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RESUMO

Doencas infecciosas sdo de dificil controle por possuirem carater imprevisivel e de alta
transmissibilidade, onde se encontram as arboviroses graves e de notificacdo compulsoria:
dengue, febre amarela, febre de chikungunya e febre zika. O principal vetor transmissor dessas
arboviroses é 0 mosquito fémea de Aedes aegypti e as substancias utilizadas como controle
quimico e bioldgico deste, atualmente disponiveis, sdo limitadas devido ao crescente
mecanismo de resisténcia. Dessa forma, é clara a necessidade de se buscar moléculas
alternativas menos toxicas e mais eficazes. Uma fonte interessante sdo substancias provenientes
de plantas, sendo o Cerrado bioma de destaque no Brasil pela sua rica variedade de espécies
endémicas que possuem substancias quimicas promissoras. Diante disso, este trabalho busca
substancias de Astronium fraxinifolium, da familia Anacardiaceae, com potencial larvicida
sobre Aedes aegypti. Extratos de Astronium fraxinifolium foram testados em larvas em estagio
L3 de Ae. aegypti. Dentre o0s vinte e dois extratos testados, trés foram considerados ativos e pré-
fracionados por SPE-DIOL, obtendo-se um total de quinze pré-fracdes, sendo que cinco dessas
apresentaram atividade larvicida maior que 82,5% e trés apresentaram atividade entre 20-50%
na concentragdo de 150 pg/mL. A pré-fracdo Arbo0022B do extrato madeira da raiz foi
escolhida para prosseguir com o fracionamento em coluna aberta de silica com hexano e
diclorometano por apresentar bom rendimento e pureza consideravel por CCD. Foram obtidas
treze fracbes, sendo a fracdo ArbollA52E considerada pura pelos espectros de RMN
unidimensionais e bidimensionais. A analise dos espectros indica a possibilidade de se tratar de
um triterpeno, classe de metabdlitos secundarios ja relatada na espécie. Dessa forma, a
identificacdo dessa substancia contribuira para o aprofundamento da fitoquimica de Astronium

fraxinifolium.

Palavras-chave: Astronium fraxinifolium, Anacardiaceae, Aedes aegypti, atividade larvicida.



ABSTRACT

Infectious diseases are difficult to control because they are unpredictable and have high
transmissibility, among then there are the severe arboviruses of compulsory notification:
dengue fever, yellow fever, chikungunya fever and zika fever. The main vector transmitter of
these arboviruses is the female mosquito of Aedes aegypti and the substances used as chemical
and biological control of this, currently available, are limited due to the increasing mechanism
of resistance. In this way, it is clear the need to look for less toxic and more effective alternative
molecules. Concerning this, an interesting source are substances from plants. The Cerrado
biome is outstanding in Brazil for its rich variety of endemic species that have promising
chemicals. Therefore, this work looks for substances of Astronium fraxinifolium, of the family
Anacardiaceae, with potential larvicide on Aedes aegypti. Extracts of Astronium fraxinifolium
were tested in larvae at stage L3 of Ae. aegypti. Among the twenty-two extracts tested, three
were considered active and pre-fractionated by SPE-DIOL, obtaining a total of fifteen pre-
fractions. Five of which had larvicidal activity greater than 82.5% and three presented activity
between 20-50% at the concentration of 150 pug/mL. The Arbo0022B pre-fraction of the extract
from the root wood was chosen to proceed with the open silica column fractionation with
hexane and dichloromethane as it showed good yield and considerable purity by CCD. Among
the thirteen fractions obtained, the Arbol1A52E fraction was considered pure by the one-
dimensional and two-dimensional NMR spectra. The spectra analysis indicates the possibility
of being a triterpene, a class of secondary metabolites already reported in this species. In this
way, the identification of this substance will contribute to the deepening of the phytochemistry

of Astronium fraxinifolium.

Keywords: Astronium fraxinifolium, Anacardiaceae, Aedes aegypti, larvicidal activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. A —ovo, B — larva, C — pupa, D —

MOSQUILO TEBMEA AQUIO. .....c.eeiiiiiiee e 22

Figura 2: Fotografia da espécie Astronium fraxinifolium (A), casca do caule (B), folhas (C),

INFIOTESCENCIAS (D). .veetiiiiie ittt ettt et b e nnne s 24

Figura 3: Substancias previamente isoladas do dleo essencial das folhas de Astronium
fraxinifolium. A - (Z)-B-ocimeno, B - (E)-p-ocimeno, C - limoneno, D - a-terpinoleno, E -
biciclogermacreno, F-VIridifloreno. ............ccooveiiieii e 25

Figura 4: Substancias previamente isoladas do 6leo essencial das folhas de Astronium

urundeuva e Astronium graveolens. A - 6-3-careno, B - mirceno C - (E)-p-ocimeno ............ 26

Figura 5: M-pentadecadienil-fenol — substancia previamente isolada do extrato etandlico das

sementes de Astronium fraxinifolium com atividade larvicida sobre Aedes aeqypti............... 26
Figura 6: Pré-fracdes Arbo0022 A-E obtidas por SPE-DIOL do extrato Arbo0022.............. 33
Figura 7: Coluna Cromatografica Aberta de Silica da pré-fracdo Arbo0022B...................... 34

Figura 8: Fotos das placas de Cromatografia em Camada Delgada das 134 fracdes obtidas em
coluna aberta de silica da pré-fracdo Arbo0022B. A — 254nm, B — 365nm, C — vanilina

SUUTICAL et 36

Figura 9: Fotos das placas de Cromatografia em Camada Delgada recapitulativa dos 13
grupos obtidos em coluna aberta de silica da pré-fracdo Arbo0022B revelada com vanilina

SUTUTICAL e e et 37

Figura 10: Etapas do fracionamento quimico do extrato Arbo0022.............cccceeeviveeiivneennnnn. 38



Figura 11: Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCls) das pré-fragdes Arbo0022A e

ATDO0022ZB. ...ttt 39

Figura 12: Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCIs) dos grupos da pré-fracdo Arbo0022B. A

— Arbo11A52E, B — Arbo11A521, C — Arb0L11AS2K. ..o 40

Figura 13: Expanséo do espectro de RMN *H (600 MHz, CDCls) do grupo Arbo11A521 (A)

e sinais caracteristicos de 4CIdo graxo (B). .....ccooviiiieiieiieiee e 41
Figura 14: Espectro de RMN 2D HSQC (600MHz, CDCls) do grupo Arbol11A52E. ........... 42
Figura 15: Espectro de RMN 2D HMBC (600MHz, CDCIz) do grupo Arbo11A52E. .......... 42

Figura 16: Substancias previamente isoladas do extrato etanolico da casca da raiz e do extrato
acetato de etila das folhas de Astronium fraxinifolium. A - 3-B-cicloartenol, B - 3--

cicloeucalenol, C - tremulona, D - B-amirina, E - lUpeol.............ccoveiiiiiiiie e, 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Atividade larvicida dos extratos de Astronium fraxinifolium...........cccooevveveeeneenen. 31

Tabela 2. Atividade larvicida das pré-fracdes dos extratos Arbo0006, Abo0015 e Arbo0022

de ASTrONIUM FraXinIf O UM . ... et e e e e 32

Tabela 3. Fragdes reunidas apos fracionamento em coluna aberta de Silica da pré-fracdo

Arbo0022B de AsStronium fraxinifoliUM........ccooeeoe et eeaeaes 34



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACE Agentes de Combate a Endemias

Ae. aegypti Aedes aegypti

A. fraxinifolium Astronium fraxinifolium

ArboControl Projeto de Controle das Arboviroses

BTI Bacillus thuringiensis israelensis

CCD Cromatografia de Camada Delgada

CDCls Cloroférmio Deuterado

CGEN Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético

CHIKV Virus Chikungunya

DCM Diclorometano

DENV Virus Dengue

DLso Dose Letal Mediana — LCso

DMSO Dimetilsulfoxido

ESPIN Emergéncia em Saude Pablica de importancia Nacional

FIOCRUZ Fundacdo Oswaldo Cruz

HEX Hexano

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis

1Cso Concentracéo Inibitéria Maxima



Kit ZDC

L3

LCso

MeOH

MS

OMS

OPAS

RMN

RMN ‘H

RMN 2D HSQC

RMN 2D HMBC

SBIM

SPE

SUS

unB

uBv

YFV

ZIKV

Kit teste rapido de deteccdo de Zika, Dengue e Chikungunya
Larva no Terceiro estagio de desenvolvimento
Concentracdo Letal Mediana — DLso

Metanol

Ministério da Salude

Organizacao Mundial da Saude

Organizacdo Pan-Americana da Saude

Ressonancia Magnética Nuclear

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
Ressonancia Magnética Nuclear em Duas Dimensdes
Heteronuclear MultipleQuantum Coherence.
Ressonancia Magnética Nuclear em Duas Dimensdes
Heteronuclear MultipleBond Coherence.

Sociedade Brasileira de Imunizac6es

Extracdo em Fase Sélida

Sistema Unico De Saude

Universidade de Brasilia

Inseticidas em VVolume Ultrabaixo

Yellow Fever Virus

Zika Virus



SUMARIO

L. INTRODUGAO .......ooiioeceeeeeee ettt nas et n et enees 12
2. OBUIETIVOS . ...ttt e ettt e e s s bt e e e s bbb e e e s abae e e e 15
2.1, OBJIETIVO GERAL ..ottt 15
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .......cocvitieeeeeeeeeeeee ettt 15
3. REFERENCIAL TEORICO.......cciiiitiieecieieteee et ee sttt n s 16
3.1.  Arboviroses causadas por ACUES GEGYPLE ........eviurriuieiieiiieiiie st 16
311l DBNQUE ..ttt 16
312, FeBre Amarela ... ..o 17
3.1.3.  Febre de ChiKUNQUNYA .......c.coooiiiieiiie et 18
314, FEDIE ZIKa ..o 19

T Y £ Tod | - Tox Lo SRR 20
TR T Y=o [T = T 1Y/ o] £ S SPRPPR 21
3.4, CONLIOIE O VEIOK ...t 22
TR T XS £ 0] 0T[4 1] o RSP RPPR 23
4. MATERIAIS E METODOS .....ocoovviieeeeieieeeeteees sttt es sttt en s 28
4.1.  Obtencao dos extratos DrULOS ..........coiiriiiiie i 28
4.2.  Criacao das larvas Aedes @B0YPLi......cciuriiiireiiiire et 28
4.3. Avaliagdo da atividade larvicida sobre Aedes aegypti........ccccovvvveeiiieeiiiieiiieeiinenn, 28
4.4. Pré-fracionamento por extragdo em fase solida (SPE-DIOL) ..........cccccvvevveiniennnnn, 29
4.5.  Fracionamento em coluna aberta de SiliCa ...........cccooiveiiiniiiiiii 29



4.6. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)..........cccccevveiiveiinneninn, 30
5. RESULTADOS E DISCUSSAD. ... .ottt 31

5.1. Avaliagdo da atividade larvicida dos extratos de Astronium fraxinifolium sobre Aedes

LT 1Yo L TSRO TP UPRUPTOPRPP 31
5.2.  Pré-fracionamento por extracdo em fase solida (SPE-DIOL).........ccccooevevviivriinnnns, 32
5.3.  Fracionamento em coluna aberta de Silica ..........covvieiiiiiiiiiic e, 33
5.4. Espectrometria de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)..........cccoooveviiiiieinnene, 38
6. CONSIDERACOES FINAILS e 44
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oooiiiiiiisiiieiieisinesissis s 45

11



1. INTRODUCAO

Doencas infecciosas sdo de dificil controle, visto que possuem carater imprevisivel e de
alta transmissibilidade (FAUCI e MORENS, 2012). Dentre as doengas infecciosas temos as
arboviroses, que sdo viroses transmitidas por artropodes hemat6fagos e que provocam
principalmente sintomas neurolégicos e hemorragicos (JOURDAIN et al., 2015). Os arbovirus
podem ser transmitidos por culicideos, como os mosquitos do género Culex e Aedes, carrapatos
e outros grupos de artropodes (WEAVER e REISEN, 2010).

A dengue, febre amarela, febre de chikungunya e febre zika sdo arboviroses graves e
doencas de notificacdo compulsoria, presentes na Lista Nacional de Notificagdo Compulsoria
de Doengas, Agravos e Eventos de Saude Publica. O virus da zika foi incluido nesta lista apenas
no ano de 2016, pela Portaria n° 204 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017a), visto que é uma
descoberta mais recente pela sua associacdo com a microcefalia em recém-nascidos de méaes
gue entraram em contato com o virus. Foram notificados 7.911 casos suspeitos desde o inicio
das investigacGes em 2015 até abril de 2017, quando foi declarado o fim da emergéncia nacional
para zika e microcefalia, visto que houve uma reducdo significativa em relacdo aos outros anos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017d).

O principal vetor transmissor dessas arboviroses € 0 mosquito fémea Aedes aegypti. O
mosquito tem incidéncia maior em regibes tropicais, sendo seus principais criadouros o0s
grandes reservatdrios, muito utilizados para consumo doméstico de agua, e por isso sao 0s mais
perigosos. Além disso, 0s ovos de Ae. aegypti conseguem sobreviver por até 450 dias fora da
agua (ZARA et al., 2016; FIOCRUZ, 2017).

Foram registrados 1.500.535 casos provaveis de dengue e 41.264 casos notificados de
dengue no Brasil de 2015 a 2016, sendo as regides Centro-Oeste e Sudeste as de maior

incidéncia. Também em 2016 foram notificados 271.824 casos provaveis de febre de
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chikungunya e 215.319 casos provaveis de febre pelo virus Zika no Brasil, incluindo obitos.
Em 2017 os casos reduziram significativamente para 219.040 casos provaveis de dengue,
171.930 casos provaveis de febre de chikungunya e 15.586 casos provaveis de febre Zika no
pais, devido a programas de conscientizacdo da populacdo e cuidados para evitar focos de
crescimento de larvas do mosquito, porém os nimeros de incidéncia continuam altos para essas
doencas de grave desfecho e que precisam ser controladas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017c¢).
Até 0 més de maio de 2018, os valores se encontram reduzidos, sendo 917 casos de dengue com
sinais de gravidade, 29.675 casos provaveis de febre de chikungunya e 2.985 casos provaveis
de febre Zika no pais até o momento (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

As substéncias utilizadas como controle quimico e biolégico de A. aegypti atualmente
disponiveis sdo limitadas devido ao crescente mecanismo de resisténcia (MOYES et al., 2017),
e é clara a necessidade de se buscar moléculas alternativas menos toxicas, mais eficazes e mais
acessiveis economicamente. Uma fonte interessante para essa pesquisa Sd0 substancias
provenientes de plantas, sendo o Cerrado bioma de destaque no Brasil pela sua rica variedade
de substancias quimicas promissoras para obtencdo de metabdlitos secundarios com atividades
farmacolégicas (MOURA, 2014).

Diante disso, este trabalho busca substancias com potencial larvicida sobre Aedes
aegypti. O Laboratorio de Farmacognosia/UnB detém uma importante colecdo de extratos e
substancias, autorizada pelo CGEN/IBAMA (n. 06/2012 — processo n. 02000.002272/2006-73),
intitulada Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado. As espécies vegetais utilizadas na
producdo desses extratos foram coletadas no bioma Cerrado, juntamente com o saudoso
boténico Prof. José Elias de Paula, e as respectivas exsicatas foram depositadas no Herbario da

Universidade de Brasilia (UB/UnB).
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Este projeto de Trabalho de Conclusdo de Curso esté inserido dentro do Componente 1
do projeto ArboControl — pesquisa para o controle do vetor Aedes aegypti, coordenado pelo

Laborat6rio de Farmacognosia da Universidade de Brasilia.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Identificar fragOes de extratos de Astronium fraxinifolium oriundos do “Banco de

extratos e substancias de plantas do bioma Cerrado” com atividade sobre larvas de Aedes

aegypti.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Testar os extratos disponiveis de Astronium fraxinifolium em larvas de Aedes
aegypti;
e Realizar o pre-fracionamento por SPE-diol dos extratos ativos selecionados;
e Testar as pré-fracdes obtidas em larvas de Aedes aegypti;
e Realizar o fracionamento biomonitorado em coluna cromatogréafica aberta de
Silica e analisar pela Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

e Testar as fracOes obtidas em larvas de Aedes aegypti.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Arboviroses causadas por Aedes aegypti

Os principais arbovirus que possuem o Aedes aegypti como vetor pertencem ao género
Flavivirus da familia Flaviviridae, sendo os responsaveis por provocar a dengue, febre amarela
e febre zika (BACK e LUNDKVIST, 2013; ATKINSON et al., 2016; WILDER-SMITH et al.,
2017). No caso da febre de chikungunya, o género Alphavirus da familia Togaviridae é o
responsavel pela sintomatologia (MORO et al., 2010; DONALISIO et al., 2017).

Os sintomas da febre zika, da dengue e da febre de chikungunya sdo muito parecidos,
como dor abdominal, febre e artralgia, dificultando a diferenciacdo entre elas. Em 2016, a
Fiocruz, em parceria com outras instituices, lancou um teste triplo capaz de detectar os trés
virus a0 mesmo tempo nos primeiros dias de infeccdo, chamado kit ZDC, sendo um teste
complementar aos testes especificos ja existentes, auxiliando no diagnostico mais rapido e
preciso (FIOCRUZ, 2014). O tratamento das doencas cujo vetor é o Aedes aegypti é destinado

essencialmente ao tratamento dos sintomas (ONG, 2007).

3.1.1. Dengue

A dengue é hoje a principal doenca re-emergente no mundo causada pelos quatro tipos
do virus (DENV 1 a 4), pertencente a familia Flaviviridae. Segundo a OMS, aproximadamente
100 milhdes de pessoas sdo infectadas por ano, dentre as quais 500 mil desenvolvem dengue
hemorragica (DH), principalmente criancas (BACK e LUNDKVIST, 2013).

A dengue classica pode ser assintomatica ou se desenvolver em 3 fases: febril, critica e
de recuperagéo. A fase febril possui como sintomas principais febres altas, mialgias e artralgias
e vomitos. A fase critica se caracteriza pela diminuicéo dos episodios febris e aparecimento dos

sinais de alarme: dor abdominal, vomitos persistentes, hipotensdo postural, hepatomegalia,
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letargia, sangramento da mucosa, entre outros. Dentro da fase critica surgem as formas mais
graves da doenca, como a dengue hemorrégica, onde ha hemorragia intensa que pode evoluir
para sindrome de choque de dengue, caracterizada pela intensa dor abdominal, extravasamento
plasmético e consequente hipotensdo grave com taxa de mortalidade entre 1-2.5%. (BACK e
LUNDKVIST, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2016). A fase de recuperacio € aquela em
que se observa progressiva melhora clinica do quadro geral do paciente (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

O diagnostico é definido pelos aspectos clinicos e diferenciais em relacdo a outras
infeccBes e arboviroses, além da caracterizagdo do estado de risco do paciente (BACK e
LUNDKVIST, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2016) e deteccdo por meio do teste rapido
de dengue IgM/IgG, procedimento disponivel no SUS (Sistema Unico de Salde) pela portaria
n° 1.313, de 3 de agosto de 2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). O tratamento é
determinado apés a devida caracterizacdo de risco do paciente visando a terapia medicamentosa
sintomatica, avaliando a presenca ou ndo dos sinais de alarme e a necessidade de internagédo

hospitalar do paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

3.1.2. Febre Amarela

A febre amarela é uma das arboviroses que, nos séculos XVIII e XIX, foi responsavel
pelo 6bito de milhares de pessoas até 1930, ano que foram desenvolvidas as vacinas, reduzindo
a quantidade de infeccdes (GARDNER e RYMAN, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2017e).
Apesar das vacinas eficazes e da politica de vacinacao anual, no final do ano de 2016 e inicio
de 2017, foram relatados novos casos de Obitos no sudeste do Brasil e na regido amazdnica do
pais (PAULES e FAUCI, 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2017a; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017e). Similarmente ao virus da dengue (DENV), é causada por um virus da familia

Flaviviridae, o YFV (Yellow Fever Virus), o qual permanece no mundo pela transmissao entre
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primatas ndo humanos e mosquitos silvestres, como o do género Aedes sp. (WILDER-SMITH
et al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2017e).

A infecgdo pode ser assintomatica ou se manifestar em 3 estgios: infeccdo, remisséo e
intoxicacdo. Os principais sintomas sdo febre, calafrios, mialgia e nduseas, podendo levar a
hemorragia, insuficiéncia hepatica ou renal, até morte nos casos mais graves (WILDER-SMITH
et al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2017e).

Em casos de suspeita o diagnéstico é definido pelos achados clinicos, caracterizado por
febre aguda prolongada por mais de 7 dias apresentando dois outros sinais e sintomas
caracteristicos. Para confirmacao, realiza-se o teste especifico para detec¢do do virus de forma
direta em amostras clinicas ou indireta por meio de anticorpos, além do diagndstico diferencial
entre outras infecgdes e arboviroses. O tratamento é sintomatoldgico com uso de analgésicos,

hidratagdo intensiva e hospitalizacdo, se necessario (MINISTERIO DA SAUDE, 2017e).

3.1.3. Febre de Chikungunya

A respeito da febre de chikungunya, o virus responsavel é o CHIKV da familia
Togaviridae, sendo conhecidos quatro genotipos do virus: do sudeste asiatico, do Oceano
indico, do oeste africano e a da regido leste-centro-sul africana (MORO et al., 2010). Sua
expansdo pandémica comecou em 2004 até em 2014 chegar na regido do Amapa no Brasil e se
difundir para todo territorio nacional (DONALISIO et al., 2017). Ndo possui alta taxa de
mortalidade, entretanto sua artralgia vigorosa e elevada morbidade afetam a qualidade de vida
e produtividade dos pacientes portadores do virus (MINISTERIO DA SAUDE, 2015a).

A maioria dos casos € sintomatica, demonstrando semelhanca com os estagios da
dengue, sendo febre e inflamacgéo das articulagdes os sintomas mais caracteristicos que podem
persistir até 10 dias apds a infeccdo (MARINHO et al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE,

2015a). O CHIKYV tem preferéncia por se reproduzir no figado, musculo e articulagdes, podendo
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levar a fibrose e calcificacao distrofica na sua fase subaguda. Na fase aguda e cronica o paciente
pode desenvolver quadros graves de artropatias destrutivas, e na fase grave ocorrem
manifestacdes atipicas como meningoencefalite, miocardite, nefrite, entre outras. Pode ser
transmitido por via transplacentaria na gravidez, repercutindo em carater de risco para o feto
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015a).

O diagnéstico é determinado pela identificacdo dos sintomas e diferenciacéo das outras
infecgBes e arboviroses (MINISTERIO DA SAUDE, 2015a; MARINHO et al., 2017). As
alteracdes laboratoriais sdo de carater inespecifico e em casos confirmados pode ser detectado
por meio do teste rapido de dengue IgM, procedimento disponivel no SUS desde 3 de agosto
de 2017 pela portaria n° 1.313 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015a; MINISTERIO DA SAUDE,

2017D).

3.1.4. Febre Zika

Entre as arboviroses, a febre zika foi a que despontou mais recentemente no Brasil,
quando em 2015 foi associada a sindrome congénita e microcefalia (ZANLUCA et al., 2015;
DONALISIO et al., 2017), sendo declarada “Emergéncia em Saude Publica de importancia
Nacional (ESPIN) por alteragdo do padrao de ocorréncia de microcefalias no Brasil” pelo MS
na portaria n° 1.813, de 11 de novembro de 2015 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015b). O zika
virus (ZIKV), igualmente da familia Flaviviridae, foi reconhecido pela primeira vez na Uganda
em 1947, podendo ser transmitido pelo sémen, por transmissdo vertical e perinatal
(ATKINSON et al., 2016; D'ORTENZIO et al., 2016; FARIA et al., 2016). Mulheres gravidas
no primeiro trimestre sdo consideradas populacdo de risco, visto que € o0 momento critico onde
0 sistema nervoso do feto se encontra em desenvolvimento (CUNHA et al., 2016).

Apesar da semelhanca de sinais e sintomas com a dengue e a febre de chikungunya, os

achados clinicos mais frequentes séo rash, febre, artralgia mediana e conjuntivite com duragao
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entre 3-6 dias (ZANLUCA et al., 2015; BRASIL et al., 2016; CUNHA et al., 2016). Como 0
ZIKV possui tropismo pelas células do sistema nervoso, é grande a ocorréncia de manifestaces
neurologicas como a sindrome de Guillain-Barré, encefalite, paralisia facial, entre outros,
incluindo a microcefalia nos recém-nascidos infectados (TAPPE et al., 2015; CUNHA et al.,
2016; SUWANMANEE e LUPLERTLOP, 2017). A sindrome de Guillain-Barré é uma doenca
autoimune desmielinizante de nervos motores, principalmente, e sua ocorréncia é comum apos
infeccbes como citomegalovirus, Epstein-barr, HIV e ZIKV. Seus sintomas principais sdo
formigamento e fraqueza muscular (CUNHA et al, 2016).

O diagnostico é delineado apds avaliacdo dos sinais e sintomas associado ao diagnéstico
diferencial em relacéo a outras doencas infecciosas e arboviroses. O teste laboratorial especifico
se baseia na deteccdo do RNA viral por meio das técnicas de PCR e sorologia (IgM/1gG). O
tratamento é sintomatico com o uso de analgésicos como manejo da dor, e outras medidas de

acordo com a classificacdo de risco do paciente (CUNHA et al, 2016).

3.2. Vacinacéo

Apesar dos avangos das pesquisas, essas arboviroses ainda ndo possuem uma vacina
preventiva eficaz, com excecdo da febre amarela que possui politica de vacinacdo mundial e é
sempre divulgada para prevenir surtos nos paises (OPAS/OMS, 2016).

A dengue possui uma vacina registrada apenas em alguns paises da Asia e América
latina, a Dengvaxia® da Sanofi-Pasteur, e seus estudos clinicos estdo em fase 3 (WICHMANN
et al., 2017). No Brasil, ela esta disponivel para uso desde 2015. Entretanto, segundo a nota
técnica lancada pela SBIM (Sociedade Brasileira de ImunizacGes), estudos recentes tém
demonstrado que a vacinacgdo em individuos soronegativos tem aumentado o risco dos mesmos

desenvolverem a doenga em sua forma grave. Por essa e outras limitagdes, a vacina ainda ndo
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foi introduzida em programas publicos, estando disponivel apenas no setor privado (SBIM,
2017).

Com relag&o a febre zika, 0 ministro da saide anunciou em 2017 uma parceria com 0s
EUA para insercdo da fase 2 da vacina contra o ZIKV, desenvolvida pelo Instituto Evandro
Chagas, mas ainda ha uma longa jornada até o fornecimento dessa vacina para a populacéo
geral (MINISTERIO DA SAUDE, 20171).

Dessa forma, o alvo principal para reducgéo da transmissdo continua sendo o controle do

vetor dessas arboviroses, 0 mosquito Aedes aegypti (OPAS/OMS, 2016).

3.3. Aedes aegypti

O mosquito fémea Aedes aegypti € o principal vetor responsavel por transmitir 0s virus
que causam dengue, febre amarela, febre de chikungunya, e febre zika (ZARA et al., 2016),
visto que ele é hematofago e necessita do sangue para a maturacdo dos ovos (CHOUIN-
CARNEIRO e SANTOS, 2017).

Sua primeira ocorréncia foi descrita no Egito por Linnaeus, em 1762, nas regides dos
tropicos e subtropicos (CHRISTOPHERS, 1960; KRAEMER et al., 2015) e sua prevaléncia €
maior em ambientes onde ha a presenca do homem, o qual fornece um ambiente propicio para
sua sobrevivéncia e rapida proliferacdo, com condicbes ideais para reproducdo e fontes de
alimentacdo. Tém preferéncia pelos recipientes artificiais para armazenamento de agua
domiciliar ou abandonados a céu aberto, servindo como reservatério de dgua de chuva (ZARA
et al., 2016).

O desenvolvimento do mosquito comeca a partir da oviposicdo em recipientes contendo
agua e a eclosdo dos ovos da origem as larvas, as quais passam por quatro estagios de muda até

atingirem a forma mais madura de pupa. Todas essas formas imaturas sdo aquaticas e seu ciclo
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de vida vai depender das condigdes climaticas e da disponibilidade de alimentos no ambiente

em que se encontram (CHRISTOPHERS, 1960; HARKER et al., 2013).

o e

Imagem: Genilton Vieira/IOC

Figura 1: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. A — ovo, B — larva, C — pupa, D — mosquito fémea

adulto (Fonte: Adaptado de FIOCRUZ, 2017; MEIRELLES et al., 2018).

3.4. Controle do Vetor

Dentre as politicas de controle adotadas no Brasil, a de controle mecanico é realizada
pela ACE (Agentes de Combate a Endemias), com participacdo da populagdo, visando a
protecdo, a destruicdo ou a destinacdo adequada de potentes criadouros. A colaboragéo
intensiva da populacéo é crucial, para dificultar a proliferacdo e instalacdo do mosquito. Além
disso, reforca-se a necessidade de condigdes sanitarias adequadas nas cidades, eliminando
estoques de dgua que propiciem a eclosdo dos ovos. Uma estratégia importante é a promocéo
de acBes educativas durante visitas domiciliares feitas de forma regular pelo Ministério da
Salde (ZARA et al., 2016).

Outro controle é o bioldgico, realizado com a utilizacdo de predadores ou patdgenos
com potencial larvicida, como peixes e a bactéria Bacillus thuringiensis israelensis (BTI). E,
por fim, o controle quimico realizado com o uso de produtos quimicos neurotdxicos ou

inibidores de sintese de quitina, com potencial para matar larvas e insetos adultos, os quais
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devem ser utilizados com cautela a fim de evitar impactos ambientais e intoxicagdes (ZARA et
al., 2016).

O uso de inseticidas para controle de mosquitos adultos e larvas pode ser executado por
meio da aspersdo aeroespacial de inseticidas em volume ultrabaixo (UBV), em dep0ésitos que
contém formas imaturas de dificil remocao mecénica (tratamento focal) ou em paredes externas
dos criadouros localizados em pontos estratégicos (tratamento perifocal). Esse tratamento ndo
é seletivo e elimina qualquer mosquito no ambiente. Tendo em vista a ocorréncia de resisténcia
em amostras de populacbes de Aedes aegypti aos inseticidas em uso, vé-se a necessidade de
novas estratégias para sua substituicdo (ZARA et al., 2016).

No cenério das resisténcias, 0s produtos naturais e seus derivados surgem como fonte
alternativa para novos inseticidas. Esses produtos consistem em um reservatorio privilegiado
de moléculas que tém potencial de interagir com uma variedade de alvos bioldégicos no meio
ambiente (ROEMER et al., 2011).

Dentro desse contexto, tém-se as plantas, que sdo capazes de produzir diversos
metabolitos secundarios com uma grande variedade quimica e com alto potencial
biotecnologico, sendo um modelo de desenvolvimento cientifico, econémico, social e
ambiental (MOURA, 2014; WINK, 2017).

Diante disto, temos o Cerrado que é o segundo maior bioma do Brasil, com uma area de
2 milhdes de Km? e 44% de flora endémica (KLINK e MACHADO, 2005) e com muitas

espécies com grande potencial farmacolégico.

3.5. Astronium sp
Dentre as plantas do Cerrado, de acordo com a literatura, acredita-se que o0 género
Astronium, pertencente a familia Anacardiaceae, apresente moléculas com potencial larvicida

promissor. O género Astronium possui oito espécies descritas, sendo sete presentes no Cerrado,
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Caatinga, Floresta Amaz6nica e Mata Atlantica no Brasil. A excecéo é o Astronium obliquum
que ocorre apenas em Trinidad e Tobago. Seu nome se refere a forma da flor com cinco pétalas
e as arvores podem chegar a 32m de altura (SANTIN, 1989).

A espécie Astronium fraxinifolium (Figura 2), conhecida na medicina tradicional por
“Gongalo-alves”, possui ampla distribui¢do geogréfica no Cerrado brasileiro e em alguns paises
da América Central e América do Sul, sendo tradicionalmente conhecida pelas suas
propriedades medicinais pela presenca de taninos. Além do aspecto medicinal, essa espécie
possui importancia comercial para as industrias pela qualidade da madeira e é utilizada em areas
de reflorestamento por sua rapida germinacdo (MOURA, 2014). A espécie Astronium
urundeuva, popularmente conhecida como aroeira, nativa do nordeste brasileiro, possui
também propriedades antimicrobiana e dermatolégica (DE LIMA et al., 2014). As substancias
presentes em maior quantidade no Astronium sp. sdo em sua maioria da classe dos terpenos, de
acordo com a literatura disponivel até 0 momento (MAIA et al., 2002; MONTANARI et al.,

2012; MOURA, 2014).

Figura 2: Fotografia da espécie Astronium fraxinifolium (A), casca do caule (B), folhas (C),
inflorescéncias (D). (Fonte: Arquivo do laboratorio de Farmacognosia/UnB adaptado de MOURA,
2014).

As substancias obtidas em maior quantidade por Maia et al. (2002) e Montanari et a.

(2012) foram o (Z)-p-ocimeno e (E)-B-ocimeno (40%), seguidas pelo biciclogermacreno,
24



limoneno, a-terpinoleno e viridifloreno, os quais constituem cerca de 10% do 06leo essencial
das folhas de A. fraxinifolium, sendo em sua maioria da classe dos monoterpenos e
sesquiterpenos (Figura 3). Estudos realizados por Alencar et al. (1996) mostraram que 0
limoneno (50%) e o (E)-B-ocimeno (95%) sdo produzidos principalmente no estagio mais
jovem da planta, e o (E)-B-ocimeno é a substancia principal no estagio adulto, com

concentracdes entre 65-80% em 6leo essencial de folhas de A. fraxinifolium.

SLEL P

CH3 CH3 (HI CHZ CH3

Figura 3: Substancias previamente isoladas do 6leo essencial das folhas de Astronium fraxinifolium. A
- (2)-B-ocimeno, B - (E)-B-ocimeno, C - limoneno, D - a-terpinoleno, E - biciclogermacreno, F-

viridifloreno. (Adaptado de MOURA, 2014).

A espécie Astronium graveolens tambeém possui como substancia predominante o (E)-
B-ocimeno, seguida pelo mirceno e pelo 8-3-careno (CHEN et al., 1984; RODRIGUEZ-
BURBANO et al., 2010; HERNANDEZ et al., 2013). Com relag&o ao 6leo essencial das folhas
de Astronium urundeuva, a substancia majoritaria descrita foi o 8-3-careno (50-70%) (Figura
3), seguida pelo (Z)-B-ocimeno e a-terpinoleno em menores quantidades, todos da classe dos
monoterpenos (MONTANARI et al., 2012; MAIA et al., 2002). Em contrapartida, outro grupo
de pesquisa encontrou o S-mirceno (60%) como substancia predominante no 6leo essencial das
folhas de Astronium urundeuva (COSTA et al., 2014). Aquino et al. (2017) encontrou também
as substancias volateis (E)-B-ocimeno e (Z)-B-ocimeno, além do mirceno e do 8-3-careno no

6leo essencial de folhas de Astronium urundeuva.
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Figura 4: Substancias previamente isoladas do 6leo essencial das folhas de Astronium urundeuva e
Astronium graveolens. A - 5-3-careno, B - mirceno C - (E)-B-ocimeno (Adaptado de MONTANARI et

al., 2012; AQUINO et al., 2017).

Quanto as pesquisas recentes verificando atividade larvicida em Ae. Aegypti do género
Astronium sp., observa-se uma maior quantidade de estudos com a espécie Astronium
urundeuva. Lecitinas isoladas de folhas e sementes desta espécie apresentaram toxicidade sobre
larvas de Ae. Aegypti, com LC50 variando entre 0,04 e 0,202mg/mL (SOUZA et al., 2015;
NAPOLEAO et al., 2012). O m-pentadecadienil-fenol, isolado do extrato etandlico das
sementes (Figura 5), mostrou atividade larvicida, pupicida e ovicida com LC50 de 10,16; 99,06

e 49,79 pg/mL respectivamente (SOUZA et al., 2012).

OH

Figura 5: M-pentadecadienil-fenol — substancia previamente isolada do extrato etanélico das sementes
de Astronium fraxinifolium com atividade larvicida sobre Aedes aeqypti (Adaptado de SOUZA et al.,

2012).

O extrato bruto etandlico da casca de Astronium fraxinifolium foi ativo sobre as larvas

de Ae. Aegypti com DL50 de 200ppm (COSTA et al.,, 2007). Tendo em vista a pequena
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quantidade de estudos fitoquimicos e bioldgicos existentes do A. fraxinifolium, essa espécie foi
escolhida para investigagdo (MOURA, 2014).

Estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Farmacognosia/UnB demonstraram que extratos de alguns 6rgaos vegetais (folha e raiz) de A.
fraxinifolium foram considerados promissores em larvas de Ae. aegypti. Diante disso, e dos
resultados encontrados na literatura, este plano de trabalho tem como objetivo selecionar

fragOes de extratos de A. fraxinifolium com atividade larvicida sobre o Ae. aegypti.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos extratos brutos

Os diferentes 6rgaos vegetais de Astronium fraxinifolium foram separados (casca e
madeira do caule e da raiz, fruto, sementes e folhas), dessecados, estabilizados, pulverizados e
submetidos a extracdes exaustivas por maceragdo, com solventes de diferentes polaridades
(hexano, acetato de etila e etanol). A solucdo extrativa foi recuperada e concentrada em

rotaevaporador e/ou liofilizador para obtencdo dos diferentes extratos brutos.

4.2. Criagao das larvas Aedes aegypti
Cinco a seis dias antes de iniciar o teste em larvas L3, foram pesados os ovos do banco
de ovos do Laboratorio de Farmacognosia/UnB, eclodidos e criadas as larvas até o estagio de

L3. As larvas foram alimentadas até o quinto dia com racdo de gato moida.

4.3. Avaliacao da atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Os testes foram realizados em placas de 12 pocos. Foram transferidas 10 larvas de Ae.
Aegypti do terceiro estagio de desenvolvimento e o volume de agua foi ajustado para 3 mL por
poco. A temperatura da dgua foi controlada entre 25 a 28 °C com fotoperiodo de 12 horas. Apds
verificar a viabilidade de todas as larvas, adicionou-se 50 pL. da amostra a uma concentragdo
final de 250 pg/mL para os extratos brutos, 125 pg/mL para pré-fracdo e 100 pg/mL para
fracdes. As amostras foram diluidas com o solvente dimetilsulféxido (DMSO). Como controle
negativo utilizou-se 0 DMSO e como controle positivo o BTI.

Foram considerados ativos os extratos e fracbes que causaram mortalidade superior a
80% e de média atividade aqueles que obtiveram taxa de mortalidade entre 40% e 80% em um

periodo de 24h. Se a porcentagem de pupas vivas for >20% a amostra, a amostra é considerada

28



negativa e terd que ser retestada. Se ocorrer nas amostras de controle negativo, todo o

experimento é inviabilizado.

4.4. Pré-fracionamento por extracdo em fase solida (SPE-DIOL)

Apds a determinacdo da atividade dos extratos e a andlise do perfil quimico por
ressonancia magnética nuclear (RMN !H), os extratos mais promissores foram selecionados
para 0 pré-fracionamento quimico biomonitorado. O pré-fracionamento por SPE-Diol foi
realizado conforme o seguinte protocolo (ESPINDOLA et al., 2018):

= Solubilizagéo do extrato (100 mg) em 1,6 mL de uma solucéo de diclorometano

- metanol (1:1).

Aplicacdo e adsorcdo em coluna Diol SPE (2 g).

Dessecacdo em temperatura ambiente overnight.

Eluicdo de cada coluna SPE com 6 mL de: A = hexano — diclorometano (9:1),
B = diclorometano — acetato de etila (20:1), C = 100% acetato de etila, D =
acetato de etila—metanol (5:1), E = 100% metanol, resultando em 5 pré-fracGes

coletadas.

As 5 preé-fracdes obtidas foram pesadas e analisadas por RMN — espectro de

hidrogénio, e testadas nas larvas de Ae. Aegypti.

4.5. Fracionamento em coluna aberta de silica
A pré-fracdo ativa selecionada foi submetida a uma série placas de cromatografia em
camada delgada (CCD) para a escolha do melhor sistema eluente com base em uma separacéo
efetiva para o fracionamento em coluna aberta de silica. Foram utilizadas placas de silica gel
de 0,20 mm de espessura com indicador de fluorescéncia UV 254 nm (Macherey-Nagel®). As

placas de CCD foram reveladas nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm (Vilber
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Lourmat®) para observacao de fluorescéncia e a revelacdo quimica foi realizada com vanilina
sulflrica seguida de aquecimento.

A cromatografia em coluna aberta de silica foi realizada com Silicagel 60 (0,04 — 0,063
mm) na proporcao de 400 g de silica para 1 g de pré-fracdo. As fracdes purificadas foram

novamente testadas sobre as larvas de Ae. Aegypti.

4.6. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Para a elucidacdo do perfil quimico das pre-fracdes e fracdes obtidas, foram obtidos
espectros unidimensionais de hidrogénio e bidimensionais (HSQC e HMBC) por espectrémetro

de RMN 600 MHz (Bruker®). As amostras foram diluidas em cloroférmio deuterado (CDCl).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagdo da atividade larvicida dos extratos de Astronium fraxinifolium

sobre Aedes aegypti
Vinte e dois extratos de Astronium fraxinifolium foram avaliados. Dentre esses, 0 extrato
bruto Arbo0006 foi 0 mais ativo, obtendo 100% de mortalidade das larvas em aproximadamente
30 minutos a uma concentra¢do final de 250 ug/mL. Em seguida, os extratos Arbo0015 e
Arbo0022 obtiveram atividade de 95% e 45%, respectivamente. Os outros extratos testados ndo

foram considerados ativos, com mortalidade abaixo de 40%.

Tabela 1. Atividade larvicida dos extratos de Astronium fraxinifolium.

% larvas mortas % pupas
Arbo0006 100 0
Arbo0015 95 0
Arbo0022 45 0

O grupo do Laboratério de Farmacognosia da UnB tem observado, em seus anos de
investigacdo de espécies do Cerrado, uma maior atividade antimicrobiana em extratos do caule
e da raiz, tendo em vista que esses 0rgdos estdo mais expostos ao ataque de fitopatdgenos e
insetos e por isso podem produzir mais metabdlitos secundarios como defesa (DA COSTA et
al., 2014; MOURA, 2014). Além disso, observa-se que 0s extratos mais ativos sdo provenientes
da maceracdo com acetato de etila e etanol, sendo de média ou alta polaridade respectivamente
(DA COSTA et al., 2014), confirmando os resultados obtidos pela avaliacdo da atividade
larvicida, onde os 3 extratos da tabela 1 sdo acetato de etila ou etanol, da madeira da raiz.

Dois outros extratos foram selecionados para pré-fracionamento, devido a suas

atividades larvicidas de 95% e média atividade de 45% - o Arbo0015 e Arbo0022,

31



respectivamente - com intuito de conhecer o aspecto fitoquimico da espécie A. fraxinifolium

cuja fitoquimica ainda é pouco conhecida.

5.2. Pré-fracionamento por extragdo em fase solida (SPE-DIOL)

A pré-fracdo ArboO006A foi escolhida para o pré-fracionamento quimico em SPE-

DIOL devido a sua alta e rdpida atividade larvicida observada em um periodo inferior a 30 min.

Além desse, outros dois extratos foram selecionados para o pré-fracionamento. As 5 pré-fracdes

obtidas de cada um dos 3 extratos foram submetidas novamente ao teste rapido larvicida de 24h

na concentrac¢do de 150 ug/mL, com o intuito de verificar em qual pré-fracdo se encontrava as

substancias responsaveis pela atividade larvicida. Dentre as 15 fracOes, se destacaram as

seguintes:

Tabela 2. Atividade larvicida das pré-fracbes dos extratos Arbo0006, Abo0015 e Arbo0022 de

Astronium fraxinifolium.

% larvas mortas % pupas
Arbo0006A 100 0
Arbo0006B 92,5 0
Arbo0006C 82,5 0
Arbo0006D 97 0
Arbo0015A 100 0
Arbo0022A 50 0
Arbo0022B 22,5 0

Tendo em vista que o pré-fracionamento SPE-DIOL ndo conseguiu uma boa separacdo

do extrato Arbo0006, além da escassez de extrato disponivel, este foi ndo foi escolhido para

prosseguir com o fracionamento em coluna cromatografica. O extrato Arbo0015, apesar de ter
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sido observada uma separacdo efetiva da fracdo pelo SPE-DIOL, pela atividade larvicida de
100% apenas na pré-fracdo Arbo0015A, ndo foi escolhido para prosseguir com o fracionamento
em coluna tendo em vista seu duvidoso perfil quimico, o qual parece pertencer a outra espécie.

Dessa forma, o0 extrato escolhido para fracionamento em coluna foi o Arbo0022, pelo
seu perfil quimico, pela massa de extrato disponivel adequada para continuidade do estudo e
pela sua média atividade larvicida (45%), assim como de sua pré-fracdo A (50%). Foram
realizadas o pré-fracionamento SPE-DIOL com quatro diferentes cartuchos para
escalonamento, obtendo-se assim um rendimento de 156 mg da pré-fracdo A e 83 mg da pré-
fracéo B.

As preé-fragdes Arbo0022A e Arbo0022B foram entdo submetidas a cromatografia de
camada delgada, a fim de se determinar o melhor sistema eluente para separacdo, o qual
apresentou um fator de retencdo de 0,2 cm (HEX:DCM 8:2). De acordo com esses resultados,
foi escolhida a pré-fracdo Arbo0022B para fracionamento, por aparentar ser mais pura em

relacdo a pré-fracdo Arbo0022A.

Figura 6: Pré-fracdes Arbo0022 A-E obtidas por SPE-DIOL do extrato Arbo0022.

5.3. Fracionamento em coluna aberta de silica
A pre-fracdo Arbo0022B (80 mg) foi submetida ao fracionamento por coluna aberta de
silica (32 g) (Figura 7). Iniciou-se o processo de separacdo com HEX:DCM 8:2, aumentando

gradativamente de 20% em 20% a polaridade com diclorometano até este atingir 100%. Em
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seguida, a polaridade continuou sendo aumentada aos poucos com metanol — com variagdes de

1%, 2%, 5%, 10% — até alcancar 100%. As 134 fracOes obtidas foram reunidas em 13 grupos,

segundo o perfil em CCD. Foram utilizados aproximadamente 100mL de cada sistema de

eluentes.

Figura 7: Coluna Cromatogréafica Aberta de Silica da pré-fracdo Arbo0022B.

As 134 fraces obtidas foram reunidas em 13 grupos (Tabela 3) de acordo com o perfil

quimico obtido por CCD (Figura 8). A figura 9 mostra as placas de CCD dos 13 grupos.

Tabela 3. Frages reunidas apds fracionamento em coluna aberta de Silica da pré-fracdo Arbo0022B

de Astronium fraxinifolium.

Grupos FracOes Peso (mg) Rendimento (%)
Arbol11A52A 1-19 4,0 5,0
Arbol11A52B 20-51 4,7 5,9
Arbol1A52C 52-55 0,8 1,0
Arbol11A52D 56 0,5 0,6
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Arbol1A52E 57-67 3,5 4,4
Arbol1A52F 68-74 1,6 2,0
Arbol1A52G 75-85 1,1 1,4
Arbol1A52H 86-90 0,8 1,0
Arbol11A52I 91-101 11,2 14,0
Arbo11A52] 102-106 6,8 8,5
Arbol11A52K 107-111 20,2 25,3
Arbol11A52L 112-123 18,8 23,5
Arbo11A52M 124-134 8,5 10,6
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Figura 8: Fotos das placas de Cromatografia em Camada Delgada das 134 fracGes obtidas em coluna

aberta de silica da pré-fracdo Arbo0022B. A — 254nm, B — 365nm, C — vanilina sulfirica.
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Figura 9: Fotos das placas de Cromatografia em Camada Delgada recapitulativa dos 13 grupos

obtidos em coluna aberta de silica da pré-fracdo Arbo0022B revelada com vanilina sulfirica.

Dos 13 grupos, nove foram submetidos a novo teste larvicida na concentragdo de 100
ug/mL e ndo foi observada atividade larvicida desses grupos: Arbol1A52A, ArbollA52B,
Arbol1A52E, ArbollA52F, ArbollA521, ArbollA52J, ArbollA52K, ArbollA52L,
Arbol11A52M. Os outros quatro grupos ndo foram testados devido ao seu baixo rendimento.

O fato dos grupos nao terem apresentado atividade larvicida pode ser devido a baixa
concentracdo desses, sendo necessario realizar novos testes utilizando concentracdes diferentes.
Além disso, é possivel que a atividade observada na pré-fracdo Arbo0022B esteja presente nos
grupos que nao foram testados pelo seu baixo rendimento ou pela perda de substancias
minoritarias no processo. Ademais, a atividade pode ser consequéncia do sinergismo das
moléculas presentes no extrato Arbo0022, visto que este é um fitocomplexo constituido por
inimeras substancias ativas e inativas, que quando isoladas podem ter valores de atividade

maiores ou menores do que o proprio extrato (MOURA, 2014).
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22 extratos
A. fraxinifolium

3 extratos ativos

Pré-fracionamento SPE-DIOL

Arbo0006
Peso: 100,5 mg
Atividade: 100%

Arbo0015
Peso: 103,0 mg
Atividade: 95%

ArboD022
Peso: 103,9 mg
Atividade: 50%

Arbo0006A-E
4 pré-fracbes ativas

Arbo0015A-E
1 pré-fracdo ativa

Arbo0022A-E
2 pré-fracdes ativas

Arbo00224
Peso: 156 mg
Atividade: 50%

Arbo00228
Peso: 80 mg
Atividade: 22,5%

Fracionamento Coluna Aberta de Silica

ArbollAS2 A-M
|
| | |
Arbo11A52E Arbo11A521 Arbol11A52K
RN REMN RMMN
Peso: 3,5 mg Peso: 11,2 mg Peso: 20,2 mg
Atividade: 0% Atividade: 0% Atividade: 0%

Figura 10: Etapas do fracionamento quimico do extrato Arbo0022.

5.4. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
O pré-fracionamento do extrato Arbo0022 resultou em duas pré-fracbes com atividade

larvicida, 0 Arbo0022A e Arbo0022B, sendo estes escolhidos para analise de RMN (Figura 11).

38



Arbo0022A

T
[} ["126]

A M‘ l‘“ | M’} Lw |

A S, d_J Luj]m___duA_J..LJ__._l_A._.__J et e JLJ. _u_L.J_.\L. [

1 y T T
3 & a4 z [ [ppm]

[“1e8]

Arbo0022B ‘

T
10

T
0.0 s

)\
|l| J
L J,qu*JuJM

e L] ] ° [Bpm]

Figura 11: Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCls) das pré-fracdes Arbo0022A e Arbo0022B.

Os grupos Arbol11A521 e Arbol1A52K e o grupo Arbol1A52E foram submetidos a
analise por RMN *H, por apresentarem um rendimento consideravel e grau de pureza elevado

sugerido em CCD a ser confirmado por outras técnicas.
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Figura 12: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCI3) dos grupos da pré-fragdo Arbo0022B. A —

Arbol1AS52E, B — Arbol1A521, C — Arbol1AS52K.
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O espectro de hidrogénio do Arbo11A52I possui quatro picos caracteristicos de &cido
graxo (Figura 13): sinal de CH2 o de COOH como tripleto (& 2.35 ppm); sinal de CH. de Cs
como multipleto (6 1.65 ppm); CHz de C3-Cys (8 1.3-1.4 ppm); sinal de CH3z de Cig metil
terminal como tripleto (6 0.88 ppm) (KNOTHE, 2018). J& os grupos ArbollA52E e
Arbol11A52K possuem perfil caracteristico de terpenos pelo intenso sinal de hidrocarbonetos
entre & 2-0 ppm. O grupo ArbollA52E foi submetido também a andlise por RMN
bidimensional pelo grau de pureza apresentado no espectro de hidrogénio. Os espectros HSQC
e HMBC (Figura 14 e 15), os quais representam a relacé@o entre os hidrogénios e seus carbonos
ligados e vizinhos respectivamente, demonstram espectro caracteristico de triterpenos por
apresentarem multiplas relagdes na regido entre 6 2.5-0.5 ppm (FOUOKENG, 2017).

| HOOC-CH 7-CHz(CHa)1 £CHy

A +~ B

M 23477
M 16282
M 1.3013
M 0.8835

P

20 1.99 2815 3.00
Lo T Tttt LTEg 45 40 356 30 26 20 15 10 05 0
25 20 15 10 05 0 23 o0
Chemical Shift (ppm)

Figura 13: Expansdo do espectro de RMN *H (600 MHz, CDCls) do grupo Arbo11A52I (A) e sinais
caracteristicos de acido graxo (B — adaptado de KNOTHE, 2018).
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Figura 15: Espectro de RMN 2D HMBC (600MHz, CDCls) do grupo Arbol1A52E.

Os resultados encontrados corroboram com o encontrado na literatura por Moura

(2014), que isolou dois triterpenos - 0 3-f-cicloartenol e 3-B-cicloeucalenol - do extrato acetato
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de etila da casca da raiz de A. fraxinifolium. No extrato acetato de etila das folhas, foram
identificados um triterpeno com grupo funcional cetona e dois outros triterpenos (Figura 16):
tremulona, B-amirina e lupeol, respectivamente (MOURA, 2014). Outros estudos também
detectaram a presenca de triterpendides em grande quantidade no extrato etandlico de A.
fraxinifolium e em extratos etandlicos e hexanicos de A. urundeuva (COSTA et al., 2007;
VILAR et al., 2004). Dessa forma, os espectros encontram-se em fase de analise e comparacao

com esses triterpenos isolados para avaliar a semelhanca entre eles.

Figura 16: Substancias previamente isoladas do extrato etanélico da casca da raiz e do extrato acetato
de etila das folhas de Astronium fraxinifolium. A - 3-B-cicloartenol, B - 3-B-cicloeucalenol, C -

tremulona, D - B-amirina, E - lupeol (Adaptado de MOURA, 2014).

43



6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostraram que a espécie Astronium fraxinifolium possui consideravel
potencial larvicida. Os extratos selecionados precisam ser melhor estudados com o intuito de
determinar as substancias ativas. A pré-fracdo Arbo0022B escolhida apresentou atividade
larvicida, no entanto suas fracdes ndo apresentaram a mesma atividade na concentracéo testada,
sendo necessario realizar novos testes utilizando concentracdes diferentes. Além disso, €
possivel que a atividade observada na pre-fracdo Arbo0022B esteja presente nas fragdes que
ndo foram testadas pelo seu baixo rendimento. Ademais, a atividade pode ser consequéncia do
sinergismo das moléculas presentes no extrato Arbo0022, visto que este é um fitocomplexo
constituido por inumeras substancias ativas e inativas, que quando isoladas podem ter valores
de atividade maiores ou menores do que o0 proprio extrato. Apesar de ndo ter sido encontrada
atividade larvicida, a fracdo Arbol1A52E foi considerada pura de acordo com seu RMN,
aparentando se tratar de um triterpeno, contribuindo assim para a o conhecimento da

fitoquimica da espécie Astronium fraxinifolium.
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