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Ciéncia vai além de resultados bem-sucedidos.
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RESUMO

Inseticidas quimicos tem papel fundamental no controle do Aedes aegypti. Em virtude
do desenvolvimento de resisténcia pelos mosquitos e de toxicidade a organismos néo-
alvo, novos produtos sdo necessarios. Produtos naturais sdo alternativas potenciais,
tendo em vista a diversidade de metabdlitos secundarios e seus variados mecanismos
de acéo. Neste projeto, avaliou-se a atividade de extratos de Vismia gracilis em larvas,
pupas e mosquitos adultos. Técnicas cromatograficas classicas, espectrometria de
massas, ressonancia magnética nuclear e analises metabolémicas foram utilizadas
para identificar compostos presentes no extrato ativo. O extrato hexanico das folhas
apresentou atividade larvicida aumentada com o tempo de exposi¢ao: ClLso de 46,48
png/mL (24 h) e CLsode 20,57 pg/mL (48 h). Oito compostos presentes no extrato foram
isolados e/ou anotados: as benzofenonas clusiafenona A (1), isovismiafenona B (2),
mirtiafenona B (3) e um derivado de clusiafenona (4); e as antraquinonas crisofanol
(5), fisciona (6), vismiaquinona (7) e vismiaquinona D (8). Os compostos 1, 2 e 5-7
nao apresentaram atividade larvicida. Considerando que os compostos anotados,
destacados pelas andlises metabolémicas como importantes para o agrupamento de
fracOes ativas do extrato, eram benzofenonas, investigamos a atividade da
benzofenona comercial, que foi larvicida (CLso 16,35 pg/mL - 24 h). Esse resultado
sugeriu que o0 nucleo benzofendnico, comum a classe, estivesse envolvido no
mecanismo de toxicidade em larvas. A benzofenona apresentou também atividade
adulticida (100% knockdown ap6s 5 min) e de irritagcdo por contato (22,78 % de escape
a 25 nmol/cm?), o que reforca essa classe de compostos como potencial para o
desenvolvimento de inseticidas.

Palavras-chave: Vismia gracilis, metaboldbmica, benzofenonas, antraguinonas,

controle do Aedes aegypti, larvicida.



ABSTRACT

Chemical insecticides play a fundamental role in controlling Aedes aegypti. Due to the
development of resistance by mosquitoes and toxicity to non-target organisms, new
products are needed. Natural products are potential alternatives, given the diversity of
secondary metabolites and their multiple mechanisms of action. In this project, we
evaluated the activity of extracts of Vismia gracilis in larvae, pupae and adult
mosquitoes. Classical chromatographic techniques, mass spectrometry, nuclear
magnetic resonance and metabolomic analysis were used to identify compounds
present in the active extract. The hexane extract of the leaves showed increased
larvicidal activity with exposure time: LC50 of 46.48 pg/mL (24 h) and LC50 of 20.57
png/mL (48 h). Eight compounds were isolated and/or annotated from the extract: the
benzophenones clusiaphenone A (1), isovismiaphenone B (2), myrtiaphenone B (3)
and a clusiaphenone derivative (4); and the anthraquinones chrysophanol (5),
physcion (6), vismiaquinone (7) and vismiaquinone D (8). Compounds 1, 2 and 5-7 did
not show larvicidal activity. Considering the compounds annotated were significant for
grouping the active fractions of the extract by the metabolomic analysis and classified
as benzophenones, we investigated the activity of the commercial benzophenone. This
compound was larvicidal (LC50 16.35 pug/mL - 24 h), suggesting the benzophenone
moiety, common to the class, was involved in the mechanism of toxicity in larvae.
Benzophenone also showed adulticidal activity (100% knockdown after 5 min) and
contact irritancy (22.78% escape at 25 nmol/cm?), which supported this class of
compounds for insecticides development.

Keywords: Vismia gracilis, metabolomics, benzophenones, anthraquinones, Aedes

aegypti control, larvicide.



RESUMO GRAFICO

Extratos de
Vismia gracilis

Larvicida, adulticida e
repelente

Teste do composto
comercial benzofenona

N

Estudo metabolémico

\ /
< ML
\ 7/

do extrato ativo °" “i\
|
-
/.\[\/"*j\,
N ‘//‘\/
Testes biolégicos Obtengéo de
em Aedes aegypti compostos do extrato

GRAPHICAL ABSTRACT

Extracts of

. . Larvicidal, adulticidal e
Vismia gracilis

repellent

Assessment of the
comercial benzophenone

Metabolomic study LeEe
of the active extract {7
Q\r/"

N

Biological tests against Compounds isolation
Aedes aegypti



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fotos de hospitais de campanha e profissionais de saude da década de
1880 durante a construcdo do Canal do Panam4a, em que doencgas tropicais como a
febre amarela tinham elevada taxa de mortalidade. Fotos expostas no Espaco Aedes
aegypti, Museu do Canal do Panama. Fonte: Fotos cedidas pelo Prof. Jodo Paulo

R Fe T ] (0 TS0 11 F=T= 19

Figura 2 - Numero de casos de dengue anual e proporgéo de casos severos na Regido
das Américas entre 1999 e 2020. Imagem traduzida de PAHO / WHO, 2020 (12)...20

Figura 3 - Estagios de desenvolvimento do Ae. aegypti. A. Ovos. B. Larvas (L1 a L4,
da direita para a esquerda). C. Pupa. D. Mosquito adulto fémea. E. Mosquito adulto

macho. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB. .................ccccuuuneee. 22

Figura 4 — Fotos de arvore, arbusto e frutos de Vismia gracilis Hieron. (Hypericaceae).

Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB ............cccccceeeeeeeeeeeeiicccinnne, 32

Figura 5 — Foto de teste larvicida com larvas L3 de Aedes aegypti montado em placas

de 12 pocos. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB....................... 36

Figura 6 - Desenho ilustrativo do aparato HITSS (96), utilizado para os testes de
repeléncia espacial e de irritacdo por contato com fémeas de Aedes aegypti. Na
porcao superior aparato montado para o teste de repeléncia espacial, e abaixo para o
teste de irritacdo por contato. 1) Cilindro metalico externo com tratamento. 2) Cilindro
transparente. 3) Tampas laterais com visor. 4) Conector. 5) Cilindro metalico interno

com tratamento. 6) Rede de tratamento.............ccooeiiiiiiiiiiiiiieee e 38

Figura 7 — Foto do aparato HITSS montado para teste de repeléncia espacial com

fémeas de Aedes aegypti. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB. 40

Figura 8 — Foto dos aparatos (HITSS) montados para teste de irritacdo por contato
com fémeas de Aedes aegypti. Tratamento a esquerda e controle a direita. Fonte:

arquivo do Laboratorio de Farmacognosia, UNB...........ccociiiiiiiiiiniieeeeee e 41
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file://///Users/nataliagomes/OneDrive/Mestrado/DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES/Dissertação_Natália_28-10-20_Versão%20Final.docx%23_Toc55577642
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

As arboviroses, como a dengue, a Zika, a chikungunya e a febre amarela sao
doencas infecciosas tropicais de grande impacto para a saude publica (1). Elas podem
ser desde assintomaticas, até levar o paciente a 6bito. Os sintomas classicos incluem
doenca febril, erupcdes cutaneas, artralgias, podendo desenvolver-se, em casos mais
graves, sindromes hemorragicas e neurologicas (2,3). Doencas transmitidas por
mosquitos provocam mais vitimas anualmente do que guerras, terrorismo e violéncia
armada combinados (4).

Historicamente, sabe-se que a presenca do Ae. aegypti influencia o contagio por
arboviroses trazendo inimeros impactos para a civilizagdo. Em 1880, por exemplo,
guando se iniciou a construcao do Canal do Panama4, considerado para aquela época
o maior feito da engenharia de todos os tempos, um dos motivos que fizeram os
franceses desistirem do projeto inicial foi a elevada taxa de mortalidade causada por
doencas tropicais, em destaque a febre amarela (5). A figura 1 apresenta hospitais de
campanha e profissionais de saude da época em fotos que se encontram no Espaco
Aedes aegypti do Museu do Canal do Panama. Ainda, foi durante a Il Guerra Mundial
gue se desenvolveram inimeras pesquisas nos Estados Unidos sobre o efeito
repelente de substancias sintéticas em artropodes, com o objetivo de proteger os
soldados americanos nos locais de combate. As pesquisas culminaram com o
desenvolvimento do DEET (N,N-Dimetil-meta-toluamida), o repelente topico padréo

ouro até hoje (6).
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Figura 1 — Fotos de hospitais de campanha e profissionais de salde da década de
1880 durante a construgcdo do Canal do Panama, em que doencgas tropicais como a
febre amarela tinham elevada taxa de mortalidade. Fotos expostas no Espaco Aedes
aegypti, Museu do Canal do Panama. Fonte: Fotos cedidas pelo Prof. Jodo Paulo
Barreto Sousa.

Fatores como mudancas climaticas, crescimento urbano desordenado e
ampliacdo do intercAmbio internacional levaram a alteracdo da relagédo virus-vetor-
hospedeiro. Isso, por sua vez, aumentou a frequéncia de exposi¢do de humanos aos
mosquitos transmissores dos virus associados ao desenvolvimento de tais doencas
(arbovirus). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 390 milhdes de
casos de dengue ocorram todos os anos no mundo, e que esta arbovirose seja
endémica em mais de 100 paises. Nas ultimas duas décadas, a dengue e a febre
chikungunya tornaram-se as arboviroses de maior relevancia para a saude publica,
devido a taxa alarmante de expansao do numero de casos (7-9).

Apesar de esforgos e intervengdes em nivel mundial para reducéo das infecgdes,
epidemias de arboviroses ainda sdo uma realidade preocupante (10). Estima-se que
cerca de 4 bilhGes de pessoas vivam em areas de risco para transmissdo de dengue
(11). Em 2019, foram registrados mais de 3 milhdes de casos de dengue na regido
das Américas, ultrapassando o recorde histérico alcancado entre 2015 e 2016 (Figura
2) (12). Para febre chikungunya, apenas no Brasil de dezembro de 2018 a agosto de

2019, foram registrados mais de 110 mil casos provaveis da doenca (13).
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Um estudo estimou a potencial aceleracdo do crescimento do numero de
mosquitos Ae. aegypti em funcdo das alteracdes climaticas promovidas pelo
aquecimento global. Os insetos vetores ndo sédo capazes de regular sua temperatura
interna e, por isso, estdo susceptiveis as variacdes climaticas do ambiente. De acordo
com o estudo, entre os anos de 1950 e 2000, o mundo se tornou 1,5% mais

susceptivel ao desenvolvimento de Ae. aegypti por década desse periodo. A previsdo

= Total de casos de dengue
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Figura 2 - Numero de casos de dengue anual e proporcéo de casos severos na Regiao
das Américas entre 1999 e 2020. Imagem traduzida de PAHO / WHO, 2020 (12).

€ de que este percentual cresca para cerca de 4% até 2050. Esta condicdo ambiental
mais favoravel a proliferacdo dos mosquitos tera impacto direto na epidemiologia de

arboviroses (14).

O controle dessas doencas pode ser pautado em duas principais vertentes. A
primeira delas é focando no agente causador da doenca, ou seja, 0s arbovirus. I1sso
inclui, por exemplo, aplicacdo de vacinas, uso de antivirais, e administracdo de
medicamentos profilaticos em massa. Os tratamentos disponiveis para as arboviroses
ndo sao especificos, tdo pouco capazes de cura-las, tratam-se apenas 0s sintomas.
O desenvolvimento de alternativas profilaticas também néo é trivial, somente a vacina
contra febre amarela esta bem estabelecida. (15). A segunda forma de mitigacdo das

arboviroses é controlar a transmissao pelos vetores (16). O controle vetorial pode ser
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mecanico, quimico e/ou biolégico (10,17). E nesse contexto que os produtos naturais
entram como alternativas sustentaveis e menos toxicas considerando organismos nao
alvo (18).

1.2 O MOSQUITO Aedes aegypti

Aedes aegypti € uma espécie de mosquito presente em regides tropicais e
subtropicais. Essa espécie de artropode sofreu um processo de adaptacdo, a
domesticacéo, e desenvolveu preferéncia por viver dentro de residéncias e alimentar-
se em humanos (19). Outras espécies de Aedes antropofilicas, como Ae. albopictus,
sdo importantes para a transmissao de arbovirus em regifes semi-urbanas e rurais,
bem como em areas de clima temperado (20). Essas espécies de Aedes sdo as mais
relevantes para a transmissdo de dengue nas Américas e Asia (21).

O ciclo de vida do Ae. aegypti dura em torno de 28 dias, passando pelos estagios
de ovo, larva, pupa e mosquito adulto (Figura 3). Ovos séo lisos, longos e tem formato
ovoide. As larvas possuem cabeca e térax ovoides, abdome segmentado e, no
segmento anal, hd um sifdo para respiracdo na superficie da dgua e estruturas de
controle osmatico. O estagio larval € um periodo de alimentacéo e crescimento, sendo
sua evolucéo influenciada pela temperatura da agua, disponibilidade de alimento e
densidade de larvas no recipiente. Esse estagio pode durar de 5 a 14 dias.
Comparativamente, os machos se desenvolvem mais rapidamente do que as fémeas.
Sao quatro as fases larvais (L1, L2, L3 e L4), ap0s a quarta o inseto atinge o estagio
de pupa, que, diferentemente das larvas, ndo se alimentam. Em geral, as pupas levam
dois dias para atingir a fase adulta, que € o estagio reprodutivo (21-23). O Ae. aegypti
estd entre os mosquitos com periodo de vida em agua mais curto. Isso faz que
pequenos recipientes com agua sejam suficientes para seu desenvolvimento (22).

Na fase adulta, apenas as fémeas de Aedes sdo hematéfagas. O sangue permite
o0 desenvolvimento dos ovos. Anatomicamente, 0S insetos possuem uma camada
externa de cuticula, envolvendo a epiderme, que impede a perda de agua. Receptores
sensoriais estdo presentes em localizacbes estratégicas e realizam a traducéo dos
estimulos do ambiente em sinais elétricos a serem interpretados pelo sistema nervoso

central. O conjunto dos estimulos captados estd associado a resposta
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comportamental do mosquito (24). Entender como compostos quimicos interferem no

comportamento é desafiador, porém essencial no desenvolvimento de estratégias de

-

Figura 3 - Estagios de desenvolvimento do Ae. aegypti. A. Ovos. B. Lawéé (L1 a L4,

da direita para a esquerda). C. Pupa. D. Mosquito adulto fémea. E. Mosquito adulto
macho. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB.

controle vetorial.

1.3 O CONTROLE VETORIAL

Atualmente, o controle do Ae. aegypti esta pautado principalmente na utilizacédo
de inseticidas e no engajamento da comunidade em gerir o meio ambiente de forma

a reduzir a proliferagdo do mosquito (25). O controle mecénico € a primeira estratégia
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das vigilancias ambientais em parceria com a populagéo para destruir criadouros. O
controle biolégico, por sua vez, utiliza-se de predadores ou patdogenos, principalmente
agentes larvicidas, como o Bacillus thuringiensis israelensis (Bti). Segundo as
Diretrizes Nacionais para a Prevengédo e Controle de Epidemias de Dengue, o Bti
passa a ser empregado nos municipios quando se detecta resisténcia a
organofosforados, como o temefds (26). Peixes, como Gambusia affinis, anuros
(sapos, ras), copépodes (crustaceos) e outros animais podem ser utilizados em
reservatérios de agua por se alimentarem de ovos e larvas do mosquito, porém esses
animais poderiam promover alteracdes nos ecossistemas onde estariam inseridos
(27,28). Outras alternativas bioldgicas sugeridas para controle de larvas e mosquitos
adultos sdo fungos como, Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana. Contudo,
elas tém custo muito superior aos inseticidas quimicos (10).

Algumas estratégias inovadoras no controle da populacdo vetorial incluem a
soltura de mosquitos adultos infectados com a bactéria Wolbachia, que promovem a
geracao de ovos inviaveis por fémeas infectadas, além de afetar a replicacéo viral no
vetor (10). Estudos de campo j4 demonstraram a efetividade do processo em testes
piloto em mais de dez paises, incluindo o Brasil, pelo Projeto Eliminar a Dengue (29).
Adicionalmente, existe uma técnica patenteada de modificagdo genética conhecida
como RIDL - do inglés, liberac&o de insetos que carregam um gene letal dominante.
A metodologia produz mosquitos machos transgénicos, cujos descendentes morrem
ainda no estagio larval. Com o tempo, a expectativa € de que a populacao vetorial seja
reduzida (30). A soltura ja foi realizada em regifes da Malasia, Brasil e ilhas Cayman
com resultados positivos (31,32). Ha& também pesquisas envolvendo mosquitos
estéreis, além de armadilhas de oviposicdo para matar fémeas (10) e iscas toxicas —
ATSB, do inglés iscas atraentes agucaradas téxicas (10,33).

Em locais de epidemia, a principal estratégia para controle do mosquito continua
sendo o controle quimico, por meio da aplicacdo espacial de produtos que provocam
a rapida mortalidade dos insetos adultos. Os inseticidas recomendados sao
majoritariamente piretroides, o que torna um desafio prevenir o desenvolvimento de
resisténcia pelos insetos vetores com o uso extensivo dessa classe de produtos (10).
Um estudo de revisédo relatou resisténcia a quatro classes de inseticidas atualmente
disponiveis - carbamatos, organoclorados, organofosforados e piretroides - nas

Américas, Africa e Asia. Os mecanismos de resisténcia envolvidos estéo relacionados
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a mutacdes e ao aumento da destoxificacao dos inseticidas (25). O organofosforado
temefos, por exemplo, foi utilizado como unica forma de controle larval de Ae. aegypti
durante mais de trés décadas no Brasil e, em virtude da resisténcia, ndo € incluido
nas agdes de controle vetorial em diversos locais (34). Para otimizar e prolongar a
vida util de inseticidas, a OMS recomenda combinar estratégias com variados
mecanismos de acdo e que atuem em diferentes fases de desenvolvimento do
mosquito (35).

O controle de larvas com compostos quimicos também é amplamente realizado
como estratégia primaria para o controle do Ae. aegypti. Utilizam-se reguladores de
crescimento, como piriproxifeno, novaluron, diflubenzuron (26,36,37); e espinosade,
um bioinseticida que atua no sistema nervoso dos insetos (38).

A utilizacdo de inseticidas, apesar de contribuir para o controle das doencas
transmitidas por mosquitos, pode causar toxicidade a organismos nao-alvo e
acumulacdo no meio ambiente (33,39,40). Nesse sentido, e em decorréncia do
aumento da resisténcia dos vetores aos produtos disponiveis no mercado, faz-se
urgente a busca por inseticidas com novos mecanismos de acao e formas de
aplicacdo. Produtos estes que devem ser eficientes, ndo toxicos para organismos nao-
alvo e sustentaveis, para que sejam incluidos como parte do manejo integrado de
controle do Aedes (25,41).

1.4 REPELENTES ESPACIAIS

Historicamente, o desenvolvimento de inseticidas baseou-se no estudo de
compostos potencialmente toxicos para mosquitos, ou seja, que provocavam a morte
do inseto. Contudo, inseticidas podem exercer outros efeitos independentes de
toxicidade sobre o comportamento dos vetores, como irritagdo por contato e
repeléncia espacial. Esses efeitos devem ser igualmente quantificados e avaliados em
projetos que visam o desenvolvimento de produtos inovadores, tendo em vista seu

potencial para o manejo de vetores (42,43).
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Repeléncia espacial é definida como o movimento orientado de mosquitos na
direcao oposta a um estimulo quimico, sem que haja a necessidade de contato fisico
entre o inseto e a superficie tratada (44,45). Os produtos sao delineados para emanar
os ingredientes ativos para o ambiente, criando espacos livres de vetores. O
tratamento visa inibir a entrada de fémeas a procura de hospedeiros em uma casa,
por exemplo, para se alimentarem de individuos suscetiveis. Isso contribui, por sua
vez, para a reducao da transmisséo de arboviroses (16,45).

Um dos beneficios da utilizacdo de repelentes espaciais € que eles sao
normalmente utilizados em doses inferiores as doses toxicas do ingrediente ativo, ou
seja, 0 objetivo ndo € matar os mosquitos, mas repeli-los. Dessa forma, o
desenvolvimento de resisténcia é mais lento, devido a menor pressao seletiva sobre
os insetos. Adicionalmente, o uso de doses menores também promove menos
toxicidade para mamiferos e outros organismos nao-alvo. Por ultimo, por serem
dispositivos que emanam os ingredientes ativos passivamente no ambiente, sua
aplicacao é pontual e ndo necessita de contato direto com o vetor, o que pode facilitar
sua distribuicao (46).

Repelentes espaciais podem ser desenvolvidos a partir de ingredientes ativos ja
disponiveis, ao contrario de outras estratégias que necessitam de ser desenvolvidas
de maneira completamente inovadora. Isso pode contribuir para reducdo dos custos
do produto (16). Compostos ja empregados no controle de Ae. aegypti, como alguns
piretroides, demonstraram atividade repelente espacial importante (42,47). O DDT,
historicamente utilizado no combate a malaria e banido em muitos paises, por sua
persisténcia no ambiente e toxicidade ndo-alvo (40), possui como mecanismo de acéo
primario a repeléncia espacial, sendo ativo de forma repelente mesmo em linhagens
do campo sabidamente resistentes a sua acdo toxica (42). A OMS atualmente
acompanha estudos clinicos em campo que avaliam a eficiéncia de um protétipo que
emana passivamente transflutrina, um inseticida da classe dos piretroides. Este
ingrediente ativo jA é comercializado mundialmente como adulticida. Os estudos
buscam comprovar os efeitos epidemioldgicos do ativo como repelente espacial sobre
a incidéncia de maléaria e dengue nas regides de teste (48,49).

Tendo em vista as atividades repelentes previamente reportadas na literatura
para produtos naturais, bem como a atividade repelente ja detectada em produtos

comercialmente disponiveis, ratifica-se a importancia da inclusdo em programas de
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screening de experimentos que avaliem os efeitos comportamentais de mosquitos. A
avaliagdo de compostos baseada exclusivamente em seu efeito toxico, durante a
etapa de desenvolvimento de produtos para controle vetorial, certamente prejudicou

a expansao do arsenal quimico disponivel atualmente (16,42,43).

1.5 PRODUTOS NATURAIS COMO ESTRATEGIA PARA O CONTROLE DO Aedes
aegypti

Produtos naturais sdo reconhecidos como fontes importantes de novos
inseticidas, haja vista a complexidade dos metabdlitos secundarios. As diversidades
guimicas de seus grupos funcionais e farmacoféricos estdo associadas a eficacia e a
propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas singulares (50,51). As evidéncias
relacionadas a atividade bioldgica das plantas embasam-se principalmente na
producdo de metabdlitos secundarios como mecanismo proprio de defesa contra o
ataque de insetos (52).

Compostos naturais foram descritos na literatura com acdo em diferentes fases
de desenvolvimento de mosquitos (7,18,53,54). Diversas classes de metabdlitos
secundarios foram associadas a atividade em Ae. aegypti: acidos fendlicos, lignanas,
flavonoides, fenilpropanoides, cumarinas, antraquinonas, xantonas, naftoquinonas,
alcaloides, esteroides, lactonas, terpenos, benzofenonas e compostos alifaticos
(28,52,54). Oleos essenciais tém especial destaque nas pesquisas sobre controle
vetorial, com achados que incluem repeléncia, atividade inseticida, retardo da
reproducao e regulacdo do crescimento dos insetos. Alguns exemplos séo citronela,
calamo, tomilho, lavanda, neem e eucalipto (16,52).

A atividade larvicida de compostos naturais pode envolver mecanismos distintos,
como neutralizacéo do sistema detoxificante, neurotoxicidade, inibicdo do apetite e da
respiracdo mitocondrial, alteracdo do desenvolvimento, da atividade motora, entre
outros. Algumas classes exercem mais de um mecanismo simultaneamente, e, por

isso, podem retardar o desenvolvimento de resisténcia pelo inseto (28).
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Apesar do uso tradicional e milenar de produtos naturais e de inUmeras
comprovagoOes cientificas sobre sua agdo em mosquitos, o numero de inseticidas
naturais comercializados chega a ser irrisério quando comparado as riquezas naturais
disponiveis no mundo, principalmente em regides tropicais (52). Estimativas indicam
gue uma unica planta pode produzir de 5 a 25.000 compostos e que o reino vegetal,
como um todo, pode produzir de 200 mil a 1 milhdo de metabdlitos diferentes (55-57).
Receptores sensiveis a compostos derivados de plantas presentes em Ae. aegypti ja
foram descritos, por isso entender a interacdo entre mosquitos e plantas é importante
para aprofundar os conhecimentos que embasam o desenvolvimento de novos
produtos para controle do vetor (58). Um exemplo de produto natural que tem sido
utilizado no Brasil para manejo integrado de Ae. aegypti € o 6leo de neem (59). Como
repelente tépico, tem-se o PMD (p-mentano-3,8-diol), que é derivado do Oleo de
eucalipto liméo (16,60).

A complexidade das estruturas quimicas naturais, bem como a presenca de
misturas de metabdlitos com atuacdo sinérgica sado importantes estratégias para
dificultar o desenvolvimento de resisténcia pelos insetos alvo (61,62).
Comercialmente, os inseticidas sintéticos possuem um relevante espaco de mercado.
No entanto, a grande maioria destes compostos comumente estdo associados a
destruicdo de micro-flora e fauna, reducdo da producdo de graos, persisténcia no
ambiente, além da toxicidade para humanos, animais selvagens e abelhas (52). Dessa
forma, o apelo de néo toxicidade a organismos nao-alvo, sustentabilidade, meia-vida
residual mais curta em superficies tratadas e acao seletiva tém reforcado as pesquisas
com foco no desenvolvimento de inseticidas a partir de produtos naturais (16,47,63—
66). Apesar de haver muitos estudos que comprovem a eficacia dos produtos naturais
em Ae. aegypti (18,28,67—-69), faltam pesquisas que avaliem seus efeitos a campo e
impacto epidemioldgico na incidéncia de arboviroses (28).

Por fim, o estudo de plantas com atividade biol6gica pode ancorar projetos de
sintese ou semi-sintese baseadas em estruturas naturais, além de promover a
obtencao de extratos padronizados ou fragdes enriquecidas com compostos ativos.
Os extratos podem ser atrativos pela facilidade de aplicacdo na forma de spray,
guando permitem facil diluicdo em solventes como a 4gua. Mesmo a comercializagdo
de plantas secas pode ser uma estratégia economicamente mais viavel em paises em

desenvolvimento e contribuir para o mercado local (52).
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1.6 FERRAMENTAS METABOLOMICAS NA INVESTIGACAO DE PRODUTOS
NATURAIS

Durante as etapas de pesquisa e desenvolvimento de inseticidas a partir de
produtos naturais, ferramentas quimiométricas empregadas em estudos
metabolémicos podem ser utilizadas como estratégias para otimizar processos de
identificacdo de metabdlitos secundarios com alguma atividade biologica de interesse
(68,70). A metabolémica € uma ciéncia que fornece o estado metabdlico de um
sistema biologico sob certas condi¢cdes ambientais, tracando um perfil de compostos
(71,72). Na maioria dos casos, sao realizados estudos para diferenciar metabolomas
de grupos distintos, por exemplo, controle versus teste ou ativo versus inativo.
Observacdes sdo realizadas, por meio de analises estatisticas complexas, para
identificar as diferencas entre os grupos. Essas anadlises sdo aplicadas aos dados
adquiridos geralmente por experimentos de espectrometria de massas ou ressonancia
magnética nuclear (72,73).

Abordagens metabolémicas séo utilizadas com diversas aplicacbes. Um
exemplo é seu emprego como ferramenta quimiotaxondmica. Um estudo apresentou
a divisdo entre espécies de Tabebuia sensu lato a partir da diferenciacdo de mudancas
metabdlicas nos individuos. As andlises estatisticas permitiram a segregacao das
espécies em Tabebuia e Handroanthus e, portanto, mostraram-se importantes no
estudo da evolucao das espécies (74). Um segundo exemplo sédo as aplicacdes na
industria alimenticia, onde a metabolémica pode ser utilizada no controle de qualidade
dos alimentos. Um estudo utilizou-se das analises estatisticas para avaliar a presenga
de antioxidantes e outros metabdlitos em ketchups orgéanicos e convencionais, sendo
capaz de agrupa-los de acordo com a origem dos tomates utilizados em cada
categoria de produto (75). Outras analises foram capazes de identificar compostos
inéditos em tomates e determinar quais tipos de metabdlitos estdo mais presentes na

pele em comparacdo com a por¢cao carnosa do fruto (76). Uma outra aplicacdo da



29

metabolémica € na clinica, com a detec¢do de biomarcadores, desenvolvimento de
novos tratamentos e diagnosticos (77).

No que tange produtos naturais, a metabolémica permite identificar compostos
a partir de uma avaliacéo holistica de amostras vegetais. Os produtos naturais sao
conhecidos como uma rica fonte para descoberta de novos compostos. Contudo a
presenca de um grande numero de metabdlitos nessas amostras muitas vezes
dificulta o isolamento dos compostos bioativos. Nesse sentido, as analises
metabolémicas associadas a testes biolégicos das amostras proporcionam estudar
misturas complexas sem a necessidade de isolamento dos metabdlitos (78).
Inicialmente, amostras biolégicas sdo analisadas por técnicas de separacao, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), acopladas a instrumentos analiticos,
como o espectrémetro de massas. A espectrometria de massas (EM) é a técnica de
analise mais utilizada na metabolémica, tendo em vista a rapida obtencao dos dados,
alta sensibilidade e seletividade (77). Uma grande quantidade de dados é gerada e,
por isso, softwares, como o0 MZmine sao utilizados no pré-processamento dos dados
e geracdo de um compilado em forma de matriz contendo os ions detectados nas
amostras, seus respectivos tempos de retencédo e intensidades (79). Em seguida,
analises estatisticas auxiliam na visualizacdo dos dados e identificacdo de potenciais
compostos de acordo com o objetivo que se propde (80). Plataformas online gratuitas,
como o MetaboAnalyst, facilitam a realizacdo de andlises estatisticas complexas por
pesquisadores que nao sdo especialistas na area (81). A interpretacao biologica dos
dados tem por objetivo estabelecer hipéteses que respondam questdes levantadas no
inicio do fluxograma de trabalho. Para confirmar essa interpretacdo dos dados, uma

confirmacdao biolégica é recomendada (77).

1.7 A ESPECIE Vismia gracilis

Vismia gracilis Hieron (Figura 4), também conhecida como Vismia amazonica, e
popularmente como “lacre”, € uma espécie com ocorréncia em diversas regides da

América Latina (82—85). Esta espécie foi por muito tempo considerada parte da familia
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Clusiaceae, até que estudos filogenéticos fundamentaram a determinacdo do género
Vismia como Hypericaceae (86). A familia Hypericaceae possui 9 géneros, dentre eles
Vismia Vand. com aproximadamente 60 espécies com porte entre 1 e 15 metros de
altura (87).

Cinco estados brasileiros possuem levantamento das espécies de
Hypericaceae: Bahia, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S&o Paulo.
Contudo, as espécies de Vismia Vand. sdo mais frequentes na regido amazénica (88).
Vismia gracilis, por sua vez, tem ocorréncias distribuidas principalmente no norte e
centro-oeste, sendo a Floresta Amazonica e o Cerrado seus dominios fitogeograficos
(82). Além do Brasil, esta planta também pode ser encontrada na Colémbia,
Venezuela, Bolivia, Peru e Equador (83). As espécies caracterizam-se por pequenas
arvores ou arbustos de até 2 metros de altura, inflorescéncias terminais com cerca de
30 flores heterostilicas de apice agudo e base truncada (88).

Cerca de 160 compostos quimicos foram reportados em espécies do género
Vismia. A maioria deles possui estruturas quimicas aromaticas com funcdes
oxigenadas, pertencentes as classes das antronas, xantonas e antraquinonas que sao
resultantes da via biossintética do acetato. Alguns flavonoides e benzofenonas,
originados da combinacéo das vias do acetato malonato e shikimato; e terpenos,
provenientes da via biossintética do acido mevaldnico, também ja foram reportados
(85,89-91). As espécies mais estudadas do género sdo V. guineensis, V.
guaramirangae e V. laurentii. Uma caracteristica marcante do género é a presenca de
um latex laranja que exsuda quando se faz uma incisdo em qualquer parte da planta
(87).

No que tange as atividades biolégicas reportadas para Vismia, as mais comuns
sdo antimicrobiana e antioxidante. Outros estudos sugeriram também acdes
cardiotdnica, hipotensora, anti-nociceptiva, analgésica e anti-HIV (87,89).
Tradicionalmente, espécies de Vismia sao utilizadas para tratar ulceracdes, febres,
infeccbes fangicas, herpes e como laxativos (87,90). Na literatura, ha estudos de
recuperacdo de areas de pastagem incluindo V. gracilis (92), porém pouco se sabe
sobre constituintes quimicos e atividades biol6gicas dessa espécie.

Uma revisédo revelou que 429 espécies de plantas foram testadas em larvas de
mosquitos. Contudo a maioria delas pertencia as familias Asteraceae, Lamiaceae,

Fabaceae e Rutaceae. Apenas dois estudos desta revisdo abordaram testes com
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espécies de Hypericaceae (28). Extratos de Vismia gracilis (Hypericaceae) foram
selecionados do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado (Laboratério de
Farmacognosia), ap6s um screening da atividade em larvas de Aedes aegypti, em que
alguns extratos tiveram resultados positivos. Este trabalho apresenta cinco diferentes
testes, com formas imaturas e adulta de Ae. aegypti, em que foram avaliados 14
extratos de V. gracilis, envolvendo a utilizacéo de estratégias metabolémicas para o

estudo quimico inédito desta espécie.
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Figura 4 — Fotos de arvore, arbusto e frutos de Vismia gracilis Hieron. (Hypericaceae).
Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB
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2 OBJETIVOS

Esta dissertacao esta inserida no projeto ArboControl, uma parceria entre a
Universidade de Brasilia e o Ministério da Saude, que busca alternativas para o
controle do Ae. aegypti por meio da prospecc¢ao de ativos da biodiversidade brasileira
e de paises parceiros. O objetivo geral é conhecer a diversidade quimica de Vismia
gracilis e a atividade de seus extratos e compostos em Ae. aegypti.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Avaliar as atividades larvicida, pupicida e adulticida de extratos brutos e
compostos;

- Estudar a repeléncia espacial e a irritacdo por contato dos extratos e
compostos;

- Anotar e obter compostos presentes no extrato ativo, com base em analises
metabolomicas;

- Encontrar compostos com atividade bioldgica;

- Identificar compostos do extrato para enriquecer o conhecimento da espécie.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETAS DE Vismia gracilis E PRODUCAO DE EXTRATOS

A coleta de Vismia gracilis Hieron. que deu origem aos extratos testados em
Ae. aegypti ocorreu em Santo Antdnio do Descoberto - Goias, Brasil, em agosto de
2007, pelo botanico Prof. José Elias de Paula (in memoriam) que também foi
responsavel pela identificacdo da espécie. Sua exsicata foi depositada no Herbario da
Universidade de Brasilia, sob nimero UB 3769. As partes das plantas foram secas,
pulverizadas e os extratos foram produzidos por maceracao. Foram utilizados casca
do caule, madeira do caule, casca da raiz, madeira da raiz, folha e fruto em variados
solventes: hexano, acetato de etila, etanol e agua. As solucdes extrativas foram
concentradas em um evaporador rotativo, e as solugdes aquosas foram secas com
auxilio de liofilizador. Os extratos brutos resultantes, como descrito na tabela 1, foram
armazenados a -20 °C como parte do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado
do Laboratério de Farmacognosia — UnB.

Em marco de 2020, houve nova coleta de folhas de V. gracilis. Esta foi realizada
na Reserva Ecologica Vargem Grande em Pirendpolis — Goias, Brasil. Apos secagem
e pulverizacdo das folhas, foi produzido novo extrato hexanico (ARBO0293b) por

maceracgao, conforme metodologia descrita acima.
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Tabela 1. Descricdo dos extratos de V. gracilis avaliados em Aedes aegypti

Cdbdigo do extrato Parte vegetal Solvente extrator
ARBO0286 casca do caule hexano
ARBO0287 casca do caule agua
ARBO0288 casca do caule etanol
ARBO0289 casca do caule acetato de etila
ARBO0290 madeira da raiz hexano
ARBO0291 casca da raiz etanol
ARBO0292 folha acetato de etila
ARBO0293 folha hexano
ARBO0294 folha etanol
ARBO0296 fruto hexano
ARBO0297 fruto acetato de etila
ARBO0298 madeira do caule acetato de etila
ARBO0299 madeira do caule etanol
ARBO0300 madeira do caule hexano

ARBO0293b folha hexano

3.2 TESTES BIOLOGICOS

3.2.1 Criagao dos mosquitos

A colbnia de Aedes aegypti (Rockefeller) foi mantida no Insetario ArboControl
— UnB, sob temperatura e umidade relativa do ar controladas (26 =4 °C e 70 + 10%),
com fotoperiodo de 12 horas. Apés eclosdo dos ovos, as larvas foram colocadas em
bandejas plasticas (50 x 35 x 8 cm) e alimentadas com racao de peixe. As pupas
fémeas e machos foram separadas, com auxilio de um estereomicroscopio, para
montagem das gaiolas na proporcao 1:3 de machos e fémeas, respectivamente. Os

adultos foram alimentados com solucdo agucarada a 10% (peso/volume) e sangue de
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égua, gentiimente fornecido pelo Hospital Veterinario da UnB. Os ovos foram
coletados, secos e armazenados para novas eclosées e manutencao da colonia.

3.2.2 Avaliagao da Atividade Larvicida

Os testes larvicidas foram realizados em placas de 12 pocos, contendo 10 larvas
no estagio L3 de desenvolvimento por po¢o com 3 mL de agua declorada (Figura 5).
Em cada poco, foram aplicados 50 pL das amostras, previamente diluidas em DMSO
(dimetilsulfoxido), para obtencéo das concentracgdes finais desejadas. O percentual de
mortalidade das larvas foi avaliado apés 24 e 48 horas do tratamento (68).

Para screening da atividade larvicida, os extratos foram testados a 250 pg/mL,
as fracoes a 125 pg/mL, e os compostos purificados a 25 pg/mL. As amostras foram
consideradas ativas quando a taxa de mortalidade era = 80%. Os testes foram
realizados em quadruplicata. Como controle positivo foi usado o inseticida
organofosforado temefés (Sigma Aldrich, Suica) e, como controle negativo, foi usado
0 DMSO < 2%.

Figura 5 — Foto de teste larvicida com larvas L3 de Aedes aegypti montado em placas
de 12 pocos. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB
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3.2.2.1 Determinacgéo da concentracao letal (50% e 95%) das amostras ativas

A determinacédo do CLso e CLgs (concentracdes letais para 50 e 95% das larvas
respectivamente) de amostras ativas, ou seja, que apresentaram mortalidade = 80%
na fase de screening, foi realizada por analise Probit utilizando o software RStudio®
(93,94). Para o extrato ativo foram utilizadas 6 concentracdes entre 250 e 7,8 pg/mL;
e, para a benzofenona, 5 concentragdes entre 25 e 12,5 ug/mL. As amostras tiveram
suas quadruplicatas testadas em trés lotes diferentes de larvas da mesma linhagem
(95).

3.2.3 Avaliagao da Atividade Pupicida

O ensaio com pupas foi realizado também em placas de 12 pocos, em
guadruplicata, nas mesmas especificacdes dos testes larvicidas, porém com 5 pupas
de Ae. aegypti (Rockefeller) com no maximo 24 horas de vida, por poco. Os extratos
foram avaliados a 250 pug/mL. O percentual de mortalidade foi observado apos 24 e
48 horas de exposi¢ao as amostras, e o desenvolvimento das pupas foi acompanhado

até que o controle (DMSO < 2%) virasse mosquito.

3.2.4 Avaliagao da Atividade Repelente Espacial e Irritagao por Contato

O protocolo de testes de repeléncia seguiu 0 Guia para Testes de Eficacia de
Repelentes Espaciais, da Organizacdo Mundial de Saude (96). O aparato (High-
Throughput Screening System — HITSS) utilizado nos testes possuia cinco
componentes modulares facilmente ajustados para cada tipo de teste: irritacdo por
contato ou repeléncia espacial (97). Dentre os componentes mostrados na figura 6
estdo: tampas laterais com visores transparentes e orificio para inser¢cdo dos

mosquitos, um cilindro transparente, conectores com valvulas borboletas giratorias



38

para abrir e fechar, um cilindro de metal externo e um cilindro interno de metal, onde
era inserida a rede tratada com a amostra de interesse. Uma unidade completa para
um teste de Repeléncia espacial tinha um cilindro transparente com dois cilindros de
metal ligados lateralmente a ele. Para irritacdo por contato, a unidade possuia um
cilindro de metal externo, com um interno contendo a rede tratada, ligado a um cilindro

transparente (Figura 6).

Spatial Repellency Assay

Figura 6 - Desenho ilustrativo do aparato HITSS (96), utilizado para os testes de
repeléncia espacial e de irritacdo por contato com fémeas de Aedes aegypti. Na
porcao superior aparato montado para o teste de repeléncia espacial, e abaixo para o
teste de irritagdo por contato. 1) Cilindro metalico externo com tratamento. 2) Cilindro
transparente. 3) Tampas laterais com visor. 4) Conector. 5) Cilindro metalico interno
com tratamento. 6) Rede de tratamento.
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Os testes foram realizados com fémeas Ae. aegypti (Liverpool), com coldnia
estabelecida na University of Notre Dame (South Bend, Indiana, Estados Unidos),
durante periodo de capacitacdo pelo programa Capes Print.

Os mosquitos foram mantidos a 27 °C, 80% umidade relativa do ar, com
fotoperiodo de 12 horas. Grupos de fémeas de 4 a 7 dias de vida foram separados em
recipientes e alimentados com solucdo acucarada a 10% (p/v) até o dia anterior aos
testes. Para os testes de irritacdo por contato, foram utilizadas 10 + 2 fémeas por
replicata; para a repeléncia espacial, 20 £ 2 fémeas. Como controle positivo foi
utilizado o PMD (p-mentano-3,8-diol) a 20% (v/v), e como controle negativo o solvente

em que era diluida a amostra, etanol ou acetona.

3.2.4.1 Ensaios de Repeléncia Espacial

O cilindro transparente foi conectado lateralmente a dois cilindros de metal, por
meio dos conectores, que facilitavam a movimentacdo dos mosquitos em direcéo as
extremidades do aparato. Os grupos de 20 £ 2 mosquitos foram introduzidos no
cilindro central transparente, com as valvulas dos conectores fechadas. O cilindro
central foi coberto e os mosquitos foram deixados em repouso por 30 segundos. Em
seguida, as valvulas foram abertas por 10 minutos. Apds esse periodo de tempo em
gue os mosquitos tinham livre voo pelo aparato, as valvulas foram fechadas e contou-
se 0 numero de mosquitos em cada cilindro metalico. O niumero de mosquitos que
apresentaram knockdown (KD) nos trés cilindros foi observado. Os mosquitos foram
considerados KD quando estavam posicionados lateralmente e incapazes de se
levantar quando o aparato era movimentado durante a leitura do teste. A figura 7
apresenta o aparato de teste de repeléncia espacial sendo utilizado ho momento do
ensaio.

Foram realizadas nove replicatas para cada amostra avaliada. Os extratos foram
avaliados a 10% (p/v) diluidos em etanol ou acetona, e a benzofenona a 25 nmol/cm?
em acetona. O indice de repeléncia espacial (SAIl) foi expresso pela seguinte

expressao:
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Onde:
Nc corresponde ao nimero de mosquitos no cilindro controle;

Nt corresponde ao numero de mosquitos no cilindro com tratamento.

Este indice (SAI) pode variar de -1 a 1, sendo que 0 (zero) indica que ndo houve
resposta; -1 indica que todos os mosquitos entraram no cilindro com tratamento, ou
seja, houve um efeito atrativo; e 1 indica que todos os mosquitos ficaram no cilindro
controle, resultando em atividade repelente espacial.

Os dados foram analisados por um teste ndo paramétrico de postos com sinais
(signed-rank), PROC UNIVARIATE, para determinar se a média do indice de
repeléncia espacial (SAl) de cada tratamento foi diferente de zero, no software SAS
Studio® (98).
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Figura 7 — Foto do aparato HITSS montado para teste de repeléncia espacial com
fémeas de Aedes aegypti. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB.
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3.2.4.2 Ensaios de Irritagdo por Contato

Um cilindro transparente foi conectado a um cilindro de metal com tratamento
utilizando-se um conector, de modo a obter uma unidade de teste. Os grupos de 10 +
2 fémeas foram introduzidos na porcao metalica, o cilindro transparente e as tampas
laterais foram cobertas e os mosquitos repousaram por 30 segundos antes do inicio
do teste. A valvula borboleta do conector foi aberta durante 10 minutos, e entédo
fechada. O numero de mosquitos em cada porcao do aparato foi anotado, bem como
0 numero de individuos que apresentou knockdown. Foram realizadas 6 replicatas
para cada tipo de tratamento. Um controle foi realizado ao mesmo tempo para cada
experimento. A figura 8 mostra a realizacao do teste de irritagdo por contato, com 0s
aparatos de tratamento e controle lado a lado. Calculou-se o percentual de escape
dos mosquitos do cilindro tratado em direcéo ao transparente. Esse percentual foi
corrigido pela mortalidade no cilindro tratado e escape no cilindro controle.

Os dados foram analisados usando o teste de Wilcoxon, PROC NPAR1IWAY,
para avaliar a diferenca entre o nUmero de mosquitos que escaparam dos cilindros
controle e teste. Utilizou-se o software SAS Studio® (98).

AR PR -

Figura 8 — Foto dos aparatos (HITSS) montados para teste de irritagdo por contato
com fémeas de Aedes aegypti. Tratamento a esquerda e controle a direita. Fonte:
arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB.
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3.2.5 Avaliagao da Atividade Adulticida

Os testes foram realizados com fémeas de Ae. aegypti (Liverpool), com colbnia
estabelecida em University of Notre Dame (South Bend, Indiana, Estados Unidos), de
acordo com as diretrizes de avaliacdo de resisténcia a inseticidas do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) (99). Os mosquitos foram mantidos a 27 °C,
80% umidade relativa do ar, com fotoperiodo de 12 horas. Os grupos de 25 fémeas
de 4 a 7 dias de vida foram separados em recipientes e alimentados com solucéo
acucarada 10% (p/v) até o dia anterior ao teste.

Os testes foram realizados em quadruplicata em garrafas de vidro de 250 mL
(Wheaton Science, Millville, NJ) (9), nas quais foram inseridos os mosquitos. Os
extratos foram solubilizados em acetona ou etanol, obtendo-se a concentragédo de 500
Hg/ mL. Uma aliquota de 1 mL desta solucéo foi utilizada para impregnar cada garrafa,
incluindo a tampa. Para a benzofenona, aplicou-se 1,5 mL da mesma solucdo
preparada para realizacdo dos testes repelentes com o HITSS a 25 nmol/cm?. As
garrafas foram completamente secas, a temperatura ambiente, antes da insercdo dos
mosquitos. O controle foi realizado impregnando-se 2 garrafas para cada 4 garrafas
teste, com o mesmo solvente utilizado para solubilizar a respectiva amostra. Uma foto

da realizacao do teste esta representada na figura 9.

VS — X .‘ 3 2
Figura 9 — Foto da execucéo do teste adulticida com fémeas adultas de Aedes aegypti

em garrafas de acordo com o protocolo do CDC (99). Fonte: arquivo do Laboratério de
Farmacognosia, UnB.
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O numero de mosquitos que apresentaram knockdown foi observado a cada 5
minutos na primeira hora de teste, e a cada 15 minutos na segunda hora. Por fim,
determinou-se o tempo e a dose diagndstica. O primeiro trata-se do tempo necessario

para se atingir 100% de knockdown na dose testada (dose diagndstica).

3.3 ESTEREOMICROSCOPIA DAS LARVAS

As larvas tratadas com o extrato ativo (250 pg/mL) e o composto sintético
benzofenona (25 pg/mL) foram fixadas, apds 24 horas do inicio do teste larvicida,
segundo o método Karnovsky (100) sob rotacéo a 4 °C. Depois de 24 h de fixacdo, as
amostras foram lavadas com tamp&o cacodilato de so6dio 0,1 M (pH 7,2). Este
processo foi repetido 3 vezes por 20 min. 10 larvas de cada tratamento e controle
foram gentilmente coletadas com auxilio de uma pipeta Pasteur para observacao,
analise e fotodocumentacdo sob o estereomicroscépio LEICA M205 FA (Buffalo
Grove, IL, United States).

3.4 EXTRACAO EM FASE SOLIDA E ANALISE METABOLOMICA

O extrato ativo das folhas de V. gracilis obtido com hexano, ARBO0293, foi
preliminarmente fracionado por dois sistemas analiticos de preparo de amostras
envolvendo a extracdo em fase solida (SPE) (Figura 10). Para isso, uma aliquota de
100 mg do extrato foi adsorvida em silica ou diol, que estavam acondicionados em
cartuchos pré-fabricados Chromabond®. Posteriormente, diferentes proporcdes de
solventes (Figura 11) foram eluidos através da amostra adsorvida em uma sequéncia
crescente de polaridade. Para cada proporcao de solvente foi utilizado um volume de
6 mL. Ao final desses procedimentos, foram obtidas dez frac6es por meio do Sistema

1 e seis fracdes pelo Sistema 2 (Figura 11). ApOs concentracdo em evaporador



44

rotativo, as fragcbes foram dessecadas por nitrogénio e submetidas aos testes
larvicidas.

‘*ﬁiftiéﬁiii
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Figura 10 — Foto da extracdo em fase sélida (SPE-diol e SPE-silica) do extrato
ARBOO0293. Fonte: arquivo do Laboratério de Farmacognosia, UnB.
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Figura 11 — Esquemas de extracdo em fase solida (SPE-diol e SPE-silica) do extrato
ARBO0293.
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Quatro fragcbes ativas e quatro inativas foram direcionadas para um estudo de
metabolémica, em que se realizou uma analise qualitativa dos metabdlitos presentes
nessas amostras. Para isso, elas foram analisadas por um equipamento de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia — CLUE com detector UV-Vis e arranjo de
diodos, sistema binario de solventes HPG 1300, injetor automéatico e forno para a
coluna cromatografica. Esse sistema cromatografico estava acoplado a um
espectrometro de massas (EM) de alta resolucdo (Bruker compact ESI-QqTOF, Figura
12). Para separacdo cromatogréfica foi utilizada uma coluna C1s ODS (100 x 2,1 mm
e 1,8 um). Na fase B foi usada acetonitrila grau cromatografico, e na fase A utilizou-
se &gua ultrapura, ambas acidificadas com &cido formico 0,1%. Durante a
metodologia, foi usado um gradiente de eluicdo, o qual iniciou com 5% de acetonitrila,
elevando-se para 98% em 13 minutos. Ao final do gradiente, 3 minutos foram
utilizados para lavagem e estabilizacdo da coluna. A temperatura do forno foi de 40
°C e a vazéo da fase movel foi de 0,5 mL/min. Como parametros de fonte de ionizagéo
utilizaram-se 4500 V no capilar, gas nebulizador a 9 L/min e temperatura da fonte em
200 °C.

As amostras foram analisadas no modo positivo. Os dados foram convertidos
para o formado mzXML pelo software Bruker Compass DataAnalysis 4.4®, os quais
foram exportados para processamento no programa Mzmine (101,102), com base no
protocolo descrito por Wolfender, Houriet e Allard (103). Os parametros de
processamento foram:

- Deteccdo das massas: MS level: 1; RT: 2,4 a 11,5 min; mass detector:

centroide, polarity positive; noise level: 5.0E3;

- Construcédo de cromatogramas ADAP: RT: 2,4 a 11,5 min; min group size in

number of scans: 2; group intensity threshold: 1,0E3; min highest intensity:

1,0E3; m/z tolerance 0,006 m/z or 20 ppm,;

- Deconvolucgéao: algoritm Wavelets XCMS, S/N 10, wavelets scales: 0,1 — 5 min,

peak duration range: 0,05 — 2, median;

- Agrupamento de is6topos: m/z tolerance: 0,006 m/z or 20 ppm; RT tolerance:

0,5 min; monoisotopic shape; minimum charge: 1; most intense representative

isotope;

- Alinhamento Joint Aligner: m/z tolerance: 0,006 m/z or 20 ppm; weight for m/z:

0,8; RT tolerance: 0,5 min; weight for RT: 0,8;



47

- Gap filling: intensity tolerance: 5%; m/z tolerance: 0,006 m/z or 20 ppm; RT

tolerance: 0,5 min; RT correction.

Apbs processamento dos dados, uma matriz de intensidade de picos foi gerada
e posteriormente exportada para a plataforma MetaboAnalyst 4.0 (81). Nessa
plataforma, os dados foram filtrados pela média, normalizados pela soma e
dimensionados na escala de Pareto. Foram realizadas andlises estatisticas uni e
multivariadas dos dados: o volcano plot, que combina analise fold change e teste -
T, a analise de componentes principais - PCA, a andlise discriminante por
minimos quadrados parciais - PLS-DA e a andlise de agrupamento- mapa de

calor (heatmap).

Figura 12 - Foto do equipamento de CLUE-EM/EM. Fonte: arquivo do Laboratorio de
Farmacognosia, UnB.

3.5 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS

Diante das informacdes resultantes das analises metabolémicas, 7,6 g do extrato
ativo - extrato hexanico das folhas de Vismia gracilis — foram fracionados. Uma coluna

cromatografica de vidro (60 cm de altura e 6 cm de diametro interno) foi utilizada para
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este procedimento. O extrato foi adsorvido a 30 g de silica de fase normal (0,063 a
0,200 mm, Merck, Darmstadt, Alemanha) e aplicado no topo da fase estacionaria
estabelecida com 150 g desta mesma silica. Iniciou-se o processo de separagéo
utilizando-se como fase moével hexano 100% e, posteriormente, atuando-se com
gradiente de polaridade crescente com o uso de acetato de etila até 100%. Coletaram-
se 27 fracdes de 500 mL cada, as quais foram secas por meio de evaporador rotativo
e analisadas por cromatografia em camada delgada (placas de silica 60, Merck,
Darmstadt, Alemanha). A partir desse fracionamento, a amostra ARBO12A105C foi
separada novamente por coluna cromatografica aberta de menor proporcao,
similarmente ao primeiro procedimento. As fragdes resultantes foram analisadas por
CLUE-EM/EM (Figura 13). Dessa coluna de menor proporcdo, a amostra
ARBO12A116H foi filtrada com o uso de uma coluna cromatografica preenchida com
o polimero Sephadex LH20 (GE Healthcare, Chicago, USA), rendendo a amostra de
interesse ARBO12A119C, a qual foi purificada utilizando-se cromatografia liquida de
alta eficiéncia — CLAE na escala semipreparativa.

Foram obtidos 2,35 mg do composto 1. O composto 2 (1,91 mg) foi purificado
mais rapidamente conforme escrito na figura 13, que traz um fluxograma de obtencao
de 1 e 2. Afigura 14 demonstra alguns procedimentos cromatograficos em andamento
durante a obtencdo desses compostos. Importante ressaltar que o segundo extrato
hexanico das folhas de V. gracilis (ARBO0293b), referente a coleta de marco de 2020,
também foi submetido a processos de separacdo semelhantes, com os quais foi
possivel isolar mais 2 mg do composto 2.

Para purificacéo final de 1 e 2 por CLAE, utilizou-se o equipamento Varian
ProStar (Figura 15); coluna Phenomenex Luna® Cis (50 x 21 mm x 5 pum) e
metodologia isocratica com 85% de metanol na fase B e 15% de agua purificada na

fase A, com vazao da fase mével em 8 mL/min.
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Extrato hexanico folhas de V. gracilis (ARBO0293)
753¢

Coluna classica (silica)

27 fragbes
CLUE-EM/EM
ARBO12A105C ARBO12A105F
371,8 mg 122,8 mg
£ el Diluigdo em acetona:metanol 1:1 e
| I
Coluna c Z:ﬁ::(;a) remogao precipitado formado (84,1
mg) + CLAE preparativo (26,7 mg)
CLUE-EM/EM
Sephadex LH20 Composto 2
1,91 mg
CLAE preparativo
ARBO12A119C (17,5 mg)

Composto 1
2,35 mg

Figura 13 — Fluxograma de obten¢&o dos compostos 1 e 2 a partir do extrato hexanico das
folhas de V. gracilis (ARBO0293).



50

Figura 14 — Foto de processos cromatograficos para purificagdo dos compostos 1 e 2.
Fonte: fotos do autor - arquivo do Laboratdrio de Farmacognosia, UnB.

Figura 15 - Foto do equipamento de CLAE. Fonte: arquivo do Laboratério de
Farmacognosia, UnB.
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Novas tentativas de separagbes a partir do extrato ativo de V. gracilis foram
realizadas visando obter outros compostos. Nesse contexto, utilizou-se inicialmente a
extracdo em fase soélida similarmente como apresentado para o Sistema 1 da figura
11. Porém, baseando-se no perfil cromatografico em conjunto com a atividade
larvicida, as fracbes ARBO12A004A e ARBO12A004B foram selecionadas para
prosseguir com as purificacbes de forma escalonada (ARBO12A019A e
ARBO12A019B, respectivamente) partindo-se de 1,5 g do extrato. Estas fracdes
foram submetidas, separadamente, a cromatografia em coluna classica. Logo em
seguida, as fracfes resultantes que despertavam atencéo pelo perfil cromatografico
menos complexo foram purificadas por CLAE semipreparativo utilizando-se o mesmo
equipamento mostrado na figura 15. Ao longo das separacdes como mostrado no

fluxograma da figura 16, foi possivel obter os compostos 5, 6, 7 e 8.
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Extrato hexanico folhas de V. gracilis (ARBO0293)

100 mg

ARBO12A004A
hexano/diclorometano 9:1

ARBO12A004B
diclorometano/acetato de etila 20:1

Escalonamento
1,5 g extrato

ARBO12A019A
168,5 mg

ARBO12A019B
470,2 mg

Coluna classica (silica)

29 fracdes 36 fracdes
CLAE preparativo
Composto 5 Composto 7
0,90 mg 0,50 mg
Composto 6
0,20 mg
Composto 8

Figura 16 - Fluxograma de obtencdo dos compostos 5 — 8 a partir do extrato hexanico

das folhas de V. gracilis (ARBO0293).
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3.6 SINTESE DO COMPOSTO 1

O composto 1 foi sintetizado como alternativa para sua obtencdo em maior
guantidade para realizacdo dos ensaios bioldgicos. Este procedimento foi realizado
em parceria com o Instituto de Quimica da UnB junto com o Professor Carlos Eduardo
Salvador. Inicialmente, sinteses relatadas na literatura envolvendo a classe de
benzofenonas foram estudadas (104-106). Dessa forma, foi definido o seguinte
experimento reacional: em uma primeira etapa foi realizada a reacéo de acilagédo de
Friedel Crafts entre o floroglucinol e o cloreto de benzoila. Esta rea¢do ocorreu a 65
°C durante 3 h envolvendo a catalise do cloreto de aluminio (AICI3) e o solvente
nitrobenzeno. O  composto intermediario  florobenzofenona  (fenil(2,4,6-
trinidroxifenil)metanona) foi obtido com um rendimento de 67% apds separacao por
cromatografia em coluna aberta. Para a segunda etapa, a reagao de condensacéo
entre a florobenzofenona e o 6xido de mesitil (3-metilbut-2-enal) foi catalisada pelo
EDDA (di-acetato de etileno di-amina). Apos 10 h de reacdo em temperatura

ambiente, o composto 1 foi purificado em coluna cromatografica.

3.7 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS OBTIDOS

Todas as amostras adequadas para estudos de elucidacdes estruturais foram
submetidas aos experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN). Os
espectros obtidos destes experimentos foram registrados utilizando-se espectrometro
Bruker Ascend Avance Il HD de 600 MHz (Figura 17). Para obtenc&o desses dados,
as amostras em estudo foram dissolvidas em cloroférmio-d deuterado (CDCI3) (Merck,
Darmstadt, Alemanha). As massas em alta resolu¢do dos compostos estudados foram
obtidas através do espectrometro de massas (EM) de alta resolucéo (Bruker compact
ESI-QQqTOF, Figura 12).
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Figura 17 — Foto do equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear. Fonte: arquivo do
Laboratorio de Farmacognosia, UnB
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE DOS EXTRATOS DE Vismia gracilis EM LARVAS E PUPAS

Dentre os 14 extratos de V. gracilis do Banco de Extratos de Plantas do Bioma
Cerrado (Laboratério de Farmacognosia), apenas o extrato hexanico das folhas
(ARBO0293) foi ativo em larvas, apresentando mortalidade de 95% apds 24 horas do
inicio do teste. Os extratos hexanicos da casca do caule (ARBO0286) e da madeira
da raiz (ARB0O0290) também foram téxicos para as larvas, causando 47,5% e 40,0%
de mortalidade, respectivamente. Porém, esses extratos ndo foram classificados
como ativos de acordo com o0s parametros adotados pelo Laboratério de
Farmacognosia, no ambito do Projeto ArboControl. Nenhum dos extratos avaliados
apresentou atividade pupicida (Tabela 2).

A curva dose-resposta do extrato hexanico das folhas (ARBO0293) foi
determinada com CLso de 46,48 pg/mL (ICos 39,98 a 54,09) em 24 horas. A atividade
do extrato foi duas vezes mais potente em 48 horas, apresentando CLso de 20,57
png/mL (ICes 18,00 a 23,34) (Tabela 3). O segundo extrato produzido a partir das folhas
de V. gracilis (ARBO0293b) coletadas em marc¢o de 2020 também foi ativo, causando
92,5% de mortalidade das larvas em 24 horas.

Como os géneros Clusia e Vismia ja foram consideradas da mesma familia:
Clusiaceae (91), sdo apresentados a seguir alguns exemplos de extratos de plantas
de Clusiaceae com atividade larvicida: extrato hexanico da casca do caule de
Calophyllum mucigerum com CLso 87,90 pug/mL (107); extrato hexanico da casca da
raiz de C. inophyllum CLso >150 pg/mL (108); e extrato com hexano/ acetato de etila/
etanol da casca do caule de Garcinia mangostana com CLso 180,70 pg/mL (109).
Mesmo a metodologia utilizada nos testes larvicidas dos estudos citados ndo sendo
equivalente a metodologia do presente trabalho, é importante ressaltar que
ARBO0293 chega a ser quase duas vezes mais potente que o0 extrato mais ativo

citado, o hexanico da casca do caule C. mucigerum.
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Tabela 2 - Atividade dos extratos de Vismia gracilis, testados a 250 pg/mL, em formas

imaturas (larvas e pupas) de Ae. aegypti.

Cddigo do % Mortalidade 24 h (EP?)
Parte vegetal Solvente extrator
Extrato Larvas Pupas

ARBO0286 casca do caule hexano 47,50 (9,46) 0,00 (0,00)
ARBO0287 casca do caule agua 0,00 (0,00) 5,00 (5,00)
ARBO0288 casca do caule etanol 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
ARBO0289 casca do caule acetato de etila 2,50 (2,50) 0,00 (0,00)
ARBO0290 madeira da raiz hexano 40,00 (9,13) 0,00 (0,00)
ARBO0291 casca da raiz etanol 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
ARBO0292 folha acetato de etila 0,00 (0,00) 10,00 (10,00)
ARBO00293! folha hexano 95,00 (2,89) 10,00 (5,77)
ARBO0294 folha etanol 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
ARBO0296 fruto hexano 0,00 (0,00) 5,00 (5,00)
ARBO0297 fruto acetato de etila 2,50 (2,50) 0,00 (0,00)
ARBO0298 madeira do caule acetato de etila 2,50 (2,50) 0,00 (0,00)
ARBO0299 madeira do caule etanol 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
ARBOO0300 madeira do caule hexano 0,00 (0,00) 5,00 (5,00)
ARBO0293b? folha hexano 92,50 (4,79) -

tAmostras consideradas ativas (% mortalidade = 80 %). ?EP: erro padrao.

Tabela 3 — Determinacdo dos valores de CLso e CLos do extrato hexanico das folhas
de V. gracilis (ARBO0293) em larvas de Ae. aegypti.

Tempo CLso pg/mL Chi
Amostra CLos pg/mL (ICes) Slope Intercept
(h) (ICos)* (p)?
Extrato 46,48
) >250 1,00 0.14 -3.24
hexanico (39,98-54,09)
folhas V. 20,57 77,90
- 1,00 2.84 -3.73
gracilis (18,00-23,34) (63,43-102,05)

1IC: intervalo de confianga. 2Chi (p): indica se os dados estéo adequados a regressdo, em que valores
de p>0,05 séo aceitaveis.
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4.2 ATIVIDADE DOS EXTRATOS DE Vismia gracilis EM ADULTOS

Foram avaliados 11 extratos de V. gracilis em testes de toxicidade e repeléncia
com mosquitos adultos (Tabelas 4 e 5). Nos testes de avaliacdo do comportamento
de adultos utilizando o aparato HITSS, dois extratos demonstraram atividade atrativa
no teste de repeléncia espacial. O extrato acetato de etila da casca do caule
(ARBO0289) que apresentou indice de repeléncia espacial (SAI) =-0,61 (+ 0,10); e o
extrato etandlico das folhas (ARBO0294), com SAl = -0,64 (x 0,14) (Tabela 4).
Nenhuma das amostras apresentou repeléncia espacial ou irritagdo por contato. Nos
testes de toxicidade realizados com as garrafas, nenhum dos extratos foi adulticida na
concentragdo testada. Dessa forma, os extratos de V. gracilis avaliados ndo foram
consideradas promissores do ponto de vista de desenvolvimento de um produto

repelente doméstico, de acordo com a OMS (96).
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Tabela 4 — Avaliagdo da irritagdo por contato (HITSS: HITSS: High-throughput
screening system) de extratos de V. gracilis (dose de 10%) em fémeas de Ae. aegypti.

n° replicatas

Escape (n° mosquitos)

% Escape?

Amostra (" mosaq.) média (EP?) média (EP) p3
Controle Tratamento

Arbo0286 6 (60) 0,67 (0,21) 1,00 (0,63) 3,15 (7,54) 0,740
Arbo0287 6 (60) 0,33 (0,21) 0,83 (0,31) 4,81 (4,41) 0,405
Arbo0288 6 (59) 0,50 (0,22) 0,16 (0,16) -1,85 (3,41) 0,545
Arbo0289 6 (60) 2,33 (0,56) 1,67 (0,61) -11,31 (12,26) 0,260
Arbo0292 6 (60) 0,83 (0,65) 1,33 (0,61) 0,56 (14,77) 0,470
Arbo0293 6 (61) 0,33 (0,21) 0,83 (0,31) 2,61 (4,27) 0,405
Arbo0294 6 (60) 0,50 (0,34) 0,67 (0,33) -2,69 (5,14) 0,920
Arbo0296 6 (60) 0,33 (0,21) 0,67 (0,21) 4,66 (3,54) 0,567
Arbo0297 6 (60) 0,83 (0,40) 0,17 (0,17) -8,10 (4,13) 0,303
Arbo0298 6 (60) 0,67 (0,33) 0,00 (0,00) -7,87 (4,08) 0,182
Arbo0299 6 (59) 0,50 (0,50) 0,33 (0,21) -2,14 (8,38) 1,000

1EP: erro padr&o. 2% Escape corrigido pela mortalidade no cilindro tratado e escape no controle. 3 Valor
de P calculado pelo teste de Wilcoxon para a diferencga entre o escape no cilindro com tratamento e no

cilindro controle (solvente de diluicdo da amostra).
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Tabela 5 - Avaliagdo da repeléncia espacial (HITSS: HITSS: High-throughput
screening system) de extratos de V. gracilis (dose de 10%) em fémeas de Ae. aegypti.

Amostra n° replicatas % resposta mosquitos SAI? SR P>S
(n° mosq.) média (EPY) média (EP)
Arbo0286 9 (181) 13,27 (2,01) 0,05 (0,28) 0 1,000
Arbo0287 9 (179) 8,92 (2,73) -0,13 (0,26) -2,5 0,688
Arbo0288 9 (182) 10,93 (2,52) 0,06 (0,27) 1,5 1,000
Arbo0289 9 (178) 16,41 (2,87) -0,61 (0,10) -22,5 0,004
Arbo0292 9 (179) 10,51 (2,92) -0,02 (0,18) -0,5 1,000
Arbo0293 9 (180) 11,67 (2,36) -0,07 (0,25) -2,5 0,719
Arbo0294 9 (178) 12,88 (3,13) -0,64 (0,17) -14 0,016
Arbo0296 9 (180) 15,00 (3,44) 0,00 (0,22) 0,5 1,000
Arbo0297 9 (179) 8,51 (2,11) -0,11 (0,24) -3 0,656
Arbo0298 9 (179) 2,78 (1,21) 0,00 (0,24) 0 1,000
Arbo0299 9 (180) 6,11 (1,39) 0,44 (0,18) 5 0,125

1EP: erro padrdo. 2 SAl, indice de repeléncia espacial. ® SR, signed-rank calculado pelo PROC

UNIVARIATE (SAS Studio).

4.3 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE) E ANALISE METABOLOMICA

Técnicas metabolémicas foram aplicadas na avaliacdo e diferenciacdo de
fracOes do extrato hexanico das folhas de Vismia gracilis (ARBO0293) com objetivo
de otimizar o processo de isolamento e identificacdo de compostos potencialmente
ativos. Inicialmente, realizou-se uma andlise instrumental por CLUE-EM de uma

amostra do extrato que resultou no perfil demonstrado na figura 18. No cromatograma
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de pico base, nota-se a complexidade da amostra sendo possivel detectar pelo menos

48 compostos presentes no extrato ARBO0293.

42
28

6
4 6

] (s 26 by 35
2
0

| | %
2 5 4 2731 33 4847
14 ‘ 10 1215 16%819 22 3 253N Var 33 44 48

2 4 ' 6 ' 8 10 T 12 14 Time [min]
Figura 18 - Cromatograma de pico base (BPC) do extrato hexanico das folhas de
Vismia gracilis (ARBO0293).

As fracOes obtidas por SPE para as analises metabolémicas tiveram
rendimentos variados entre 11,80 e 62,42%, a depender do sistema eluente utilizado

(Tabela 6).

Tabela 6 - Rendimento das fracdes obtidas pela extracdo em fase soélida (SPE-diol e
SPE-silica) do extrato hexanico das folhas de Vismia gracilis (ARBO0293).

RENDIMENTO
SISTEMA ELUENTE

Diol Silica

SISTEMA 11!
hexano/ diclorometano 9:1 16,61% 10,95%
diclorometano/ acetato de etila 20:1 39,55% 28,27%
acetato de etila 100% 29,05% 46,90%
acetato de etila/ metanol 5:1 13,60% 17,79%
metanol 100% 9,70% 14,41%

SISTEMA 2!
hexano 100% 13,07% 11,80%
acetato de etila 100% 62,42% 37,08%
metanol100% 18,74% 40,14%

10s sistemas mencionados remetem aos mesmos exemplificados na figura 11.

O sistema 1, realizado em cartuchos preenchidos com diol, conforme descrito
previamente (Figura 11) deu origem a duas fracbes ativas: ARBO12A004A e
ARBO12A004B. O sistema 2 teve uma ativa: ARBO12004G. Ja a SPE realizada com
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cartuchos preenchidos com silica apresentou como fracdes ativas: ARBO12A004J
(sistema 1) e ARBO12A0040 (sistema 2). As fragOes ativas apresentaram mortalidade
de 100% das larvas ap6s 24 horas de exposicéo, exceto AR12A004G, que promoveu
90%.

De acordo com os resultados dos testes bioldgicos, foram selecionadas as
seguintes fracdes para o estudo metabolémico:

- As fragbes ativas: ARBO12A004A, ARBO12A004B, ARBO12A004J e
ARBO12A0040 (mortalidade das larvas de 100%).

- E as fracBes inativas: ARBO12A004C, ARBO12A004D, ARBO12A004K e
ARBO12A004L (mortalidade das larvas < 2,5%).

As fracdes, assim como o extrato, apresentaram cromatogramas de pico base
complexos, como pode ser observado na figura 19. Essas analises geraram uma
diversidade de ions referentes a cada um dos picos detectados nas fracdes, cujas
massas em alta resolugcéo permitem obter a razdo m/z exata de cada componente e

suas provaveis formulas moleculares.
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Figura 19 - Cromatogramas de pico base (BPC) das fragcOes ativas (vermelho) e
inativas (verde) do extrato larvicida ARBO0293, obtidas por SPE para analise
metabolémica.
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A matriz obtida apds processamento no MZmine dos dados das fracdes, obtidos
por CLUE-EM/EM, possuia 504 ions por amostra, sendo estas divididas em dois
grupos (amostras ativas e inativas), com 1,8% de valores faltantes, de acordo com a
checagem de integridade dos dados pelo MetaboAnalyst.

O grafico volcano plot apresentou alguns dos ions presentes nas amostras
ativas e inativas, destacando aqueles significativos para diferenciacao dos grupos em
estudo. Na figura 20, os ions significativos para diferenciacdo das amostras ativas
(circulos em rosa, a direita do grafico) estao dispostos de acordo com sua relevancia
estatistica para o agrupamento das frac6es considerando a semelhanc¢a quimica entre
elas. Os ions mais distantes do centro do grafico, em dire¢cao ao canto superior direito,
sdo aqueles com menor valor de p (maior significancia estatistica) e maior FC
(magnitude da diferenca na intensidade do ion entre as fracdes), ou seja, sdo 0s ions
mais significativos para diferenciacdo dos grupos. Dentre os ions importantes
identificados pelo volcano plot, estédo aqueles destacados com setas correspondentes
a

- Composto 1: [M+H]* m/z 363,1593 ; tempo de retencéo (TR) = 10,5 minutos;

formula molecular = C23H2204+H*; erro = -0.5 ppm; anotado como clusiafenona

A.

- Composto 2: [M+H]* m/z 365,1749; TR = 9,7 min.; férmula molecular

C23H2404+H"; erro = -0.5 ppm; anotado como isovismiafenona B.

- Composto 3: [M+H]* m/z 379,1704; TR = 9,68 min.; formula molecular

C24H2604 +H*; erro = 0.7 ppm; anotado como mirtiafenona B.
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Figura 20 - Volcano plot: em rosa, ions significativos para diferenciacdo dos grupos
de amostras ativas e inativas. No eixo y, teste-T (linha de corte = 0,05), e no eixo x
fold-change (linha de corte = 2). A direita do gréafico, os ions presentes nas amostras
ativas e, a esquerda, aqueles presentes nas amostras inativas. Em destaque com
setas 0s compostos anotados: isovismiafenona B (m/z 365,1697), clusiafenona A (m/z
363,1605) e mirtiafenona B (m/z 379,1918).

A andlise dos componentes principais - PCA (Figura 21) mostrou que o0s
componentes 1 (eixo x) e 2 (eixo y) foram juntos responsaveis por 61,1% da variancia
da amostra. O PCA é uma anadlise estatistica multivariada ndo-supervisionada, que
apresenta a diferenciacéo das fracdes ativas e inativas no plano de acordo com o perfil
metabdlico das amostras. Nessa analise, observou-se que as fragbes ndo foram
agrupadas de forma clara considerando seu perfil quimico, o que pode ser explicado
pela complexidade apresentada por seus cromatogramas de pico base (Figura 19).
Contudo, outra analise ndo-supervisionada, a analise de agrupamento representada
por um mapa de calor (Figura 22), foi capaz de agrupar com eficiéncia as amostras
de acordo com seu perfil metabdlico. Na figura, observa-se uma variacdo de cores.
Os ions com maior abundancia relativa estdo representados em cores mais quentes
(tons avermelhados). O agrupamento das amostras coincidiu com as respectivas
atividades bioldgicas: as amostras inativas foram agrupadas do lado esquerdo do

plano, e as ativas do lado direito.
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Figura 21 - PCA: em vermelho as amostras ativas agrupadas na por¢ao superior
do plano e, em verde, amostras inativas reunidas na porcao inferior.
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Figura 22 — Analise de agrupamento - mapa de calor: am
com a intensidade dos 50 ions mais importantes na diferenciacdo das amostras ativas
e inativas (indicadas acima da primeira linha em vermelho e verde, respectivamente).
Amostras estao dispostas em colunas e os ions em linhas. Analise de agrupamento
hierarquica utilizando como medida de similaridade distancia euclideana e algoritmo
de agrupamento Ward. Cores mais quentes indicam maior intensidade do ion (eixo X)

na amostra (eixo y).
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Em seguida, a figura 23A traz uma analise supervisionada, a analise
discriminante por minimos quadrados parciais - PLS-DA. O gréfico foi plotado com Y
(bioatividade) em funcdo de X (sinais detectados: metabdlitos) (78), maximizando a
diferenciacdo entre as amostras e apontando os metabdlitos responséaveis pela
separacao dos grupos. Estes metabdlitos foram elencados no VIP SCORE (Figura
23B), a projecao de variaveis importantes.

A eficiéncia na separacdo dos grupos é visivelmente maior no PLS-DA,
comparando-se com a PCA. Isso ocorre em virtude de esta Ultima analise considerar
a atividade bioldgica das amostras para agrupa-las (supervisionada), enquanto a PCA
€ nao-supervisionada. As andlises supervisionadas sdo importantes para permitir
visualizar as diferencas entre amostras complexas. O VIP SCORE destacou, como
caracteristicas importantes para distribuicdo das amostras no plano PLS-DA, os
compostos: clusiafenona A (1), isovismiafenona B (2), e um derivado de clusiafenona
(4) com [M+H]* m/z 381.1704, TR=8,7 min e formula molecular C23H240s+H* (-2.0

ppm).
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Figura 23 — A. PLS-DA: andlise multivariada supervisionada que maximiza a
separacao entre as amostras. Em vermelho estdo as fracdes ativas e em verde, as
inativas. B. VIP SCORE: apresenta 0s ions importantes para separa¢do dos grupos
no PLS-DA. Em destaque os compostos anotados: clusiafenona A (m/z 363.1605),
isovismiafenona B (m/z 365.1697), e o derivado de clusiafenona (m/z 381.1704).
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Os compostos 1 — 4, cujas estruturas estao dispostas na figura 24, pertencem
a classe das benzofenonas. Esses metabdlitos foram destacados nas analises
guimiométricas como relevantes para diferenciacdo do grupo de fracbes ativas do
extrato ARBO0293.

Clusiafenona A (1) ja foi identificada em espécies de Clusia (110,111). O
composto isovismiafenona B (2) ja foi isolado de Vismia descipiens (112). Mirtiafenona
B (3) ja foi relatada na familia Clusiaceae (113). Os trés compostos, bem como o
derivado de clusiafenona (4) apresentaram perda do fragmento m/z 105 [Ph-CO]J+
guando ionizadas por ESI (electrospray ionization), tipico do comportamento de
benzofenonas (113-115), conforme figura 25. Os metabdlitos 1 — 4 destacados nas
analises metaboléomicas foram anotados conforme seu perfil de fragmentacédo por EM
(Tabela 7).

Sugere-se a anotacao de 4 como um derivado de clusiafenona: clusiafenona C
ou clusiafenona D. Ambas ja foram relatadas em Clusiaceae (111,113). Em seu
espectro de fragmentacéo, além do fragmento caracteristico m/z 105 [Ph-CO] +, o
composto apresentou também, a partir de uma desidratacdo, o fragmento m/z
363,1600 que corresponde ao composto 1 (Figura 25).

As analises estatisticas metabolémicas realizadas pelo MetaboAnalyst
permitiram visualizar a magnitude de informacdes obtidas a partir dos dados de CLUE-
EM/EM direcionando a anotacdo de compostos importantes na diferenciacéo do grupo
de fracdes ativas. Estudos anteriores do Laboratério de Farmacognosia (UnB)
utilizando estratégias metabolémicas foram capazes de predizer os metabdlitos
responsaveis pela atividade larvicida de extratos de Annona crassiflora (68). Dessa
forma, os compostos anotados por este trabalho, classificados quimicamente como
benzofenonas (1 — 4), foram considerados como potenciais contribuintes para a
atividade larvicida do extrato ARBO0293. Para confirmacéo de tal hipotese, seguiu-se
para a segunda etapa deste trabalho, que incluiu a obtencéo de alguns dos compostos
anotados, por isolamento e sintese, para realizacao de testes biolégicos em larvas de

Ae. aegypti.
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Figura 24 - Estruturas dos compostos presentes no extrato larvicida ARBO0293 que
foram anotados: clusiafenona A (1), isovismiafenona B (2), mirtiafenona B (3) e um
derivado de clusiafenona (4): clusiafenona C (esquerda) ou clusiafenona D (direita).



69

Tabela 7 - Compostos presentes no extrato hexanico das folhas de V. gracilis

anotados com base em seu perfil de fragmentacao.

m/z ion
TR Férmula Produto
Composto ] percursor ] Fragmento
(min) molecular [M]* ion, m/z
M+ H]*
285 [M]-CeHs
227 [M]-C10H1s6
Clusia%)"lona A 10.5 363.1593 (%235"'22% 189 [M]- CeHs-C7H12
= PP 105 [M]-C16H1703
77 [M]- C16H1703-CO
0o ot
Isovismi(azf)enona 5 97 3651749 (%2%H24%‘) 2 [M]- C1oH13-CsHe
= PP 105 [M]- C10H13-C3He-
3CO
323 [M]-CaHs
Mirtiaf(e:gr)lona B 9.68 379.1901 (%247H26ron4) 245 [M]-CioH14
PP 105 [M]-C17H2203
[M]-H20
363 [M]-H20-CaHs
(4) CoaHraO 309 [M]- H20-C10H11
Derivado de 8.7 381.1704 (_223‘0 24 nj) 231 [M]- H20-C1oH11-
clusiafenona 2 PP 189 CsHs
105 [M]- H20-C1oH11-

C3He-C30s3
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Chemical Formula: Cp3H;,05 Exact Mass: 363.1591
Exact Mas: 380.1624

on |7

b {\ o o)
fe) ‘\V/o 1$
L — N
[l
= |
OH o\’ OH O
OH O +H ' .
Exact Mass: 380.1624 Exact Mass: 309.1121 Chemical Formula: C3H104

Exact Mass: 231.0652

\ l

O O
O — <
I ]
e} OH O
it s
Exact Mass: 105.0335 Chemical Formula: C4oHs50,*

Exact Mass: 189.0182

Chemical Formula: Cy3H,40,4 Chemical Formula: C23H404
Exact Mass: 364.1675 Exact Mass: 364.1675

Figura 25 - Fragmentacgéo por ESI dos compostos 1, 2 e 4. No esquema, utilizou-se a
Clusiafenona C como exemplo.
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4.4 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS A PARTIR DO EXTRATO
ATIVO DE Vismia gracilis

Os compostos 1 e 2 foram destacados consistentemente pelas analises
estatisticas: volcano plot, PLS-DA e analise de agrupamento — mapa de calor, como
importantes para diferenciacdo dos grupos de fracGes ativas. Adicionalmente, foram
facilmente identificados no cromatograma de pico base (BPC) do extrato e, portanto,
foram selecionados para isolamento e posterior avaliacdo da atividade larvicida.

Dessa forma, clusiafenona A (1) foi inicialmente obtida a partir do extrato
hexanico das folhas de V. gracilis utilizando-se técnicas cromatograficas classicas
com 0,03% de rendimento. Os dados experimentais de RMN e EM do composto foram
devidamente comparados aos reportados na literatura (106). A isovismiafenona B (2),
por sua vez, foi isolada com 0,025% de rendimento. A determinagdo estrutural
baseou-se nos dados de RMN e EM experimentais, comparados aos dados da
literatura (104).

Visando obter 1 e 2 com maior grau de pureza, a fim de confirmar a atividade
larvicida destes, a clusiafenona A (1) foi sintetizada com rendimento global de 56 %,
conforme figura 26. Enquanto a isovismiafenona B (2) foi obtida por meio de um
segundo processo de isolamento, dessa vez a partir do fracionamento do extrato
ARBOO0293b, referente a nova coleta da espécie em marco de 2020. Foram obtidos 2

mg do composto 2.

OH O
OH o
/@\ N Cl)b AICl5, nitrobenzeno
HO OH 65°C em 3h P o
67%
Floroglucinol Cloreto de benzoila Florobenzofenona
X i
O OH _ \
- O OH
H3N +
o) Ry TP O)J\ N
. - I (00) T )
HO OH o o
CH,Cl, rt
Florobenzofenona Oxido de mesitil 82 40/: ' =
Clusiafenona A

Figura 26 — Esquema das reacdes de sintese para obtencéo de clusiafenona A.



72

Na andlise do espectro de RMN de 'H do composto 1 (Figura 27) foi possivel
observar dois singletos com deslocamentos quimicos 6 em 0,97 e 1,47 ppm
integrando para seis hidrogénios cada, correspondentes a presenca de quatro metilas.
Ha também a deteccédo de 4 dubletos com 6 entre 5,27 a 6,71, com constante de
acoplamento J = 10 Hz integrando para 1H cada. Estes sinais configuram o
acoplamento em orto dos hidrogénios olefinicos nas posicées 3 e 4; 9 e 10. Existem
cinco hidrogénios na regido aroméatica com 6 entre 7,36 a 7,48 ppm e um hidrogénio
bem deslocado com & 12,71 ppm caracterizando a presenca da hidroxila na posi¢ao
5. Os dados de RMN de 'H apresentados na tabela 8, em conjunto a deteccédo do ion
molecular protonado com m/z 363,1593 [M+H]*, confirmam o isolamento da composto
1, clusiafenona A, com o seu nome IUPAC: (5-hidroxi-2,2,8,8-tetrametil-2H,8H-

benzo[1,2-b:3,4-b"ldipiran-6-il)fenilmetanona).
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Estudando a figura 28 para elucidacéo estrutural do composto 2, verificou-se a
presenca de trés singletos com 6 em 1,45, 1,68 e 1,75 ppm. Um destes singletos esta
integrando para seis hidrogénios e o0s outros dois sinais correspondem a trés
hidrogénios cada. Esta configuracdo de sinais também caracteriza a existéncia de
guatro metilas. H4 um dubleto com 6 em 3,25 ppm e J = 7,0 Hz indicando um CH: na
posicdo 1” que esta ligado diretamente ao anel aromatico com constituintes vicinais
hidroxilados. Existe um multipleto com 6 em 5,17 ppm na posi¢cao 2” podendo acoplar
com até oito hidrogénios vicinais ao mesmo tempo, além de dois dubletos com & em
5,50 e 6,60 ppm com acoplamento em orto J = 10 Hz referindo-se as posicdes 3 e 4.
Existem cinco hidrogénios arométicos com & entre 7,50 a 7,65 ppm e dois sinais que
caracterizam as hidroxilas nas posicbes 5 e 7 com 6 8,73 e 9,20 ppm,
respectivamente. Os dados de RMN e o ion molecular protonado com m/z 365,1749
[M+H]* indicam o composto 2, como isovismiafenona B com nome IUPAC: ([5,7-

dihidroxi-2,2-dimetil-6-(3-metil-2-buten-1-il)- 2H-1-benzopiran-8-illfenil-metanona).
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Os dados de RMN dos compostos 1 e 2 comparados com a literatura.estéo

reunidos na tabela 8.

Tabela 8 - Dados de RMN *H 600 MHz de clusiafenona A (1) e isovismiafenona B (2)

comparados com a literatura.

Posicao Composto 1 Composto 1* Composto 2 Composto 2*
o (I; ma; J) o (I; ma; J) o (I; ma; J) S (I; ma; J)
2a 1,47/0,97 (3H; s) 1,45/0,96 (3H; s) 1,75 (3H; s) 1,84 (3H; s)
2b 1,47/0,97 (3H; s) 1,45/0,96 (3H; s) 1,68 (3H; s) 1,78 (3H; s)
5,49 (1H; d; 10) 5,47 (1H; d; 10) 6,60 (1H; d; 10) 6,45 (1H; d; 10)
6,70 (1H; d; 10) 6,68 (1H; d; 10) 5,49 (1H; d; 10) 5,26 (1H; d; 10)
8a 1,47/0,97 (3H; s) 1,45/0,96 (3H; s) - -
8b 1,47/0,97 (3H; s) 1,45/0,96 (3H; s) - -
9 5,28 (1H; d; 10) 5,26 (1H; d; 10) - -
10 6,51 (1H; d; 10) 6,49 (1H; d; 10) - -
3 7,47 (1H; m) 7,47 (1H; m) 7,64 (1H; m) 7,46 (1H; m)
4 7,37 (1H; m) 7,35 (1H; m) 7,52 (1H; m) 7,35 (1H; m)
5 7,43 (1H; m) 7,43 (1H; m) 7,58 (1H; m) 7,51 (1H; m)
6 7,37 (1H; m) 7,37 (1H; m) 7,52 (1H; m) 7,58 (1H; m)
7 7,47 (1H; m) 7,47 (1H; m) 7,64 (1H; m) 7,63 (1H; m)
1 - - 3,25 (2H; d; 7) 3,41 (2H; d; 7)
27 - - 5,17 (1H; m) 5,30 (1H; t; 7)
3a” - - 1,45 (3H; s) 0,95 (3H; s)
4 - - 1,45 (3H; s) 0,95 (3H; s)
OH-5 12,71 (s) 12,72 (s) 8,73 (s) nd
OH-7 - - 9,20 (s) nd
& = deslocamento quimico; | = integral; ma = multiplicidade aparente; J = constante de acoplamento

Hz. *Comparacao com a literatura. nd = ndo detectado.

Com o objetivo de se ampliar o conhecimento de V. gracilis, considerando nao
terem sido encontrados na literatura estudos fitoquimicos sobre a espécie,
prosseguiu-se com o isolamento de outros compostos a partir das fracdes
ARBO12A004A e ARBO12A004B (obtidas por SPE), a partir de técnicas
cromatograficas classicas. Foram isolados quatro compostos da classe das

antraquinonas: crisofanol (5), fisciona (6), vismiaquinona (7) e vismiaquinona D (8).
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Crisofanol (5), CisH1004+H™* (-8,2 ppm), foi obtido com rendimento de 0,53%
(0,90 mg). Seus dados experimentais de RMN e EM corresponderam aos achados na
literatura para o composto (116,117). Fisciona (6), Ci6H120s+H* (-7,02 ppm), foi obtida
com 0,12% de rendimento (0,20 mg) e sua determinacdo por RMN e EM esta de
acordo com a literatura (116,118).

O espectro de RMN do composto 5 (Figura 29) evidencia trés singletos com &
12,14, 12,03 e 2,47 ppm indicando duas hidroxilas nas posi¢des 1 e 8 e uma metila
ligada ao carbono aromético 3. Além disso, existem cinco hidrogénios aromaticos com
0 entre 7,11 a 7,84. Com relacdo ao composto 6 (Figura 30), quase todos sinais séo
semelhantes ao 5. O diferencial de 6 € o singleto com & 3,94 ppm determinando a
presenca de um grupo metoxila OCHs. Por isso, h& quatro hidrogénios aromaticos
com o entre 6,69 a 7,64. Tais compostos 5 e 6 apresentaram ions moleculares
protonados com m/z 255,0644 [M+H]* e 285,0743 [M+H]*, respectivamente. Portanto,
o crisofanol (5) e a fisciona (6) foram nomeados seguindo a IUPAC como: 1,8-
dihidroxi-3-metil-9,10-antracenodiona e 1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metil-9,10-

antracenodiona, respectivamente.
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A tabela 9 apresenta os dados de RMN de 'H dos compostos 5 e 6 em

comparacao com a literatura.

Tabela 9 - Dados de RMN 'H 600 MHz de crisofanol (5) e fisciona (6) comparados

com a literatura.

Posicao Composto 5 Composto 5* Composto 6 Composto 6*
o (I; ma; J) o (l; ma; J) o (I; ma; J) o (I; ma; J)

2 7,11 (1H; s) 7,06 (1H; s) 7,09 (1H; s) 7,07 (1H)
4 7,66 (1H; s) 7,61 (1H; s) 7,64 (1H; s) 7,62 (1H)
5 7,83 (1H; d; 8) 7,78 (1H; d; 8) 7,38 (1H; d; 2,5) 7,36 (1H)
6 7,68 (1H; m) 7,64 (1H; t; 8) - -
7 7,29 (1H; d; 8) 7,25 (1H; d; 8) 6,69 (1H; d; 2,5) 6,68 (1H)
3a 2,44 (3H; s) 2,44 (3H; s) 3,94 (3H; s) 3,93 (3H)
6a - - 2,46 (3H; s) 2,44 (3H)

OH-1 12,03 (s) 11,98 (s) 12,33 (s) 12,30 (s)

OH-8 12,14 (s) 12,10 (s) 12,13 (s) 12,11 (s)

& = deslocamento quimico; | = integral; ma = multiplicidade aparente; J = constante de acoplamento

Hz. *Comparacao com a literatura.

A vismiaquinona (7) foi obtida com rendimento de 0,11% (0,50 mg),
C21H200s5+H* (-1,98 ppm). Os sinais observados para o composto no espectro de
RMN de !H (Figura 31), comparados com a literatura (119), incluem: dois singletos
deslocados com 6 em 12,97 e 12,11 ppm tipicamente para as hidroxilas ligadas aos
anéis aromaticos, um singleto em 6 4,05 ppm para o grupo OCHs e outros trés
singletos em 6 2,45, 1,13 e 1,14 ppm denotando a presenca de trés metilas, sendo
duas em ambientes similares e uma ligada diretamente & posi¢cdo 6 do anel. H4 um
multipleto em 2,52 ppm correspondente a posicao 3’, e dois duplos dubletos em & 6,66
e 6,92 ppm com J =16, 7,0 e 1,2 Hz. A constante J = 16 indica o acoplamento trans
entre os hidrogénos 1’ e 2'. A constante J = 7,0 demonstra o acoplamento cis entre as
posicbes 2° e 3’ e a constante J = 1,2 Hz significa o acoplamento trans a longa
distancia entre os hidrogénios 1’ e 3’. Na regido com 6 entre 7,07 e 7,62 ppm ha trés
hidrogénios aromaticos. Pela espectrometria de massas foi detectado o ion molecular
com m/z 353,1382 [M+H]*. Por estes dados estruturais a vismiaquinona (7) recebeu o
nome IUPAC: 1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metil-2-(3-metil-1-buten-1-il)-9,10-

antracenodiona.
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A vismiaquinona D (8) C21H18Os+H* (7,8 ppm), foi obtida em quantidade n&o
mensuravel. Os dados de RMN de 'H (Figura 32) e de massas do composto foram
comparados com a literatura (119). No espectro foram detectados trés singletos
similarmente ao composto 7 indicando a presenca de uma metoxila 6 4,02 ppm, duas
metilas em ambientes semelhantes é 1,57 ppm e uma metila ligada ao anel aroméatico
0 2,43 ppm. O hidrogénio da hidroxila foi verificado em & 13,20 ppm e os hidrogénios
aromaticos ficaram na regido entre 6 7,07 e 7,57 ppm. Ha também dois dubletos em
0 5,84 e 6,73 ppm com J = 10 caracterizando o acoplamento orto das posi¢des 3 e 4.
O ion molecular com m/z 351,1222 [M+H]* corrobora a estes dados estruturais para a
vismiaquinona D (8). IUPAC: 11-hidroxi-5-metoxi-2,2,9-trimetil-2H-antra[1,2-b]piran-
7,12-diona.
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A tabela 10 relGne os dados de RMN 'H comparados com a literatura dos

compostos 7 e 8.

Tabela 10 - Dados de RMN *H 600 MHz de vismiaquinona (7) e vismiaquinona D (8)

comparados com a literatura.

Posicao Composto 7 Composto 7* Composto 8 Composto 8*
o (I; ma; J) o (I; ma; J) o (I; ma; J) o (I; ma; J)
2a - - 1,57 (3H; s) 1,57 (3H; s)
2b - - 1,57 (3H; s) 1,57 (3H; s)
3 - - 5,84 (1H; d; 10) 5,83 (1H; d, 10)
3a 4,05 (3H; s) 4,04 (3H; s) - -
7,42 (1H; s) 7,40 (1H; s) 6,73 (1H; d; 10) 6,73 (1H; d; 10)
7,62 (1H; d; 1,5) 7,61 (1H; d; 1,5) - -
5a - - 4,02 (3H; s) 4,01 (3H; s)
6 - - 7,44 (1H; s) 7,43 (1H; s)
6a 2,45 (3H; s) 2,44 (3H; s) - -
7,07 (1H; d; 1,5) 7,06 (1H; d; 1,6) - -
8 - - 7,57 (1H; d; 1,5) 7,56 (1H; d; 1,5)
9a - - 2,43 (3H; s) 2,42 (3H; s)
10 - - 7,07 (1H; d; 1,5) 7,06 (1H; d; 1,5)
% 6,66 (1H; dd; 1,2, 6,65 (1H; dd; 1,2, ) )
16) 16)
2 6,92 (1H; dd; 7, 16) 6,91 (1H; dd; 7, 16) - -
2,52 (1H; qdd; 7,2;
3 2,52 (1H; m) - -
7;1,2)
3a 1,13 (3H; d; 7,2) 1,13 (3H; d; 7,2) - -
4 1,13 (3H; d; 7,2) 1,13 (3H; d; 7,2) - -
OH-1 12,97 (s) 12,94 (s) - -
OH-8 12,11 (s) 12,09 (s) - -
OH-11 - - 13,20 (s) 13,19 (s)
& = deslocamento quimico; | = integral; ma = multiplicidade aparente; J = constante de acoplamento

Hz. *Comparacao com a literatura.

Todos compostos foram isolados com rendimentos muito baixos, variando de
0,11 a 0,53%, assim como 1 e 2. Durante a realizacdo das colunas, observou-se a
presenca de acidos graxos nas fracfes coletadas, o que dificultava a obtencéo de

amostras puras, e levou a necessidade de coleta de picos em CLAE semipreparativa.
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Os compostos 5 e 6 ja foram identificados em espécies de Vismia (112,119-
122). Crisofanol (5) apresentou atividade citotoxica em células humanas de
hepatocarcinoma, e 6 acdo anti-tumoral ao inibir uma fosfatase envolvida na
fisiopatologia de cancer de mama em humanos (123). Essas antraquinonas Sao
conhecidas por seu efeito laxativo e jA demonstraram atividades antifingica,
antibacteriana e antiprotozoaria (124). Os compostos 7 e 8 também ja foram
identificadas em espécies de Vismia (119,122,125), sendo a vismiaquinona (7)

considerada uma antraquinona tipica deste género (89).

4.5 ATIVIDADE LARVICIDA DOS COMPOSTOS OBTIDOS

Considerando os achados da metaboléomica, os compostos 1 e 2 foram isolados
e testados, promovendo 100% de mortalidade das larvas apds 24 horas de
tratamento. Como os espectros de RMN de 'H dessas amostras apresentavam alguns
sinais minoritarios, indicando a presenca de impurezas, 1 e 2 foram obtidos com
pureza ainda mais elevada para confirmacéo da atividade biolégica. Contudo, quando
reavaliados, clusiafenona A (1) e isovismiafenona B (2) ndo foram larvicidas. Esses
resultados sugerem que outros componentes minoritarios presentes nas primeiras
amostras testadas estavam associados a atividade larvicida observada,
possivelmente atuando de forma sinérgica. Essa hipo6tese foi reforcada quando se
testou a clusiafenona A sintetizada, que ndo promoveu atividade larvicida.

Os compostos crisofanol (5), fisciona (6) e vismiaquinona (7) isolados do extrato
ativo também néo apresentaram atividade larvicida, apesar de diversas antraquinonas
ja terem sido associadas a atividade tdxica em larvas em Ae. aegypti (28,67). A
amostra de vismiaquinona D (8) ndo pdde ser testada, pois foi obtida em quantidade
insuficiente para teste. Cabe ressaltar que os compostos 5 — 8 néo foram
estatisticamente significativos nas analises metabolémicas esplanadas.

Considerando que todos 0os compostos significativos nas andlises estatisticas
anotados (1 — 4) pertenciam a classe quimica das benzofenonas, outros compostos

estruturalmente relacionados e disponiveis no laboratoério foram testados em larvas: a
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florobenzofenona (intermediario da sintese de 1), a benzofenona e o cetoprofeno. A
figura 33 apresenta todas as 5 benzofenonas avaliadas quanto a toxicidade em larvas
de Ae. aegypti. Desses, apenas o0 composto comercial benzofenona apresentou
atividade larvicida, o que sugere que o0 nucleo benzofenbnico esteja envolvido no
mecanismo de toxicidade. A substancia apresentou atividade larvicida com CLso de
16,35 pg/mL (ICes 16,00 a 16,72) e 14,99 pg/mL (CLes 14,50 a 15,45), em 24 e 48

horas respectivamente (Tabela 11).

0

Clusiafenona A l l OH |sovismiafenona B
Benzofenona

(o] OH 0
OH
OH OH
Florobenzofenona

Cetoprofeno

Figura 33 — Compostos da classe das benzofenonas, naturais e sintéticos, testados em
larvas de Ae. aegypti. O composto testado como benzofenona comercial (centro da
figura) foi o Unico que apresentou atividade larvicida.

Tabela 11 — Determinacdo da CLso do composto comercial benzofenona testado em
larvas de Ae. aegypti.

Tempo CLso pg/mL CLogs pg/mL Chi
Amostra Slope Intercept
(h) (ICos)* (ICss) (p)?
16,35 20,71
24 0,99 16,02 -19,44
(16,00-16,72) (19,85-22,00)
Benzofenona
14,99 20,73
48 1,00 11,69 -13,75
(14,50-15,45) (19,61-22,45)

1IC: intervalo de confianca. 2Chi (p): indica se os dados estdo adequados a regressdo, em que valores
de p>0,05 séo aceitaveis.
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Adicionalmente, em testes com fémeas adultas, a benzofenona promoveu
knockdown de 100% dos mosquitos em 5 min no teste adulticida com garrafas, sendo
este seu tempo diagndéstico. O composto promoveu também irritacdo por contato, no
teste com o aparato HITSS (High-throughput screening system), causando percentual
de escape das fémeas de 22,78% (£ 5,93) (Tabela 12). O composto néo teve acgéao
repelente espacial, mas mostrou-se um potencial candidato para o desenvolvimento

de inseticidas, por atuar em diferentes estagios de desenvolvimento do mosquito.

Tabela 12 - Avaliagéo da irritagdo por contato (HITSS: High-throughput screening
system) do composto benzofenona (dose de 25 nmol/cm?) em fémeas de Ae. aegypti.

Escape (n°® mosquitos)
o i 0, 2
Amostra n° replicatas média (EPY) % Escape ps
(n° mosq.) média (EP)
Controle Tratamento
Benzofenona 6 (60) 0,17 (0,17) 2,50 (0,67) 22,78 (5,93) 0,015

1EP: erro padrédo. ?% Escape corrigido pela mortalidade no cilindro tratado e escape no controle. 3Valor
de P calculado pelo teste de Wilcoxon para a diferenca entre o escape no cilindro com tratamento e o
cilindro controle (solvente de diluicdo da amostra).

A maioria das benzofenonas naturais relatadas na literatura foram detectadas
em Clusia, Garcinia e Hypericum. Apenas em Clusia ja foram identificadas 55
diferentes benzofenonas poli-isopreniladas, em flores, frutos, caule, ramos e folhas,
sendo essa uma classe de compostos tipica desse género. Ratifica-se que, apesar de
Vismia gracilis pertencer atualmente a familia Hypericaceae, Clusia e Vismia ja foram
consideradas da mesma familia, Clusiaceae (91).

Estruturalmente, as benzofenonas compartiham um ndcleo comum de dois
anéis ligados por um grupo carbonilico (Figura 36). Um dos anéis é derivado da via
do shikimato e tem um benzoil-CoA ou derivado como precursor. O outro anel tem
origem policetidica. Este ultimo pode ser prenilado e sofrer posterior ciclizagdo, dando
origem a estruturas variadas (91). Esses metabdlitos sdo associadas a inUmeras
atividades bioldgicas, como antifungica, antioxidante, antimicrobiana, antiviral e até

anti-cancerigena (114,126).
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Benzofenonas sdo metabdlitos com potencial para o desenvolvimento de
inseticidas. Muitos derivados desses compostos com diferentes estruturas e funcdes
ja foram descritos, contudo poucos compostos desta classe tiveram sua atividade
biolégica avaliada (127). Derivados de benzofenona associados a grupos indol
apresentaram atividade larvicida em Culex quinquefasciatus (128). Uma fracdo de um
extrato hexanico das partes aéreas de Hypericum carinatum (Clusiaceae), cujos
compostos majoritarios eram as benzofenonas carifenona A e carifenona B,
apresentou atividade téxica para larvas de Ae. aegypti com CLso de 100 pg/mL (129).
Comparativamente, o extrato hexanico das folhas de V. gracilis reportado por este
trabalho, ARBO0293, foi duas vezes mais potente que a fragdo de H. carinatum
mencionada acima. Extratos hexanicos das flores de Clusia fluminensis (Clusiaceae)
e seu principal componente, a benzofenona clusianona, também apresentaram
atividade em larvas de Ae. aegypti (127).

O mecanismo de acdo das benzofenonas em larvas de Ae. aegypti ainda nao
foi estudado, contudo compostos estruturalmente relacionados, os benzopiranos,
também téxicos para larvas de Ae. aegypti (130), sdo reconhecidos por inibir
monoaminoxidases (131). Benzofenonas poli-isopreniladas possuem acgao
anticancerigena pelos mecanismos de inducdo da apoptose celular, modulacéo da
expressao génica nas ceélulas cancerosas, além de interagirem com a formacéo de
microtubulos durante a diviséao celular (126).

Em revisdo bibliografica sobre as benzofenonas anotadas, identificou-se que a
clusiafenona A (1) apresentou atividade anti-HIV (132), além disso inibiu o apetite de
uma espécie de cupim, Coptotermes formosanus Shiraki. Esta atividade foi associada
a presenca do anel pirano na estrutura (133). A inibicdo do apetite € um dos
mecanismos de acao de inseticidas (28). Ndo foram encontrados estudos bioldgicos
com os demais compostos identificados.

Tendo em vista a toxicidade do extrato hexanico das folhas de V. gracilis -
ARBOO0293 e do composto benzofenona, as larvas tratadas com as respectivas
amostras foram avaliadas sob estereomicroscopio. A figura 34A corresponde a larva
controle, sem tratamento. Observou-se que ambos os tratamentos causaram
deformagdes no corpo das larvas e alteracdes no sistema digestivo. Na figura 34B
estdo larvas tratadas com o extrato, e nas figuras 34C e 34D, com a benzofenona.

Observou-se a presenca de regides de desorganizacéo celular no tubo digestivo que
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criaram espacos entre células, indicados por setas nestas imagens. Esse achado ja
foi reportado em larvas tratadas com outros produtos naturais (134—-137). Além desta
alteracdo, o extrato promoveu também deformacé@o das papilas anais, conforme ja
observado em larvas tratadas com Oleos essenciais (138). Larvas tratadas com a
benzofenona apresentaram o corpo hipertrofiado (Figura 34C) comparado com o
controle (Figura 34A), conforme ja descrito para tratamentos com extratos de Schinus
terebinthifolius e Magonia pubescens (134,136).

Na figura 35 as larvas tratadas com a benzofenona (esquerda da imagem) e
com o extrato (direita da imagem) estéo lado a lado na mesma figura (Figura 35A) e
comparadas com a larva controle, sem tratamento (Figura 35B). O extrato aparenta
ter causado maior deformacdo da larva em comparacdo com a tratada com
benzofenona. O maior niumero de alteracdes provocadas pelo extrato reforca a
hipétese discutida previamente de que haja um efeito sinérgico de compostos
presentes no extrato promovendo o efeito larvicida observado nos testes biologicos.
As demais benzofenonas anotadas, 3 e 4, que néo foram isoladas, podem também
estar associadas a atividade larvicida do extrato, conforme sugere sua relevancia

estatistica nos estudos metabolémicos.



Figura 34 - Estereomicroscopia das larvas tratadas com extrato ARBO0293 e
benzofenona. A. Larva controle. B. Larvas tratadas com o extrato. Em destaque
(setas), papilas alteradas e presenca de espagos no tubo digestivo, indicando
desorganizacao celular. C. Larva tratada com a benzofenona, apresentando
corpo hipertrofiado e presenca de espaco no tubo digestivo (seta). D. Foco nos
espacos indicando desorganizacao celular no tubo digestivo (seta) de larva
tratada com benzofenona.

Figura 35 - Larvas tratadas com extrato ARBO0293 e benzofenona comparadas
com a larva controle. A. Larva tratada com benzofenona (esquerda) e extrato
(direita). B. Larva controle sem tratamento.

90
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5 CONCLUSAO

Este trabalho é o primeiro estudo fitoquimico e de atividade bioldgica de Vismia
gracilis em Aedes aegypti. O extrato hexanico das folhas de V. gracilis (ARBO0293)
apresentou atividade larvicida, com CLso de 46,48 pg/mL e duas vezes mais potente
apos 48 horas de tratamento (CLso 20,57 pg/mL). Anédlises metabolémicas foram
utilizadas como estratégia para direcionar o isolamento de compostos potencialmente
ativos presentes no extrato.

A avaliacdo conjunta das andlises estatisticas apresentadas pelo estudo
metabolémico foram capazes de diferenciar o grupo de fracfes ativas das inativas,
mesmo essas amostras apresentando perfil cromatografico complexo.
Adicionalmente, dos compostos estatisticamente significativos para 0s agrupamentos,
guatro foram anotados: clusiafenona A (1), isovismiafenona B (2), mirtiafenona B (3)
e um derivado de clusiafenona (4), sendo todos eles pertencentes a classe das
benzofenonas. Clusiafenona A (1) e isovismiafenona B (2) foram isolados e testados,
porém nao foram ativos.

A atividade larvicida do extrato néo foi atribuida isoladamente a nenhum dos
compostos purificados. Contudo, considerando a atividade das amostras incialmente
obtidas com presenca majoritaria de clusiafenona A (1) e isovismiafenona B (2),
sugere-se que haja acdo sinérgica de metabdlitos minoritarios contribuindo para a
atividade larvicida do extrato. As analises morfolégicas por estereomicroscopia
reforcaram essa hip6tese, mostrando que, apesar de ambas as amostras
(benzofenona e extrato) terem promovido deformacdes do trato digestivo das larvas,
0 extrato causou deformacbes mais severas. Ainda, as demais benzofenonas
anotadas (3 e 4), que nédo tiveram sua atividade biolégica observada, também
poderiam contribuir para a toxicidade do extrato. Porém hé necessidade de que estes
compostos sejam isolados e testados para confirmar essa hipoétese.

Trés outras benzofenonas sintéticas foram adicionalmente avaliadas:
benzofenona, cetoprofeno e florobenzofenona. Dentre eles, apenas a benzofenona
apresentou atividade larvicida, com CLso de 16,35 pg/mL, demonstrando que o nucleo
comum as benzofenonas tem relacdo com o mecanismo de toxicidade em larvas de

Ae. aegypti. Além disso, 0 composto apresentou repeléncia mediada por contato (teste
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de irritagdo por contato), promovendo 22,73% de escape a 25 nmol/cm?, e atividade
adulticida, com knockdown de fémeas apds 5 min de exposi¢cao no teste de garrafas
do CDC (Centers for Disease Control and Prevention). Dessa forma, esse estudo
reforca o potencial inseticida de benzofenonas.

Por fim, este trabalho ampliou o conhecimento quimico de Vismia gracilis ao
identificar/anotar ~ oito compostos presentes no extrato: as benzofenonas -
clusiafenona A (1), isovismiafenona B (2), mirtiafenona B (3) e um derivado de
clusiafenona (4); e as antraquinonas - crisofanol (5), fisciona (6), vismiaquinona (7) e

vismiaquinona D (8).
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