma mortalidade.

Tabela 9 -. Atividade larvicida dos compostos 1 e 2 testados a 25 pg/mL, em larvas de Ae. aegypti.

Mortalidade Mortalidade
Composto . .
(média em %; 24 horas) | (média em %; 48 horas)
Acido entlabda-8(17),13(16),14-trien-18-6ico 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 LCso (figura 18 e tabela 10).
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Figura 18 - Curva dose-resposta. A: valores do extrato bruto hexanico das folhas de X. aromatica. B: valores
do composto 1. Fonte: Fonte: Grossi SM, 2018 (149).

Tabela 10 - Valores de LC50 (ug/mL) do extrato bruto hexanico da folha de X. aromatica e do composto 1.

Amostras | LCso(24 horas) | LCso (48 horas) | LCso (72 horas)

Arbo0071? 125,9 81,8 60,46

Composto 1 85,3 63,68 47,7

1 Extrato bruto hexanico da folha de X. aromatica.

A partir dos valores de LCso do extrato e do composto 1, pode-se observar que
ambos sdo dose e tempo de exposicdo dependente. Além disso, a comparacado dos
resultados indica que o composto isolado € responséavel pela atividade larvicida do

extrato, uma vez que quando isolado a taxa de mortalidade € superior (148).

Tendo em vista a atividade do composto 1 e seu valor de LCso, foi realizado teste
para avaliacdo da toxicidade em peixe-zebra. A realizacdo de testes de toxicidade
utilizando peixe-zebra representa uma vantagem, uma vez que esses organismos
apresentam rapido desenvolvimento embrionario, sdo transparentes, o que permite facil
observacdo sem necessidade de utilizacdo de técnicas invasivas. Sao testes facilmente
reprodutiveis, de facil manutencdo de facil reprodutibilidade, e principalmente, séo

organismos que possuem cerca de 70% de homologia com genoma humano (162). O
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composto 1 apresentou alta atividade toxica, com 100% de mortalidade em todas

concentracdes testadas.

O composto 1, também conhecido como Acido Isoozico, € um diterpeno com
esqueleto labdano encontrado como metabdlito secundario em outras espécies e familia
de plantas, como na familia Fabaceae em diferentes espécies de Hymenaea, H. courbaril
L. (163) e H. Stigonocarpa Mart. ex Hayne (164), na familia 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 presenca desse acido em X. aromatica ocorreu em 1999 (134)
e até o momento ndo foi relatada atividade em Ae. aegypti. Portanto, esse estudo
representa a primeira avaliagdo da atividade larvicida do Acido Isoozico e a primeira
avaliacdo da toxicidade em organismos nédo-alvo. Os resultados aqui apresentados
revelaram que devido a toxicidade observada em peixes-zebra, atividade larvicida ndo é
seletiva, o que torna a utilizacdo desse composto no combate ao vetor uma desvantagem,

uma vez que apresenta riscos.

Embora, a atividade toxica apresentada por esse composto represente uma
desvantagem em sua utilizagéo, a alta quantidade isolada, a facilidade na extragao e a
presenca de um grupamento carboxila tornam favoravel a realizacado de novas pesquisas
visando o desenvolvimento de compostos semissintéticos a partir do acido isoozico
(composto 1), buscando proporcionar maior atividade e seletividade aos compostos
gerados. Portanto, torna-se interessante a obtencdo de uma amida a partir da
condensacao com uma amina, tendo em vista a ampla atividade biol6gica apresentada

por essa classe de compostos (167-169) (figura 19).
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Figura 19- Esquema reacional proposto para realizagdo de uma semissintese a partir do composto 1.
Método de semissintese adaptado de Demarque e Merten, 2017 (170).

O composto 2, conhecido como Espatulenol € um sesquiterpeno presente em
Oleos essenciais de diversas espécies (164,171,172). A presenca desse composto em
Oleos essenciais de X. aromatica ja foi relatada e o 6leo da folhas apresentou potencial
atividade antimicrobiana (131). Estudos de 6leos essenciais contendo alta quantidade
desse composto revelaram diferentes atividades bioldgicas, como anti-inflamatoria,

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-
inflamatoria, antiproliferativa e antimicobacteriana (173). Embora em muitos estudos a
atividade larvicida de 6leos essenciais seja relacionada a alta concentracdo desse
composto (163,174-176), nosso estudo permitiu evidenciar que isoladamente o
Espatulenol (composto 2) testado a 25 pg/mL ndo apresentou atividade em larvas L3 de
Ae. aegypti. No entanto, a baixa quantidade obtida, ndo permitiu a realizacdo de outros

testes em concentragcées maiores.

3.5 CONCLUSAO

3.5.1 Annona crassiflora Mart.- andlises qguimiométricas

Este trabalho representa o primeiro estudo encontrado na literatura utilizando
técnicas quimiométricas baseadas em dados de HPLC-MS/MS, para identificar os
compostos responsaveis pela atividade larvicida de extratos de A. crassiflora. Para esse
estudo, uma Unica aquisicado de dados foi realizada e analisada em diferentes plataformas
(MetaboAnalyst e GNPS).

As técnicas quimiométricas empregadas foram importantes na identificacdo dos
compostos diferenciadores das pré-fragbes com atividade larvicida em Ae. aegypti,
embora as amostras apresentassem perfil quimico complexo. As analises estatisticas
guimiométricas, associadas ao processo de desreplicacdo utilizando o banco de dados
GNPS, revelaram que esses compostos diferenciadores pertenciam a classe das
acetogeninas. Esse resultado foi confirmado pelo isolamento classico, onde cinco dos

compostos anotados a partir do GNPS foram isolados em forma de mistura.

A atividade larvicida de acetogeninas em Ae. aegypti ndo representa um resultado

inovador, uma vez que sdo encontrados estudos na literatura. Todavia, comprovada a
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efichcia da utilizacdo de técnicas quimiométricas, essa linha de trabalho inspirou o
desenvolvimento de outros projetos do laboratério (177,178), que utilizaram essas
técnicas para aprimorar e acelerar a identificacdo de compostos com atividade em Ae.
aegypti. Além disso, esse modelo publicado em 2020 parece inspirar outras pesquisas
(12 citagbes em 1 ano). A realizag&o de estudos de compostos naturais utilizando essas
técnicas torna-se vantajosa uma vez que acelera o processo de identificacdo, determina
0s extratos de maior interesse de pesquisa, reduz custos, além de evitar a realizacdo de

trabalhos exaustivos e ja conhecidos.

3.5.2 Xylopia aromatica (Lam.) Mart.- uso de métodos classicos para isolamento

O isolamento bioguiado do extrato hexanico da folha de X. aromatica utilizando
métodos classicos resultou na obtencdo de dois compostos terpénicos, Acido Isoozico e

Espatulenol.

Este estudo representa a primeira identificacéo da atividade do Acido Isoozico em
larvas L3 de Ae. aegypti e o primeiro relato da atividade toxica em peixes-zebra. Embora
a atividade toxica inviabilize a utilizacdo desse composto no combate ao vetor, a
realizacdo de semissinteses é favorecida tendo em vista a alta quantidade de composto
isolado, facilidade do isolamento e caracteristicas estruturais. Portanto, novas pesquisas
a partir desse acido devem ser desenvolvidas para encontrar compostos ativos no

organismo-alvo e ambientalmente seguros.

Na literatura séo relatadas atividades em Ae. aegypti de 6leos essenciais ricos em
Espatulenol. No entanto, este estudo representa a primeira avaliacdo deste composto em
larvas L3 de Ae. aegypti, apesar deste ndo ter apresentado atividade larvicida na
concentracao testada. Ressalta-se que quantidade insuficiente obtida do composto nao
permitiu a realizacdo de testes em concentracdes maiores, portanto a possivel atividade

nao deve ser descartada e novos testes devem ser realizados.
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4 CAPITULO 2 - DOCKING MOLECULAR NO ESTUDO DE AMIDAS COM
POTENCIAL ATIVIDADE EM Ae. aegypti

4.1 INTRODUCAO

O controle de arboviroses, como dengue, Zika e chikungunya, € realizado
principalmente por inseticidas quimicos, no entanto, a alta prevaléncia de populacées de
mosquitos resistentes a esses produtos representa um desafio ao controle dessas
doencgas (14). Os dois principais mecanismos de resisténcia sdo resisténcia metabdlica

e resisténcia do sitio-alvo (10).

A resisténcia do sitio-alvo ocorre devido a muta¢gdes nos sitios de ligagdo das
proteinas alvo, resultando na diminuicdo da afinidade do receptor pelo inseticida e
consequentemente levando a resisténcia (21,179). Esse tipo de resisténcia ocorre nos
canais de sodio dependentes de voltagem e é conhecida como resisténcia de knockdown.
Exemplos desse mecanismo de resisténcia é 0 que ocorre com os inseticidas DDT e
piretroides (21). A resisténcia metabdlica ocorre devido ao aumento da atividade de
enzimas de desintoxicacdo, que podem atuar no metabolismo, no sequestro e na

excrecdo de inseticidas. Esse mecanismo € responsavel pela resisténcia a

organofosforados, piretréides e organoclorados (14,21).

A glutationa S-transferase é uma importante familia de enzimas de desintoxicacéao,
sdo capazes de catalisar a conjugacao da glutationa com compostos lipofilicos, o que
altera sua solubilidade, facilitando sua excrec¢ao (180). A desintoxicagédo do DDT, gerada
por enzimas dessa familia, ocorre devido a reacbes de desidrocloracdo, que geram
metabdlitos menos toxicos (181). ReagbBes de conjugacdo da glutationa com
organofosforados catalisadas por essas enzimas também s&8o responsaveis pela
desintoxicacdo desses inseticidas pelos insetos. Em relacdo aos piretrdides, essas

enzimas ndo atuam diretamente no seu metabolismo, mas por desintoxicacdo de
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produtos de peroxidacéo lipidica induzida por esses inseticidas, e também por sequestro

desses compostos (181,182).

Essas enzimas sao classificadas em trés grupos principais conforme sua
localizacdo dentro da célula: citosdlicas, microssomais e mitocondriais. Nos mosquitos,
sdo encontradas apenas enzimas citosélicas e microssomais (183). No entanto, as
enzimas microssomais nao interferem no metabolismo de inseticidas (181). Existem seis
classes de enzimas citosdlicas encontradas em insetos: Sigma, Delta, Theta, Omega,
Zeta e Epsilon (180,184). Sendo Delta e Epsilon especificas de artropodes (180). As
enzimas Epsilon desempenham um importante papel na desintoxicacdo desses insetos
(185).

Tendo em vista que a resisténcia 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 resisténcia (186—
188). Neste sentido, a utilizacdo 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

possiveis interagdes 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 familia de compostos (167-169,191,192). Primeiramente foi
avaliada a afinidade desses compostos frente a uma importante enzima de
desintoxicacdo relacionada a resisténcia a inseticidas quimicos, a glutationa S-
transferase Epsilon 2 de Ae. aegypti (AaGSTE2) (193). As amidas que apresentaram
baixa afinidade a esta enzima foram avaliadas frente a trés 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 especificos

e Realizar triagem das amidas obtidas por avaliacdo da afinidade pelo sitio de
ligacdo da AaGSTE?2

e Avaliar a afinidade das amidas restantes nos sitios das enzimas alvo: AaAChE1,
AaFKBP12 e AamJHBP

e Avaliar a afinidade a AaGSTE2, AaAChE1, AaFKBP12 e AamJHBP dos inseticidas
sintéticos: Malation, Temefds, DEET e Transflutrina

e Determinar as amidas mais promissoras para o controle do mosquito

e Destacar a interacdo intermolecular entre as amidas promissoras (aquelas que
apresentaram baixa afinidade a enzima de desintoxicagcdo AaGSTE2 e alta

afinidade aos demais alvos avaliados) e o sitio alvo das trés enzimas

4.3MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Preparacgao 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 quimicas

no software Standardizer da ChemAxon®, adicionando-se os hidrogénios explicitos,
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aromaticidade, retirando-se 0s sais e realizando-se clean 2D e 3D. As estruturas

desenhadas foram salvas em um diretério no formato .sdf*.

4.3.2 Preparacéo dos compostos padrao

No banco de dados de quimica PubChem foram obtidas as estruturas quimicas
dos compostos utilizados como padrao (inseticidas comerciais: Malation, Temefés, 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 Preparagao 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 proteina de ligacdo odorante (OBP) de Ae.
aegypti (AmJHBP) (ID PDB: 5V13) foram recuperadas no Protein Data Bank — PDB.
Todos os ligantes, ions e moléculas de agua 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
(AaGSTEZ2), como estratégia de triagem de amidas que possam escapar do mecanismo

de resisténcia inseticida atribuido a essa enzima. A triagem foi realizada utilizando o
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software Molegro Virtual Docker® versdo 6.0.1 (MVD). O sitio de ligagdo da enzima foi
definido através das interacdes moleculares entre o ligante co-cristalizado (Glutationa) e
os residuos de aminoécidos. O grid foi ajustado de modo a englobar todo o sitio ativo. Os
resultados obtidos em valores de energia de ligacédo (KJ.mol!) passaram por consenso
e as amidas foram selecionadas de acordo com as poses de consenso acima de 10, o

gue caracteriza pouca ou nenhuma afinidade.

As amidas que apresentaram a menor afinidade com a enzima AaGSTE2 foram
submetidas entdo a novo docking molecular com as enzimas de interesse: AaAChEL,
AaFKBP12 e AmJHBP. Todo o processo de definicdo de sitio ativo e grid foi analogo ao
anterior. As amidas selecionadas nessa etapa foram as que apresentaram melhor média

de consenso (menor que zero).

4.3.3.1 Andlise consenso

A andlise de consenso foi realizada através do método da média das pontuacdes
em escala automatica (AASS) (194), onde todos os valores de energias de ligacao
obtidos para cada enzima foram normalizados dividindo-se os valores de energia de
ligacdo de cada molécula ancorada pelo menor valor de energia presente entre eles.
Apoés a normalizacao, foi realizada a média entre os valores de energia obtidos em trés
funcdes de pontuacao 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 funcdo da média consenso.

4.3.3.2 llustracoes
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As ilustracdes das interacfes entre os ligantes e os residuos de aminoécidos foram

realizadas através do MVD.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na pesquisa realizada no Banco de dados ChemBL foram encontradas 28.691
SMILES de amidas, que foram desenhadas e avaliadas primeiramente pela afinidade a
enzima AaGSTE2 (figura 20). O intuido desta avaliacdo foi descartar aqueles que
apresentaram afinidade a essa enzima e que portanto, consequentemente, ndo seriam
eficientes no controle do vetor, uma vez que sao enzimas envolvidas no desenvolvimento

de resisténcia metabdlica e poderiam levar a rapida resisténcia cruzada (181,195).

FROS56
L, 67

VALZ-

Ay

HIS52

Figura 20 - Sitio de ligacdo da AaGST do tipo épsilon 2 (AaGSTe2) (Residuos: 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 ligacao positiva,

mesmo apos docking consenso entre as trés funcdes 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 ligacdo com o sitio ativo da AaGSTE2 (tabela 11).

Tabela 11- Ordem das amidas que apresentaram a maior média consenso para AaGSTE?2

Ordem/
Estruturas Consenso
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Como controle e para comprovar mais uma vez a resisténcia encontrada para 0s

inseticidas comerciais, a afinidade de Malation, Temefds, 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 ligacdo ao

sitio ativo.

Malation e Temefés sdo organofosforados utilizados no controle de larvas e
adultos, respectivamente. A alta atividade de AaGSTE?2 foi associada a resisténcia ao
larvicida Temefos, de diferentes populacdes de Ae. aegypti (183,185). No entanto, para
o adulticida Malation foram encontrados baixos niveis de resisténcia, relatados em
algumas regides (21,196-198). Essa alteracao pode estar relacionada ao estagio de vida
do mosquito em que esse inseticida atua, demonstrando que embora esses inseticidas
apresentem o mesmo mecanismo de agdo ndo existe resisténcia cruzada entre eles
(199). Ainda, nosso estudo demonstrou que o Malation € capaz de interagir com a enzima
AaGSTE?2 e portanto, 0 aumento do seu uso pode levar tanto ao aumento do nivel de

resisténcia quanto ao aumento da distribuicdo desta resisténcia (200).
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Transflutrina € um piretroide de curta duracdo, que em baixas doses é utilizado
como repelente e inseticida. Porém, a resisténcia cruzada entre populacées de mosquitos
resistentes aos demais inseticidas dessa mesma classe (piretroides) jA& é conhecida
(201), e essa resisténcia aos piretroides é distribuida mundialmente. Em algumas
populacfes, 0 mecanismo de resisténcia metabolica relacionada a alta atividade de GST

esta associada a resisténcia cruzada dessa classe com o DDT (202—-204).

DEET (N,N-Diethyl-3-methylbenzamide) € o repelente tdpico conhecido como
“padrao ouro” até hoje, mesmo sendo comercializado ha muitos anos (205). Na literatura,
um estudo realizado utilizando células clonais de larvas neonatais (C7-10) de Aedes
albopictus revelou que a nivel celular, o tratamento com DEET levou ao aumento da
atividade das enzimas GST (206). No entanto, este estudo representa a primeira relacao

direta entre esse inseticida e AaGSTE2.

Ainda que mais mecanismos estejam envolvidos no desenvolvimento de
resisténcia (207), a triagem realizada utilizando a AaGSTE2 representa uma vantagem
no desenvolvimento de novos inseticidas. Assim, 0s 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 as 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- Sitio de ligacdo da AaAChE1 (Residuos: TYR337, PHE338, TYR341, TRP 86, TYR124, TRP286
e “CYS295”). Imagem gerada utilizando o software Molegro Virtual Docking (ID PDB: 5FUM).

A aceticolinestarese 1 (AaAChEl) € o principal alvo dos inseticidas
organofosforados e carbamatos. Ainda que esses inseticidas sejam amplamente
utilizados, até hoje ndo foram encontradas mutacdes nessas enzimas de Ae. aegypti que
estejam associadas ao desenvolvimento de resisténcia (199). Embora essas enzimas
sejam encontradas tanto em insetos quanto em mamiferos, a presenca de um residuo,
conhecido como residuo de cisteina especifico de insetos, torna esse alvo importante

para o desenvolvimento de inseticidas seletivos e seguros (208).
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Figura 22 - Sitio de ligacdo da AaFKBP12 (Residuos: ARG53, ILE57, VAL56, TRP60, TYR27, ASP38,
TYR83, GLY84, SER85, ARG86, PR0O94). Imagem gerada utilizando o software Molegro Virtual Docking
(ID PDB: 3UQl).

As proteinas FKBP desempenham papel importante na sinalizacdo biologica,
como sinalizacdo de calcio, apoptose e protecdo 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 funcdes importantes como o dobramento de proteinas, estabilidade,
atividades neuroprotetoras, atividade chaperbnica, homeostase do calcio, atividades
neurotréficas, entre outras. Isso a torna um alvo para medicamentos imunossupressores
(210). Estudo realizado por Rajan et al. (210) destacou importantes diferencas entre a
FKBP12 de humanos (HsFKBP12) e do vetor (AaFKBP12). Os autores demonstraram:
(i) a presenca de um residuo adicional de metionina no N-terminal da AaFKBP12; e que
(i) na regido do sitio alvo, o residuo ILE76 (em humanos) na proteina é substituido pelo
residuo CYS77 (no vetor). Essas diferencas tornam a AaFKBP12 um alvo potencial para
o controle do vetor (209,210).
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Figura 23 - Sitio de ligacdo da AamJHBP (Residuos: 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 relevancia para o
desenvolvimento de inseticidas, sdo as proteinas de ligagdo odorante (OBPS)
encontradas nos tecidos quimiossensoriais do vetor, que desempenham importantes
funcdes envolvendo os receptores odorantes, como, a realizagdo do transporte dos
ligantes, modulacdo da sensibilidade e encerramento da transmissédo do sinal (211).
Esses receptores sdo importantes para comportamentos de alimentacdo, sobrevivéncia
e reproducéo (212). A proteina 22 (AeOBP22) exerce funcdo importante relacionada a
comportamentos de localizacéo e sele¢édo do hospedeiro sanguineo, sendo expressa nas

antenas, glandula salivar e tecidos reprodutivos masculinos (213).

Outra proteina importante, pertencente a essa familia, é a proteina de ligacdo ao
horménio juvenil (MJHBP). Essa proteina é semelhante a proteina salivar D7 que também
€ uma OBP. A proteina D7 previne a rapida resposta inflamatéria do hospedeiro, o que é
essencial na alimentacéo de sangue (214,215). A proteina de ligagdo ao horménio juvenil
de Ae. aegypti (AamJHBP) foi encontrada na hemolinfa de pupas e mosquitos adultos. E
um ligante especifico do hormdnio juvenil, que por sua vez é essencial para maturacao
dos ovérios e na regulacdo da estado nutricional e desenvolvimento reprodutivo do
mosquito (215,216).
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A partir do acoplamento das amidas com o sitio de ligacdo dessas trés enzimas
alvo (AaAChE1l, 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

sitios alvos dessas trés 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

7 2 4

6 4

5 12 10

2 5 3

12 10
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As amidas 11 e 8 obtiveram os melhores valores de média de consenso para as
trés enzimas alvos. O que sugere uma possivel atividade multialvo, uma vantagem no
controle do vetor, uma vez que seriam mais eficientes (217), e jA demonstraram serem
capazes de superar a resisténcia mediada pela atividade da enzima GST. Além disso, a
afinidade com essas trés enzimas torna-se vantajosa quando considerada a resisténcia
ao sitio alvo, uma vez que, seria necessario o desenvolvimento de resisténcia nos trés

diferentes sitios.

Foram obtidos os valores das energias de ligagdo das amidas 11 e 8, dos
compostos padrdo (malation, temefés, DEET e transflutrina) e dos ligantes co-

cristalizados para cada alvo de acordo com a funcdo Moldock Score (tabela 13).

Tabela 13- Energias de ligacdo das amidas 11 e 8, ligantes co-cristalizados, inseticidas: malation, temefds,
DEET e transflutrina com cada uma das enzimas.

Identificacdo Energia de ligagdo (KJ/mol)
AaAChE1l AaFKBP12 AamJHBP GST
11 -183.9 -146.8 -195.2 -
8 -183.7 -140.0 -194.7 -
Ligantes co-
erietalizadine -134.9 -46.5 -118.5 -
Malation -74.6 -58.2 -79.0 -77.1
Temefds -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(AaAChE1l); isomerase AaFKBP12; proteina de ligagdo ao horménio juvenil
(AamJHBP); Glutationa-s-transferase (GST) de Ae. aegypti.

Os compostos 11 e 8 apresentaram as menores energias de ligacdo dentre os
treze compostos testados frente as trés enzimas alvo (AaAChEl, AaFKBP12 e
AamJHBP). As diferencas energéticas entre os acoplamentos de 11 e 8 e os ligantes co-
cristalizados também enfatizaram a alta afinidade das referidas amidas pelos sitios de

ligacdo das trés enzimas de interesse. Além disso, diferentemente das amidas, todos 0s
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inseticidas sintéticos apresentaram afinidade & GST e afinidades menores pelas enzimas
de interesse para atividade inseticida (AaAChE1, AaFKBP12 e AamJHBP).

Os tipos de interagcdes intermoleculares envolvidos no processo de acoplamento
entre os ligantes 11 e 8 e os residuos de aminoacidos dos sitios de ligacdo das enzimas

alvo podem ser observados da figura 25.
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Figura 25 - InteragBes de hidrogénio entre 11 e 8 e AaAChE1 (A-B), AaFKBP12 (C-D) e AamJHBP (E-F).
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Foram observadas interacdes de hidrogénio entre as amidas e as enzimas
avaliadas. Para obtencéo desse tipo de interacdo, observa-se a importancia da carbonila,
da funcdo amida e do anel pirazol. Considerando as interagbes dos compostos com a
enzima AaAChE1l, foram observadas interacbes de hidrogénio com os residuos de
aminoacidos TYR124 e TRY72, tanto para a amida 11 quanto para a amida 8. No entanto,
apenas o residuo TYR124 foi observado no sitio ativo quando realizado o acoplamento
com o ligante co-cristalizado. O mesmo foi observado na interacdo da amida 11 com a
enzima AamJHBP, onde o composto foi capaz de interagir com dois residuos, TYR 64 e
TYR148, sendo apenas o primeiro encontrado no sitio ativo. Para a mesma enzima, foi
observada interacdo da amida 8 com o residuo TRP 53. Finalmente, para a enzima
AaFKBP12 foram observadas interacbes com dois residuos de aminoacidos

pertencentes ao sitio ativo, TYR83 para amida 11 e ILE 57 para amida 8.

Embora esses compostos sejam capazes de interagir com poucos residuos de
aminoacidos encontrados no sitio alvo, a energia de ligagdo necessaria € muito menor
do que a energia necessaria para ligacdo com o ligante co-cristalizado, portanto,
teoricamente, esses ligantes apresentariam maior estabilidade e em uma competicao
pelo sitio ativo, poderiam apresentar maior afinidade e finalmente melhor atividade
biologica (218).

Estudos computacionais sao importantes no desenvolvimento de novos farmacos,
no entendimento do mecanismo de acdo e na compreensdo da relacdo estrutura-
atividade. A alta quantidade de estudos que descrevem diversos compostos com
atividades bioldgicas e a definicdo dos alvos moleculares permite a elaboracdo de
estudos de triagem considerando toda uma familia de moléculas, como aqui apresentado
(189). No entanto, o docking molecular apresenta vantagens por ser um estudo rapido,
gue permite obter resultados predizendo o modo e a energia (intensidade) de interacao
entre o receptor e o ligante, e ainda, indicando onde ha a flexibilizagdo do ligante
(219,220).

Para a continuidade da pesquisa torna-se interessante a realiza¢cdo de mais um

estudo computacional conhecido como dinamica molecular. Este permitira, observar as
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interacdes dinamicas intra e intermoleculares, considerando diferentes escalas de tempo,
onde o dobramento da proteina é observado. Assim, teremos, a descricdo mais precisa
sobre as energias envolvidas. Ainda, a realizagdo de estudos biolégicos contribuiria na
determinacao da relacéo da estrutura-atividade, determinando as estruturas moleculares
mais importantes utilizadas como base para sintese de novos compostos de menor

complexidade e finalmente obtencao de hits. (190,219-221).

4.5 CONCLUSAO

Neste estudo, foram realizadas triagens virtuais para avaliacdo da afinidade de
amidas sintéticas e naturais em quatro alvos moleculares. Primeiramente, considerando
a alta prevaléncia de populacdes resistentes de Ae. aegypti e a necessidade da obtencéo
de novos inseticidas, a afinidade desses compostos foi avaliada em uma importante
enzima de desintoxicacdo, a glutationa S-transferase Epsilon 2 (AaGSTE2), e
posteriormente em outros trés alvos, aceticolinestarese 1 (AaAChE1l), a isomerase

AaFKBP12 e proteina de ligacdo ao horménio juvenil (AamJHBP).

A metodologia aplicada permitiu evidenciar a alta afinidade entre AaGSTE2 e os
inseticidas quimicos utilizados, malation, temefés, transflutrina e DEET, evidenciando a
atuacdo dessa enzima em populacdes 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 resisténcia. Duas
dessas amidas (8 e 11) com estruturas quimicas complexas e similares apresentaram
alta afinidade as enzimas alvo (AaAChEl, AaFKBP12 e AamJHBP), com valores de
energia de ligacdo menores do que os ligantes co-cristalizados e os inseticidas quimicos.
Ainda, foi observada interacdes de hidrogénio entre essas amidas e o sitio alvo das

enzimas de interesse no desenvolvimento de inseticidas.
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Amidas sdo conhecidas por apresentarem ampla atividade biolégica, portanto a
utilizacdo de técnicas computacionais, como a triagem virtual por docking molecular,
permitiu a avaliagdo de diversas moléculas sobre importantes alvos biologicos de Ae.
aegypti, resultando em duas moléculas potenciais, 0 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 a estudos envolvendo dindmica molecular e associados
atestes in vitro e in vivo para determinar a atividade em Ae. aegypti e a relacéo estrutura-

atividade.

5 CAPITULO 3 — SINTESE DE COMPOSTO BISNITRILICO COM ATIVIDADE
LARVICIDA EM Ae. aegypti

5.1 INTRODUCAO

Compostos heterociclicos sdo conhecidos por apresentarem ampla atividade
biologica (222,223). Nesse contexto, destaca-se a atividade de compostos contendo
anéis pirimidinicos com atividade antimicrobiana, antirretroviral, leishmanicida, anti-
inflamatoria e inseticida (223—-226) Para obtencao desses compostos existem diversas
estratégias sintéticas, sendo uma dessas a condensacao de bisnitrilas com arilamidinas,
como as benzamidinas (224,227). Um exemplo é a reacdo de condensacdo de
knoevenagel. Esta € amplamente utilizada para formacao de ligacdes do tipo C=C, para
obtencdo de compostos intermediarios, produtos finais, farmacos e polimeros, sendo

bastante utilizada para obtencédo de intermediarios bisnitrilicos (228—-230).

Considerando a importancia dos compostos binitrilicos para obtencéo de diversos
compostos pirimidinicos e a atividade relatada destes compostos em Ae. aegypti, foi

realizada sintese de um composto bisnitrilico a partir da reacdo de condensacédo de
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Knoevenagel entre um aldeido e malononitrila em meio bésico utilizando piperidina como

catalizador.

5.20BJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo sintetizar um composto bisnitrilico e avaliar sua

atividade em larvas do terceiro estagio (larvas L3) do mosquito Ae. aegypti.

5.2.1 Objetivos especificos

e Realizar a sintese do composto bisnitrilico.
e Determinar a estrutura quimica do composto obtido por RMN de 'H e 3C e
espectrometria de massas (UPLC-MS/MS).

e Avaliar a atividade larvicida e pupicida do composto.

5.3MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Sintese do composto bisnitrilico

Em um baldo de fundo redondo, quantidades equimolares (3,1 mmol) dos
reagentes, aldeido trans-p-Metoxicinamaldeido e malononitrila, foram adicionadas e
solubilizadas em 30 mL de metanol. Apés total solubilizacdo dos reagentes, 10 gotas de

piperidina (agente condensante) foram adicionadas, o que levou a formagédo de um
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precipitado (186,187). O meio reacional foi mantido sob agitagéo constante a temperatura
ambiente (figura 26). A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
(CCD), eluida com o sistema hexano: acetato de etila (1:1), revelada utilizando luz UV
(254 nm) e acido fosfomolibdico. Constatada a formacao do produto, o meio reacional foi
submetido a baixa temperatura (-20 °C) e posteriormente filtrado a vacuo em funil de
Buchner. O precipitado foi preparado para analises de RMN e espectrometria de massas,
e a porcao liquida descartada. Constatada a formacado do composto, foi realizado o

célculo do rendimento, considerando a quantidade molar.

Figura 26 - Sintese do composto bisnitrilico. A: reagentes solubilizados em metanol, piperidina adicionada
e meio reacional mantido sob agitacdo magnética constante e temperatura ambiente. B: meio reacional
filtrado sob presséo reduzida. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB.

5.3.1.1 Sintese escalonada do composto bisnitrilico

Para obtencdo do composto em maior quantidade, foi realizada reacdo seguindo
0 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 liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometro de
massa (UPLC- MS/MS)

Apoés analise da pureza cromatografica por CCD dos produtos obtidos nas
reacles, estes foram submetidos a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo UPLC-MS/MS ESI-QTOF Bruker Daltonics.
Para obtenc¢éo dos perfis, foi utilizada coluna cromatografica de fase reversa C18 (100 x
2,1 mm x 1,8 um). A fase mével do sistema foi estabelecida com acetonitrila na bomba B
e agua ultrapura Milli-Q na bomba A, ambas contendo 0,1% de acido formico. A vazao
da fase movel foi mantida em 0,5 mL/min e a temperatura do forno foi de 40°C. Um
gradiente de polaridade iniciando-se com 5% de B, atingindo 100% B ao longo de 16
minutos foi utilizado para tais analises. Os parametros do espectrdmetro de massas
incluiram a temperatura da fonte de ionizacdo em 200 °C, a voltagem do capilar em 4500
V, 0 gas nebulizador a 4 bar e 0 gas 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 ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para elucidacao estrutural o composto sintetizado foi solubilizado em metanol-d
deuterado (CD3OD) e submetido a analise em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
utilizando Bruker Avance Il HD de 600 MHz (*H) e em RMN de 300 MHz Varian Magneto
Oxford YH300 Console Mercury Plus 300 (*3C). Equipamentos mantidos na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (CAIQ/UnB).
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5.3.4 Testes biolégicos em Ae. aegypti

As colbnias 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 DISCUSSAO

O mecanismo reacional para obtencdo do composto bisnitrilico pode ser

observado na figura 27.
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Figura 27 - Esquema reacional para obtengdo de bisnitrila (3) a partir da reacdo do aldeido Trans-p-
Metoxicinamaldeido (1) com malononitrila (2) em meio basico.
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Foram realizadas diferentes reacdes, com diferentes tempos de reagéo, seguindo
0 mesmo protocolo, a fim de determinar as condicfes ideias para a sintese do produto.
Na primeira tentativa, o meio reacional foi mantido sob agitacdo constante durante 4
horas e 10 minutos e o produto foi obtido com baixo rendimento (5%). Na segunda
tentativa, a reacéo teve duragao de 1 hora e 24 minutos com rendimento de 14%. Com o
objetivo de obter maior quantidade do produto para realizacdo dos testes biolégicos e
novas sinteses, foi realizada reacdo escalonada, onde o produto foi obtido com

rendimento de 63%.

Em todas as reacdes, a confirmacdo da formacdo do produto foi realizada
primeiramente por analise comparativa do perfil cromatografico dos reagentes e o meio
reacional em placas de CCD. Ou seja, os produtos obtidos em cada sintese foram
comparados utilizando a técnica de cromatografia em camada delgada. Posteriormente,
foram realizadas anélises em UPLC-MS/MS e RMN. A anélise em UPLC-MS/MS permitiu
observar a presenca de um pico majoritario com m/z 211,0853 [M+H]* compativel com o
aduto protonado Ci3sH11N20 (erro = 8,7 ppm) (figura 28). As anélises de RMN uni e
bidimensionais confirmaram a elucidacao estrutural do composto sintetizado (figura 29,

tabela 14 e apéndice C).
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Figura 28 - Andlise em UPLC-MS/MS,

211,0853 [M+H]+.

Figura 29 - Estrutura do composto sintetizado 2-(p-metoxiphenilalililidene)malononitrila.

Tabela 14 — Dados de RMN de *H e 3C do composto sintetizado (CDz0D; *H 600 MHz;**C 150 MHz).

H3CO
13 3

11

Posicédo OH, J (em Hz) oC 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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cromatograma (254nm) e espectrébmetro de massas com m/z
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4 164,56 C
13 3,87 (3H; s) 56,12 CHs
7,47 (1H; d; 12) 152,34 CH
7,17 (1H; dd; 12) 121,30 CH
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

0 composto nao foi ativo.

100- |
Bl 24 horas

48 horas
B 72 horas

% Mortalidade
»
o
1

)
&) @,}0

Figura 30 - Atividade larvicida do composto sintetizado e dos reagentes utilizados, testados a 25 pg/mL.
O composto sintetizado encontra-se disponivel comercialmente, no entanto, a

realizacdo da sintese torna-se vantajosa considerando a facilidade da obtencdo do

composto e a disponibilidade dos materiais e reagentes necessarios. Ressalta-se que
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essa classe de compostos (também conhecidos como intermediario de Michael) é
conhecida na quimica organica como compostos intermediarios para obtencdo de
importantes estruturas com atividades biolégicas importantes, como 0s compostos
pirimidinicos (222,224,231), sendo alguns desses ja avaliados em larvas de Ae. aegypti
(226,232).

Portanto, a partir da bisnitrila sintetizada no presente estudo, 0s proOXimos passos
envolvem o desenvolvimento de compostos pirimidinicos e a respectiva avaliacdo da

atividade em larvas de Ae. aegypti.

5.5 CONCLUSAO

Foi realizada sintese de um intermediario bisnitrilico a partir da reacdo de
condensacao de Knoevenagel do aldeido trans-p- Metoxicinamaldeido com malononitrila
em meio basico catalisada por piperidina, e estabelecido o controle da reacdo. O

escalonamento da reagao proporcionou rendimento de 63%.

O composto sintetizado (bisnitrila) se destacou por apresentar maior atividade em
larvas L3 de Ae. aegypti ap0s 48 e 72 horas de exposi¢cdo. Na literatura nao foi
encontrada atividade larvicida relatada para o composto sintetizado, 2- (p-
metoxiphenilalililidene) malononitrila. A bisnitrila obtida nesse estudo sera utilizada como
percussor para sintese de novos compostos pirimidinicos, tendo em vista, a alta atividade

biolégica atribuida aos compostos dessa classe.

6 CONCLUSAO 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 trés pesquisas.

Na primeira parte deste trabalho foi realizada pesquisas envolvendo compostos
naturais de duas plantas do cerrado, Annona crassiflora e Xylopia aromatica. As técnicas
guimiométricas permitiram a identificacgdo da classica quimica dos compostos
responsaveis pela atividade larvicida dos extratos de A. crassiflora (acetogeninas), esse
resultado foi confirmado pelo isolamento classico, ainda que n&o tenha sido possivel
realizar o isolamento desses compostos, esses foram identificados em misturas. Este
resultado resultou em uma publicacdo no periddico Scientific Reports, e demonstrou a
potencial utilizacdo desse tipo de estudo para evitar a realiza¢ao de trabalhos repetitivos.
O estudo realizando técnicas de isolamento classico permitiu o isolamento de dois
compostos terpénicos do extrato hexanico da folha de X. aromatica, sendo um desses
ativo, no entanto toxico, portanto as perspectivas do trabalho envolvem a obtencédo de
amidas semissintéticas a partir do acido isolado tendo em vista a facilidade do isolamento,

a alta quantidade isolada e sua estrutura quimica.

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 ligacdo avaliada sobre a glutationa S-transferase, tendo em vista, a
desintoxicacdo mediada por essa enzima. Foram selecionadas duas amidas capazes de
superar esse mecanismo de resisténcia mediado por essa enzima e que apresentaram
alta afinidade a outros trés alvos importantes no vetor. Para continuidade do estudo
devem ser realizados estudos de dinamica molecular, testes in vitro e in vivo para

determinar a relacdo estrutura-ativa e assim obter um potencial inseticida.

Na ultima parte deste trabalho foi realizada sintese para obtencédo de composto
bisnitrilico, tendo em vista, que este serve como intermediario para sintese de compostos
pirimidinicos que apresentam ampla atividade biolégica, 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 exposicdo. Assim, 0s proximos passos deste estudo
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envolvem a obtengcdo de compostos pirimidinicos e avaliagdo 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 sdo necessarias
diversas etapas de pesquisa envolvendo diferentes &reas, como o controle de qualidade
e o desenvolvimento de formulacbes. Visando acelerar este processo, torna-se
interessante uma interacdo entre 0 meio académico e empresas que possuem

maquinario e experiéncia no desenvolvimento de produtos.
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Apéndice A4 - HSQC B7.2.1
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Apéndice A5 - HMBC B7.2.1
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Apéndice A6 - Espectro de ‘H B7.2.2
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Apéndice A7 - Espectro de 13C B7.2.2
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Apéndice A8 - Cosy B7.2.2
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Apéndice A9 - HSQC B7.2.2
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Apéndice A10 - HMBC B7.2.2
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Apéndice A1l - Espectro de 'H B7.2.3
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Apéndice Al12 - Cosy B7.2.3
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Apéndice A13 - HSQC B7.2.3
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Apéndice A14 - HMBC B7.2.3
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Apéndice A15 - Espectro de 'H B7.2.4
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Apéndice A16 - Espectro de °C B7.2.4
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Apéndice Al7 - Cosy B7.2.4
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Apéndice A18 - HSQC B7.2.4

1 J‘umL_LAUJ“ ‘|

Dinmel ARBOTANS- LB sor

S
—
L —
- ——

4 - L7
_—
J—

-
T
@
2

M g

"

T T
o a5 a0 BS B8O 75 R 85 a0 55 50 45 40 35 R 5 20 R 19 0.5 om -05 e



Apéndice A19 - HMBC B7.2.4
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Apéndice A20 - HRMS B7.2.1
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Apéndice A21 - HRMS B7.2.2
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Apéndice A22 - HRMS B7.2.3
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Apéndice A23 - HRMS B7.2.4
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APENDICE - B- ELUCIDACAO ESTRUTURAL ACIDO ISOOZICO

Apéndice B1 - Espectro de H acido Isoozico.
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Apéndice B2 - Espectro de '3C acido Isoozico.
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APENDICE - C - ELUCIDACAO ESTRUTURAL BISNITRILA

Apéndice C1 - Espectro de *H bisnitrila
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