Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

Departamento de Farmécia

CAMILA DE MOURA GUIMARAES

Isolamento de diterpenos de Plathymenia reticulata Benth. com
atividade larvicida em Aedes aegypti

Brasilia

2019



CAMILA DE MOURA GUIMARAES

Isolamento de diterpenos de Plathymenia reticulata Benth. com
atividade larvicida em Aedes aegypti

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Departamento de Farmécia, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de

Bacharel em Farmécia.

Orientadora: Profa. Dra. Laila Salmen Espindola

Co-orientador: Dr. Gustavo Claro Monteiro

Brasilia

2019



FOLHA DE APROVACAO

Camila de Moura Guimaraes

Isolamento de diterpenos de Plathymenia reticulata Benth. com atividade larvicida em

Aedes aegypti

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado ao Departamento de Farmacia, como parte dos

requisitos necessarios a obtencéo do titulo de Bacharel em Farmacia.

Profa. Dra. Laila Salmen Espindola (Presidente)

Dr. Daniel Pecoraro Demarque (Membro avaliador)

Brasilia

2019



Dedico este trabalho a todos que de alguma
forma fizeram parte da minha jornada até o

presente momento.



“Eu ainda estava esperando por coisas
maiores por vir, mas agora estou feliz que

acabou, e que eu superei 1ss0.”

Anna-Varney Cantodea



AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial & minha méae, por acreditar em mim mesmo quando eu

ndo apresentava motivos para tal, e pelas cobrancas que me tornaram uma pessoa mais forte.

A Mariana Marques, por ter me acompanhado desde o meu primeiro dia na UnB,
pela paciéncia e por ndo desistir de mim, por ser a melhor melhor amiga que existe e ser

minha pessoa.

A Francisco (Danilo), por ser um 6timo amigo, fazendo jus ao seu titulo, por ser meu

co-orientador extraoficial, pelos momentos valiosos que ficardo na minha memoria.

A Rafael Zerbini, Pedro Henrique e Rafael Oliveira, pela amizade, conversas e

diversao, vocés sdo sensacionais.
A professora Laila, por confiar em mim para fazer parte de sua equipe.

Ao doutor Gustavo Monteiro, por me auxiliar nos processos praticos e por me ensinar

a fazer café.

A equipe do Laboratério de Farmacognosia, por deixarem o trabalho laboratorial

mais divertido.



RESUMO

Arboviroses sdo doencas que tém como caracteristica a necessidade de um vetor artrépode
para sua transmissdo. Entre tais, se encontram doengas emergentes e reemergentes, como
dengue, zika, febre amarela e chikungunya, as quais tém como principal vetor o mosquito
Aedes aegypti. Atualmente, a principal forma de controle das arboviroses é o controle dos
vetores das mesmas. Neste contexto, se faz necessario o desenvolvimento de novos métodos
de controle, mais eficazes e menos nocivos ao meio ambiente, o que inclui o
desenvolvimento de bioinseticidas a partir de plantas. Neste trabalho, foi testado o extrato
Arbo0538 em larvas de Aedes aegypti e realizado o fracionamento quimico bioguiado. Dois

compostos larvicidas, (1) e (2), foram isolados.
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1. INTRODUCAO
1.1.Aedes aegypti

O Aedes aegypti € o principal vetor de arboviroses que ameacam a humanidade, sendo
historicamente conhecido como tal (SOUZA-NETO; POWELL; BONIZZONI, 2019). Este
mosquito pertence a ordem Diptera e familia Culicidae, e possui uma caracteristica

marcante, que sao listras brancas nas pernas e no corpo (MATTHEWS, 2019).

Os habitats ideais do Aedes aegypti sdo regides tropicais e subtropicais (Figura 1), se
limitando a temperaturas altas, visto que a espécie ndo se adapta bem a temperaturas baixas
(LIU et al., 2019; VALDEZ; SIBONA; CONDAT, 2018). Por esse fator, 0 aquecimento
global é uma grande preocupacdo no que diz respeito a disseminacdo de arboviroses
transmitidas pelo mosquito em questdo, pela possibilidade da criagdo de mais areas propicias

a focos (LIU-HELMERSSON et al., 2019; LIU et al., 2019)

o — | ' .‘:'4;7_ " f)l

Nofing,
F L

) i Nivel de adequagdo dos paises para dedes aegypti
Nio adequado

=
B Altamente adequado

Figura 1 Paises adequados para vida e reproducao de Aedes aegypti e seus niveis de adequacéo (Fonte:

Adaptado de LETA et al., 2018).
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O ciclo deste mosquito inclui, apos a eclosdo do ovo, quatro estadios de larva e um
estadio de pupa, para, entdo, a emergéncia do mosquito adulto (Figura 2) (DENYSIUK et

al., 2016).

Quanto aos hébitos alimentares de Aedes aegypti adultos, machos e fémeas sdo
diferentes. Machos se alimentam exclusivamente de seiva e acucar, enquanto fémeas
precisam se alimentar de sangue para efetuar a oviposicdo, como parte do ciclo
gonadotrofico. (MATTHEWS, 2019; MINISTERIO DA SAUDE, [s.d.]). Apenas fémeas
possuem a capacidade de transmitir arbovirus, pois apenas elas se alimentam de sangue
(HALL et al., 2015). A infeccdo do mosquito ocorre quando 0 mesmo pica um humano em

periodo de viremia (MATTHEWS, 2019).

Figura 2 Ciclo de vida dos mosquitos Aedes aegypti (Fonte: Adaptado de DENYSIUK et al., 2016).

O Aedes aegypti se adaptou tdo bem a humanos que criou habitos domésticos, como a
preferéncia por se alimentar de sangue humano (comportamento antropofilico) e pelo uso de

reservatorios artificiais de agua para oviposicdo (BROWN et al., 2014; PANDIYAN;
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MATHEW; MUNUSAMY, 2019). Além de ser vetor das arboviroses dengue, febre amarela,
zika e chikungunya, essa espécie de mosquito € invasiva, portanto, deve ser cuidadosamente

monitorada (BROWN et al., 2014; LEPARC-GOFFART et al., 2014).

1.2.ARBOVIROSES

Nos ultimos anos maltiplos surtos de arboviroses emergentes foram documentados em
todo o mundo, predominantemente em areas tropicais (Figura 3). Este grupo de doencas
infecciosas chamou a atencdo da comunidade global de saide devido ao potencial de
epidemias em grande escala (CEVALLOS et al., 2018). O nome da classe desses virus de
RNA se da devido a uma parte de seu complexo ciclo, que depende de artropodes, seus
vetores, sendo assim, do inglés “arthropod-borne virus” (MAYER; TESH; VASILAKIS,

2017).

Chikungunya

Figura 3 Casos de dengue, chikungunya e zika no mundo em 2005, 2010 e 2015 (Fonte: Adaptado de CAO-

LORMEAU, 2016).
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Um dos fatores que contribuem atualmente para a proliferacdo de arbovirus € a criagdo
de ambientes favoraveis aos vetores, como locais com grande fluxo urbano, que
disponibilizam tanto alimento como habitats propicios a proliferacdo (WEAVER; REISEN,
2010). O género de vetor de maior importancia, na atualidade, é o de mosquitos Aedes, no
qual estdo presentes Aedes aegypti e Aedes albopictus, principais transmissores de
arboviroses a humanos (AGARWAL; PARIDA; DASH, 2017). Tais vetores vém
conseguindo se espalhar para 0 mundo desde a antiguidade, a partir das primeiras
explorac@es, do inicio do desmatamento de matas, e do uso de navios para transporte de

escravos africanos (GUBLER, 2006).

Pelo menos 500 tipos diferentes de arbovirus estdo registrados atualmente, e este nimero
tende a apenas subir, embora a maioria ndo seja patdgeno em seres humanos (MARCHI;
TROMBETTA; MONTOMOLI, 2018). Os mais relevantes para a salde humana na
atualidade, que afetam ambos os hemisférios do globo e possuem os mosquitos Aedes como
vetores, sdo os virus da febre amarela (YFV), dengue (DENV), chikungunya (CHIKV), e
zika (ZIKV) (GOULD et al., 2017). Os arbovirus citados s&o tipicos de climas tropicais,
porém, com a constante migracdo humana, a urbanizacdo e as aumentadas taxas de
desmatamento, a propagacao de seus vetores, e, consequentemente, desses virus, é facilitada
(AGARWAL; PARIDA; DASH, 2017; GRATZ, 2004). Para esses arbovirus, ainda ndo ha
tratamentos ou prevencgdes especificas, ou as mesmas sdo inviaveis por nao englobarem

todos 0s sorotipos existentes.

1.2.1. FEBRE AMARELA

O virus da febre amarela é um flavivirus da familia Flaviviridae, cujo ciclo natural

envolve mosquitos e macacos, em uma transmissao enzootica, eventualmente chegando a
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contaminar humanos, mas, com a domesticacdo do Aedes aegypti, pode chegar a areas

urbanas, causando graves epidemias (GUBLER, 2002).

A doenca é endémica das florestas tropicais da Africa e da América Latina, embora
tenham sido relatados diversos surtos ao redor do mundo (Figura 4), como o da Filadélfia /
Estados Unidos em 1793, que chegou a matar 9% da populagédo (LITVOC; NOVAES;
LOPES, 2018), e o de Sevilha / Espanha em 1800, que foi responsavel por 51.000 mortes na

cidade (MORILLON; MAFART; MATTON, 2002).
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Ocorréncia de febre amarela no mundo

[] Sem casos relatados
B Relatada trasmissio ¢
Relatados casos relac
Paises em risco

[J Sem risco

[ Risco consideravel
[ Alto risco

Figura 4 Ocorréncia de febre amarela no mundo até 2018 (Fonte: Adaptado de LETA et al., 2018).

Apenas metade dos pacientes infectados pelo virus apresenta manifestacGes
sintomaticas (LITVOC; NOVAES; LOPES, 2018). Os sintomas iniciais sdo febre alta,
mialgia, dor de cabeca, falta de apetite, hepatite e enjoos; com a progresséo da doenga, ocorre

piora dos sintomas iniciais, adicionados a hepatite com ictericia (o que da o nome da doenca,
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por deixar a pele dos pacientes amarelada), vomitos e sinais hemorragicos (MORILLON;
MAFART; MATTON, 2002). Em média 40% dos casos terminam em morte do paciente,
tendo como possiveis causas a gravidade da hepatite em casos de elevada carga viral,

faléncia maltipla de 6rgéos e choque circulatério (MONATH; VASCONCELOS, 2015).

A febre amarela € uma das Unicas arboviroses que possuem uma vacina com eficacia
comprovada (HEINZ; STIASNY, 2012). Porém, apesar da existéncia da vacina e das
campanhas de vacinacdo, continuam sendo relatados novos surtos da doenca (DOUAM;

PLOSS, 2018).

1.2.2. ZIKA

O virus Zika (ZIKV), causador da arbovirose de mesmo nome, é um flavivirus
pertencente & familia Flaviviridae (BESNARD et al., 2014). Foi isolado pela primeira vez
em 1947 em macacos da floresta de Zika, na Uganda, o que deu nome ao virus (DICK;
KITCHEN; HADDOW, 1952). O ZIKV foi considerado como infectante apenas de
macacos, até ser detectado pela primeira vez em humanos em 1954, na Nigéria
(MACNAMARA, 1954). Desde entdo, a doenga Zika em humanos se tornou algo
corriqueiro, com a existéncia de casos isolados, mas sem maiores pesquisas para prevengao
e tratamento, até 2007, quando ocorreu uma grande epidemia na Micronésia, que infectou

aproximadamente 75% da populagdo (OEHLER et al., 2014).

Os principais surtos de Zika ocorreram na Africa, Asia e Brasil, embora outros paises
tenham relatado a arbovirose (Figura 5) (MARCONDES; XIMENES, 2016). O maior surto

ja catalogado teve inicio no Brasil em 2015, com relatos de, em média, 1 milh&o de casos; a
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maior hipdtese do acesso do virus ao Brasil foi a chegada de turistas de paises endémicos na

ocasido da copa do mundo de 2014 (MARCHI; TROMBETTA; MONTOMOLLI, 2018).

Ocorréncia de Zika no mundo o

[J Sem casos relatados

B Relatada trasmissio por vetor
Relatados casos relacionados a viagens
Paises em risco

[J Semrisco

[J Risco consideravel
[J Alto nisco

Figura 5 Ocorréncia de Zika ho mundo até 2018 (Fonte: Adaptado de LETA et al., 2018).

O arbovirus é transmitido por diversas espécies de mosquito, entre elas o Aedes
aegypti, que é o principal vetor (LI etal., 2012; MARCONDES; XIMENES, 2016). Por esse
motivo, surtos de Zika podem ocorrer em qualquer pais favoravel a mosquitos Aedes aegypti
(GATHERER; KOHL, 2016). H4, também, formas de transmissdo do virus sem a
necessidade do vetor, sendo elas transmisséo sexual (FOY et al., 2011), vertical (COSTA et
al., 2016), e por transfusdo sanguinea (MUSSO et al., 2014). A evidéncia da transmissdo

vertical se da pela detecgéo de ZIKV no cérebro fetal (MLAKAR et al., 2016).

Quanto & manifestacdo da Zika, 80% das infec¢bes sdo assintomaticas (DYER,

2015). A sintomatologia inclui comumente febre baixa, mialgia, erup¢des cutaneas, artralgia,



19

dor de cabeca e conjuntivite, com duragdo curta, dada a duracdo de, em média, 5 dias da
viremia (ESPOSITO; DE MORAES; DA FONSECA, 2018). Mais raramente sao citados

sintomas digestivos (OEHLER et al., 2014).

Além dos sintomas apresentados, ZIKV pode causar, ainda, sintomas neurologicos,
como sindrome de Guillain-Barré e microcefalia fetal (CAO-LORMEAU et al., 2016). O
primeiro caso confirmado de microcefalia fetal causada por ZIKV ocorreu no Brasil, em

2015 (ESPOSITO; DE MORAES; DA FONSECA, 2018).

Quanto a sindrome de Guillain-Barré, sua primeira associacao a infeccdo por ZIKV
ocorreu em 2013, durante o surto na Polinésia Francesa (OEHLER et al., 2014). Essa
complicacdo ocorre apds o periodo de viremia do paciente, evidenciado pela auséncia de
febre (CAO-LORMEAU et al., 2016). Essa sindrome autoimune geralmente é desencadeada
por outra doenga, como a Zika, e afeta os axonios motores (ESPOSITO; DE MORAES; DA
FONSECA, 2018). Seus sintomas mais frequentes sdo fraqueza muscular, que é capaz de

levar a incapacidade de locomogdo, e paralisia facial (CAO-LORMEAU et al., 2016).

A Zika foi subestimada por muito tempo, s6 obtendo destaque quando foi
evidenciado o seu potencial de causar microcefalia fetal e sindrome de Guillan-Barré
(SAMARASEKERA; TRIUNFOL, 2016). Seu diagnostico pode ser dificil, por ser uma
doenca facilmente confundida com outras arboviroses (OEHLER et al., 2014). A
confirmacdo do diagndstico precisa ser mais eficaz, com o desenvolvimento de novas
tecnologias que permitam o diagnéstico ndo s6 durante a viremia (ESPOSITO; DE

MORAES; DA FONSECA, 2018).

O tratamento é sintomatico, sem a possibilidade de intervencdo especifica ao virus

até entdo, porém vacinas estdo sendo desenvolvidas, as quais devem tomar precaucdes e
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tornar quase nula a possibilidade de causar efeitos colaterais graves, como a sindrome de

Guillan-Barré (ESPOSITO; DE MORAES; DA FONSECA, 2018).

1.2.3. CHIKUNGUNYA

O virus chikungunya € um alphavirus pertencente a familia Togaviridae (MARCHI,;
TROMBETTA; MONTOMOLLI, 2018). O primeiro surto relatado da doenca ocorreu em
1852, no antigo estado de Tanganica, e recebeu esse nome por significar “aquela que faz
dobrar”, como caracterizacdo da dor severa que a mesma causa, fazendo as pessoas
contaminadas se curvarem (ROBINSON, 1955). Desde entdo, foram relatadas diversas
reemergéncias do virus em diversas partes no mundo (Figura 6) (POWERS, 2009), no
entanto é uma doenca muito negligenciada mesmo com seu grande potencial incapacitante,

por raramente causar 6bito (SAXENA et al., 2006).

Ocorréncia de chikungunya no mundo

[J Sem casos relatados

B Relatada trasmissio por vetor

Relatados casos relacionados a viagens
Paises em risco

[ Semrisco

[ Risco consideravel
[ Alto risco

Figura 6 Ocorréncia de chikungunya no mundo até 2018 (Fonte: Adaptado de LETA et al., 2018).
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O virus apresenta a capacidade de alternar entre espécies de vetores, estando inclusas
entre elas os seguintes mosquitos do género Aedes: Aedes furcifer, Aedes africanus, Aedes
aegypti, e Aedes albopictus, sendo comprovada a maior susceptibilidade desses vetores ao
virus com o aumento da temperatura (JUPP; MCINTOSH; DOS SANTOS, 1981;

MOURYA; YADAV; MISHRA, 2004).

Os sintomas classicos permanecem 0s mesmos desde a descoberta da doenca; séo
eles dores intensas e incapacitantes nas articulagdes, febre alta, e erupgdes cutdneas
(POWERS, 2010). Ao contrério da dengue, a grande maioria dos casos & sintomatica,
permitindo maior facilidade no diagnéstico (WEAVER; LECUIT, 2015). A infeccdo pelo
virus ndo possui sintomas iniciais, com as dores intensas e sintomas caracteristico tendo

inicio subito desde o primeiro dia (GOULD et al., 2017).

O tratamento é apenas sintomatico, visto que ainda ndo ha farmacos especificos para
0 combate ao chikungunya, e os as dores costumam durar de duas a trés semanas, enquanto

a viremia dura entre cinco e sete dias (POWERS, 2010; WEAVER; LECUIT, 2015).

1.2.4. DENGUE

O primeiro relato da arbovirose dengue como uma nova doenga ocorreu em 1779
durante epidemias na Africa, Asia e América do Norte, embora haja relatos de sintomas

parecidos com os da dengue desde 0 ano 265 na China (GUBLER, 2006).

O virus dengue (DENV) é um flavivirus da familia Flaviviridae, considerado de maior
impacto na saude, por ser o que mais causa infec¢@es globalmente e um dos mais disponiveis
a seres humanos, devido ao fato de pelo menos metade da populagdéo mundial viver em

regides endémicas (GUZMAN; HARRIS, 2014; HEINZ; STIASNY, 2012). E o Unico
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arbovirus completamente adaptado ao ser humano e seus habitos (MARCHI;
TROMBETTA; MONTOMOLLI, 2018). Entre os continentes que ja passaram por relatos de
epidemias de dengue (Figura 7), estdo Europa (REZZA, 2013), Asia (FAZAL; BIRADAR,
2015; WEAVER; REISEN, 2010), América do Sul (GUZMAN et al., 2002; PINTO et al.,

2014), América do Norte (GUBLER, 1998), e Africa (AMARASINGHE et al., 2011).

Ocotréncia de dengue no mundo

[ Sem casos relatados

B Relatada trasmissio por vetor
Relatados casos relacionados a viagens
Paises em risco

[ Semrisco

[ Risco consideravel
[ Alto risco

Figura 7 Ocorréncia de dengue no mundo até 2018 (Fonte: Adaptado de LETA et al., 2018).

Existem quatro sorotipos de DENV, intitulados DENV-1, DENV-2, DENV-3, e
DENV-4, os quais, apesar de se manifestarem com a mesma sintomatologia, se diferem por
possuirem antigenos diferentes (MARCHI; TROMBETTA; MONTOMOLLI, 2018). Apesar
de a maior parte das infec¢bes por dengue ser assintomatica, alguns casos podem apresentar
sintomas moderados ou graves, sendo os principais mialgia, febre, fraqueza, prostragéo e

diarreia, capazes de causar grande morbidade (SIMMONS et al., 2012; TEIXEIRA et al.,
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2010). O diagnostico é facil e rapido, sendo normalmente feito por técnicas de ELISA

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Além da possibilidade de infeccdo sintoméatica por DENV, podem surgir
complicagBes, como a dengue hemorrdgica e a sindrome de choque (GUZMAN;
ALVAREZ; HALSTEAD, 2013). O risco de contrair dengue hemorréagica é aumentado em
areas endémicas, e a doenga afeta principalmente criancas, sendo responsavel por um grande
nimero de mortes relacionadas & dengue (GUZMAN et al., 2002). Quanto & sindrome de
choque, a mesma pode causar a morte de um adulto em um intervalo de 8 a 24h, a menos

que tratada (GUBLER, 1998).

Ainda, além de ser uma doenca com grande potencial de causar morbidade, a dengue
também causa grandes impactos econdmicos, gerando um prejuizo consideravel tanto em

casos de vida/cura e morte dos pacientes (SHEPARD et al., 2016).

Pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina eficaz para os quatro sorotipos
existentes de DENV estdo em andamento (GUY et al., 2017; PADMAPRIYA et al., 2018).
O maior obstaculo para tais pesquisas é a grande probabilidade de aumento dos casos de
dengue hemorrégica e de sindrome de choque, caso a vacina seja ineficaz para algum dos

sorotipos (VILCHES; ESTEVA,; FERREIRA, 2019).

Com a falta de tratamento especifico e de prevencdes por meio de vacinas, a medida

mais eficaz e conveniente na atualidade é o controle do vetor (DIGHE et al., 2019).
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1.3.CONTROLE DO VETOR

Até entdo, o controle dos vetores das arboviroses, em especial do Aedes aegypti, se
mostra a melhor solugéo para evitar epidemias ao redor do globo (DIGHE et al., 2019).
Atualmente, o controle do Aedes aegypti se divide entre eliminacdo das formas aquaticas do
mesmo, e a prevencado da interacdo entre o mosquito adulto e o ser humano (ACHEE et al.,

2019).

Quanto ao mosquito adulto, ha trés formas recomendadas para a prevencdo de
arboviroses, sdo elas o uso de inseticidas espaciais, de repelentes topicos, e de pulverizadores
residuais internos (ACHEE et al., 2019). Os inseticidas espaciais mais usados sao os das
classes organofosforados e piretrdides, ambos quimicos, sendo estes capazes de matar
rapidamente os vetores adultos (ACHEE et al., 2019; GARCEZ et al., 2013). Ainda, 0s
piretréides sdo aplicados em concentrac@es elevadas, causando alto nivel de toxicidade para
mosquitos, sendo capazes de matar aqueles que sequer pousaram nas goticulas do inseticida
(ACHEE et al., 2019). Entretanto, apesar da eficicia dessas classes de inseticidas, 0s
mosquitos Aedes aegypti vém desenvolvendo resisténcia as mesmas, 0 que podera causar
sérios problemas no controle das arboviroses (MOYES et al., 2017). E recomendada,
também, a protecdo individual, que inclui o uso de repelentes topicos, de roupas compridas

e claras, e de mosquiteiros ao dormir (SAMARASEKERA; TRIUNFOL, 2016).

As fases aquaticas do Aedes aegypti apresentam maior dificuldade quanto ao controle,
pois este é feito diretamente na dgua, portanto requer que os focos das larvas e pupas sejam
encontrados (ACHEE et al., 2019). No controle, sdo usados larvicidas, reguladores de

crescimento, e bioinseticidas (APONTE et al., 2019). E necesséaria a participacdo da
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populacdo no controle, para evitar a criacdo de novos focos e denunciar a existéncia de

outros, para que o tratamento seja realizado (CARVALHO, Marilia Sa et al., 2017).

Apesar de serem eficazes, os inseticidas quimicos, além de virem causando resisténcia
nos mosquitos, podem ser nocivos, tanto ao meio ambiente quanto a seres humanos, logo, é
fundamental que novos bioinseticidas e meios de controle, menos prejudiciais, sejam
desenvolvidos (COELHO; DE PAULA; ESPINDOLA, 2009). Inimeras pesquisas abordam
este assunto, incluindo o uso de bactérias do género Wolbachia na eliminagéo dos patdgenos
em Aedes aegypti (JOUBERT; O’NEILL, 2017). Oleos essenciais também s&o considerados
promissores, apresentando eficacia como larvicidas (MAIA et al., 2019; PANDIYAN;
MATHEW; MUNUSAMY, 2019), adulticidas (DE SOUZA, M. A. et al., 2019), e repelentes
(DE SOUZA, M. A. et al., 2019; REICHERT et al., 2019). Ha, também, relatos de extratos
de plantas eficazes como larvicidas (COELHO; DE PAULA; ESPINDOLA, 2009; VIANA;

SAMPAIO; MARTINS, 2018).

Dentro deste contexto, uma alternativa para a obtencdo de novos produtos inseticidas
para o controle do Aedes aegypti estd na investigacdo de substancias isoladas de extratos de

plantas do bioma Cerrado.

1.4.CERRADO

O Cerrado é o0 segundo maior bioma do Brasil, cobre aproximadamente 25% do territério
brasileiro com clima tropical, sendo a maior parte localizada no Centro-Oeste e Nordeste
(Figura 8) (DIAS et al., 2019). Sua vegetacdo é bastante diversificada, e varia desde
pastagens a grandes matas fechadas (LEMES; DE ANDRADE; LOYOLA, 2019). Seus solos

sdo tipicamente acidos e pobres em nutrientes (KLINK; MACHADO, 2005).
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M Cerrado

Figura 8 Distribuicdo do Cerrado no territdrio brasileiro (Fonte: Adaptado de DE SOUZA; HABERMANN,

2012).

O bioma Cerrado apresenta grande biodiversidade, sendo quase a metade de suas mais
de 11.000 espécies de plantas endémicas (KLINK; MACHADO, 2005; MENDONCA et al.,
2008). Além de sua importancia ecoldgica, o Cerrado também apresenta significativa

importancia econdmica para o pais (LEMES; DE ANDRADE; LOYOLA, 2019).

Desde 2000, o Cerrado é considerado um bioma em risco, ameacado pela expansdo
agricola, o qual ja teve 46% de seu territério desmatado, o que exige acdes de protecdo ao
bioma e conscientizacdo da sociedade para sua preservacdo (MYERS et al., 2000;

RESENDE et al., 2019).
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1.5.FABACEAE

Fabaceae € uma das familias presentes no Cerrado. Dentro das angiospermas, € a terceira
maior familia, e esta presente no mundo inteiro, tanto em desertos como em regides alpinas
(ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA, 2019). Seus representantes compreendem variados

habitos, indo de arvores a plantas aquéticas (SILVEIRA; MIOTTO, 2013).

Uma de suas caracteristicas frequentes € a presenca de nitrogénio em suas folhas, pois
essa familia costuma se associar a bactérias fixadoras de nitrogénio, e, também, o acumulo
de &cido estearico em suas sementes, o qual fornece energia para a germinacao das espéecies
e age como repelente de mosquitos adultos (BATALHA et al., 2011; DA SILVA, 2014).
Quanto a sua composicdo quimica, flavonoides sdo caracteristicos da familia (NETO, M.

Maia et al., 2008).

E a familia mais representativa em climas semiaridos no Brasil e grande fornecedora de
recursos naturais para esses climas, com individuos usados para alimentacdo, economia, e
até mesmo em rituais religiosos (LOIOLA et al., 2010; PINHEIRO; RODAL,; ALVES,

2010).

1.6.Plathymenia reticulata Benth.

Dentre as espécies da familia Fabaceae, encontra-se o vinhatico, nome popular da
espécie Plathymenia reticulata Benth. (CAVALCANTI; ALBUQUERQUE, 2013). A
planta foi caracterizada pela primeira vez por Bentham em 1842 como duas espécies
distintas: Plathymenia reticulata e Plathymenia foliosa; diferindo entre si por sua
inflorescéncia, todavia, em estudos anatdmicos aprimorados apontando como Unica

diferenga entre as duas a posi¢do dos estbmatos, ambas foram reunidas em uma sé espécie,
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prevalecendo apenas Plathymenia reticulata (Figura 9) (BENTHAM, 1842; WARWICK;
LEWIS, 2003). Seu nome tem origem grega e se trata da descricdo de suas sementes,
juntando-se as palavras plathy (largo e chato) e hymenon (membrana), e reticulata devido as
suas nervuras semelhantes a redes; e seu nome popular se da pela coloracdo de sua madeira

(CARVALHO, 2008).

Figura 9 (a) Plathymenia reticulata Benth. (b) Folhas (c) Caule (Fonte: DE ASSUNCAO, 2014).

A espécie pode ser encontrada em diversos estados brasileiros, e, também, em diversos
biomas, ndo sendo endémica do Cerrado (LONGUI et al., 2012). Sua capacidade de
adaptacdo € consideravel, visto que, a0 mesmo tempo em que se encontra em formacdes
florestais e campestres do Cerrado, também esta presente na Mata Atlantica, uma floresta

tropical (GOULART; FILHO; LOVATO, 2005).
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Dentre os usos tradicionais do vinhatico, estdo o tratamento de varizes a partir da casca
de seu caule (NETO, 2006), de picadas de cobra com seu extrato aquoso (DE MOURA et
al., 2015), de doencas pulmonares e dermatites com suas folhas (CARVALHO, 2008), de
problemas renais e uso como anti-inflamatério (NASCIMENTO; DA CONCEICAO, 2011).
Também é comprovadamente antibacteriana para bactérias Gram-positivas (FERNANDES;

DOS SANTOS; PIMENTA, 2005).

Quanto aos seus componentes quimicos, a Plathymenia reticulata apresenta na madeira
e casca de seu caule diterpenos, flavonoides e taninos (FERNANDES; DOS SANTOS;

PIMENTA, 2005; MATOS; CRAVEIRO; DE MAURERA, 1984).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Isolamento e identificacdo de substancias presentes no extrato Arbo0538 com

atividade larvicida em Aedes aegypti.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o fracionamento do extrato Arbo0538;
e Avaliar a atividade larvicida das fragdes obtidas;
e Isolar substancias das fracoes;

e Elucidar as substancias isoladas;

e Determinar a atividade larvicida das substancias obtidas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.PRE-FRACIONAMENTO POR EXTRACAO EM FASE SOLIDA (EFS-DIOL)

Foi feito o pré-fracionamento do extrato Arbo0538, retirado do “Banco de Extratos
de Plantas do Bioma Cerrado”, do Laboratorio de Farmacognosia da Universidade de
Brasilia (UnB). Foram usados 2,5 g do extrato e 24 cartuchos contendo diol (2 g), de modo
que foram aplicados aproximadamente 104 mg em cada cartucho. Para a aplicacao, o extrato
foi diluido em 2,4 mL de diclorometano (DCM), e foram aplicados 100 uL de amostra em
cada cartucho. Os cartuchos foram deixados overnight em temperatura ambiente, para
adsorcdo da amostra. A eluicdo foi feita utilizando 6 mL dos solventes: (A) hexano, (B)

diclorometano, (C) acetato de etila, e (D) metanol; resultando em 4 pré-fracdes.
3.2.ANALISE EM CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Todo o processo de isolamento de substancias foi acompanhado por analises em
CCD. Foram usadas placas cromatograficas de silica de 7 cm de altura e 4 cm de largura. As
amostras foram aplicadas nas placas com o auxilio de tubos capilares. Para todas as analises,

foi usada a fase movel hexano e acetato de etila (19:1 v/v) e o revelador vanilina sulfirica.

3.3.FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA CLASSICA

(CCC)

A pré-fracdo Arbol5A013C foi submetida a fracionamento por CCC. A fase
estacionaria usada foi Sephadex™ LH-20. A fase mdvel foi isocrética, com os solventes

hexano, diclorometano e metanol (2:5:1 v/v). Foram coletadas 31 fragdes.



32

3.4.ANALISE E SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA (CLAE)

A analise das fragdes foi feita em HPLC Breeze™ Waters. A separacio
cromatografica foi realizada utilizando uma Coluna C18 (Luna®, 150 x 4.6 mm; tamanho de
particula de 5 pm). O fluxo foi de 1 mL/min e o volume de injecdo foi de 100 uL. A fase
movel usada foi dgua ultrapura (solvente A) e metanol (solvente B), ambos acrescidos de
0,1% de seu volume de &cido férmico. O método de eluicdo usado foi gradiente, e iniciou-
se com 80,0% de solvente B, aumentado para 100,0% de solvente B até 20.00 min, mantido
nas mesmas condi¢des por 3.00 min, entdo, o solvente B foi diminuido para 80,0% em 2.00
min; por fim, foram mantidas as mesmas condig¢des por mais 5.00 min, totalizando o tempo

de corrida de 30.00 min.

Apo6s o procedimento de analise por CLAE, a fragdo Arbol5A015B (54 mg) foi
solubilizada em 4,0 mL de metanol e, submetida ao processo de isolamento por CLAE-
preparativa, utilizando HPLC Varian e coluna C18 (Luna®, 150 x 21.2 mm, tamanho de
particula de 5 um). O fluxo foi de 20,00 mL/min e o volume de injecdo foi de 1 mL. Foi
monitorado o comprimento de onda de 210 nm. A fase movel e o gradiente de eluicdo

seguiram o mesmo perfil da analise analitica.
3.5.ANALISE DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As amostras (10 mg) foram solubilizadas em cloroférmio deuterado e colocadas em
tubos de RMN. Os espectros de RMN H, HSQC e COSY foram obtidos em espectrémetro
BRUKER Avance Il HD 600 MHz. As descri¢Bes de sinais incluem: s = singleto, d =

dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto. Os espectros de RMN C foram adquiridos em
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espectrometro BRUKER Avance Il 300 MHz. Os deslocamentos quimicos (6) foram

expressos em partes por milhdo (ppm).
3.6.AVALIAC}AO DA ATIVIDADE LARVICIDA

Os testes larvicidas foram realizados em cepas Rockfeller de Aedes aegypti, mantidas
no Insetario ArboControl / Laboratério de Farmacognosia, Universidade de Brasilia. As
amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO), e foram testadas nas
concentragdes de 25 ug/mL para compostos com alto teor de pureza, 125 pg/mL para pré-

fracdes, e 250 pg/mL para extrato bruto.

Os testes foram realizados em quadruplicada em placas de 12 pogos, contendo 10
larvas de Aedes aegypti em terceiro estadio (L3) em cada poco, além de 3 mL de agua e 50
pL de amostra ou controle negativo (DMSO). A mortalidade das larvas foi quantificada em
24 e 48 horas, sendo consideradas mortas todas as larvas que ndo reagiam a estimulos. A

atividade larvicida foi determinada de acordo com a férmula:

Numero de larvas mortas

talidade (%) = 100
mortalidade (%) Numero total de larvas utilizadas x
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