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RESUMO

FERNANDES, Diégina Araujo. Estudos fitoquimico e biologico de Helicteres velutina
K. Schum (Sterculiaceae) nos estagios de desenvolvimento do Aedes aegypti L.
(Diptera: Culicidae). 248 p. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
2021.

Aedes aegypti é o vetor de doencas emergentes e negligenciadas, como dengue,
chikungunya e zika. Helicteres velutina popularmente conhecida como ‘pit6’, é uma
espécie endémica do Brasil, tradicionalmente utilizada pela tribo indigena
Pankararé/Raso da Catarina/Bahia, como repelente de insetos. O presente trabalho teve
por objetivo isolar os fitoconstituintes da espécie H. velutina e avaliar o seu potencial
inseticida e repelente frente ao Ae. aegypti. O extrato etandlico bruto (EEB) das partes
aéreas de H. velutina foi submetido a cromatografia liquido-liquido com hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol, obtendo suas respectivas fases. Foi realizado
um screening bioldgico dessas fases frente aos estagios do ciclo de vida do mosquito. A
viabilidade dos ovos foi avaliada utilizando diferentes concentracGes das substancias teste
durante 25 dias; a sobrevivéncia de larvas, pupas e adultos foi verificada ap6s 48 e 72
horas. O estudo fitoquimico das fases hexano e diclometano foi realizado usando técnicas
cromatograficas classicas e hifenadas, além dos métodos espectroscopicos (RMN 1D/2D,
IV e LCMS), resultando no isolamento e identificacdo de 12 constituintes quimicos, entre
eles dois flavoinoides sulfatados inéditos na literautura (mariahine e condadine). As
moléculas isoladas desta espécie foram submetidas a um screening in silico, utilizando
dominio de aplicabilidade e docking molecular com proteinas alvo do vetor (1YIY, 1PZ4
e 3UQI), as substancias com maior probabilidade de ligacdo, foram testadas in vitro frente
a larvas de Ae. aegypti. A repeléncia do extrato, fases e substancias foi avaliada com um
olfatbmetro de tubo Y. A atividade citotoxica foi avaliada por meio da microscopia de
fluorescéncia e marcagdo com iodeto de propideo, avaliando a produc¢édo dos hemécitos e
concentracdo de oxido nitrico. O screening biolégico mostrou que as fases hexano e
diclorometano exibiram melhores resultados, causando inviabilizagdo de 72,7% e 67,7%
dos ovos; CLsg de 3,88 e 5,80 mg/mL para larvas; 0,12 mg/mL e 8,85 mg/mL para pupas;
8,01 mg/mL e 0,74 mg/mL para adultos (teste tarsal), 0,05 mg/mL e 0,23 mg/mL (teste
corporal), respectivamente. O tilirosideo e 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona
mostraram atividade larvicida, com CLso de 0,275 mg/mL ap6s 72 h e de 0,182 mg/mL
apos 24 h de exposicdo, respectivamente. A fase diclorometano e a 7,4’-di-O-metil-8-O-
sulfato flavona no teste de repeléncia e atividade citotdxica foram promissoras,
observando-se a presenca de plasmaocitos, levando a sugerir que esses seriam 0S
hemacitos responsaveis pela maior produgéo de 0xido nitrico nas larvas tratadas, atuando
como agente de defesa. Esse é o primeiro relato de flavonoides sulfatados na familia
Sterculiaceae, foi possivel comprovar que a presenca do grupo sulfato (OSOsH) no C-8
foi crucial na atividade larvicida. Esses resultados proporcionam compreensdo da
atividade inseticida e repelente de H. velutina frente ao Ae. aegypti, dados que permitem
vislumbrar o desenvolvimento de um produto natural mais eficaz no combate ao vetor
que os repelentes alopaticos.

Palavras-chave: Helicteres velutina K. Schum; Sterculiaceae; Estudo fitoquimico;
Atividade biologica; Aedes aegypti L.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the vector of emerging and neglected diseases, such as dengue,
chikungunya and zika. Helicteres velutina popularly known as 'pit¢’, is an endemic plant
in Brazil, traditionally used by an indigenous tribe Pankararé/Raso da Catarina/Bahia, as
an insect repellent. The present study aimed to isolate the phytochemicals of the species
H. velutina and evaluate its insecticidal and repellent potential against Ae. aegypti. The
crude ethanolic extract (CEE) from aerial parts of H. velutina was subjected to liquid-
liquid chromatography with hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol,
obtaining its respective phases. A biological screening of these phases against the stages
of the mosquito's life cycle was carried out. The viability of the eggs was evaluated using
different concentrations of the test substances for 25 days, the survival of larvae, pupae
and adults was verified after 48 and 72 hours. The phytochemical study of promising in
vitro phases was carried out using classic and hyphenated chromatographic techniques,
in addition to spectroscopic methods (1D/2D NMR, IR and LCMS), resulting in the
isolation and identification of twelve chemical constituents, including two sulphated
flavoinoids unpublished in the literature (mariahine and condadine). The isolated
molecules of this species were subjected to in silico screening, using applicability domain
and molecular docking with vector target proteins (1YY, 1PZ4 and 3UQI), the
substances most likely to be bound, were tested in vitro against Ae. aegypti larvae. The
repellency of the extract, phases and substances was evaluated with a Y-tube
olfactometer. Cytotoxic activity was assessed using fluorescence microscopy and
propidium iodide staining, evaluating the production of hemocytes and nitrous oxide
concentration. The biological screening showed that the hexane and dichloromethane
phases showed better results, causing 72.7% and 67.7% of eggs to become unviable; LCso
of 3.88 and 5.80 mg/mL for larvae; 0.12 mg/mL and 8.85 mg/mL for pupae; 8.01 mg/mL
and 0.74 mg/mL for adults (tarsal test), 0.05 mg/mL and 0.23 mg/mL (body test),
respectively. Tiliroside and 7,4'-di-O-methyl-8-O-sulphate flavone showed larvicidal
activity, with LCso of 0.275 mg/mL after 72 h and 0.182 mg/mL after 24 h of exposure,
respectively. The dichloromethane phase and the 7,4'-di-O-methyl-8-O-sulphate flavone
were more promising, observing the presence of plasmocytes, suggesting that these would
be the responsible hemocytes by the greater production of nitric oxide in the treated
larvae, acting as a defense agent. This is the first report of sulphated flavonoids in the
Sterculiaceae family, it was also possible to prove that the presence of the sulphate group
(OSOsH) at C-8 was crucial in larvicidal activity. These findings provide a better
understanding of the insecticidal and repellent activity of H. velutina against Ae. aegypti
data that allow us to glimpse the development of a natural product that is more effective
in combating the vector than allopathic repellents.

Keywords: Helicteres velutina K. Schum; Sterculiaceae; Phytochemial study; Biological
activity; Aedes aegypti L.
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CDCls, 400 MHz) de Hv-5

Figura 53. Expanséo do espectro de RMN H na regido entre &y 0,5 € 2,5 ppm (5,
CDCls, 400 MHz) de Hv-5

Figura 54. Espectro de RMN **C (8, CDCl3, 100 MHz) de Hv-5

Figura 55. Espectro de RMN H (8, CDCl3, 400 MHz) de Hv-6
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Figura 56. Expanséo do espectro de RMN H na regido entre &y 2,7 e 5,4 ppm (5,
CDCls, 400 MHz) de Hv-6

Figura 57. Expanséo do espectro de RMN H na regi&o entre &y 0,7 € 2,2 ppm (5,
CDCls, 400 MHz) de Hv-6

Figura 58. Espectro de RMN *3C (8, CDCls, 100 MHz) de Hv-6
Figura 59. Expansdo do espectro de RMN *3C (5, CDCls, 100 MHz) de Hv-6
Figura 60. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-7

Figura 61. Expanséo do espectro de RMN H na regido entre 81 4,25 e 5,35 ppm (5,
CDCls, 400 MHz) de Hv-7

Figura 62. Expansdo do espectro de RMN H na regido entre 54 0,8 € 2,4 ppm (3,
CDCls, 400 MHz) de Hv-7

Figura 63. Espectro de RMN 3C (8, CDCls, 100 MHz) de Hv-7
Figura 64. Expansdo do espectro de RMN *3C (5, CDCls, 100 MHz) de Hv-7
Figura 65. Espectro de RMN H (8, DMSO-dg, 400 MHz) de Hv-8

Figura 66. Expanséo do espectro de RMN H na regido entre &y 6,5 € 8,2 ppm (5,
DMSO-ds, 400 MHz) de Hv-8

Figura 67. Expanséo do espectro de RMN H na regido entre &y 2,4 € 4,2 ppm (5,
DMSO-ds, 400 MHz) de Hv-8

Figura 68. Espectro de RMN 3C (§, DMSO-ds, 100 MHz) de Hv-8

Figura 69. Expanséo do espectro de RMN *3C na regido entre §c 110,0 e 185,0 ppm
(6, DMSO-ds, 100 MHz) de Hv-8

Figura 70. Expansdo do espectro de RMN *3C na regido entre 8¢ 40,0 e 115,0 ppm
(6, DMSO-ds, 100 MHZz) de Hv-8

Figura 71. Espectro HMQC (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8

Figura 72. Expanséo do espectro HMQC na regido entre 6n 2,5 € 8,5 ppm e entre ¢
15,0 e 80 ppm (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8

Figura 73. Expansao do espectro HMQC na regido entre o4 2,8 e 5,0 ppm e entre d¢
10,0 e 150 ppm (6, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8
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Figura 74. Espectro HMBC (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8

Figura 75. Expansao do espectro HMBC na regido entre o4 6,5 € 13,0 ppm e entre
5¢ 90,0 e 180 ppm (3, DMSO-dg, 400 e 100 MHz) de Hv-8

Figura 76. Expansdo do espectro HMBC na regido entre o4 3,65 e 4,15 ppm e entre
dc 148,0 e 172 ppm (5, DMSO-de, 400 e 100 MHz) de Hv-8

Figura 77. Espectro de IV (cm™, KBr) de Hv-9
Figura 78. Espectro de RMN H (5, DMSO-dg, 500 MHz) de Hv-9

Figura 79. Expanséo do espectro de RMN H na regi&o entre &y 6,4 € 8,3 ppm (5,
DMSO-ds, 500 MHz) de Hv-9

Figura 80. Expanséo do espectro de RMN H na regido entre 8n 3,65 e 4,03 ppm (5,
DMSO-ds, 500 MHZz) de Hv-9

Figura 81. Espectro de RMN 3C (8, DMSO-ds, 125 MHz) de Hv-9
Figura 82. Espectro HMBC (56, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) de Hv-9

Figura 83. Expansao do espectro HMBC na regiéo entre 6n 6,6 e 8,4 ppm e entre dc
105,0 e 165 ppm (8, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) de Hv-9

Figura 84. Expansédo do espectro HMBC na regido entre 84 3,78 e 3,89 ppm e entre
dc 150,0 e 164 ppm (8, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) de Hv-9

Figura 85. Espectro HMQC (6, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-9

Figura 86. Expansao do espectro HMQC na regido entre &4 6,4 e 8,4 ppm e entre d¢c
95,0 e 130,0 ppm (5, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-9

Figura 87. Expansdo do espectro HMQC na regido entre on 3,25 e 4,25 ppm e entre
dc 54,0 e 58,0 ppm (8, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-9

Figura 88. Espectro de COSY (5, DMSO-ds, 500 MHz) de Hv-9

Figura 89. Expanséo do espectro de COSY (6, DMSO-ds, 500 MHz) de Hv-9
Figura 90. Espectro de NOESY (5, DMSO-ds, 500 MHZz) de Hv-9

Figura 91. Expanséo do espectro de NOESY (8, DMSO-ds, 500 MHz) de Hv-9

Figura 92. Espectro de UV a 340 nm em UPLC-DAD (A) e ESI base peak ion (BPI)
Cromatograma de Hv-9, mistura analisada por UPLC-QTOF-MS (B).
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Figura 93. Espectro de RMN H (5,CD3COCD3, 500 MHz) de Hv-10

Figura 94. Expanséo do espectro de RMN *H na regido entre 84 6,76 e 7,02 ppm (3,
CD3COCD3, 500 MHz) de Hv-10

Figura 95. Expansdo do espectro de RMN H na regi&o entre Sn 3,75 e 4,7 ppm (3,
CD3COCD3, 500 MHz) de Hv-10

Figura 96. Expanséo do espectro de RMN H na regido entre &y 1,7 e 3,4 ppm (5,
CDsCOCD3, 500 MHz) de Hv-10

Figura 97. Espectro de RMN 3C (8, CD3COCD3, 125 MHz) de Hv-10
Figura 98. Expanséo do espectro de RMN C (8, CD3COCDs, 125 MHz) de Hv-10
Figura 99. Espectro HMBC (6, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10

Figura 100. Expanséo do espectro HMBC na regido entre o4 6,6 e 7,15 ppm e entre
dc 80,0 e 150,0 ppm (8, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10

Figura 101. Expansdo do espectro HMBC na regido entre 64 3,6 e 4,8 ppm e entre
¢ 50,0 e 150,0 ppm (5, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10

Figura 102. Espectro HMQC (5, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10

Figura 103. Expanséo do espectro HMQC na regido entre 61 6,65 € 7,15 ppm e entre
8¢ 108,0 e 121,0 ppm (8, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10

Figura 104. Expanséo do espectro HMQC na regiéo entre 6n 2,8 e 5,0 ppm e entre
dc 45,0 e 90,0 ppm (3, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10

Figura 105. Atividade larvicida das fases de H. velutina contra Ae. aegypti apés 24

horas. CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.

Figura 106. Atividade ovicida das fases de H. velutina contra Ae. aegypti apos 25

dias. CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.

Figura 107. Atividade pupicida das fases de H. velutina contra Ae. aegypti apés 72
horas. CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.

Figura 108. Atividade adulticida — contato tarsal das fases de H. velutina contra Ae.

aegypti apos 48 horas. CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.

Figura 109. Atividade adulticida — contato corporal das fases de H. velutina contra

Ae. aegypti apos 48 horas. CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.
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Figura 110. Atividade larvicida das substancias isoladas de H. velutina, tilirosidio
apos 72 h e 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona apds 24 h. CP = Controle Positivo,
CN = Controle Negativo.

Figura 111. Estruturas quimicas. A) 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona; B) 7,4’-

Di-O-metilisoescutelarein

Figura 112. Porcentagem da sobrevivéncia das larvas de Ae. aegypti expostas as

fases e substancias isoladas de H. velutina com suas respectivas concentracoes letais

Figura 113. Aspectos macroscopicos das larvas de Ae. aegypti apds 24 horas de
exposicdo as fases hexanica e diclorometanica e as substancias 7,4’-di-O-metil-8-O-

sulfato flavona e Tilirosideo observados a olho nu

Figura 114. Aspectos macroscépicos das larvas de Ae. aegypti ap6s 24 horas de
exposicao as fases hexanica, diclorometénica e as substancias 7,4’-di-O-metil-8-O-

sulfato flavona e Tilirosideo observados em microscépio

Figura 115. Producéo de NO em larvas (L4) expostas a CLso.

Figura 116. Quadrantes da caAmara de Neubauer para contagem de hemacitos. A)
Controle negativo; B) Fase Diclorometano; C) Fase Hexanica; D) 7,4’-di-O-metil-

8-O-sulfato flavona e E) Tilirosideo

Figura 117. Porcentagem de necrose celular observada para as fases e susbtancias
isoladas de H. velutina. CN: Controle Negativo; FH: Fase Hexanica; FD: Fase
Diclorometénica; FS: Flavonoide Sulfatado (7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona);
FG: Flavonoide Glicosilado (Tilirosideo).

Figura 118. Hemdcitos presentes nas analises. A) Plasmatocitos (59,4 um); B)

Oenocitoides (13 um); C) Prohemocitos (1,6 pm)

Figura 119. Hemdcitos predominantes em cada substancia teste. CN: Controle
Negativo; FH: Fase Hexanica; FD: Fase Diclorometanica; FS: Flavonoide Sulfatado
(7,4°-di-O-metil-8-O-sulfato flavona); FG: Flavonoide Glicosilado (Tilirosideo).
Figura 120. indice de repeléncia espacial da CLso do extrato, fases e substancias
isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti

Figura 121. indice de repeléncia espacial da CL1oo do extrato, fases e substincias

isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti
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Figura 122. Porcentagem de inibicdo de pouso proporcionada pela CLso do extrato,

fases e substancias isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti

Figura 123. Porcentagem de inibic&o de pouso proporcionada pela CL10o do extrato,

fases e substancias isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti

Figura 124. Grafico ROC com area sob a curva para o conjunto teste do modelo

obtido com Random Forest

Figura 125. Comparacdes entre as interagdes dos ligantes e o redocking das trés
enzimas. A) Interacdes entre o ligante e o sitio ativo da proteina; B) Interacdes entre
o ligante no redocking e o sitio ativo da proteina e C) Superposicao da conformacéo

do ligante (cinza) com o redocking (vermelho)

Figura 126. p-sitosterol glicosilado e suas respectivas interacfes nos sitios ativos de

suas enzimas

Figura 127. 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona e suas respectivas interagdes nos

sitios ativos de suas enzimas

Figura 128. Tilirosideo e suas respectivas interacdes nos sitios ativos de suas

enzimas

Figura 129. A) Mariahine e B) Condadine e suas respectivas interacdes nos sitios

ativos de suas enzimas

Figura 130. Interacdes dos compostos com 0s sitios ativos da proteina. Os residuos
de aminoacidos em comum para as duas substancias estdo marcados com um

asterisco vermelho e representam as interag6es de hidrogénio
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A pesquisa voltada para o conhecimento de drogas, também denominada
Farmacognosia, remota a Hipdcrates, quando era pratica comum usar produtos provindos
da natureza, principalmente plantas, para alivio de diversos males (CARNEIRO et al.,
2014; BADAL; SMITH; RAINARAYANAN, 2017; CASANOVA,; COSTA, 2017). Por
milhares de anos, 0 homem aprofundou seu conhecimento empirico para promover a cura
de doencgas (MARTINS et al., 2015).

Desde o inicio da pesquisa farmacéutica os produtos naturais desempenham um
papel fundamental na descoberta de medicamentos, tendo por base o uso tradicional de
plantas medicinais e subsequente isolamento de seus constituintes bioativos, compostos
diversos, capazes de abrir caminho para novas investigacfes bioldgicas e
desenvolvimento de novos bioprodutos (DAVID, WOLFENDER, DIAS, 2014;
WOLFENDER et al., 2015).

A notavel diversidade de produtos obtidos oferece um campo praticamente
ilimitado para descobertas em quimica e farmacologia, at¢ o momento foi explorado
apenas uma pequena fracdo desse espaco, estima-se que mais de 95% da biodiversidade
do mundo ainda ndo foi estudada, o que desperta o interesse continuo em trabalhos com
foco nestas areas (DAVID, WOLFENDER, DIAS, 2014; VALLI et al., 2013; MARTIN,
2017).

Cerca de 68,8% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos
direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, a maioria destes sendo obtidos a partir
de espécies vegetais (OLIVEIRA; GILBERT; VILLAS BOAS, 2013; MOLINSKI, 2014;
NEWMAN & CRAGG, 2019). Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), de 65
a 80% da populacdo de Paises em desenvolvimento depende principalmente de plantas
para alivio de suas doencas, e menos de 10% das atividades relatadas, sdo comprovadas
cientificamente. Dados como estes fizeram com que a investigacdo farmacologica de
plantas medicinais fosse considerada uma prioridade (ASSIS et al., 2015; MARTINS et
al., 2015).

O Brasil possui uma rica biodiversidade distribuida em varios biomas
importantes, como Amazbnia, Caatinga e Mata Atlantica, contabilizando
aproximadamente 20% de todas as espécies vivas conhecidas mundialmente, sendo,
portanto, um dos paises com maior potencial para fornecer novos produtos terapéuticos
(VALLI et al., 2013; MARTINS et al., 2015). Dentre as diversas culturas brasileiras, os

indios detém o maior conhecimento de produtos oriundos da natureza, utilizam plantas
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para fins estéticos, religiosos, alucindgenos e medicinais na cura e prevencao de diversas
enfermidades (ALMEIDA; MARTINEZ; PINTO, 2017).

A espécie Helicteres velutina K. Schum (Sterculiaceae) conhecida popularmente
como ‘pitd’ € utilizada tradicionalmente pela tribo indigena Pankararé na Bahia, como
repelente de insetos (SANTOS et al. 2012). O que despertou interesse em estudar o
potencial inseticida e repelente dessa espécie (FERNANDES et al. 2018; FERNANDES
et al. 2019; FERNANDES et al., 2020a).

A elevada incidéncia de doencas virais, transmitidas pelas fémeas do
mosquito Aedes aegypti L., vetor primario de arboviroses, como dengue, zika e
chikungunya, tem representado um grande problema de saude publica no mundo. Vacinas
eficientes contra esses virus ainda ndo foram desenvolvidas, sendo a principal forma de
combate, o controle vetorial. Os produtos naturais sao tratados como prioridades nestas
pesquisas, tendo em vista a sua biodegradabilidade, eficiéncia e baixo custo (AGUIAR et
al., 2017; MENDES et al., 2017).

Diante desta problematica e buscando novas possibilidades para o combate ao Ae.
aegypti, tem se avaliado o potencial inseticida e larvicida de extratos e 6leos essenciais
de plantas, nesta perspectiva, diversos estudos mostram que sua utilizacdo tem efeito na
mortalidade dos insetos (MATIAS, 2015; CHAGAS, 2016; LOPES et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2016).

A triagem virtual que aplica técnicas in silico, representa um dos maiores
avancos na atual era de planejamento de farmacos. Através dela inimeras estratégias
distintas sdo capazes de direcionar a selecdo de moléculas com as caracteristicas quimicas
desejadas para modular a atividade biolégica dos mais diversos e atrativos alvos
moleculares conhecidos (RODRIGUES et al., 2012). Tendo um papel essencial na
selecdo e desenvolvimento racional de compostos candidatos a farmacos antes de partir
para analises clinicas (DOMINGUES, 2013).

Tendo em vista a necessidade de se buscar novos constituintes biologicamente
ativos a partir de espécies vegetais e de se comprovar cientificamente o uso tradicional
das mesmas pela populagdo, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas no Brasil e no
mundo. Baseando-se neste contexto explorou-se de forma biomonitorada neste estudo os
potenciais fitoquimico e biologico da espécie Helicteres velutina K. Schum, familia
Sterculiaceae (Malvaceae sensu lato) frente ao Ae. aegypti, vislumbrando, desse modo,

contribuir para o conhecimento quimiotaxonémico da referida familia.
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2.1 Objetivo geral

Realizar estudo fitoquimico da espécie Helicteres velutina K. Schum

biomonitorado frente ao Aedes aegypti, explorando o potencial inseticida e repelente na

espécie, visando fornecer novas alternativas de combate ao vetor.

2.2 Objetivos especificos

v

Extrair e isolar metabolitos secundarios de H. velutina utilizando diferentes
métodos cromatograficos: Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
Cromatografia em Coluna (CC) Cromatografia liquida de Média Pressdo
(CLMP) e Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC);

Definir as estruturas quimicas dos constituintes isolados através do uso dos
métodos espectroscopicos 1V, UV, RMN *H e *C, uni e bidimensionais e/ou
espectrometria de massas,

Utilizar extrato, fases e substancias isoladas para a realizacdo de estudo
biomonitorado frente ao Aedes aegypti;

Determinar a atividade ovicida, larvicida, pupicida e adulticida das fases;
Realizar estudo computacional in silico, para nortear a escolha de substancias
promissoras frente ao Ae. aegypti, com posterior andlise in vitro dos
compostos potencialmente ativos;

Construir um modelo de predicdo de atividade larvicida contra Ae. aegypti, e
realizar a triagem do banco criado de moléculas isoladas de H. velutina;
Realizar estudo de modelagem molecular utilizando proteinas alvo de Ae.
aegypti e como ligantes as moléculas do banco de dados;

Investigar a ocorréncia de necrose em hemacitos extraidos de larvas (L4) de
Ae. aegypti expostas as fases e substancias isoladas de H. velutina;

Investigar a producdo de NO em hemolinfa de larvas (L4) de Ae. aegypti
expostas as fases e substancias isoladas de H. velutina;

Avaliar a atividade repelente do extrato, fases e substancias isoladas de H.
velutina;

Divulgar os resultados da pesquisa em eventos cientificos e periddicos

especializados com Qualis no minimo A4.
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3.1 Pesquisa em produtos naturais

Os produtos naturais sdo resultados de milhGes de anos de evolucdo de
organismos terrestres e marinhos que se adaptaram a estresses abidticos e bidticos, se
caracterizando, portanto, como compostos bioativos nas espéecies que os produzem e
atuam principalmente como mecanismos de defesa para garantir a sua perpetuagao na
natureza. Esses compostos biossintetizados desencadeiam respostas bioldgicas quando
ingeridos por outros organismos vivos (DAVID, WOLFENDER, DIAS, 2014).

A utilizacdo de produtos pelo homem com intuito de suprir suas necessidades
fisicas e biologicas é uma pratica milenar e leva a um conhecimento adquirido sobre os
recursos bioldgicos disponiveis, transmitido ao longo das geragdes. Dentre estes recursos,
pode-se destacar as plantas medicinais que sdo utilizadas com finalidades curativas
(OLIVEIRA, BARROS, MOITA NETO, 2010; CARNEIRO et al., 2014).

No Brasil, 0 uso de plantas com fins medicinais e em rituais religiosos é resultado
de uma miscigenacdo entre os indigenas locais, as tradi¢des africanas oriundas do tréfico
escravo e a cultura europeia trazida pelos colonizadores (SILVA et al., 2016a). Além da
contribuicdo cultural, algumas espécies vegetais foram trazidas com os africanos, assim
como certas plantas nativas do Brasil foram incorporadas na sua cultura, ampliando o
elenco de espécies que colaboraram para a formacdo do conhecimento empirico
fitoterapico (FERREIRA, 2017).

A comunidade indigena € detentora de um dos mais valiosos conhecimentos do
uso tradicional de espécies vegetais, desempenhando um papel fundamental para
preservacao da biodiversidade. As relacdes histdricas desses individuos com as plantas,
utilizando-as como fonte de alimento, remédios e em rituais religiosos, se tornam fontes
de substancias que podem ser potencialmente interessantes e de grande valor para
indUstria farmacéutica e biomédica (SANTOS et al., 2012).

O desafio, portanto, é proteger esse conhecimento, atrelando-o ao campo cientifico
para que ndo permaneca restrito a um pequeno grupo, uma vez que ambas as formas de
conhecimento, ainda que distintas, devem ser consideradas como complementares
(ELOY etal., 2014).

O estudo das plantas tem permitido a descoberta de atividades bioldgicas de
extratos, fraces e moléculas que atuam como novos principios ativos, oferecendo
melhores possibilidades de encontrar substancias de interesse terapéutico, a partir da

observacao, descricdo e investigacdo experimental (SILVA et al., 2016b). Estas pesquisas
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englobam conhecimentos de boténica, quimica, bioquimica e farmacologia, que
contribuem amplamente para a descoberta de produtos naturais bioativos (OLIVEIRA,
2016).

Na vertente da pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, a procura por
compostos ativos presentes em plantas medicinais tém se intensificado nos ultimos anos,
visto que varios componentes isolados de plantas podem apresentar propriedades
bioativas, como os compostos fenolicos, flavonoides, taninos, alcaloides (SOUSA et al.,
2017). Nos ultimos dois seculos, a industria farmacéutica tem usado compostos quimicos
de ocorréncia natural tanto como principios ativos quanto como base para o
desenvolvimento de novas moléculas (PIMENTEL, 2015).

As plantas medicinais ainda constituem fontes importantes na obtencdo de
identidades moleculares novas, embora exista o grande desenvolvimento dos métodos
utilizados para sintetizar produtos farmacéuticos, uma vez que as plantas sao capazes de
produzir constituinte de dificil sintese quimica o que as torna meios e fins tecnol6gicos
com perspectivas de utilizacdo a longo prazo (SOUSA et al., 2017).

A etapa inicial do processo de desenvolvimento de um fitomedicamento ocorre
com a selecdo da planta que pode ser feita com auxilio de pesquisa na literatura cientifica,
quanto a etnobotéanica ou etnofarmacologia, da toxicidade observada, além de estudos
farmacoldgicos prévios, quando ndo se tem um conhecimento prévio dos constituintes da
espécie estudada, pode-se ainda utilizar informacgdes quimiotaxonémicas ou filogenéticas
da familia ou género na qual a mesma se insere (HEINZMANN E BARROS, 2007).

Neste contexto, a familia Malvaceae sensu lato vém despertando grande
interesse no meio cientifico se destacando na producdo industrial, econémica, medicinal,
alimenticia e ornamental. Os individuos pertencentes a essa familia também se destacam
por suas propriedades quimicas e bioldgicas (PORDEUS, 2016; GOMES et al. 2015;
TELES et al. 2015; CHAVES et al., 2017; LIMA & CONCEI(;AO, 2013; ALVES et al.,
2011).

3.2 Consideracdes sobre a familia Malvaceae sensu lato A. Juss.

Nos sistemas de classificacao tradicionais, Malvaceae foi considerada uma familia
distinta de Bombacaceae, Sterculiaceae e Tiliaceae, todas estas inseridas na Ordem
Malvales (GRIGS & BOLDRINI, 2013). Porém, a separagdo destas familias sempre foi

considerada problematica. Recentes trabalhos de filogenia, com base em dados
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moleculares, associados com dados anatdmicos, biogeograficos, quimicos e
morfoldgicos, comprovaram que a delimitagdo filogenética destas familias € insustentavel
(SILVA, 2014). A partir destes trabalhos, nasceu a nova circunscricdo da familia
Malvaceae "Malvaceae sensu lato™ com a incorporacdo das trés familias de delimitacdo
problematica (PORDEUS, 2016).

De acordo com o Sistema APG | (Angiosperm Phylogeny Group) (1998),
aprimorado e revisado posteriormente pelos Sistemas APG Il (2003), APG 111 (2009) e
APG 1V (2016), Malvaceae no seu conceito mais amplo pode ser dividida em nove
subfamilias: Grewioideae, Tilioideae, Brownlowioideae, Bombacoideae, Malvoideae,
Byttnerioideae, Helicterioideae, Sterculioideae e Dombeyoideae, conforme mostrado no
esquema 1 (pag. 39) (SABA, 2007; ALVES et al, 2011; FERNANDES, 2017).

Esquema 1: Classificacdo filogenética da familia Malvaceae sensu lato

—

. . Triumfetta; Corchorus;
—  Grewioideae Hochr. L tfeita; . ?
Grewia
=
— Tilioideae Arn. s Tilia — g'
g
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= ] S
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17]
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] - —
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p— [— —=
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Fonte: Adaptado de APG IV, 2016.

A familia Malvaceae, como atualmente circunscrita, esta distribuida nas regifes
tropicais e temperadas do globo, sendo predominantemente pantropical, tendo a América
do Sul como o centro de riqueza especifica (Figura 1, pag. 40) (GRIGS & BOLDRINI,
2013). Representada por aproximadamente 250 géneros e 4200 espécies distribuidas em

todo o mundo. No Brasil cerca de 80 géneros e 754 espécies, distribuidas em todos os
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dominios fitogeograficos, sendo 393 espécies endémicas incluidas em nove géneros, fato
este que ressalta a importancia de Malvaceae na flora brasileira (SABA, 2007; ALVES et
al., 2011; GRIGS & BOLDRINI, 2013; SILVA, 2014).

Figura 1: Distribuicdo geografica da Familia Malvaceae sensu lato, representada pelas

areas em destaque no mapa.

Fonte: https://www.gbif.org/species/6685

A importancia da familia Malvaceae se estende para os setores da economia onde
seus representantes sdo citados pela ampla utilizacdo na industrial téxtil, com destaque
para espécies dos géneros Gossypium, Malvastrum e Sida que sdo excelentes
fornecedoras de fibras e também algumas espécies de Ceiba, Guazuma e de Sterculia que
fornecem madeira para carpintaria, forros, confeccao de brinquedos e caixotaria (SABA,
2007; PORDEUS, 2016).

Na alimentacdo destaca-se: a espécie Abelmoschus esculentus, “quiabo”, com
seus frutos comestiveis (LIMA & CONCEICAO, 2013). Na terapéutica, vérias espécies
de Wissadula, Guazuma, Helicteres L., Sida e Waltheria L. sdo amplamente utilizadas na
medicina popular, como antitérmicos, antiespamddicas, antissifiliticos, antinflamatorios,
antimicrobiana e agéo hipotensora (SABA, 2007; TELES, 2015; CHAVES et al., 2013;
CHAVES et al., 2017). Representantes de Tilia, Hibiscus e Grewia, destacam-se como
ornamentais, sendo muito utilizadas na arborizacdo de ruas, parques e jardins (SABA,
2007; ALVES et al., 2011).

O grande interesse no meio cientifico pelas espécies de Malvaceae se deve a
utilizacdo dessas pela medicina popular (ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006).
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3.3 Consideracdes sobre a familia Sterculiaceae

O nome Sterculiaceae é baseado no género Sterculia, e refere-se as flores com
mau cheiro de algumas espécies (DESHPANDE & BHALSING, 2015).

A familia Sterculiaceae compreendendo cerca de 70 géneros e 1500 espécies com
distribuicdo Pantropical e com alguns representantes em regides temperadas, s&o
encontradas predominantemente na regido Paleotropical, na Africa, parte da Asia e
Oceania, especialmente na Australia (Figura 2, pag. 41). Na regido neotropical ocorre
desde o sul dos Estados Unidos até a América do Sul e se distribui por todo o territdrio
brasileiro, estando representada por aproximadamente 14 géneros e 165 espécies,
amplamente distribuidas por todo o pais, em maior diversidade nas regides Nordeste e
Sudeste (CRUZ & ESTEVES, 2009; MIA et al., 2011; MUQARRABUN & AHMAT,
2015).

Figura 2: Distribuicdo geogréfica da familia Sterculiaceae, representada pelas areas em

destaque no mapa.

Fonte: https://www.gbif.org/species/2434

Os membros de Sterculiaceae sdo fontes medicamentos, fibras, lenha e madeira,
e sdo utilizados para fabricacdo de mdveis, como plantas decorativas, como produtos
farmacéuticos e itens domésticos (DESHPANDE & BHALSING, 2015).

Uma espécie de grande valor econdmico é a Cola nitida Shott & Endl., a “arvore
de caud”, cujos frutos sdo utilizados na preparacdo de bebidas refrescantes que séo
conhecidas no mundo sob 0 nome de “cola”. As nozes de cola sdo mastigados e causam
efeito estimulante, nelas sdo encontradas substancias como: cafeina e teobromina
(FRANKENBERGER, 2017).
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Outras espécies de Sterculiaceae se destacam pelo seu grande valor para a
indUstria alimenticia como por exemplo a Theobroma cacao, o “cacau”, cujas sementes
sdo empregadas na fabricacdo do chocolate; e a Theobroma grandiflorum, o “cupuagu”,
fruto usado na producédo de sucos, refrigerantes e compotas (SILVA, LIMA, LANDA,
2007; GONCALEZ, 2013).

No campo da fitoquimica foram isolados e identificados de varias espécies desta
familia compostos da classe dos alcaloides, fenilpropanoides, flavonoides, terpenoides,
quinonas, &cidos fenolicos, lactonas, lignanas, aminas e amidas. Poucos estudos relataram
atividade farmacologica dos extratos e compostos isolados de suas espécies. Estima-se
que dos 170 compostos identificados, apenas cerca de 25 foram submetidos a ensaios de
bioatividade, incluindo antibacterianos, antioxidantes, antiinflamatorios e citotoxicidade
(MUQARRABUM & AHMAT, 2015).

Espécies pertencentes a essa familia sdo citadas pela medicina popular também
com fins terapéuticos. As cascas de Guazuma ulmifolia sdo utilizadas pela tribo dos indios
mixe no México para tratar diarreia; a folha ou raiz de Melochia tomentosa é
recomendada para o alivio da inflamacédo da garganta em regides da Venezuela. Sterculiae
lychnophorae e Waltheria dorandinha sdo usadas para tratar distdrbios respiratorios,
aliviar dor de garganta, como estimulantes, eméticos e diuréticos. Algumas espécies desta
familia ainda foram relatadas pela medicina tradicional para o tratamento de doencas
crbnicas, como cancer, tumor, diabetes e doenca renal (MUQARRABUM & AHMAT,
2015).

3.4 Consideragdes sobre o género Helicteres

O género Helicteres L. encontra-se distribuido nos trépicos de ambos o0s
hemisférios, sdo arbustos ou arvores pequenas, caracterizadas por ter frutos distintivos,
que sdo capsulas espirais, muitos semeados e com um androginoforo longo livre ou forma
fundida, com 10 estames transversais exertos a uma corola de cor amarela a vermelho
(BALOUNG et al., 2014). As flores do género sdo vistosas, zigomorfas, pediceladas,
geralmente péndulas e inodoras. As caracteristicas florais dessas espécies sugerem
morcegos  (SAZIMA, 1988) e beija-flores como seus polinizadores
(FRANCESCHINELLI & BAWA, 2000).

Compreendem cerca de 60 espécies, sendo mais abundantes nas Américas, com

38 espécies distribuidas pelo México, América Central, Caribe e América do Sul, ndo
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sendo relatada sua presenca no Equador e Chile (GOLDBERG, 2009). No Brasil ocorrem
cerca de 31 espécies que habitam vérias formacbes vegetacionais, destas, 23 sao
exclusivas do cerrado, caatinga e florestas secas (Figura 3, pag. 43) (CRUZ, 2007). Seus

membros sdo também encontrados no Sudeste Asiatico e Australia (GOLDBERG, 2009).

Figura 3: Distribuicdo geogréfica do género Helicteres, representada pelas areas em

destaque no mapa.

Fonte: https://www.gbif.org/species/3152154

Estudos fitoquimicos anteriores com espécies de Helicteres revelaram a presenca
majoritaria de triterpenoides (HARDE & SHAH, 2017), esteroides (DAYAL et al., 2015),
flavonoides (NGUYEN, et al., 2017), compostos fendlicos (OLIVAS-QUINTERO et al.,
2017), lignanas e quinonas (YIN et al., 2016), além de pequena ocorréncia de taninos
(MEENA & PATNI, 2017), alcaloides (ALEYKUTTY et al., 2012).

Os efeitos bioldgicos e farmacoldgicos de algumas espécies do género Helicteres
foram confirmados através de estudos in vitro e in vivo. Entre outros, atividade anti-
inflamatdria, analgésica (SHUKLA & GOSWAMI, 2016; NGUYEN, et al., 2017),
antitumoral, citotoxica (DAYAL, SINGH, MISHRA, 2017; SU et al., 2017),
hepatoprotetora (SAHANE et al., 2017), antidiabética, hipolipidemica (HU et al., 2016;
HU, ZHANG, CHENG, 2016), antioxidante (LIU et al., 2018), antimicrobiana,
antiplasmidica (KUMAR, SINGH, FAROOQ, 2017a; KUMAR, SINGH, FAROOQ,
2017b).

Um levantamento bibliografico das moléculas isoladas de espécies do género
Helicteres e suas atividades bioldgicas foi realizado utilizando banco de dados cientificos
como Web of Science, Scifinder e Google Scholar, abrangendo publica¢des sobre o tema
no periodo de 1981-2019 (FERNANDES et al, 2020b) (ANEXO A, pag. 244).
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3.5 Consideragdes sobre a espécie Helicteres velutina K. Schum

Helicteres velutina K. Schum, popularmente conhecida como ‘Pit6’, é endémica
do Brasil, distribuida nos biomas da caatinga, cerrado e mata atlantica, com registro nos
estados da Bahia, Ceara e Pernambuco/NE, e Minas Gerais/SE (Figura 4, pag. 44)
(SANTOS et al. 2012; COLLI-SILVA & ANTAR, 2018; FERNANDES et al. 2018).
Pesquisas com espécies nativas sdo as mais recomendadas por aumentar as chances de
adaptacdes ao meio natural, além de contribuirem para conservacdo da biodiversidade
local e regional (SILVA et al. 2017).

Figura 4: Distribuicdo geografica da espécie Helicteres velutina, representada pelas areas

em destaque nos mapas.

Fonte: Adaptado de http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Helicteres_velutina

Em relagdo as caracteristicas botanicas, a espécie possui porte arbustivo ereto,
podendo chegar a 2 m de altura. Suas folhas possuem estipulas 4-8 mm de comprimento,
inflorescéncia com bractéolas filiformes, contendo alguns nectarios entre as flores e na
regido axilar das bractéolas em numero igual ou maior que dois, suas flores sdo
geniculadas, com pétalas subiguais, unhas 4-8 vezes mais curta que o calice, 10 estames
conatos na base. Seu fruto € indumento hirsuto ou velutino (Figura 5, pag. 45)
(CRISTOBAL, 2006; COLLI-SILVA & ANTAR, 2018).
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Figura 5. Detalhes botanicos da espécie Helicteres Velutina

il

Fonte: Adaptado  de  https://www.flickr.com/photos/c_takeuchi/6819703721;
CRISTOBAL, 2001; https://www.gbif.org/occurrence/1265887366.

De acordo com a etnofarmacologia, H. velutina é utilizada como repelente de
insetos, pela tribo indigena Pankararé da estacdo ecoldgica Raso da Catarina na Bahia no
quadrilatero formado pelas cidades de Paulo Afonso, Jeremoabo, Canudos e Macururg,
cuja vegetacdo € do tipo caatinga arborea e arbustiva (Figura 6, pag. 45) (COLACO, 2006,
FERNANDES, 2017).

Estudos preliminares com o extrato etandlico bruto (EEB) das raizes, caule e
partes aéreas da espécie mostram atividade frente a larvas do Aedes aegypti (COLACO,
2006; SANTOS et al., 2012; FERNANDES et al. 2018). A pesquisa com as partes aéreas
desta espécie foi iniciada no mestrado (FERNANDES, 2017), e a sua continuacgéo levou
as primeiras publicacbes (FERNANDES et al, 2018, FERNANDES et al. 2019,
FERNANDES et al, 2020a, FERNANDES et al, 2021) (ANEXO B, C, D e E, pags. 245-
248).

Figura 6. Localizacdo da tribo indigena Pankararé na Bahia
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Fonte: COLACO, 2006
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3.6 Aspectos gerais dos vetores do género Aedes

H& duas espécies principais de mosquitos do género Aedes capazes de transmitir
varias doencas em seres humanos e animais: Aedes aegypti (Linnaeus,1762) e Aedes
albopictus (Skuse, 1894) (Figura 7, pag. 46). Principais vetores de virus que representam
uma ameaca a satude humana, como dengue, chikungunya, zika e febre amarela, bem
como a saude de bovinos como febre do vale do Rift (Rift VValley Fever-RVF) (Figura 8,
pag. 47), considerada uma das mais graves doencas zoondticas emergentes
(MUKANDIWA et al. 2016; LETA et al. 2018).

Figura 7: Caracteristicas morfoldgicas do Ae. aegypti e Ae. albopictus

Toérax escuro,
com uma linha Unica no centro

Fonte: Adaptado de http://www.charqueadas.rs.gov.br

Globalmente, 2,5 bilhGes de pessoas vivem em areas de risco, especialmente em
regibes tropicais e subtropicais do mundo onde a temperatura e a umidade promovem a
proliferacdo dos vetores (Figura 9, pag. 47) (SOUZA et al. 2011; REEGAN et al. 2014;
KRAEMER et al., 2015).
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Figura 8: Mapa global da distribuicdo do Ae. aegypti e Ae. albopictus
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Fonte: Adaptado de LETA et al. 2018.

Figura 9: Mapa global da distribuicdo das principais arboviroses transmitidas por

mosquitos do género Aedes em humanos e animais
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Fonte: Adaptado de LETA et al. 2018.

3.6.1 Principais arboviroses

A dengue (DENV) é considerada a mais importante doenga viral transmitida
por artropodes, e inclui os sorotipos 1, 2, 3 e 4 (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4)
(MURUGAN et al., 2012; PANNEERSELVAM et al., 2012). E endémica em pelo menos
100 paises da Asia, Pacifico, Américas, Africa e Caribe (Figura 10, Pag. 50)
(MUKANDIWA et al., 2016). Estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas correm risco de
adquirir infecgéo viral da dengue, com projecéo de mais de 50 milhdes de novas infecc¢des
anualmente (KUMAR et al., 2012).
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A febre amarela (FA) ja foi registrada na regido central, América do Sul e Africa
Ocidental (Figura 10, pag. 50) (GOVIDARAJAN, 2011). E mantida em um ciclo silvestre
envolvendo macacos em florestas tropicais, sendo transmitida para 0 meio urbano atraves
do Ae. aegypti (GUBLER, 2018). Em dezembro de 2015 a doenca se espalhou por todo
o territorio de Angola, resultando em 4.347 casos suspeitos ou confirmados e 377 mortes,
sendo levada para outros paises por viajantes (BRENT et al., 2018). No inicio de 2016,
novos casos foram reportados na América do Sul, uma zona considerada livre da doenca
a mais de 70 anos (GOMEZ et al., 2018), a OMS recomendou que pessoas que
pretendessem viajar para o Brasil fossem vacinadas, pois 777 casos humanos da doenca
haviam sido registrados em oito estados brasileiros em 2016, resultando em 261 mortes
(DONALD et al., 2018).

O Zika virus (ZIKV) originalmente isolado na Uganda em 1947, surgiu em 2007
fora do seu alcance natural de distribuicdo, na Africa e na Asia. Foi inicialmente relatado
na regido do Pacifico, em seguida, epidemias ocorreram na Polinésia Francesa em 2013,
Nova Caleddnia em 2014 e nas Américas em 2015, inicialmente sendo detectado no
nordeste do Brasil. Posteriormente, 22 paises da América relataram transmissédo do ZIKV
(Figura 10, pag. 50) (ESCUTIA et al., 2018; VAZEILLE et al., 2017; PETTERSSON et
al., 2018; THAM et al., 2018). Os problemas neuroldgicos associados a infeccdo por
ZIKV incluem complicacBes na gravidez e microcefalia em recém-nascidos (AGUIAR et
al., 2018; NOGUEIRA et al., 2018; REES et al., 2018). No Brasil o nimero de infeccdes
acumuladas foi estimado entre 440.000 e 1.300.000 até 2018 (RABELO et al., 2018).

A infeccio pelo virus Chikungunya (CHIKV) foi documentada na Africa, varias
ilhas do Oceano Indico, na Asia e recentemente nas Américas, incluindo os Estados
Unidos (Figura 10, pag. 50) (FREITAS, RAO, MAHALINGAM, 2018; MAKIALA-
MANDANDA et al., 2018; MERCADO et al., 2018; MEHTA et al., 2018). No geral, a
doenga tem um quadro febril agudo, seguida em muitos pacientes por inflamacéao cronica
e artrite (AMARAL & SCHOEN, 2018; JAIN et al., 2018). Em 2014 haviam sido
registrados 6.328 casos no Haiti e em 16 outros paises ou territdrios, no Caribe e na
América do Sul foram notificados 103.018 casos suspeitos (ROGIER et al., 2018).

Algumas dessas doencas ja foram consideradas erradicadas em alguns paises, no
entanto o descontrole da urbanizagdo, comércio e viagens, levaram a reincidéncia da
doenca, aumentando o nimero de casos notificados (MAKIALA-MANDANDA et al.,

2018). Sao arboviroses clinicamente dificeis de diagnosticar, podendo ser facilmente
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confundidas entre si ou com outras doencas virais (KUMAR et al., 2011; KEZIAH et al.,
2015).

Fatores que podem causar surtos incluem um aumento nos locais de reproducgéo
de vetores, migracdo de pessoas infectadas em uma area rica em vetores, povoada de
individuos suscetiveis, chegada de novos vetores eficientes, quebra de medidas de
controle de vetores e resisténcia dos vetores a inseticidas (PLUEMPANUPAT et al.,
2012).

No Brasil, o principal vetor é o Ae. aegypti, sendo o pais caracterizado como de
clima tropical e geograficamente grande, varias caracteristicas que contribuem para a
epidemia de doencas transmitidas por mosquitos, o que dificulta o controle dessas
doencas (AGUIAR et al., 2018). Segundo o Ministério da Saude (MS) no periodo 2017 a
2018 foram registrados no Brasil, 1.127 casos de FA, 443.287 de DENV, 254.428 de
CHIKV e 24.278 de ZIKV que acarretaram 328, 263, 208 e 2 dbitos, respectivamente,
dados estes que se mostraram inferiores aos registrados no periodo de 2014 a 2016 quando
se iniciou os surtos dessas doengas, entretanto muito ainda precisa ser feito para que
possamos erradicar essas arboviroses do nosso pais (BRASIL, 2018a; BRASIL, 2018b).
O MS registrou até o dia 28 de maio de 2018, 16.028 casos de microcefalia e/ou alteracédo
do sistema nervoso central sugestivos de infeccdo congénita, associados a infeccdo pelo
virus zika, que acarretaram 1.046 ébitos fetais, neonatais ou infantis (BRASIL, 2018c).

O surgimento de novas doencas, como a pandemia por COVID-19, considerada
uma calamidade na salde publica mundial, acabam tirando o foco de doencas ja
existentes. As doencas tropicais negligenciadas (DTNs), continuam causando varios
Obitos ao longo dos anos, afetando principalmente as populagcdes mais carentes, nos paises
em desenvolvimento, onde 0s recursos Sdo escassos, é necessario investir em pesquisas
em ambas as areas, para evitar o risco de sindemias (GUTMAN et al., 2020; SEELING
et al., 2020; DE SOUZA, 2020). Segundo o MS até marco de 2021 foram notificados
72.093, 5.193 e 327 casos provaveis de dengue, chikungunya e zika no Brasil,
respectivamente, em comparagdo com o ano de 2020, houve uma reducgédo de 75% de
casos registrados para 0 mesmo periodo analisado (BRASIL, 2021).

Um estudo realizado por Leta et al. (2018), teve por objetivo mapear o risco
global de transmissé@o das doengas acima citadas, através da identificacdo de areas onde
as doencas sdo notificadas atraves de surtos ativos de transmissdo ou relacionados com
viagens, bem como areas onde as doencas ndo sdo relatadas atualmente, mas sdo

adequadas para o vetor (Figura 10, pag. 50).
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Figura 10: Mapas de distribui¢do das principais arboviroses no mundo. A) Dengue; B) Febre amarela; C) Zika e D) Chikungunya
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3.6.2 Caracteristicas morfologicas do ciclo de vida dos vetores

Aedes aegypti ttm um ciclo de vida complexo, com mudancas drésticas na forma,
funcdo e habitat, as fémeas depositam seus ovos nas paredes imidas dos recipientes com
agua, os ovos eclodem quando imersos na agua, transformando-se nas larvas que por sua
vez se alimentam de microrganismos e matéria organica, trocando suas peles para
poderem crescer do primeiro ao quarto estagio, quando adquirem tamanhos e energia
suficientes, as larvas se tornam pupas, estas ndo se alimentam e abrigam o corpo do
mosquito adulto até a sua completa formacéo, o adulto recém-formado emerge da agua
apo6s romper a pele da pupa, os mosquitos adultos acasalam, iniciando um novo ciclo
(Figura 11, pag. 51) (CDC, 2012; VIANA, 2015).

Figura 11: Ciclo de vida do Aedes aegypti
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E possivel observar visualmente as diferencas entre machos e fémeas, devido
principalmente ao maior tamanho corporal da segunda. Como regra 0s machos possuem
antenas mais plumosas, geralmente os palpos s&o mais longos e suas asas mais compridas
e finas do que as fémeas (LORENZ, VIRGINIO, BREVIGLIERI, 2018). O adulto de
ambos 0s sexos se alimenta de solucGes acucaradas como fonte de nutrientes, contudo as
fémeas desta espécie necessitam de proteinas presentes no sangue do hospedeiro para que
ocorra a maturagdo dos ovos e realizam repasto sanguineo preferencialmente nos horarios
diurnos (AMARAL, 2018).

A fémea faz a postura de ovos ap0s cada repasto sanguineo, em cada postura sdo
liberados cerca de 50 a 70 ovos, distribuidos aos poucos em diferentes criadouros. Este
tipo de comportamento ird aumentar as chances de sobrevivéncia dos seus descendentes,
garantindo o sucesso reprodutivo e a dispersdo do Ae. aegypti (OLIVA, 2011).

Como um dos mosquitos mais bem caracterizados, Ae. aegypti é considerado um
organismo modelo para estudos sobre a biologia reprodutiva regulada por hormonios,
carboidratos e metabolismo de lipidios. Alem disso, Ae. aegypti pode ser facilmente
criado no laboratério, permitindo a realizacdo de estudos sobre a fisiologia, biologia e
reproducdo do vetor (WANG et al., 2017).

3.6.3 Formas de combate: controle mecanico, bioldgico, quimico e alternativas naturais

Devido a auséncia de uma vacina eficaz contra as arboviroses transmitidas pelo
Ae. aegypti, a principal forma de combater doengas como a dengue, zika, chikungunya e
febre amarela, é erradicar o vetor, que pode ser feito inicialmente por meio do controle
mecanico, que consiste em eliminar os depositos de ovos e locais de desenvolvimento
(Figura 12, pag. 54) (SOUZA et al., 2011; MUKANDIWA et al., 2016). Atualmente, o
mosquito € altamente dependente dos recipientes manufaturados pelo homem, localizados
normalmente em quintais, patios e jardins (VIANA, 2015; FERNANDES, 2017).

O controle bioldgico por sua vez, consiste no uso de bactérias do género Bacillus
spp., que ndo sao téxicas para humanos, ndo afetam o meio ambiente, e suas multiplas
toxinas minimizam resisténcia a insetos. Contudo, ha relatos de que a radiagéo solar pode
reduzir a duracéo da atividade larvicida dessas toxinas para apenas duas semanas, 0 que
é um problema sério, especialmente em regides tropicais. Além disso, casos de resisténcia
do Ae. aegypti para Bacillus sphaericus estdo surgindo desde a Gltima década (SOUZA
etal. 2011).
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Inseticidas quimicos continuam sendo a primeira linha de defesa contra doencas
transmitidas por mosquitos, devido sua acéo rapida e facil aplicagdo, atualmente, existem
apenas quatro classes aprovadas de inseticidas, nomeadamente organofosfatos,
piretroides, carbamatos e organoclorados (MURUGAN et al., 2012; REEGAN et al.,
2014). A abordagem convencional envolve o uso de inseticidas contra os estagios adulto
e larval. As desvantagens associadas ao uso em longo prazo destes compostos, como
perturbacdo do equilibrio ecoldgico, efeitos nocivos em organismos n&o-alvo,
desenvolvimento de resisténcia fisioldgica e selecdo de cepas resistentes, especialmente
entre organismos-alvo, levaram a busca de novos inseticidas alternativos (RAVINDRAN
etal., 2012; REEGAN et al., 2014; ROJAS-PIZON et al., 2018; VIVEKANANDHAN et
al., 2017).

Portanto, novos ingredientes ativos baseados em novos modos de acdo ou
compostos inseticidas atuando em novos sitios de ligacdo sdo necessarios para retardar o
inicio da resisténcia aos inseticidas disponiveis (MUKANDIWA et al., 2016).

Uma alternativa para produtos quimicos e bioldgicos € o uso de produtos naturais
de plantas, 0 que se espera que minimize o impacto sobre meio ambiente. Nos Gltimos
anos, varios estudos se concentraram em produtos vegetais para controlar o Ae. aegypti
como larvicidas e inseticidas, ou repelentes para protecéo pessoal (SOUZA et al., 2011)

Os produtos naturais tém sido usados tradicionalmente por comunidades em
muitas partes do mundo contra os vetores e espécies de insetos (MURUGAN et al., 2007).
As plantas sdo uma fonte potencial inestimavel de novos agentes repelentes devido ao
grande nimero de compostos inseticidas encontrados nas mesmas. A maioria produz
naturalmente compostos que sdo Uteis na prevencdo do ataque de insetos. Estes
compostos podem ser classificados como repelentes, toxinas ou reguladores de
crescimento (MUKANDIWA et al., 2016).

Certas espécies de plantas ja provaram eficadcia como larvicidas, adulticidas,
ovicidas e repelentes contra diferentes espécies de mosquitos (KOVENDAN et al., 2013;
MURUGAN et al., 2012; VIVEKANANDHAN et al., 2017). Segundo Vivekanandhan
et al. (2017) plantas possuem metabdlitos secundarios e Gleos essenciais que possuem
varias propriedades farmacéuticas e inseticidas e, portanto, sdo candidatos ideais para
pesquisa, que tem foco na toxicidade dos extratos, suas fracdes e Oleos essenciais
(GOVINDARAJAN, 2011; MUNUSAMY et al., 2016, FERREIRA et al., 2019). As
propriedades repelentes de varios 6leos essenciais parecem ser associadas a presenca de
monoterpendides e sesquiterpenos (MURUGAN et al., 2012; REEGAN et al., 2015).
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Entre as plantas com atividade inseticida destacam-se aquelas do género
Nicotiana (Solanaceae); Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Leguminosae);
Chrysanthemum (Asteraceae) e Azadirachta (Meliaceae) (QUIRINO, 2010). Compostos
bioativos a base de plantas sdo biodegradaveis, ecologicamente corretos, alvo especifico
e nao toxico para insetos benéficos (KUMAR et al., 2011; RAVINDRAN et al., 2012).
Estudos anteriores relataram a eficicia da azadiractina, piretrinas, rotenona, nicotina e
toosendanina, fitoquimicos que atuam como inseticidas bioldgicos promissores
(PLUEMPANUPAT et al., 2012; REEGAN et al., 2014; VIVEKANANDHAN et al.,
2017).

No Brasil e em outras partes do mundo, extratos de plantas (medicinais, nativas
e adaptadas) e seus derivados, tém sido testados para o controle de diferentes vetores de
doencas, incluindo Ae. aegypti e Ae. albopictus, avaliando principalmente a acéo larvicida
(CHAGAS, 2016).

Figura 12: Formas de controle: A) Mecanico; B) Bioldgico; C) Quimico e D)

Alternativas naturais.

Fonte: Adaptado de http://www.who.int/denguecontrol/control_strategies/en/

Uma abordagem comumente defendida para prevenir picadas de mosquito é
protecdo pessoal. Este método permite que um individuo selecione (ou combine) técnicas
de prevencdo, exclusdo de mosquitos com barreiras fisicas e quimicas, tratamento de
tecidos com substéncias toxicas e o0 uso de repelentes topicos (pele) (KEZIAH et al.,
2015).

54



FERNANDES, D.A. REFERENCIAL TEORICO

Numerosos repelentes de mosquitos sob uma variedade de marcas estdo
atualmente disponiveis comercialmente para consumidores em todo o mundo. A maioria
deles contém DEET (N, N-dietil-m-toluamida), que possui atividade de amplo espectro e
repele a maioria dos mosquitos conhecidos, sendo considerado o mais eficaz disponivel
para uso humano. Atualmente, o DEET é formulado em aerossois, sprays, logdes, cremes,
liquidos, bastGes, rollons e lencos impregnados, com concentragdes variando de 5 a
100%. No entanto, o DEET mostrou efeitos adversos quando aplicado conforme as
instrucdes. Os problemas mais comuns estdo associados a irritacdo local da pele,
anafilaxia, e muitas pessoas que aplicaram altas concentracdes de DEET diariamente
desenvolveram efeitos adversos mais graves devido a exposigdo cronica, que incluiram
insdnia, cdibras musculares, distirbios do humor, e erupc¢des cutneas. Por esta razéo,
extratos de varias plantas tém sido estudadas como possiveis repelentes de mosquitos
revelando a existéncia de repelentes naturais com boa eficacia (KEZIAH et al., 2015;
POSSEL, 2019).

Repelentes tém um lugar importante em proteger o homem das picadas de
insetos e na interrupcdo da transmissdo da doenca. Um composto repelente deve ser
toxico, ndo irritante e de longa duracdo. Amidas, imidas, ésteres e outros compostos
polifuncionais sdo conhecidos por serem bons repelentes. Plantas podem ser uma fonte
alternativa para repelentes de mosquitos, porque eles constituem um potencial fonte de
produtos quimicos bioativos e normalmente sdo livres de efeitos nocivos. Por isso, muito
interesse tem sido focado em extratos de plantas, ou éleos essenciais como agentes
potencialmente repelentes de mosquitos (MURUGAN et al., 2007).

Estudos tém demonstrado a importancia de estudos biomonitorados com
espécies vegetais na busca de substancias ativas frente ao Ae. aegypti (LIMA, 2008;
SILVA, 2010; CRUZ, 2011).

3.7. Estudo fitoquimico biomonitorado

O processo de desenvolvimento de um fitomedicamento, envolve a sele¢éo da
planta a ser estudada, a mesma deve ser selecionada com base na literatura cientifica,
caracteristicas etnobotanicas ou etnofarmacologicas de interesse, quimiotaxonomia da
familia, além de estudos farmacologicos previos. O passo seguinte diz respeito a coleta,
identificacdo botanica e extracdo dos constituintes quimicos. A partir dos extratos,

empregando-se métodos cromatograficos e espectroscdpicos, podem ser obtidos
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compostos isolados e caracterizados estruturalmente. Nessa fase, séo realizados testes de
atividade bioldgica e de toxicidade. A identificacdo da estrutura do composto permite
realizar estudos subsequentes da sintese total ou parcial do constituinte ativo, preparacao
de derivados e/ou analogos, modulacdo da atividade bioldgica e definicdo da relagédo
estrutura-atividade (HEINZMANN & BARROS, 2007).

O estudo fitoquimico biomonitorado, tem o intuito de encontrar substancias
ativas presentes nos extratos de plantas que possam ser utilizadas como alternativas no
combate aos organismos alvo. Para tanto, inicialmente devem ser testadas as fases obtidas
apos cromatografia liquido-liquido do extrato, com o intuito de avaliar em quais destas
podem estar 0s constituintes de interesse, para auxiliar na triagem inicial, tendo em vista
que existem composic¢des quimicas diferentes em cada uma dessas fases de acordo com
sua polaridade (CECHINEL FILHO & YUNES, 1997; SANTOS, 2008). Essa
composicao quimica é muito variavel, mas em geral segue 0 modelo do esquema abaixo

(Esquema 2, pag. 56).

Esquema 2: Obtencdo de extratos e provaveis classes de metabolitos extraidos:

[ Material vegetal ]

[ EEB ]

v v v v !
[ Fase ] [ Fase ] [ Fase ] [ Fase n- ] [ Fase ]
Hexénica Diclorometano Acetato butanolica Hidroalcoolica

S S 5

- Lipidios - Flavonoides i
. . - Heterosideos em geral
- Furanocumarinas - Taninos
- Esteroides - Xantonas
- Terpenos - Acidos triterpénicos
- Acetofenonas - Saponinas
- Compostos fendélicos
- Ligananas em geral .
. . - Taninos
- Flavonoides metoxilados .
- Sesquiterpenos - Saponinas
1 P - Carboidratos
- Lactonas . .
. -- Flavonoides glicosilados
- Triterpenos
- Cumarinas

Fonte: Adaptado de CECHINEL FILHO & YUNES, 1997; SANTOS,2008.
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Como se pode observar no esquema anterior, existem constituintes quimicos que
sdo0 mais provaveis de serem encontrados a depender da fase com que se trabalha,
possibilitando uma extracdo dos compostos de acordo com suas polaridades. De acordo
com Cechinel Filho & Yunes (1997), no sentido de localizar os principios ativos, todas
as fases semi-puras devem ser testadas e aquela que apresentar efeito bioldgico de
interesse, devera ser submetida aos procedimentos cromatograficos para o isolamento e a
purificacdo dos compostos (SILVA et al., 2010). (Esquema 3, pag. 57).

Estudos relatam que em alguns casos a atividade bioldgica dos extratos brutos,
podem ser superior ao das substancias isoladas e isso se deve a a¢do sinergica dos diversos
constituintes presentes no mesmo (COSTA et al., 2013), que dependendo da espécie, do

solvente utilizado e das concentragdes utilizadas pode variar significativamente.

Esquema 3: Etapas propostas para um estudo biomonitorado

[ Material vegetal ]
I
v v
biologicos semi-puros biologicos
[ Procedimentos ] J

comatograficos

Elucidag¢io | __ [ Fragdes e compostos | _, | Testes
estrutural puros biologicos

[ Relacio estrutura- ]

atividade

Fonte: Adaptado de CECHINEL FILHO & YUNES, 1997.

3.8. Triagem virtual na quimica medicinal

A busca por novas espécies quimicas obtidas de produtos naturais é muito
importante dada a sua diversidade e complexidade estrutural. A partir da década de
noventa, com o0 advento da quimica combinatoria, a industria farmacéutica conseguiu
otimizar a busca por moléculas bioativas (PAIXAO & PITA, 2016; NEWMAN &
CRAGG, 2020).
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A triagem virtual que aplica técnicas in silico (computacional) representa um dos
maiores avancos na atual era de planejamento de farmacos, através dela inimeras
estratégias distintas, sdo capazes de direcionar a selecdo de moléculas com as
caracteristicas quimicas desejadas para modular a atividade biologica dos mais diversos
e atrativos alvos moleculares conhecidos na atualidade (Esquema 4, pag. 58)
(RODRIGUES et al., 2012).

A bioinformatica e a quimioinformatica tém um papel essencial na selegédo e
desenvolvimento racional de compostos candidatos a farmacos antes de partir para
analises clinicas (DOMINGUES, 2013). Modelos farmacoféricos tém sido amplamente
utilizados no processo de triagem virtual de ligantes, permitindo selecionar ligantes que
contenham as propriedades fisico-quimicas essenciais em um arranjo espacial adequado
para desencadear suas atividades. Essas propriedades sdo obtidas a partir da avaliacdo das
interacbes similares identificadas de complexos receptor-ligante conhecidos
(QUEVEDO, 2016).

Além da identificacdo de novas moléculas potencialmente ativas, a triagem
objetiva a remoc¢do de moléculas identificadas como potencialmente toxicas ou que
possuam propriedades farmacodindmico-farmacocinéticas desfavoraveis (BARROS,
2017).

A docagem molecular (molecular docking) tem o objetivo de identificar
moléculas com elevado potencial de interagirem com proteinas alvo, selecionando uma
pequena fracdo dessas moléculas que apresentem um conjunto favoravel de interacGes
intermoleculares, com base em um determinado mecanismo e modo de ligacdo, para
posterior avaliacdo bioquimica in vitro (FERREIRA et al., 2011). Acoplada a analises em
modelagem molecular, pode-se predizer a atividade destes compostos, reduzindo assim
0s gastos com a sintese e testes bioldgicos de moléculas candidatas a farmacos (LIMA et
al., 2013).

Esquema 4: Etapas da triagem virtual

4 N\ 4 N\ 4 ~\
Compostos Estratégia Compostos | _| Validagio

isolados computacional selecionados experimental

. J/ . S \. S

\ J

v Y h 2

e N\ N A
Estudo Relaciio estrutura-atividade: Estudo

fitoquimico Quimioinformatica Biolégico
. J \. J . J
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4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliogréfico foi realizado, no decorrer de todo o estudo, no
Chemical Abstracts, Biological Abstracts, através de anais de eventos nacionais e
internacionais, portal periodicos CAPES, SciFinder, Web of Science, além de outras

fontes disponiveis na Internet.

4.2 Coleta e identificacdo do material botanico

As partes aéreas da espécie Helicteres velutina K. Schum foram coletadas em
fevereiro de 2015 e abril de 2017 na Area de Protecio Ambiental Serra Branca/Raso da
Catarina, localizada no municipio de Jeremoabo, nordeste da Bahia, cujas coordenadas
$80 09°53°15.5” a 09°44°34.6” S ¢ 38°49°36,1” a 38°52°20.4” W (VARJAO, JARDIM,
CONCEICAO, 2013) (Figura 13, pag. 60). Durante o processo de coleta, foram

preparadas exsicatas para identificacdo do material coletado.

Figura 13. Localizacdo da APA Serra Branca-BA destacado na area em verde do mapa

8950000
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Hidrografia
Jeremoabo ™~ s ROdOViE
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Fonte: LIMA, 2017.

O material botanico, partes aéreas, da espécie Helicteres velutina, foi coletado,
identificado e cedido pela Prof.2 Dr.2 Adilva de Souza Concei¢do/UNEB, sendo uma
exsicata depositada no Herbario da Universidade do Estado da Bahia (HUNEB, Colec¢éo
Paulo Afonso), sob o codigo 28709-1. Esta pesquisa foi registrada no Sistema Nacional
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de Gerenciamento de Recursos Genéticos e de Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen — A568B8A).

4.3 Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico das partes aéreas de H. velutina foi realizado nas
dependéncias do Laboratorio de Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo Braz Filho; Laboratorio
de Andlises Farmacéuticas e Moleculares (LAFAM); Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo e Analise (LMCA), pertencentes ao Programa de P0s-Graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB e também no Laboratério de
Bioprospecgao Fitoquimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), por

meio de uma parceria com a Prof® Dr2 Tania Maria Sarmento.

4.3.1 Isolamento e purificagcdo dos constituintes quimicos de Helicteres velutina

O isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos foi realizado atraves de
métodos cromatograficos, como: Cromatografia em Coluna com silica gel 60 (Merck),
silica flash e/ou sephadex LH-20 (Merck), tendo como suportes colunas de vidro
cilindricas com dimens@es variando de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada, Cromatogrfia Liquida de Média Pressdo (CLMP) e Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP). Como fase movel foram utilizados solventes PA.
Na Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplado a espectrometro de massas foi
utilizado solvente grau HPLC.

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para a
analise do perfil cromatografico dos compostos obtidos em todos os processos, foram
evidenciadas pelo uso de radiagédo ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366
nm, que exibem substancias insaturadas e reveladas por meio de impregnacédo das placas
em cubas de vidro saturadas por vapores de iodo, além do NP (difenilboriloxietilamina)

para compostos fendlicos e Anisaldeido para terpenos e esteroides.

4.3.2 Caracterizagéo estrutural das substancias isoladas

A identificacdo ou elucidacdo estrutural das substancias isoladas foi realizada

através de métodos espectroscépicos, tais como: Infravermelho e Ressonancia Magnética
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Nuclear de Hidrogénio e Carbono treze (RMN *H e RMN 3C, respectivamente), uni e
bidimensionais e espectrometria de massas de alta resolu¢do (HRMS), bem como através
de comparag6es com modelos da literatura.

e Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos na UFPB em aparelho
Perkin-Elmer, FT-IR-1750, com frequéncia medida em cm™, utilizando-se 1,0 mg da
amostra em pastilhas de KBr.

e Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear das substancias isoladas foram
obtidos utilizando o espectrometro BRUKER-ASCEND a 400 MHz (*H) e 100 MHz
(*3C) e VARIAN-SYSTEM a 500 MHz (*H) e 125 MHz (*3C) do LMCA-UFPB. Os
solventes utilizados na dissolucdo das amostras foram cloroférmio, dimetilsulféxido e
acetona deuterados (CDCl;, DMSO-ds e CD3COCDs respectivamente), Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes

de acoplamento (J) em Hz.

e Analises por UPLC-DAD-QTOF-MS

Os experimentos analiticos de LC-HRMS foram realizados utilizando um
cromatografo liquido de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation,
Milford, MA, EUA), acoplado a um espectrometro de massa Quadrupolo- Tof (Xevo G2-
XS QTof, Waters, EUA) com ionizacao por eletrospray (ESI).

As separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna
ACQUITY UPLC™BEH C15(2,1 x 50 mm, 1,7 pm, Waters, EUA) a 40°C. A fase movel
binaria consistiu em agua com 0,1% de acido formico (Fase movel A) e acetonitrila 0,1%
de acido formico (fase mével B). O fluxo foi de 0,4 mL/min e o volume de injecéo foi de
10,0 pL. Foram utilizados num modo de gradiente como resumido na Tabela 1 (pag. 63).
O detector de Arranjos de Fotodiodos (DAD) detectou as absorbancias nos comprimentos
de onda de 210 a 500 nm. O espectrometro de massas foi operado em modo negativo
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(ESI") no modo sensibilidade. A deteccdo foi implementada no modo centroide MSE em

uma faixa de massa de 100-1200 Da. A voltagem capilar foi ajustada em 0,8 kV para ESI.

Tabela 1. Método de gradiente usado no LC-HRMS

Tempo (min) A% B% Tempo (min) A% B%
0,0a8,0 90-50 10-50 9,0a9,1 5-10 95-90
8,0a9,0 50-5 50-95 9,1a110 90 10

4.3.3 Processamento da planta

O material boténico (7.000,0 g) da espécie Helicteres velutina foi desidratado
em estufa com ar circulante a 40°C durante 72 horas. Em seguida, o material seco foi

triturado com auxilio de moinho mecéanico, fornecendo 4.976,0 g do po.

4.3.4 Obtencdo do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Helicteres velutina

O p6 da planta (4.976,0 g) foi submetido a maceracdo durante 72 horas,
utilizando-se como liquido extrator etanol a 95%, sendo tal processo repetido cinco vezes,
até extracdo dos seus constituintes quimicos. A solucédo extrativa resultante foi filtrada e
concentrada em evaporador rotativo sob pressédo reduzida, obtendo-se 166,8 g do extrato

etanolico bruto (Esquema 5, pag. 63).

Esquema 5. Obtencéo do EEB de Helicteres velutina.

Partes aéreas de H. velutina P6 da planta EEB

—> —

(7.000,0 g) % (4.976,0 g) \v (166,8 g)
Desidratado em estufa (40 °C) Maceracdo com EtOH 95%

Triturado em moinho mecanico Concentrada em rotaevaporador

4.3.5 Fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Helicteres velutina

O extrato etanolico bruto das partes aéreas de H. velutina (156,8 g) foi
solubilizado em uma solucéo de EtOH:H,0 (7:3), obtendo-se uma solucéo hidroalcoolica

que foi submetida sequencialmente a um fracionamento com hexano, diclorometano,
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acetato de etila e n-butanol. As solugbes foram concentradas sob pressdo reduzida,

fornecendo suas respectivas fases, além da fase hidroalcdolica (Esquema 6, pag. 64).

Esquema 6. Cromatografia liquido-liquido do EEB de Helicteres velutina

Hexano Fase Hexanica (66,4 g)
HoClo . A
CHaClo Fase Diclorometanica (31,2 g)
EEB AcOEt .
(156,8 g) Fase Acetato de etila (13,7 g)
~ , , n-BuOH :
Solugdo EtOH:H20 (3:7) Fase n-butanolica (3,5 g)
Fase Hidroalcoolica (40,2 g)

4.4 Processamento cromatogréafico da fase hexanica do EEB das partes aéreas de H.
velutina

A fase hexanica (11,0 g) foi submetida a uma filtragdo em funil de placa porosa,
utilizando silica flash como fase fixa, e como fase mdvel hexano, acetato de etila e
metanol sozinhos ou em misturas binarias (Quadro 1, pag. 66). Este processo forneceu 10
fracdes que foram concentradas em rotaevaporador e reunidas através da semelhanca do
perfil cromatogréfico em CCDA (Esquema 7, pag. 65).

As quatro fracGes de menor polaridade, resultantes da coluna | (Esquema 7, pég.
65), foram reunidas (7,6 g), sendo submetidas a uma cromatografia em coluna com silica
flash (coluna 1), adotando o sistema de solvente utilizado no processo cromatogréafico
anterior, resultando em 70 fracGes de 100 mL que foram concentradas em rotaevaprador,
analisadas por CCDA e reunidas em 10 sub-fragdes, a sub-fragdo 22/23 (6,0 mg) e 24
(13,0 mg) foram obtidos na forma de 6leo branco, codificados como Hv-1 e Hv-2,
respectivamente. As sub-fragbes 10/21 (7,0 mg) e 25/27 (22,0 mg), foram obtidos na
forma de cristais brancos, que foram consideradas puras por analise em CCDA com varios
sistemas de solventes e codificadas como Hv-7 e Hv-6, respectivamente.

A sub-fracdo 36/40 (483,0 mg) da coluna Il foi submetida a uma cromatografia
de média pressdo (CLMP) com silica flash (coluna 111) como fase fixa e como fase mdvel:

hexano e acetato de etila sozinhos ou em misturas binarias (Quadro 2, pag. 66),
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resultando em 36 fraces de 50 mL cada, que foram concentradas em rotaevaporador,
sendo reunidas em 6 fragdes a partir de comparagdes em CCDA, destas, a fragdo 17/18
(30,0 mg) com aspecto verde escuro, foi codificada como Hv-4 ( (Esquema 7 pég. 57).
A sub-fracdo 43/46 (323,0 mg), proveniente da coluna Il, foi submetida a mesma
metodologia descrita anteriormente em CLMP (coluna IV) (Quadro 3, pag. 67),
fornecendo 33 fragdes, que foram concentradas e reunidas a partir de CCDA em seis
fragdes, destas a fracdo 17/22 (30,0 mg) e 26/28 (12,0 mg), mostrou-se na cor verde
escuro, foram consideradas puras e codificadas como Hv-3 e Hv-5, respectivamente

(Esquema 7, pag. 65).

Esquema 7. Fracionamento cromatografico da fase Hexanica do EEB de H. velutina

[ Fase Hexanica (11,0 g) ]

Filtracdo rapida — funil de placa porosa com Silica Flash

Coluna l Hexano. AcOEt e MeOH sozinhos ou me misturas binarias
CCDA
Hex. [|Hex:Ace||Hex:Ace||Hex:Ace||Hex:Ace|| Hex:Ace|| Hex:Ace Ace Ace:MeOH|| Ace-MeO
(100%) (9:1) (8:2) (7:3) (5:5) (4:6) (2:8) (100%) (9:1) (8:2)
\ 7.6883 g CC — Silica Flash
- Hexano, AcOEt e MeOH sozinhos ou me misturas binarias ~ Coluna |1
Y CCDA

[ 1/9 ] [10.-"21] [22.-"23] [ 24 ] [25.-"27] [28.-"3 5] [ 36.-"40] [41.-"42] [43.-"46] [4 7.-"70]
483.0 mg 323.0mg
CCMP- silica flash CCMP- silica flash

[HPL'?] [HV-Z] [ HV-I] Hw6 Hexano e AcOEt Hexano e AcOEt
CCDA CCDA
Coluna Il Coluna IV

[ 1/5 ] [ 6.-"'14] [15.-"'16] [17'.-"1 8] [19.-"26] [2 7/3 6]
=) () (] F5) b fa) B

Hw3 Hw5
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Quadro 1: Eluentes utilizados e fracbes obtidas no primeiro fracionamento

cromatografico da fase hexanica de Helicteres velutina (Esquema 7, pag. 65)

FRACOES FRACOES
ELUENTE (100 mL) ELUENTE (100 mL)
Hexano 1-4 Hexano:AcOEt (4:6) 51 -55

Hexano:AcOEt (98:2) 5-10 Hexano:AcOEt (3:7) 56 — 58
Hexano:AcOEt (95:5) 11-25 Hexano:AcOEt (1:9) 59-61

Hexano:AcOEt (9:1) 26 — 30 AcOEt 62 — 64

Hexano:AcOEt (8:2) 31-35 ACcOEt: MeOH (9:1) 65 — 66
Hexano:AcOEt (7:3) 36 — 44 AcOEt: MeOH (8:2) 67 — 68
Hexano:AcOEt (6:4) 45 - 57 AcOEt: MeOH (7:3) 69 - 70
Hexano:AcOEt (1:1) 48 — 50

FRACOES REUNIDAS

1-9 | 22-23 | 25-27 | 36-40 | 43-46
10-21 24 28-35 | 41-42 | 47-70

Quadro 2: Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da
subfracdo 36/40 da fase hexanica de Helicteres velutina (Esquema 7, pag. 65)

FRACOES FRACOES
ELUENTE (100 mL) ELUENTE (100 mL)
Hexano 1-5 Hexano:AcOEt (9:1) 19 -22

Hexano:AcOEt (98:2) 6-7 Hexano:AcOEt (8:2) 2326
Hexano:AcOEt (96:4) 8-10 Hexano:AcOEt (7:3) 27 - 32

Hexano:AcOEt (94:6) 11-14 Hexano:AcOEt (6:4) 33-34
Hexano:AcOEt (92:8) 15-18 Hexano:AcOEt (5:5) 35-36

FRACOES REUNIDAS

1-5 15-16 19-26
6-14 17 -18 27— 36
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Quadro 3: Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

subfracdo 43/46 da fase hexanica de Helicteres velutina (Esquema 7, pag. 65)

FRACOES FRACOES
ELUENTE (100 mL) ELUENTE (100 mL)
Hexano 1-2 Hexano:AcOEt (8:2) 24 — 26

Hexano:AcOEt (98:2) 3-4 Hexano:AcOEt (7:3) 27 — 28
Hexano:AcOEt (95:5) 5-10 Hexano:AcOEt (5:5) 29 - 30
Hexano:AcOEt (92:8) 11-16 AcOEt 31-33
Hexano:AcOEt (9:1) 17-23

FRACOES REUNIDAS

1-6 17-22 26 — 28
7-16 23-25 29-33

4.5 Processamento cromatografico da fase diclorometano do EEB das partes aéreas

de H. velutina

A fase diclorometano (8,0 g) foi submetida a uma CC em silica flash (coluna I)
e eluida com éter de petréleo, diclorometano, metanol e agua mili-q sozinhos ou em
misturas binarias em grau crescente de polaridade (Quadro 4, pag. 68), de onde foram
coletadas 60 fracbes de 70 mL cada, que foram concentradas em rotaevaporador e
reunidas atraves de analise em CCDA, segundo semelhanca do perfil cromatografico
(Esquema 8, pag. 68).

A fracdo resultante 24/30 (815,0 mg), foi analisada em CCDA e se mostrou
promissora, devido observacdo de manchas isoladas, sendo submetida a processo
cromatografico em silica flash (coluna Il), cujo sistema de eluicdo foi hexano, acetato de
etila e metanol. Este fracionamento resultou em 152 fragOes de 15 mL cada, que foram
concentradas em rotaevaporador, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seu
perfil cromatografico em 8 sub-fracdes (Esquema 8, pag. 68; Quadro 5, pag. 69). A sub-
fragdo 52/58 (8,0 mg), apresentou-se em forma de p6 amarelo-escuro, considerada pura
guando analisada por CCDA em varios sistemas de solventes, passando a ser identificada

como Hv-10.
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A fracdo 43/59 (840,0 mg), oriunda da coluna I, foi submetida a cromatografia em
coluna com sephadex LH-20 (coluna Ill) e eluida com metanol e MeOH:CHCl3 (1:1)
(Quadro 6, pag. 69), obtendo-se 48 fragdes de 20 mL cada, que foram reunidas em 4
grupos de acordo com suas semelhancas de eluicdo na CCDA. O grupo 14/19 (15,0 mg),
apresentou-se na forma de pé amarelo, sendo posteriormente identificada como mistura

e codificada como Hv-9 (Esquema 8, pag. 68).

Esquema 8. Fracionamento cromatografico da fase Diclorometano do EEB de H.

velutina
Fase Diclorometano (8,0 g)]
Silica gel
Coluna Eter de Petréleo. CH,Cl,. MeOH. H,0 Mili-q
CCDA
| 1/9 \ [10..-"'2 3] [2 4/3 0] 3 l.-"'40] [41.-"'42] [43.-"'5 9] ‘ 60 I
815.0 mg Hexano e acetato
Coluna Il Silica flash | CCDA 840.0 mg
Sephadex-LH 20
MeOH e CHCI3(100% e 1:1)

[IHIS-][19f32] [33f39] [40551] [52f58] [59f66] [6????: [78f93] "% colunain

Hw9

Quadro 4: Eluentes utilizados e fracbes obtidas no primeiro fracionamento

cromatografico da fase diclorometano de Helicteres velutina (Esquema 8, pag. 68)

FRACOES FRACOES
ELUENTE (70 mL) ELUENTE (70 mL)
Eter de petréleo 1-4 CH.Cl2:MeOH 25 — 59
Eter de petréleo: CH,Cl» 5-20 H20 Mili-q 60

CHJCI; 21-24
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FRACOES REUNIDAS

1-9 24 -30 41 — 42
10-23 31-40 43 -59

Quadro 5: Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fracdo 24/30 da fase diclorometano de Helicteres velutina (Esquema 8, pag. 68)

FRACOES FRACOES
ELUENTE (50 mL) ELUENTE (50 mL)
Hexano 1-8 Hexano:AcOEt (65:35) 51 -59
Hexano:AcOEt (92:8) 9-20 Hexano:AcOEt (6:4) 60 — 67
Hexano:AcOEt (95:5) 21 - 28 Hexano:AcOEt (55:45) 68 — 71
Hexano:AcOEt (9:1) 29-33 Hexano:AcOEt (5:5) 72-179
Hexano:AcOEt (85:15) 34— 37 Hexano:AcOEt (45:55) 8082
Hexano:AcOEt (8:2) 38 -41 Hexano:AcOEt (4:6) 83 -89
Hexano:AcOEt (75:25) 42 — 47 Hexano:AcOEt (3:7) 90 -93

Hexano:AcOEt (7:3) 48 — 50

FRACOES REUNIDAS

1-18 33-39 52 - 58 6777
19-32 40-51 59 — 66 78 —-93

Quadro 6: Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fracdo 43/59 da fase diclorometano de Helicteres velutina (Esquema 8, pag. 68)

ELUENTE FI(?Y'g(r;n(I)jS ELUENTE Flég?n(l)js
Hexano 1-3 Hexano:CH:Cl> (4:6) 2023
Hexano:CH2Cl2 (9:1) 4-5 Hexano:CH:Cl> (3:7) 24 - 27
Hexano:CHCl2 (8:2) 6-8 Hexano:CHCl> (2:8) 28 -32
Hexano:CH2Cl2 (7:3) 9-11 Hexano:CH:Cl2 (1:9) 33-36
Hexano:CH2Cl> (6:4) 12 -15 CHCl; 37-42

Hexano:CHCl> (5:5) 16 - 19 CH2Cl>:MeOH (9:1) 43 - 48

FRACOES REUNIDAS

1-13 20—-45
14 -19 46 — 48
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4.6 Processamento cromatografico da fase acetato do EEB das partes aéreas de H.
velutina

A fase acetato de etila (10,0 g) foi submetida a uma CC-Sephadex LH-20 e fase
maovel metanol que forneceu as fragdes de 1/33 e metanol:cloroférmio (1:1), fracGes de
34/42, a sub-fracdo 34/39 (32,0 mg), com aspecto de p6 amarelo, foi considerada pura em
anélise de CCDA eluida em diversos sistemas de solventes, sendo codificado como Hv-

8 (Esquema 9, pag. 70).

Esquema 9. Fracionamento cromatogréfico da fase acetato de etila do EEB de H. velutina

[ Fase Acetato (10,0 g) ]

Sephadex-LH 20
MeOH e CHCI3(100% e 1:1)
CCDA

o [11---14] [15__16] [1.,,,.23] [] [“] [40:,.42]

Hw8

4.7 Bioensaios

A andlise exploratéria da atividade inseticida e repelente de H. velutina frente ao
Ae. aegypti foi realizada nas dependéncias do Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a
Parasitas e Vetores (LAPAVET), com co-orientacdo da Prof® Dr? Fabiola da Cruz Nunes,

no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

4.7.1 Obtencgéo e manutencéo do ciclo de vida do Aedes aegypti

Os insetos da linhagem Rockefeller Jodo Pessoa, foram obtidos de uma coldnia
ciclica mantida a mais de sete anos no LAPAVET. As populacdes da cepa Rockfeller,
sdo caracterizadas como uma linhagem padrdo de mosquito, suscetivel a classe de
inseticidas quimicos derivados de produtos naturais. Estes sdo utilizados como referéncia
em estudos de monitoramento de resisténcia comparados com 0s mosquitos existentes
nas cidades brasileiras (FRANCA, 2015; FONSECA et al., 2019).

70



FERNANDES, D.A. METODOLOGIA

O ciclo do Ae. aegypti € mantido dentro de uma camara climatizada do tipo
Biological Oxygen Demand (BOD), sob condicGes de temperatura controlada de 27 +
2°C, umidade relativa do ar 75 + 5% e fotoperiodo de 12 horas de claro e escuro (WHO,
2013; IMAM et al. 2014; NUNES et al. 2015). A utilizacdo de condi¢bes normalizadas
de manutencdo do ciclo de vida do mosquito para ensaios laboratoriais é essencial para
garantir a confiabilidade e reprodutibilidade dos dados (WHO, 2013). Foram utilizados
nos experimentos, ovos, larvas no quarto estdgio de desenvolvimento (L4), pupas e
mosquitos adultos de Ae. aegypti.

Inicialmente foram realizados testes preliminares de atividade larvicida com as
fases hexanica, diclorometano, acetato de etila, n-butandlica e hidroalcéolica obtidas apds
particdo do EEB das partes aéreas de H. velutina, as fases que apresentaram melhor
atividade larvicida, foram utilizadas para explorar o potencial ovicida, pupicida e
adulticida.

As substancias isoladas dessas fases que se mostraram mais promissoras apos
andlise in silico frente a proteinas alvos do mosquito, foram avaliadas quanto a sua
capacidade larvicida, buscando-se entender o mecanismo de acdo envolvidos nas

atividades desses compostos.

4.7.2 Ensaio da atividade larvicida

Papeis filtros contendo ovos de Ae. aegypti foram imersos em uma bandeja
plastica, com cerca de um litro de agua destilada, a qual acrescentou-se 0,5 g de ragdo
triturada para auxiliar no desenvolvimento das larvas, que se alimentam de constituintes
presentes no meio aquatico. Apds a eclosdo, as larvas foram acompanhadas até que
atingisse o quarto estagio de desenvolvimento (L4), o que leva cerca de quatro a cinco
dias até que elas atinjam o tamanho ideal para os ensaios, optou-se por trabalhar com
larvas L4 pela maior facilidade de visualizag&o e por serem mais resistentes em relacao
aos estagios mais imaturos de vida do mosquito (PEREIRA et al., 2014).

A atividade larvicida frente ao Ae. aegypti das fases hexanica, diclorometano,
acetato de etila, n-butandlica e hidroalcéolica foi avaliada de acordo com a metodologia
descrita pela WHO (2005). Vinte larvas (L4) de Ae. aegypti, foram transferidas do
insetario, com auxilio de pipetas Pasteur de plastico, para tubos Falcon contendo 10 mL
de solucdo, as substancias testes em diferentes concentragdes foram diluidas em 30 mL

de agua destilada (fases n-butandlica e hidroalcéolica) e 29,4 mL de agua destilada e 0,6
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mL de DMSO 1% (hexano, diclorometano e acetato de etila), sendo a mortalidade
analisada ap0s 24 h (Figura 14, pag. 72). A concentracdo de DMSO foi escolhida para os
ensaios, apos um teste preliminar para avaliar uma concentracdo que ndo fosse toxica para
as larvas do controle, assim como feito em outros estudos (GUARIDO, 2009;
OLIVEIRA, 2013; SILVA et al. 2014; BELLE, 2017).

O grupo controle negativo foi dividido em dois grupos, um grupo com &gua
destilada e DMSO 1% e outro apenas com &gua destilada, ambos contendo 20 larvas L4.
O grupo controle positivo foi composto por 20 larvas L4 expostas ao inseticida com
composicao: Imiprotrina 0,02%, Permetrina 0,05% e Esbiotrina 0,1% (NUNES et al.
2015). As larvas permaneceram em condigdes ideais de temperatura, umidade relativa e
fotoperiodo.

A atividade das substancias testadas foi estabelecida com base na percentagem
média de mortalidade das larvas ap6s 24 horas (> 75% [resultado promissor], 50-75%

[parcialmente promissor], 25-50% [fracamente promissor], e <25% [inativo]) (SANTOS,
2012), seguindo a equacdo 1 (pag. 72).

Equacao 1: Determinacéo da atividade larvicida

Numero de larvas mortas
20

Porcentagem de mortalidade larval =

x 100

Figura 14: Ensaio larvicida, com fases obtidas do EEB de H. velutina

Fase acetato
Fase dicloro
Fase hexanica

]
2
2
s

[
°
-
=
=
o
]
]
w
.

Fase n-butandlica

Fonte: FERNANDES, 2018.

O tempo de sobrevivéncia das larvas foi avaliado nos intervalos de 0, 3, 6, 12,
24, 48 e 72 horas. Foram utilizadas concentragdes conhecidas, capazes de matar 100%

das larvas expostas, a comparacao entre as curvas de analises de sobrevivéncia foi feita

72



FERNANDES, D.A. METODOLOGIA 73

usando os testes de Log Rank (Mantel-cox) e o Chi squadre através do programa

Prisma.

4.7.3 Ensaio de eclodibilidade dos ovos

Com base nos resultados obtidos para atividade larvicida, optamos por dar
continuidade aos bioensaios com as fases mais promissoras. A atividade ovicida das
fracBes hexano e diclorometano foi estudada seguindo o método de Reegan et al. (2015).

Discos de papel filtro contendo 30 ovos recém-coletados do insetario, foram
expostos a diferentes concentracdes das substancias teste, solubilizados em agua destilada
e DMSO 1%, colocados em coletores universais (Figura 15, pag. 74). Os ovos foram
mantidos nas condigdes ideais de desenvolvimento e observados ao longo de 600 horas
(5°, 100, 15°, 20° e 25° dias) para contagem de ovos eclodidos, considerando-se como
inviaveis os ovos que ap6s 25 dias ndo eclodiram. Apos a eclosdo, as larvas foram
observadas para avaliar sua sobrevivéncia e desenvolvimento até a pupacdo. Os testes
foram realizados em triplicata.

O controle negativo (agua e DMSO 1%) foi mantido separadamente e a
eclodibilidade dos ovos foi observada. Inseticida com composicdo: Imiprotrina 0,02%,
Permetrina 0,05% e Esbiotrina 0,1% foi utilizado como controle positivo. A porcentagem

da atividade ovicida foi avaliada conforme a equagdo 2 (pag. 73).

Equacdo 2: Determinacdo da atividade ovicida

. " Numero de ovos inviaveis
Porcentagem da atividade ovicida = 30 x 100

4.7.4 Ensaio da atividade pupicida

O teste de atividade pupicida foi avaliado de acordo com o metodo aplicado pela
WHO (2005). Foram utilizadas 20 pupas de Ae. aegypti recém-emergidas, com no
maximo 24 horas de vida, para cada grupo experimental, as pupas foram transferidas para
um copo plastico com volume de 250 mL, contendo 10 mL das fragcdes hexanica ou
diclorometanica de H. velutina em diferentes concentragdes, dissolvidas em &gua

destilada e DMSO 1% (Figura 15, pag. 74). Estes copos foram cobertos com uma tela,
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para avaliar a possivel emergéncia de adultos. Cada tratamento foi repetido trés vezes e a
mortalidade das pupas e emergéncia dos mosquitos foram registradas apos 24, 48 e 72
horas.

O grupo controle negativo consistiu em uma solucao de agua destilada e DMSO
1%. O controle positivo foi composto por 20 pupas expostas ao inseticida com
composicao: Imiprotrina 0,02%, Permetrina 0,05% e Esbiotrina 0,1% (NUNES et al.
2015). Para determinar a atividade foi utilizada a equacéo 3, pag. 74.

Equacao 3: Determinacéo da atividade pupicida

Nudmero de pupas mortas

Porcentagem de pupas mortas = >0 x 100

Figura 15: Ensaio das atividades, A) ovicida e B) pupicida.

T
Fase Diclororometano

Fonte: FERNANDES, 2018.

4.7.5 Ensaio da atividade adulticida

A atividade adulticida das fracdes de H. velutina foi realizada através de testes
de contato tarsal e corporal (NUNES et al., 2019a). Para o contato tarsal, a solugdo teste
foi embebida em algoddo e passada por toda a parede do copo de plastico de 250 mL,

simulando a aplicacdo intradomiciliar de inseticidas e seu poder residual nas paredes dos
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ambientes (Figura 16, pag. 76). Os mosquitos adultos de Ae. aegypti (5-6 dias de idade),
foram transferidos para esses recipientes previamente tratados com substancia teste e
observados por 24 e 48 horas.

O teste de contato corporal foi determinado pela aplicacéo topica do inseticida
nos mosquitos adultos, seguindo versdes ligeiramente modificadas dos protocolos padrao
da WHO (2009). Os mosquitos foram previamente anestesiados pelo frio e
posteriormente receberam 10 ul. das solugdes das fracbes hexano ou diclorometano
dissolvidas em agua destilada e DMSO 1%, em diferentes concentracdes, a substancia foi
aplicada com uma pipeta automatica no corpo dos mosquitos, para simular a aplicacédo
direta de inseticidas. Apds o contato com a substancia-teste, os insetos foram colocados
em recipientes plasticos cobertos e observados por 24 e 48 horas (Figura 16, pag. 76).

Em ambos os testes, 20 mosquitos foram utilizados e os testes foram realizados
em triplicata. Apds a aplicacdo, 0s mosquitos em todos os grupos foram mantidos em
condicGes ideais de desenvolvimento em recipientes plasticos. No final do periodo de
recuperagdo de 24 e 48 horas, os mosquitos foram considerados mortos se nao
apresentassem nenhum sinal de movimento, deitados no fundo do recipiente plastico e
ndo respondendo a estimulacdo mecanica (CHOOCHOTE et al. 2006).

No grupo controle negativo, as paredes do copo foram tratadas com agua
destilada e DMSO 1% e no outro receberam individualmente 10 uL da mesma solucéo.
O controle positivo foi composto por 20 mosquitos adultos expostos ao inseticida com
composicdo: Imiprotrina 0,02%, Permetrina 0,05% e Esbiotrina 0,1% (NUNES et al.
2015).

Para determinar as atividades tarsal e corporal foi utilizada a formula apresentada

na equacdo 4, pag. 75.

Equacéo 4: Determinacédo da atividade adulticida

Numero de mosquitos mortos

Porcentagem de mosquitos mortos = 20 x 100
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Figura 16: Ensaio da atividade adulticida, A) tarsal e B) corporal.

Fonte: FERNANDES, 2018.

4.7.6 Determinacéo da producdo de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de NO pelas larvas expostas as substancias testes de H. velutina, foi
determinada com base no reagente de Griess (GREEN et al., 1981). Foram realizadas
comparagdes das concentragdes do fon nitrito (NO?) no pool de hemolinfa coletada
(conforme descrito no item 4.7.7) nos intervalos de 3, 6 e 24 h ap06s tratamento com a
CLso da substancia em estudo (Figura 17, pag. 77). Nos grupos controle, as larvas foram
expostas a agua destilada e DMSO 1%. Os ensaios foram realizados em triplicata. Cada
amostra foi composta pela hemolinfa de 20 larvas (L4), diluida em 1,5 mL de tampéo
PBS. Apo6s centrifugacdo refrigerada (4 °C) a 1500 rpm durante 10 minutos, o
sobrenadante foi transferido para cubetas de quartzo contendo uma solucéo de PBS e
reagente de Griess (naftilenamida 0,1 % p/v, em &cido ortofosforico 5% v/v, e 10 uL
sulfanilamida 1%) na proporcao 1:1.

Para determinar as concentragdes de NO?, uma aliquota de cada
amostra/intervalo/tratamento foi analisada através da espectrofotometria, a absorbancia
foi medida analisando-se os comprimentos de onda individuais de cada substancia teste,
com varredura de 190 a 562 nm. O NO foi quantificado usando uma curva padrdo de

NaNO;, como referéncia.
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Figura 17: Determinacdo da producdo de NO

to 3h  Tr
I I Controle 3h Controle 6h Controle 24h

Fonte: FERNANDES, 2018.

4.7.7 Ensaio de citotoxicidade

Para estudar os mecanismos de acdo envolvidos na atividade inseticida da H.
velutina foram realizados ensaios de citotoxicidade com hemdcitos (NUNES et al. 2015).
Larvas de Ae. aegypti (L4) foram expostas a CLso das substancias teste durante 24 h. Apos
esse periodo em capela asséptica de fluxo laminar, provida de lampada UV, vinte larvas
vivas foram lavadas em tampdo PBS e colocadas sob refrigeracdo (1-2 minutos) para
imobilizacdo. As larvas entdo foram colocadas em placa de petri, sob uma lupa, onde
tiveram a cabeca decapitada com o auxilio de uma lamina de bisturi e a hemolinfa
coletada com o auxilio de um microcapilar de vidro e acondicionada em um microtubo
de 1,5 mL contendo 100 pL de tampéo PBS.

O pool de hemolinfa foi entdo centrifugado sob-refrigeracéo (4 °C) a 1500 rpm
durante 10 minutos, posteriormente 20 uL do botdo celular foram transferidos para outro
microtubo contendo 160 uL de PBS e adicionou-se 20 pL de iodeto de propidio,
completando o volume de 200 uL, em seguida incubou-se por 15 minutos no escuro. Com
ajuda de uma micropipeta colocou-se uma aliquota de 10 uL da amostra na cdmara de
Neubauer, a integridade e viabilidade celular foram analisadas com o auxilio de um
microscopio de fluorescéncia, utilizando a objetiva de 20x (SILVA, 2007).

O software ImageJ foi utilizado para auxiliar a medir o didmetro e area das
células, que auxiliam no processo de caracterizacdo das mesmas (ARAUJO, 2011).

A concentragdo total das celulas é dada pela somatoria do nimero de células

viaveis (ndo coradas) mais o nimero de células ndo viaveis (coradas) e multiplicado pelo
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fator de diluicdo. As equacdes 5, 6, 7 e 8 (pag. 78) apresentam os calculos da concentracéo

total de células, bem como a concentracdo e porcentagem de células viaveis e necrosadas.
Equacdo 5. Concentracéo total de células:
(ny +np) xDx10* = células/mL
Equacdo 6. Concentracdo de células viaveis:
ny x D x 10* = células/mL

Equacao 7. Porcentagem de células viaveis:

ny , cr
x 100 = 9% células viaveis
ny + np

Equacéo 8. Numero de células necrosadas

ny + np
—~ 2% Dx10* = cells/mL
nc
Onde, ny,= numero total de células viaveis; np= nimero total de células néo
viaveis; n.= nimero de quadrantes contados na camara de Neubauer (n.=4) e D= fator

de diluicdo (no caso descrito D=10)
4.7.8 Avaliacdo da atividade repelente

A repeléncia contra as fémeas adultas do Ae. aegypti foi avaliada, por meio
olfatbmetro em Y (Figura 18, pag. 80), construido de acordo com o protocolo da OMS
com modificagdes (WHO, 2013). Foi colocado em cada braco do tubo Y do olfatbmetro
uma camara (12 x 8 x 8 cm) com um neonato de rato da linhagem Wistar, obtidos por
meio de aprovacdo no comité de ética animal (ANEXO F, pag. 249). No brago teste foi
aplicado 100 pL da CLso ou CLigo da substancia teste no corpo do neonato. No braco

controle foi aplicado 100 puL de uma solucdo de &gua destilada e DMSO 1%. Como
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controle positivo foi utilizado 100 uL do repelente comercial “OFF” que tem como
principio ativo DEET 15% (NUNES et al. 2019a).

Vinte fémeas vivas em 24h de jejum, foram colocadas no corpo do olfatdbmetro,
em seguida, foram observadas no intervalo de 2 min para registro do braco de escolha
(Nunes et al., 2019b). Os testes foram realizados em triplicata. Sendo avaliada a eficacia
do repelente ao longo de um periodo de 4 h com a avaliagéo nos tempos: 0 min, 30 min,
120 min, e 240 min apos aplicagdo (RODRIGUEZ et al. 2015).

Para avaliarmos o indice de repeléncia espacial (IRE), foram registrados 0s
mosquitos que optaram por um dos bragos, e 0s que ficaram no eixo do Y-tubo, sendo

utilizada a seguinte formula, equacéo 9, pag.79:
Equacdo 9: Determinacdo do indice de repeléncia espacial

_ (Bc—Bt) (Bc+Bo)
“Bc+BY YT (V)

IRE

Onde, IRE: indice de repeléncia espacial; Bc: Nimero de mosquitos que optaram pela
caixa controle; Bt: NUmero de mosquitos que optaram pela caixa tratamento e N: Ndmero
de mosquitos inseridos inicialmente (20).

Os valores obtidos variam de -1 a 1, valores proximos a -1 indicam atragdo pela
caixa que contém o neonato com tratamento, zero indica que ndo houve repeléncia ou
atracdo significativa e 1 indica maior atracdo pelo braco controle e consequentemente
maior atividade repelente das substancias teste (WHO, 2013).

Também foram contabilizados 0 nUmero de mosquitos que pousaram nos neonatos
durante os intervalos, para calcularmos a porcentagem de inibicdo de pouso

proporcionada pelas substancias testes (Equacao 10, pag. 79).

Equacdo 10: Determinacao da inibi¢do de pouso:

Inibicao do pouso = ———— x 100

Onde, Pt corresponde ao niimero de pousos no tratamento e Pc 0 nimero de pousos no

controle.
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Figura 18: Olfatdmetro utilizado para teste de repeléncia
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Fonte: FERNANDES, 2018.

4.7.9 Andlise estatistica

A anélise estatistica e o calculo da CLso foram realizados usando o programa
GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).
Diferencas significativas entre os grupos foram analisadas por ANOVA e pds-teste de
Tukey (P < 0.05).

4.8 Quimica Computacional

4.8.1 Banco de dados

A partir do ChEMBL database, foi selecionado um conjunto de estruturas
quimicas para a construgdo do modelo preditivo. O conjunto continha 161 estruturas
quimicas diversas, que haviam sido estudadas (in vitro) para inibir larvas de Aedes
aegypti. Os compostos foram classificados a partir da pICso (-log I1Cso (mol/l)), tornando
possivel dividi-los em 85 ativos (pICso > 4.15) e 76 inativos (pICso < 4.15). Ressaltando
que a ICso representa a concentra¢do necessaria para uma inibicdo de 50% de larvas de

Ae. aegypti. Através de uma busca bibliografica, foram ainda acrescidos neste banco 11
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flavonoides e o &cido palmitico (Tabela 2, pag. 81) com atividade conhecida contra larvas
de Ae. aegypti, ficando com um total de 173 moléculas.

Outro banco de dados de moléculas isoladas da espécie Helicteres velutina foi
construido a partir do estudo fitoquimico dessa espécie.

Para todas as estruturas foram utilizados cdédigos SMILES como dados de entrada
para 0 Marvin 18.10.0, 2018, ChemAxon (http://www.chemaxon.com). Usou-se ainda o
software Standardizer [JChem 17.29.0, 2017; ChemAxon (http://www.chemaxon.com)]
0 qual converte as diversas estruturas quimicas em representagdes canonicas
personalizadas. Esta padronizacdo & de suma importancia para criar bibliotecas de
compostos consistentes, aléem de obter as estruturas em formas candnicas, adicionar

hidrogénios, aromatizar, gerar o 3D e salvar os compostos em formato SDF.

Tabela 2: Substancias com atividade conhecida para Aedes aegypti

81

Flavonoide plCso mol/l Atividade Referéncias
1) Poncirin 6.761362846 Ativo RAJKUMAR, 2008
2) Rhoifolin 6.832901704 Ativo RAJKUMAR, 2008
3) Naringin 6.67747157 Ativo RAJKUMAR, 2008
4) Marmesin 6.47758355 Ativo RAJKUMAR, 2008
5) Karanjin 4.257748484 Ativo PERUMALSAMY et al. 2015
6) Karanjachromene 4.210512175 Ativo PERUMALSAMY et al. 2015
7) Dihydrochalcone
Flavonoid Pongamol 4.057401472 Inativo PERUMALSAMY et al. 2015
8) Rotenoid Flavonoid
Pongarotene 3.888135168 Inativo PERUMALSAMY et al. 2015
9) Quercetin 3.247352956 Inativo GIKONYO et al. 1998
10) 2', 6'-dihydroxy-4'-
methoxy-
dihydrochalcone 3.252725316 Inativo GIKONYO et al. 1998
11) Palmitc acid 3.775894398 Inativo PERUMALSAMY et al. 2015
12) Rutin 2.785700607 Inativo GUARDA et al. 2016
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4.8.2 Descritores Dragon

Foram utilizados descritores moleculares para prever propriedades bioldgicas e
fisico-quimicas das moléculas dos dois bancos de dados. O calculo dos descritores é
gerado quando as moléculas sdo transformadas em uma representacdo molecular que
permite o tratamento matematico.

O software Dragon 7.0 (TALETE, 2016) tem a capacidade de calcular 5.270
descritores moleculares, abrangendo varias abordagens tedricas. Estes descritores estdo

distribuidos em 30 blocos logicos.

4.8.3 Modelo de Predicdo

O software Knime 3.1.0 (Knime 3.1.0 the Konstanz Information Miner Copyright,
2003-2014, www.knime.org) foi utilizado para realizar as analises e gerar 0 modelo in
silico. Os bancos de moléculas com os descritores calculados foram importados do
software Dragon, e para cada um, os dados foram divididos utilizando uma ferramenta
“Partitioning” com a opcao de “Amostra estratificada”, separando em Treino e Teste,
representando 80% e 20% de todos os compostos, respectivamente, onde foram
selecionados aleatoriamente, mas mantendo a mesma proporcao de substancias ativas e
inativas, em ambos os bancos de dados.

Para a validacdo interna fez-se uso da validacdo cruzada, onde foram separados
10 grupos estratificados, selecionados aleatoriamente, mas distribuidos de acordo com a
variavel da atividade em todos os grupos de validacdo. Com os descritores selecionados,
o modelo foi gerado usando o conjunto de treinamento utilizando o “Random Forest”
(RF) algoritmo para construcdo de arvores de decisdo (SALZBERG, 1994), empregado
no software WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis) (HALL, et al.,
2009). Os parametros selecionados para RF foram de 100 o nimero total de arvores para
construir e de 1 semente (seed) na geracdo de numeros aleatérios para 0 modelo.

As performances dos testes internos e externos dos modelos foram analisadas
guanto a sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos, ou seja, a taxa ativa), especificidade
(verdadeira taxa de negativos, ou seja, a taxa de inativos) e precisdo (previsibilidade
geral). Além disso, a sensibilidade e especificidade da curva “Reciver Operating
Characteristic” (ROC), foi utilizada para descrever o verdadeiro desempenho do modelo,

com mais clareza do que preciséo.
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Foi utilizado ainda o dominio de aplicabilidade baseado nas distancias euclidianas
a fim de sinalizar compostos no conjunto teste para os quais as previsdes podem ser ndo
confiaveis. S&o utilizadas medices de similaridade para definir o dominio de
aplicabilidade do modelo com base nas distancias euclidianas entre todos 0s compostos
de treinamento, teste e da triagem virtual. A distancia de um composto teste ao seu vizinho
mais proximo no conjunto de treinamento é comparada com o limite de dominio de
aplicabilidade predefinido, se a similaridade estiver além desse limite, & previsdo é
considerada ndo confiavel (ZHANG et al., 2006).

Para o calculo do dominio de aplicabilidade é utilizada equacédo 11, pag. 83:

Equacdo 11: Dominio de aplicabilidade

APD=d+Zo

Onde, APD: dominio de aplicabilidade; d: distancias euclidianas para os compostos do
conjunto de treinamento; o: desvio padrdo, para 0s compostos do conjunto de

treinamento; Z: valor de corte empirico (Z = 0,5).

4.8.4 Docking molecular

As proteinas alvo de Aedes aegypti 1YY (HAN et al., 2005), 1PZ4 (DYER et al.,
2003) e 3UQI (RAJAN et al., 2012), com seus respectivos ligantes inibidores foram
baixados do Protein Data Bank (http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do), detalhes de
cada enzima podem ser visualizado na Tabela 3 (pag. 84). As moléculas isoladas da
espécie H. velutina foram submetidas a acoplagem molecular usando o Molegro Virtual
Docker v. 6.0.1 (MVD). Todas as moléculas de 4gua foram excluidas das estruturas de
cada enzima. As enzimas e os compostos foram preparados utilizando parametros
predefinidos no mesmo software. Para procedimento de acoplamento (ligante — enzima)
foi utilizada uma grade de 15 A de raio e 0,30 de resolucéo que cobre o local do sitio de
ligacdo, definido através de um ligante conhecido para cada enzima. Foi gerado o modelo
para realizar o encaixe com caracteristicas esperadas entre o ligante e a enzima, utilizando
o0 algoritmo Moldock score (GRID- Mapas de grade) com a funcdo de pontuacdo e o
algoritmo de busca foi 0 Moldock (THOMSEN E CRISTENSEN, 2006).
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Tabela 3: Proteinas alvo para Aedes aegypti.

Proteina ID Classificacao Ligantes Localizacéo
Aedes aegypti kynurenine Transferase 4'-Deoxy-4'-Aminopyridoxal- Mosquito
aminotransferase (1Y1Y) 5'-Phosphate

Sterol Carrier Protein-2 Proteina de Acido Palmitico Larva
(1Pz4) ligacdo de lipidio
AaFKBP12 (3UQI) Isomerase 3 [n-morpholino]propane Mosquito

sulfonic acid
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5.1. Substancias isoladas das partes aéreas de Helicteres velutina K. Schum

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Helicteres velutina conduziu ao

isolamento e identificacdo de 12 constituintes quimicos (Quadro 7, pag. 86).

Quadro 7: Substéncias isoladas das partes aereas de Helicteres velutina K. Schum
(FERNANDES et al., 2018)

2 4 15 2 4 9

1

1

H
0]
3 | /\3/\
>C/\/\(CH2)10/}CH3 HO_T (CH2)4/}CH3
OH H

Hv-2: Decanol

Hy-1: Acido palmitico

Hv-6: R ;= OCOCHj;; R,= COOH (3p-acetoxi-olean-12-en-28-oic acido
Hv-7: R = Fitol R,= H (3p-stereariloxi-olean-12-ene)

Hv-3: R = H; Ry= CHj;; R;= Fitol (Feofitina a)

Hv-4a: R;= OH(R); R,= CH3; R;= Fitol (13%-hidroxi-(132-R)-pheophytin a)
Hv-4b: R = OH (S); R,= CHs; Ry= Fitol (13%-hidroxi-(132-S)-pheophytin a)
Hv-5: R;= OH; R,= CHO; R;= Fitol(Feofitina b)

HO™ ¢ 3 Hv-10: Pinoresinol
OCH;4

OH o

Hv-8: R = OH; R,= H; R3;= OCH; (7,4'-di-O-metil isoscutelareina)
Hv-9a: R;= OSO;3H; R,= H; R3= OH (5,4'-di-hidroxi-7-metoxi-8-O-sulfato flavona)
Hv-9b: R,= OSO;H; R,= OH; R;= OCHj; (5,3'-di-hidroxi -7,4'-di-metoxi-§8-O-sulfato flavona)
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5.2. Caracterizacdo estrutural das substéancias isoladas de H. velutina K. Schum

5.2.1. Caracterizacéo estrutural de Hv-1

A substancia identificada como Hv-1 apresentou-se com aspecto de sélido
branco ceroso, o que levou a propor tratar-se de um acido graxo.

Seu espectro de infravermelho (Figura 19, pag. 89) registrou bandas intensas nas
regides de 2.953 cm™ a 2848 cm™, caracteristico de ligagdo C-H de grupos metinicos,
metilénicos e metilicos. Absorgdes entre 1.472 cm™ e 1.300 cmisugerem que a molécula
possui grupo C-H sp2. Ainda foi possivel observar uma absorgao na regido de 3.500 cm™
e 1.707 cm™ caracteristica de OH e C=0 de 4cido, respectivamente, permitiram propor
que a substancia em questdo possui uma funcao acido carboxilico insaturado (PAVIA et
al., 2010).

O espectro de RMN 'H de Hv-1 (Figura 20, pag. 90) mostrou sinais para
hidrogénios ligados a carbonos sp*. Um tripleto em n 2,34 (J=7,48 Hz) caracteristico de
grupo CH: ligado a funcéo &cido carboxilico. A existéncia de uma metila terminal na
estrutura foi sugerida pela presenca de um tripleto em o4 0,87 (Figura 21, pag. 90).
Absorcdes entre 61 1,65 e 1,59 revela a presenca de grupos metilénicos. IntegracGes para
31 hidrogénios de carbono sp®entre 512,34 e 0,87 (Tabela 4, pag. 88) juntamente com as
bandas para grupo acido proposto pelo IV, permitiram sugerir que Hv-1 tratar-se-ia do
acido palmitico (LASSEN et al. 1995; RAGONA et al. 2000).

O espectro de RMN C de Hv-1 e sua expansio (Figuras 22 e 23, pag. 91)
fortaleceram a proposta de que a substancia em anélise se tratava do &cido palmitico, ao
exibir absorc¢des para carbonila de dcido em dc 178,64, um grupo metila terminal em 6c
14,27 e 14 grupos metilénicos (Tabela 4, pag. 88) (BRITO-FILHO et al. 2017).

Apos andlise dos espectros de IV e RMN H e 3C unidimensionais, além da
comparacao com modelos da literatura (Tabela 4, pag. 88), permitiram identifficar Hv-1
como sendo o é&cido palmitico, substancia relatada anteriormente nas espécies
Pilosocereus pachycladus (BRITO-FILHO et al. 2017) e Helicteres isora (DAYAL et al.,
2015) e descrita pela primeira vez na espécie H. velutina.

Diversos estudos com o acido palmitico provam que ele atua como ligante em
proteinas do Aedes aegypti (DYER et al. 2003; SINGARAPU et al. 2010; MA et al. 2015).
Plantas ricas em acidos graxos tém apresentado atividade contra insetos (MARANGONI,
MOURA, GARCIA, 2012; GARCEZ et al. 2013).
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Hv-1: Acido palmitico

@]
/\\C 3 5 7 9 11 13 15
I\/\/\/\/\/\/\/\
HO CHj

5 4 6 8 10 12 14 16

Tabela 4. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-1 (8, CDCls, 400 e 100 MHz)
com modelo da literatura Mo-1 (3, CDCl3, 200 e 50 MHz) (BRITO-FILHO et al. 2017).

Mo-1 (Acido palmitico) Hv-1

C OH dc OH dc

1 - 180,2 - 178,6
2 | 234(tJ=7,4Hz, 2H) | 340 | 2,34 (t J=7,4Hz, 2H) | 33,9
3 - 24,6 - 24,8
4 - 31,9 - 32,0
5 - 29,6 - 29,8
6 - 29,4 - 29,7
7 1,25 (sl, 24H) 29,3 1,25 (sl, 24H) 29,5
8 - 29,2 - 29,4
9 - 29,0 - 29,2
10 - 29,0 - 29,2
11 - 29,5 - 29,5
12 - 29,6 - 29,8
13 - 29,6 - 29,8
14 - 29,6 - 29,8
15 1,59 (g, 2H) 22,6 1,63 (g, 2H) 22,8
16 | 0,87 (t, J=6,4Hz 3H) | 14,1 | 0,87 (t J=6,6 Hz, 3H) | 14,2
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Figura 19. Espectro de IV (cm™, KBr) de Hv-1
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Figura 20. Espectro de RMN H (5, CDCl3, 400 MHz) de Hv-1
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Figura 21. Expansdo do espectro de RMN *H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-1
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Figura 22.

Espectro de RMN 3C (8, CDCls, 100 MHz) de Hv1
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Figura 23.

Expansio do Espectro de RMN *3C (5, CDCls, 100 MHz) de Hv-1
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5.2.2. Caracterizacéo estrutural de Hv-2

A substancia Hv-2 de aspecto solido branco ceroso semelhante a Hv-1, nos levou
a propor que esta substancia também trataria-se de um acido graxo. todavia seu espectro
de IV (KBr) (Figura 24, pag. 94) eliminou essa ideia quando néo exibiu bandas para OH
e C=0 de acido, mostrou semelhangas com o espectro de Hv-1 ao exibir absor¢des para
C-H de carbono sp3em 2.954 cm™ a 2848 cm™. Absorcdes na regido de 1.472 cm sugeriu
que a molécula possui grupo C-H sp2. Ainda foi possivel observar uma absorcao em 3.500
cm e outra em 1082 cm™ tipica de estiramento e deformacio angular de OH de élcool,
levou a propor que a substancia em analise se refere a um &lcool primario alifatico
(PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H de Hv-2 (Figura 25, pag. 95) mostrou sinais para
hidrogénios ligados a carbono do tipo sp®. Um tripleto em 8 3,63 (t, J=6,64 Hz) propds
a existéncia de hidrogénio oximetilénico que acopla com hidrogénios de um grupo CHo,
fortalecendo a proposta do espectro no IV da existéncia de uma OH em sua molécula. A
existéncia de uma metila terminal na estrutura foi sugerida pela presenca de um tripleto
em on 0,87 (J=6,72 Hz). Absorcdes entre o1 1,25 e 1,59 revela a presenca de grupos
metilénicos (Figura 26, pag. 95). As integracOes para os hidrogénios de carbonos sp®
levam a propor que Hv-2 possui oito grupos CH». Estas absor¢des quando acrescidas de
duas referentes a um grupo metila e uma condizente com CH,OH, permitiram propor que
Hv-2 trata-se do decanol (BRITO-FILHO et al. 2017).

O espectro de RMN 3C de Hv-2 e sua expansio (Figuras 27 e 28, pag. 96)
fortaleceram a proposta de que a substancia em andlise tratava-se do alcool alifatico
decanol, ao exibir absorcGes para dez atomos de carbono, sendo oito metilénicos entre d¢c
22,8 e 8¢ 32,9, um carbono oximetilénico dc 63,2 e um metilico ¢ 14,2. A compilacgéo
dos dados espectrais de IV, RMN *H, RMN C e dados da literatura (Tabela 5, pag. 93)
permitiram propor que Hv-2 tratava-se do alcool alifatico decanol, substéncia relatada
anteriormente nas espécies Nicotiana tabacum (EFSA, 2010) e Pilosocerus pachycladus
(BRITO-FILHO et al. 2017), sendo descrita pela primeira vez no género Helicteres.

Essa substancia é produzida por plantas com relevancia ecoldgica, podendo ser
obtida de folhas de Nicotiana tabacum (‘tobacco’), familia Solanaceae, atuando como
regulador de crescimento e comercialmente usado como pesticida (EFSA, 2010).
Também ha relatos da sua utilizacdo na composicao de alguns pesticidas utilizados no

controle de artrépodes, produtos estes que renderam patentes (PERRY, 2014; XIE, 2018).

92



FERNANDES, D.A.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Hv-2: Decanol

Tabela 5. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-2 (8, CDCls, 400 e 100 MHz)
com modelo da literatura Mo-1 (3,CDCl3, 200 e 50 MHz) (BRITO-FILHO et al. 2017)

Mo-1 (Alcool alifatico decanol) Hv-2
C OH dc OH dc
CH2 | 3,63 (t, J=6,56 Hz, 2H) 63,0 | 3,63 (t, J=6,64 Hz, 2H) | 63,2
1 - 32,7 - 32,9
2 - 25,7 - 25,8
3 - 29,3 - 29,5
4 - 29,4 - 29,5
5 1,24-1,69 (m) 29,6 1,25-1,59 (m) 29,8
- - 29,7 - 29,7
- - 31,9 - 32,0
- - 22,6 - 22,8
— | 0,87t J=6,26 Hz, 3H) | 14,1 | 0,87 (t, J=6,72 Hz, 3H) | 14,2
CHs | 3,63 (t, J=6,56 Hz, 2H) 63,0 | 3,63 (t, J=6,64 Hz, 2H) | 63,0
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Figura 24. Espectro de 1V (cm™, KBr) de Hv-2
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Figura 25. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-2
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Figura 26. Expansdo do espectro de RMN H (8, CDCls, 400 MHz) de Hv-2
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Figura 27. Espectro de RMN 3C (5, CDCls, 100 MHz) de Hv-2
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Figura 28. Expansao do espectro de RMN 3C (5, CDCls, 100 MHz) de Hv-2
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5.2.3. Caracterizacéo estrutural de Hv-3

A substancia codificada como Hv-3 apresentou-se como um sélido amorfo verde
escuro. O espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) (Figura 29, pag. 101) de Hv-3 e suas
expansdes (Figuras 30 a 33, pags. 101 a 103) exibiram absorc¢bes que levam a sugerir que
estd substancia possui um nucleo porfirinico. Esta sugestdo foi fortalecida pelos sinais
para quatro metilas de anéis pirrolicos em & 3,82 (CHsz-12%); 3,38 (CH3-21); 3,19 (CHs-
7Y) e 1,80 (CHs-18Y), correspondendo as metilas dos anéis 111, 1 e I, IV do nlcleo
porfirinico, respectivamente (Tabela 6, pag. 99). O sinal em &y 3,19 atribuido ao CHs-7*
permitiu propor que Hv-3 trata-se da feofitina a, uma vez que a feofitina b possui em C-
71 um grupo aldeido (BRITO-FILHO et al., 2014; TELES et al. 2014).

Ainda analisando o espectro de RMN *H e suas expansdes se fortalece a proposta
do ndcleo porfirinico ao observar sinais para hidrogénios vinilicos Ha - 3t em & 7,96
(dd, J=17,96 Hz e 11,28 Hz) que acopla trans com Hc - 32 em &y 6,28 (dd, J=17,8 Hz) e
cis com Hb - 32 em &1 6,16 (dd, J=11,56 Hz e 3,0 Hz). Este por sua vez acopla geminado
com Hc - 3% (J=3,0 Hz) (Figuras 30 e 31, pags. 101 e 102). Foram ainda observados sinais
para trés hidrogénios olefinicos em 6n 9,33, 61 9,48 e o1 8,55 condizentes com 0s
hidrogénios H-5, H-10 e H-20 respectivamente, do nucleo porfirinico das feofitinas
(Figura 30, pag. 101) (CHAVES et al. 2013; FERNANDES et al. 2013; TELES et al.
2015a). Um singleto largo em &n 3,89 (H-13%) com integracdo para trés hidrogénios é
caracteristico de metoxila. Um tripleto em 6y 1,62 (Figura 33, pag. 103) condiz com
hidrogénios do grupo CHs, da posigdo C-82. Um singleto em 8w 6,27 condizente com o
hidrogénio da posigdo 132, indicando que o referido ncleo porfirinico seria hidrogenado
naquela posi¢do (Figura 31, pag. 102).

Foi possivel sugerir que a substancia em analise possui em sua estrutura o grupo
fitil éster em C-17°. Esta sugestio baseou-se na existéncia de um envelope referente a
sinais para hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos entre 61 0,8 e 2,0 (BRITO-
FILHO et al., 2017). A localizagdo do grupo fitil éster no C-17° de Hv-3 fundamentou-se
também quando comparados os dados desta molécula com o 17° — etoxifeoforbideo
(CHAVES et al. 2013), que ndo possui o referido grupo (Tabela 6, pag. 99). A compilagdo
destes dados em consonéncia com os dados da literatura (Tabela 6, pag. 99) levaram a
sugerir que Hv-3 possui 0 nucleo porfirinico e um grupo fitila (Tabela 7, pag. 100)
podendo tratar-se da feofitina a.
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A analise dos espectros de RMN C-APT (Figuras 34 a 36, pags. 103 e 104,
Tabelas 6 e 7, pags. 99 e 100) revelou picos para 55 atomos de carbono, onde péde-se
definir 19 ndo hidrogenados, 11 metinicos, entre os quais um vinilico em &c 129,0 (C-3%),
14 metilénicos, com destaque também para um carbono vinilico em 8¢ 122,8 (C-3?) e 11
metilicos com um sinal em &¢ 52,9, tipico de CH3 de metoxila de éster, que fortalece a
sugestdo do RMN!H para a existéncia desse grupo em Hv-3 (Tabela 6, pag. 99). Um
envelope de sinais com 17 absorcdes referentes aos carbonos metinicos, metilénicos e
metilicos foram atribuidos ao radical fitila. Outros dados que fortaleceram a presenca do
referido radical em Hv-3 foram trés sinais: um em &c 61,6 atribuido ao carbono
oximetilénico (CH.-P1) e dois referentes aos carbonos olefinicos (CH-P2) em &¢ 117,8 e
(CH-P3) em 8¢ 142,1 (Tabela 7, pag. 100).

Os demais assinalamentos de carbonos no que diz respeito a cadeia lateral de fitol
foram determinados com base em comparacdo com dados da literatura (TELES et al.
2014) (Tabela 7, pag. 100), permitindo identificar a substancia Hv-3 como sendo a
Feofitina a, descrita anteriormente nas espécies Sida rhombifolia (CHAVES et al. 2013)
e H. isora (BAlI, 1954) e pela primeira vez na espécie H. velutina.

A clorofila a pode ser considerada como o pigmento mais recorrente desta classe
de compostos (75% dos pigmentos verdes presentes nas plantas), sendo empregada em
varias composi¢des farmacéuticas, como cosméticos, materiais de higiene bucal, em

dietas, culinaria e até mesmo em alguns detergentes (MAESTRIN et al. 2009).

Hv-3: Feofitina a
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Tabela 6. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-3 (8, CDCls, 400 e 100 MHz)
com os modelos Mo-1 (5, CDClz, 200 e 50 MHz) (BRITO-FILHO et al., 2017) e Mo-2
(5, CDCls, 500 e 125 MHz) (CHAVES et al., 2017).

Mo-1 (132-hidroxi-

Mo-2 (173-etoxi-

Hv-3

feofitina a) feoforbideo a)
C dc OH dc OH dc OH
1 1427 — 141,9 — 142,9 —
2 132,0 - 131,7 - 131,9 -
2! 12,0 3,40 (s) 12,0 3,33 (s) 12,1 3,38 (s)
3 136,6 - 136,0 — 138,6 -
7,98 (dd- _ 7,96 (dd-
31 129,0 .J:17,81(e 1150 1288 UL 1500 J:17,(96 e
Hz) 95 Hz) 11,28 Hz)
6,28 (trans) (dd- _ 6,28 (trans)
122,9 J=17,78Hz) e 6,16 (3’251217’87 122,8 (dd-J=17,8Hz)
32 6,17(Cis) (dd- 1225 6,08 (d, J=11,55 e 6,16(Cis)
J=1151e1,0 ' I-’lz) ’ (dd-J=11,56 ¢
Hz) 3,0 Hz)
4 136,4 — 136,3 — 136,3 —
5 97,5 9,38 (s) 97,3 9,09 (s) 97,6 9,33 (s)
6 155,5 - 1554 - 155,7 -
7 135,8 — 135,9 — 136,2 —
7t 11,2 3,21 (s) 10,9 3,00 (s) 11,3 3,19 (s)
8 145,0 — 1449 — 145,3 —
gt 19,4 3,68 (s, 2H) 19,2 3,43 (q) 19,8 3,67 (s, 2H)
) 16,2 1,69 (t) _ 17,5 1,62 (t)
8 1=7 55Hz 17,2 1,60 (t, J=7,6 Hz)
9 150,0 — 150,8 — 159,7 —
10 1044 9,53 (s) 104,1 9,30 (s) 104,5 9,48 (s)
11 138,0 — 137,8 — 138,0 —
12 129,1 - 128,8 - 129,1 -
121 12,0 3,82 (s) 11,9 3,65 (s) 12,2 3,82 (s)
13 129,1 - 128,8 - 129,1 -
13t 189,5 — 189,6 — 189,7 —
132 64,7 6,27 (5) 64,7 6,31 (s) 64,8 6,27 (s)
13% 1694 — 172,9 — 169,7 —
13* 52,8 3,88 (s) 52,8 3,95 (s) 52,9 3,89 (s)
14 150,0 — 149,6 — 151,1 —
15 105,6 - 105,2 - 105,3 —
16 161,3 — 161,2 — 161,3 —
17 513 4,16 (m) 51,2  426(J=83Hz) 512 4,16 (m)
17t 29,6 — 29,8 1,29 (sl) 29,8 —
172 312 - 31,3 2,25-2,39 (m) 31,3 -
17 1738 — 172,1 — 173,0 —
18 50,1 4,47 (m) 60,5 4,09 (m) 50,2 4,48 (m)
181 23,0 1,81 (d) 141 117 (J=7,0Hz) 232 1,81 (d)
19  172,8 - 50,1 4,51 (m) 172,3 -
20 935 8,58(s) 231 188(d,J=7,35Hz) 932 8,55(s)
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Tabela 7. Dados comparativos de RMN 13C da cadeia fitil éster de Hv-3 (5, CDCls, 100

MHz) com o0 modelo Mo-1 (TELES, 2015).

P16

P17

P14

P12

P11

P10

P8

p7!

PO

P4

p3!

Mo-1 Hv-3
C oc oc
P1 62,07 61,60
P2 117,62 117,85
P3 142,84 142,95
P4 39,74 40,82
P5 25,58 26,54
P6 37,32 37,51
P7 32,70 32,88
P8 37,25 37,38
P9 24,37 24,59
P10 37,19 37,04
P11 32,55 32,73
P12 37,25 37,44
P13 24,82 24,89
P14 39,30 39,50
P15 27,92 28,11
P16 22,67 23,58
P17 22,55 22,82
P11t 19,62 19,78
p7t 19,68 19,84
p3t 16,25 17,53
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Figura 29. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-3
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Figura 31. Expans&o do espectro de RMN *H na regi&o entre 5y 4,10 e 6,70 ppm (3,
CDCls, 400 MHz) de Hv-3

o ) P~ (o) o ) P~ W M~NWOOoC)
AN = o - HhnT <<
W00 WO WO O [[e] [[e] [fe Rin] ~ <t <t < << <
5T N | | N [ SR i B

T T T -
2 5

55 54 53
f1 (ppm)

Figura 32. Expans&o do espectro de RMN *H na regido entre &y 2,95 e 4,20 ppm (8,
CDCls, 400 MHz) de Hv-3
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Figura 33. Expans&o do espectro de RMN *H na regi&o entre 51 0,60 e 2,80 ppm (3,

CDCls, 400 MHz) de Hv-3
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Figura 35. Expans&o do espectro de RMN *3C na regido entre §c 90,0 e 190,0 ppm
(8, CDCl3, 100 MHz) de Hv-3
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Figura 36. Expansdo do espectro de RMN *3C na regio entre &¢c 10,0 e 66,0 ppm
(8, CDCl3, 100 MHz) de Hv-3
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5.2.4. Caracterizacao estrutural de Hv-4

A substéncia codificada como Hv-4 apresentou-se com aspecto de sélido amorfo
verde escuro. Seu espectro de RMN H (Figura 37, pag. 111) e suas expansdes (Figuras
38 a 41, pags. 111 a 113), apresentaram sinais caracteristicos de substancias com nucleo
porfirinico, encontrando-se os mesmos duplicados, o que nos levou a propor que Hv-4
tratava-se de uma mistura de duas substancias, ambas apresentando o referido nucleo.
Sendo possivel identificar os sinais referentes a este esqueleto, com destaque para seis
singletos atribuidos a hidrogénios olefinicos em 6n 9,49 e 9,53 (H-10 de Hv-4a e Hv-4b,
respectivamente), 6+ 9,34 e 9,37 (H-5 de Hv-4a e Hv-4b, respectivamente), o1 8,60 e 9,63
(H-20 de Hv-4a e Hv-4b, respectivamente), todos integrando para um hidrogénio cada.

Hidrogénios vinilicos foram observados nas Figuras 38 e 39, pags. 111 e 112, em
OH 7,98 (H-3") (dd, J = 17,68 e 11,44 Hz), 6w 6,27 (dd, J = 17,80 Hz), 64 6,17 (dd, J
= 11,56 Hz) compativeis com os hidrogénios ligados aos carbonos da posicao 3 de ambos
os derivados (H-3!, e 3%rans) € 3%(cis), respectivamente), das feofitinas (CHAVES et al.
2013). Também foram observados seis singletos atribuidos aos hidrogénios das seis
metilas olefinicas &y 3,72 e 3,69 para os H-12* de Hv-4a e Hv-4b, respectivamente), Sn
3,40 e 3,39 para os H-2' de Hv-4a e Hv-4b, respectivamente), 5 3,17 € 3,16 (H-7* de Hv-
4a e Hv-4b, respectivamente), todos integrando para trés hidrogénios cada (LIRA, 2012),
sendo os dois Gltimos sinais caracteristicas dos hidrogénios do grupo metila C-7* do
nucleo porfirinico do tipo a (TELES,2015).

O envelope de absor¢des na regido de hidrogénios metilicos e metilénicos 64 0,76
e 1,70 (Figura 41, pag. 113) também sugerem a presenca da cadeia fitil éster (- C2oHzo)
na molécula, fortalecendo a proposta da substancia se tratar de um derivado da feofitina
a. A auséncia de um simpleto em Sn 6,25 referente ao H-13? em Hv-3 no espectro de
RMN!H da molécula em anélise permitiu sugerir que a diferenca entre Hv-4 e Hv-3
encontra-se na posicdo C-132 e que esse hidrogénio pode ter sido substituido por uma
hidroxila em Hv-4 (NOGUEIRA et al. 2013; BRITO-FILHO et al, 2017).

Os dados de RMN de *3C utilizando a técnica APT e suas expansoes (Figuras 42
a 49, pags. 113 a 117), apresentaram sinais intensos e outros duplicados confirmando as
suposi¢des de uma mistura de duas substancias de nudcleo porfirinico para Hv-4. A
semelhanca dos sinais e valores entre Hv-3 e Hv-4 permitiram propor que Hv-4 trata-se
da Feofitina-a, porém a auséncia do sinal em dc 64,8, referente ao carbono oximetinico
C-13? presente em Hv-3 corrobora a hipotese de que Hv-4 refere-se a feofitina a
hidroxilada (GOMES et al. 2015; BRITO-FILHO et al., 2017).
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Além dos sinais atribuidos ao sistema porfirinico, foi observado também a
presenca de outros sinais que confirmam a presenca da cadeia fitilica nas duas
substancias, sendo aqueles em oc 61,72 e 61,52 de C-P1 de Hv-4a e Hv-4b,
respectivamente, oc 117,99 e 117,85 de C-P2 de Hv-4a e Hv-4b, respectivamente, dc
143,01 e 142,91 de C-P3 de Hv-4a e Hv-4b, respectivamente (Tabela 9, pag. 110).

Derivados porfirinicos geralmente sdo encontrados na natureza apresentando a
carbonila cetonica na posicdo C-13' e apresenta deslocamento quimico e
aproximadamente 6c 190,0-192,0 (FERNANDES et al. 2013). O sinal para carbono C-
132 pode variar conforme o tipo de substituinte que possui, sendo aproximadamente 5c
89,1 quando se trata de um carbono nao hidrogenado e hidroxilado ou éc 64,8 quando ele
é um carbono metinico ndo hidroxilado (TELES et al. 2014).

Os sinais em &¢c 192,27 e 192,24 (C-13' de Hv-4a e Hv-4b, respectivamente)
(Figura 43, pag. 114), bem como, aqueles em 5c 89,27 e 89,15 (C-132 de Hv-4a e Hv- 4b,
respectivamente), (Figura 46, pag. 115) permitiram propor uma estrutura do tipo
ciclopentanona com hidroxila em C-13? dos dois derivados porfirinicos dessa mistura
(TELES et al. 2014; GOMES et al. 2015; MACIEL et al 2016; BRITO-FILHO et al,
2017).

A presenca de dois dupletos largos em 6n 4,57 (J=6,5 Hz) e 4,17 (J=9,8 Hz),
caracteristicos de H-17 para isdmeros R e S, respectivamente, confirmaram a existéncia

destes dois compostos isoméricos (Figura 39, pag. 112) (GOMES et al. 2015).

Como todos os deslocamentos quimicos desta mistura de feofitinas ora
apresentavam-se intensos ora duplicados, a analise dos dados dos espectros de RMN *H e
13C e comparagBes com dados da literatura (Tabela 8 e 9, pags. 108 a 110), permitiram
identificar Hv-4 como uma mistura dos isdmeros Opticos R e S: 132-hidroxi-(13?-R)-
feofitina a, 13%-hidroxi-(132-S)-feofitina a. Elas ja foram isoladas de Plagiochila ovalifolia
(MATSUO et al. 1996) e de Sargassum polyceratuium (LIRA, 2012), sendo essa mistura

relatada pela primeira vez na familia Sterculiaceae (FERNANDES et al., 2018).
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Tabela 8. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-4 (8, CDCls, 400 e 100 MHz) com os modelos Mo-1 (8, CDCls, 200 e 50 MHz) (LIRA,
2012) e Mo-2 (5, CDCls, 200 e 50 MHz) (LIRA, 2012).

Mo-1 (132-hidroxi-(13%-R)-

Mo-2 (132-hidroxi-(13%-S)-

feofitina a) Hv-4a feofitina a) Hv-4D

C dc OH oc OH oc OH oc OH
1 142,0 - 142,2 - 1419 - 142,1 -
2 131,7 - 132,0 - 1315 - 131,8 -
2! 12,0 3,40 (s, 3H) 12,2 3,40 (s, 3H) 12,0 3,40 (s, 3H) 12,2 3,39 (s, 3H)
3 136,2 - 136,5 - 136,2 - 136,5 -
3t 7,99 (dd-J=18,0 e 12,0 1291 7,98 (dd,J=17,6e 11,4 7,99 (dd-J=18,0 e 12,0 7,98 (dd,J=17,6e 11,4

128,8 Hz, 1H) ’ Hz, 1H) 128,8 Hz, 1H) 129,1 Hz, 1H)

6,28 (trans) (d-J=18,0 6,27 (trans) (d-J=17,8 6,28 (trans) (d-J=18,0 Hz, 6,27 (trans) (d-J=17,8
32 122,6 Hz) e 6,17(cis) (d- 122,9 Hz)e6,17 (cis) (d-J=11,5 122,6 1H)e 6,17 (cis) (d-J=12,0 122,9 Hz) e 6,17(cis) (d-J=11,5
J=12,0 Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H)

4 136,0 - 136,4 - 136,0 - 136,3 -
5 97,6 9,42 (s, 1H) 98,0 9,37 (s, 1H) 97,6 9,45 (s, 1H) 97,9 9,34 (s, 1H)
6 155,1 - 155,6 - 155,0 - 1554 -
7 135,9 - 136,3 - 135,9 - 136,3 -
7t 10,9 3,23 (s, 3H) 11,3 3,17 (s, 3H) 10,9 3,23 (s, 3H) 11,2 3,16 (s, 3H)
8 144.8 - 145,3 - 1448 — 145,2 —
gl 19,7 3,66 (sl, 3H) 198 3,65 (sl, 3H) 19,7 3,66 (sl, 2H) 19,7 3,62 (sl, 3H)
82 16,3 1,70 (d, J=8,0Hz, 3H) 16,4 1,70 (m) 16,2 1,70 (d, J=8,0Hz, 3H) 16,3 1,70 (m)
9 150,7 - 151,1 - 150,7 - 151,0 -
10 1039 9,57 (s, 1H) 104,3 9,53 (s, 1H) 103,9 9,59 (s, 1H) 104,3 9,49 (s, 1H)
11 137,5 - 1379 - 137,6 - 137,8 -
12 129,3 - 129,6 - 129,1 - 1294 —
12t 122 3,70 (s, 3H) 12,4 3,72 (s, 3H) 12,2 3,72 (s, 3H) 12,4 3,69 (s, 3H)
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Tabela 8 (Continuagéo). Dados comparativos de RMN *H e *C de Hv-4 (8, CDCls, 400 e 100 MHz) com os modelos Mo-1 (8, CDCls, 200 e 50
MHz) (LIRA, 2012) e Mo-2 (5, CDCls, 200 e 50 MHz) (LIRA, 2012).

Mo-1 (13?-hidroxi-(132-R)-

feofitina a) Hv-4a Mo-1 (132-hidroxi-(132-S)-feofitina a) Hv-4b
C oc OH oc OH oc OH oc OH
13 126,1 - 127,0 - 126,8 - 126,3 -
131 1920 - 192,2 - 192,0 - 192,2 -
132 89,0 - 89,2 - 88,9 - 89,1 -
13° 1734 - 173,5 - 172,7 - 172,9 -
13* 538 3,61 (s, 3H) 53,9 3,65 (s, 3H) 53,4 3,59 (s, 3H) 53,5 3,62 (s, 3H)
14 149,7 - 149,9 - 150,1 - 150,3 -
15 107,5 - 107,8 - 107,6 - 107,8 -
16 161,8 - 162,0 - 162,3 - 162,6 -
17 51,7 4,68 (dI, J= 8,0 Hz, 519 4,57 (m, J= 6,5 Hz, 51,7 4,14 (dI, J= 8,0 Hz, 51,9 4,17 (dI, J= 9,8 Hz,
1H) , 1H) 1H) 1H)
17t 316 - 32,0 - 31,6 - 31,7 -
172 311 - 31,3 - 31,1 - 31,2 -
17° 173, - 172,1 - 173,6 - 173,0 -
18 50,1 - 50,4 - 50,3 - 50,3 -
181 226 1,57 (d, J=8,0 Hz, 3H) 22,8 1,60 (m) 22,6 1,57 (d,J=8,0Hz,3H) 22,7 1,60 (m)
19 172,7 - 50,1 - 172,3 - 172,3 -
20 93,3 8,59 (s, 1H) 93,7 8,60 (s, 1H) 93,5 8,62 (s, 1H) 93,5 8,63 (s, 1H)
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Tabela 9. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-4 (8, CDCls, 400 e 100 MHz)
com os modelos Mo-1 (5, CDClgz, 200 e 50 MHz) (LIRA, 2012) e Mo-2 (5, CDCls, 200

e 50 MHz) (LIRA, 2012).

P16

P14
P17

P12

P11

P8

p7!

PO

P4

p3!

P2

Mo-1 Hv-4a Mo-2 Hv-4b
C oc oc oc oc
P1 61,35 61,51 61,57 61,72
p2 117,65 117,84 117,82 117,99
P3 142,87 143,01 142,77 142,91
P4 39,80 39,95 39,80 39,91
P5 24,97 25,13 24,97 25,10
P6 36,61 36,77 36,61 36,74
P7 32,72 32,88 32,72 32,86
P8 37,34 37,51 37,34 37,49
P9 24,39 24,54 24,39 24,52
P10 37,21 37,44 37,21 37,41
P11 32,59 32,75 32,59 32,72
P12 37,21 37,38 37,21 37,36
P13 24,74 24,89 24,74 24,89
P14 39,30 39,47 39,30 39,47
P15 27,93 28,08 27,93 28,08
P16 22,54 22,78 22,64 22,78
P17 22,55 22,74 22,55 22,74
P11t 19,17 19,84 19,17 19,78
P7! 22,70 22,83 22,70 22,83
P3t 17,33 17,53 17,33 17,53
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Figura 37. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-4
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Figura 39. Expansdo do espectro de RMN *H na regido entre Sn 3,90 € 6,70 ppm
(6, CDCl3, 400 MHz) de Hv-4
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Figura 40. Expansdo do espectro de RMN *H na regido entre 5y 3,10 e 3,75 ppm
(8, CDCls, 400 MHz) de Hv-4
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Figura 41. Expansdo do espectro de RMN *H na regido entre Sn 0,65 e 1,85 ppm
(6, CDCl3, 400 MHz) de Hv-4
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Figura 42. Espectro de RMN 3C (§, CDCls, 100 MHz) de Hv-4
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Figura 43. Expansdo do espectro de RMN *3C na regi&o entre 8¢ 172,0 e 193,0 ppm
(6, CDCl3, 100 MHz) de Hv-4
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Figura 44. Expansdo do espectro de RMN 3C na regido entre 8¢ 142,0 e 163,0 ppm
(8, CDCls, 100 MHz) de Hv-4
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Figura 45. Expansdo do espectro de RMN *3C na regi&o entre 8¢ 123,0 e 138,0 ppm
(6, CDCl3, 100 MHz) de Hv-4
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Figura 46. Expansdo do espectro de RMN *3C na regi&o entre &¢c 76,0 e 120,0 ppm (8,
CDCls, 100 MHz) de Hv-4
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Figura 47. Expansdo do espectro de RMN *3C na regi&o entre 5¢c 34,0 e 62,0 ppm
(6, CDCl3, 100 MHz) de Hv-4
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Figura 48. Expansdo do espectro de RMN *3C na regio entre 8¢ 22,0 e 34,0 ppm
(8, CDCls, 100 MHz) de Hv-4
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Figura 49. Expansdo do espectro de RMN *3C na regi&o entre ¢ 10,5 e 21,0 ppm
(6, CDCl3, 100 MHz) de Hv-4
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5.2.5. Caracterizacdo estrutural de Hv-5

A substancia Hv-5, assim como Hv-3 e Hv-4, apresentou-se na forma de
sdlido amorfo verde escuro. O espectro de RMN *H (Figura 50, pag. 121) de Hv-5
e suas expansoes (Figuras 51 a 53, pags. 121 e 122), exibiram semelhancas com as
outras feofitinas relatadas (Figuras 29 a 37, pags. 101 a 111), sugerindo a presenca
do nucleo porfirinico, no entanto um singleto em 6y 11,20 (Figura 51, pag. 121) de
Hv-5, caracteristico de hidrogénios de grupo aldeido (PAVIA, et al., 2010)
corrobora a proposta desse grupo na estrutura a ser definida. Outro dado que
favorece a proposta do grupo aldeido em Hv-5 ¢é a auséncia do singleto na regido on
3,15-3,20 referente aos hidrogénios da metila C-7! em Hv-3 (Figura 52, pag. 122).
Essa auséncia permitiu sugerir que o grupo aldeido na molécula de Hv-5 encontra-
se no C-7 (CHAVES et al. 2013).

A auséncia de um singleto em 84 6,27 (Figura 51, pag. 121) de Hv-5
atribuido ao H-13? em Hv-3 (Figura 31, pag. 102), fortalece a proposta da presenca
de uma hidroxila no C-13? de Hv-5 (Tabela 10, pag. 120) (BRITO-FILHO et al.
2017). Esta proposta foi ratificada, no espectro de RMN *C utilizando a técnica
APT (Figura 54, pag. 123), pela auséncia do pico dc 64,8 referente a um grupo CH,
visualizado em Hv-3 (Figura 36, pag. 104), que em Hv-5 encontra-se em 6¢ 90,10
(Figura 54, pag. 123) sugestivo da presenca de um carbono ndo hidrogenado,
possuindo como substituinte um grupo hidroxila. Esse espectro corrobora a presenca
do grupo aldeido em Hv-5 pelo pico em 6c 192,14, condizente com absorcdo da
carbonila pertencente a esse grupo funcional (TELES et al. 2014).

Comparac@es com Hv-3 e modelo da literatura Mo-1 (Tabela 10, pag. 112)
permitiram definir a estrutura da 132-hidroxi-feofitina b para Hv-5, substancia
isolada anteriormente de Sida rhombifolia (CHAVES et al. 2013) e H. isora (BAI,
1954) e relatada pela primeira vez na espécie H. velutina.

Derivados de clorofila como clorofilin e feoforbideo tém sido eficazes
contra larvas de varios insetos, incluindo moscas e Aedes aegypti, podendo ajudar
no controle integrado de doencas transmitas por esses vetores (AZIZULLAH et al.
2014). Néo foram encontrados relatos para atividade inseticida das feofitinas, que

sdo compostos formados quando a clorofila estd em meio acido.
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Um estudo realizado por Rebeiz et al. (1988), relatou que a biossintese de
protoporfirina-Mg causa a morte nos insetos tratados, sendo proposto o termo
-inseticidas porfiricos para designar esses inseticidas.

Hv-5: Feofitina b
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Tabela 10. Dados comparativos de RMN *H e *C de Hv-5 (8, CDCls, 400 e 100
MHz) com os modelos Hv-3 (3, CDCls, 400 e 100 MHz) e Mo-1 (3, CDCls, 200 e
50 MHz) (CHAVES et al., 2013).

Hv-3 Mo-1 (132-hidroxi- Hv-5
feofitina b)
C OH OH SH
1 — — _
2 - - _
21 3,38 (s) 3,59 (s) 3,40 (s)
3 _ — _
3t 7,96 (dd, J=17,96 e 11,28 7,02 (dd, J=17,15e 11,6 8,04 (dd, J=17,8
Hz) Hz) e 11,4 Hz)
, 6,28 (trans) (dd,J=17,8Hz) 6,37 (trans) (J=17,5Hz) e 6,37 (trans)
3" ¢6,16(Cis) (dd, J=11,56 6,22 (Cis) (J=11,6) (J=17,7 Hz) € 6,22
3,0 H2) (Cis) (J=11,6)
4 - - _
5 9,33 (s) 9,76 (s) 9,78 (s)
6 — — —
7 — — —_
71 3,19 (s) 11,17 (5) 11,20 (s)
8 — p— J—
gl 3,67 (s, 2H) 4,10 (dl, J=7,8 Hz) 4,13 (m)
g2 1,62 (t) 1,83 (t, J=7,5 Hz) 1,86 (t)
9 _ _ _
10
11 9,48 (s) 10,47 (5) 10,49 (s)
12 B B B
12! 5 . 5
13 3,82 (s) 3,71 (s) 3,62 (s)
13 - - -
132 S B -
138 6,27 (5) - -
ﬁ“ 3,89 () 3,85 (5) 3,74 (5)
15 B _ _
16 _ _ _
171 4,16 (M) 5,31 (dl, J= 3,4 Hz) 4,13 (m)
17 _ _ _
172 _ _ _
173 - - -
18 4,48 (m) 4,41 (dd) -
181 1,81 (d) 1,57 (d, J= 7,6 Hz) 1,60 (d, J=7,3 Hz)
19 — — -
20 8,55(s) 8,58 () 8,61 (s)
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Figura 50. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-5
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Figura 52. Expansdo do espectro de RMN *H na regido entre 5n 3,1 e 4,4 ppm (8,
CDCl3, 400 MHz) de Hv-5
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Figura 53. Expans&o do espectro de RMN *H na regiéo entre 81 0,5 e 2,5 ppm (8,
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Figura 54. Espectro de RMN 3C (8, CDCls, 100 MHz) de Hv-5
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5.2.6.Caracterizacdo estrutural de Hv-6

A substéncia codificada como Hv-6 foi obtida como sélido amorfo branco. O
espectro de RMN de *H e suas expansdes, obtido em CDCls a 400 MHz (Figuras 55 a 57,
pags. 128 e 129), apresentou um envelope de sinais na regido de on 0,73 a 2,03,
caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, sugestivo de
substancias que comportam um esqueleto triterpénico ou esteroidal (SOUZA, 2013).
Foram observados sete sinais em oy 0,73; 0,84; 0,85; 0,89; 0,91; 0,93 e 1,11, condizentes
com metilas deste tipo de esqueleto, além de uma metila de acetato com sinal
caracteristico em on 2,03, levando a sugerir que a substancia trataria-se de um triterpeno
acetilado (Figura 57, pag. 129).

Ainda avaliando o espectro de RMN *H foi possivel observar um tripleto em &n
5,25 condizente com a presenca de hidrogénio olefinico, bem como outro tripleto na
regido de 61 4,48 atribuido ao hidrogénio metinico, o que reforca a proposta da presenca
de uma acetoxila equatorial, comum na posi¢cdo C-3 desse tipo de estrutura (Figura 56,
pag. 128).

O espectro de RMN de *3C, obtido pela técnica APT (Figuras 58 e 59, pags. 129
e 130), apresentou sinais para 32 atomos de carbono, sendo nove carbonos ndo
hidrogenados, dez carbonos metilénicos, cinco carbonos metinicos e oito carbonos
metilicos, corroborando com os dados até entdo obtidos, que Hv-6 trata-se de um
triterpeno (ASSIS-JUNIOR et al. 2013).

Ainda observando os espectros de hidrogénio e carbono de Hv-6, o tripleto em
On 5,25, juntamente com os sinais de carbono em oc 122,7 (C-12) e oc 143,7 (C-13)
corroboram com a proposta inicial, uma vez que caracterizam a dupla ligacdo entre o
carbono C-12 e C-13 de triterpenos da série oleanano (Figura 58, pag. 129). Os sinais em
dc 81,0 e 171,2 confirmam a presenca do grupo acetoxi na posicdo C-3 (Figura 58, pag.
129) (COSTA, 2013). Além do sinal em d¢c 184,6 atribuido ao grupo carboxilico C-28,
tipico de triterpenos acidos, os demais sinais estdo compilados na tabela 11 (pag. 126).

Apbs andlise dos espectros de RMN 'H e BC unidimensionais, além da
comparacdo com modelos da literatura (Tabela 11, pag. 126), Hv-6 foi identificada como
sendo um triterpeno da série oleanano, o acido 3B-acetoxi-oleano-12-en-28- dico (acetato
do acido oleandlico). Substancia esta relatada anteriormente nas espécies Hyptis
macrostachys (COSTA, 2013) e Macrosiphonia petrae (ASSIS-JUNIOR et al. 2013),

sendo isolada pela primeira vez no género Helicteres.
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Na literatura é descrito que derivados da série oleanano possuem potencial

atividade antitumoral, anti-inflamatoria e antioxidante (VECHIA et al. 2009).

Hv-6: Acido 3B-acetoxi-oleano-12-en-28-6ico (Acetato do acido oleandlico)
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Tabela 11. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-6 (8, CDCls, 400 e 100 MHz) com modelo da literatura Mo-1 (8, CDCls, 500 e 125

MHz) (COSTA., 2013), Mo-2 (3, CsDsN, 500 e 125 MHz) (FERNANDES et al. 2018)

Mo-1 (Acetato do &cido oleandlico)

Mo-2 (Acido oleandlico)

Hv-6

C oc oc oc
) 38,0 ; 38,8 - 38,1
2 i 235 - 28,0 - 23,5
3 | 4,47 (tl, J=8,5Hz, 1H) 80,9 3,43 (dd, J=5,6 € 10,5 Hz, 1H) | 78,0 | 4,49 (t, J= 8,5 Hz, 1H) 81.0
4 . 37.6 - 393 - 37.8
- i 55,2 55,7 - 55,4
6 18,1 - 18,7 18,3
/ - 324 - 332 32.6
8 . 39,2 - 397 - 394
9 ; 475 1,67 (t, 3= 9,0 Hz, 1H) 48,0 - 477
10 ; 36,9 ; 377 - 37.8
11 - 228 ) 23,6 23,0
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Tabela 11 (Continuagéo). Dados comparativos de RMN H e *C de Hv-6 (8, CDCls, 400 e 100 MHz) com modelo da literatura Mo-1

(5,CDCls, 500 e 125 MHz) (COSTA., 2013), Mo-2 (5, CsDsN, 500 e 125 MHz) (FERNANDES, 2017)

Mo-1 (Acetato do acido oleandlico) Mo-2 (Acido oleandlico) Hv-6
C OH dc OH oc OH dc
12 5,22 (sl, 1H) 122,4 5,48 (t, J= 3,4 Hz, 1H) 122,5 5,25 (t, J= 3,4 Hz, 1H) 122,7
13 - 143,5 - 1448 - 143,7
14 - 41,5 - 42,1 - 41,7
15 i 27,6 - 28,2 - 27,8
16 - 23,3 ] 23,7 ) 235
17 i 46,5 i 46,6 : 467
18 2,79 (dd, 1H) 40,8 3,29 (dd, 1H) 41,9 2,80 (dd, 1H) 41,7
19 - 45,8 - 46,4 - 46,0
20 - 30,6 - 30,9 - 30,8
21 - 33,7 - 34,1 - 33,9
22 - 32,4 ) 33,1 ) 325
23 0,81 (s, 3H) 28,0 1,01 (s, 3H) 28,7 0,84 (s, 3H) 28,2
24 0,83 (s, 3H) 16,6 1,22 (s, 3H) 16,5 0,85 (s, 3H) 16,8
25 0,86 (s, 3H) 15,3 0,93 (s, 3H) 15,5 0,89 (s, 3H) 15,5
26 0,71 (s, 3H) 17,1 0,99 (s, 3H) 17,4 0,73 (s, 3H) 17,3
27 1,09 (s, 3H) 25,8 1,26 (s, 3H) 26,1 1,11 (s, 3H) 26,0
28 - 184,3 - 180,2 - 184,7
29 0,90 (s, 3H) 33,0 0,88 (s, 3H) 33,1 0,91 (s, 3H) 33,2
30 0,91 (s, 3H) 23,5 1,01 (s, 3H) 23,7 0,93 (s, 3H) 23,7
OAC 2,00 (s, 3H) 171,1 - - 2,03 (s, 3H) 171,3
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Figura 55. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-6
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Figura 57. Expansdo do espectro de RMN *H na regido entre 5n 0,7 € 2,2 ppm (8,
CDCls, 400 MHz) de Hv-6
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Figura 59. Expansdo do espectro de RMN *3C (5, CDCls, 100 MHz) de Hv-6
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5.2.7.Caracterizacdo estrutural de Hv-7

A substancia codificada como Hv-7 apresentou-se como uma graxa branca,
soltvel em hexano e cloroformio. O espectro de RMN de *H (Figura 60, pag. 136) e
suas expansdes (Figuras 61 e 62, pags. 136 e 137), mostrou sinais referentes a oito
metilas com singletos em o 0,82; 0,83; 0,87; 0,87; 0,95; 0,96; 1,10 e 1,35
caracteristicos de nucleo triterpénico (SOUZA, 2013). Ainda foi possivel revelar a
presenga de um tripleto em on 5,23 (3,6 Hz), que indicou a existéncia de hidrogénio
olefinico. Os sinais entre on 4,57-4,43 foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono
carbindlico de éster, indicativo de fungdo éster equatorial em C-3. Um tripleto em on
2,30 (J=7,8 Hz), atribuido aos &tomos H-2’ ¢ um sinal intenso em én 1,25 indicaram a
presenca de uma cadeia lateral longa ligada ao grupo carbonila da funcdo éster
(FERREIRA, 2014).

O espectro de RMN de ¥C-APT de Hv-7 (Figuras 63 e 64, pags. 137 e 138),
mostrou 43 sinais, atribuidos a 48 atomos de carbono, sendo 8 carbonos néo
hidrogenados, 26 carbonos metilénicos, 5 carbonos metinicos e 9 carbonos metilicos.
Os sinais referentes a atomos de carbono olefinicos, caracteristicos de 3p-hidroxi-
olean- 12-eno (oc 122,16 e 144,52), caracterizam a dupla ligacéo entre o carbono C-12
e C-13 de triterpenos da série oleanano. Destacou-se ainda os sinais de carbonos
metinicos em dc 55,8 (C-5), dc 47,9 (C-9) e ¢ 47,6 (C-18) compativeis com triterpenos
pertencentes a essa série (MENDES et al. 1999).

Um sinal em 6¢ 80,65 foi atribuido ao carbono carbindlico em C-3 e um sinal
em Oc 173,84 ao carbono carbonilico de éster. Um sinal intenso em dc 29,85 foi
atribuido aos atomos de carbono metilénico da cadeia lateral ligada a carbonila. Esses
sinais de RMN C e H, corroboram que a substancia se tratava de um éster graxo
(OLIVEIRA, 2012). A auséncia de sinal de acido dc 184,60 observado em Hv-6
(Figura 63, pag. 137), mostrou que Hv-7 ndo possui essa funcao.

Ap06s comparacdo com dados da literatura (FERREIRA, 2014) (Tabelas 12 e
13, pégs. 133 a 135), pode-se concluir que Hv-7 se trata do 3-B-esterearloxi-olean-12-
eno, substancia comumente encontrada em espécies do género Maytenus, tendo sido
isolada na forma de mistura nas espécies Maytenus distichophylla (FERREIRA, 2014)
e Maytenus acanthophylla (OLIVEIRA, 2012), relatada pela primeira vez no género

Helicteres.
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Hv-7: 3-B-esterearloxi-olean-12-eno
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Tabela 12. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-7 (8, CDCls, 400 e 100 MHz) com modelo da literatura Mo-1 (8,CDCls, 400 e 100
MHz) (FERREIRA., 2014), Mo-2 (5, CsDsN, 500 e 125 MHz) (FERNANDES et al., 2018)

Mo-1 (3-p-esterearloxi-olean-12-eno)

Mo-2 (Acido oleandlico)

Hv-7

C OH oc OH oc OH oc

) 38,2 - 38,8 - 38,8
2 - 233 i 28,0 i 23,6
3 | 4,50 (dd, J=8,0 Hz, 1H) 80,6 3,43 (dd, J=5,6 € 10,5 Hz, 1H) | 78,0 4,50 (ad, J§H753 e42Hz, | 807
4 ; 37,7 - 39,3 - 37,3
5 - 55,2 55,7 = 5518
6 18,2 - 18,7 18,5
/ - 326 - 332 32.6
8 - 39,8 - 39,7 - 40,6
9 - 47,6 1,67 (t, 3= 9,0 Hz, 1H) 48,0 - 48,0
10 - 36,8 - 37,7 - 36,5
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Tabela 12 (Continuagéo). Dados comparativos de RMN H e *C de Hv-7 (8, CDCls, 400 e 100 MHz) com modelo da literatura Mo-1
(6,CDCl3, 400 e 100 MHz) (FERREIRA., 2014), Mo-2 (5, CsDsN, 500 e 125 MHz) (FERNANDES et al. 2018)

Mo-1 (3-p-esterearloxi-olean-12-eno) Mo-2 (Acido oleandlico) Hv-7

C OH dc OH oc OH dc

11 - 23,5 - 23,6 - 23,9
12 5,13 (, J=3,4 Hz, 1H) 121,6 5,48 (t, J= 3,4 Hz, 1H) 1225 5,23 (t, J= 3,6 Hz, 1H) 122,2
13 - 145,2 - 144.8 - 1445
14 - 41,7 - 42.1 - 41,0
15 - 26,1 - 28,2 - 26,2
16 - 26,9 - 23,7 - 27,1
17 - 32,5 - 46,6 - 32,1
18 - 47,5 3,29 (dd, 1H) 41,9 - 47,6
19 - 46,7 - 46,4 - 46,9
20 - 31,0 - 30,9 - 31,2
21 - 34,7 - 34,1 - 34,9
22 - 37,1 ) 33,1 ) 37,4
23 0,88 (s, 3H) 28,0 1,01 (s, 3H) 28,7 0,95 (s, 3H) 28,0
24 0,91 (s, 3H) 16,7 1,22 (s, 3H) 16,5 1,35 (s, 3H) 16,9
25 0,96 (s, 3H) 15,5 0,93 (s, 3H) 15,5 0,96 (s, 3H) 15,7
26 1,13 (s, 3H) 16,8 0,99 (s, 3H) 17,4 1,10 (s, 3H) 17,2
27 0,97 (s, 3H) 25,9 1,26 (s, 3H) 26,1 0,96 (s, 3H) 26,1
28 0,87 (s, 3H) 28,4 - 180,2 0,87 (s, 3H) 28,5
29 0,83 (s, 3H) 33,3 0,88 (s, 3H) 33,1 0,83 (s, 3H) 33,5
30 0,80 (s, 3H) 23,7 1,01 (s, 3H) 23,7 0,82 (s, 3H) 23,9
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Tabela 13. Dados comparativos de RMN *3C da cadeia fitil éster de Hv-7 (5, CDCls,

100 MHz) com o0 modelo Mo-1 (FERREIRA, 2014).

Mo-1 Hv-7

C OH oc OH oc
I’ - 173,6 - 173,8
2’ 2,29 (d, J=7,4 34,8 2,30 (d, J=7,8 35,0

Hz, 2H) Hz, 2H) 25,3
3’ - 25,1 -
4 1,25 (s) 29,2 1,25 (s) 29,3
5 - 29,2 - 29,4
6’ - 29,3 - 29,5
7’ - 29,6 - 29,7
8’ - 29,7 - 29,8
9 - 29,7 - 29,8
10° - 29,7 - 29,8
117 - 29,7 - 29,8
12’ - 29,7 - 29,8
13’ - 29,7 - 29,8
14° - 29,6 - 29,8
15’ - 29,4 - 29,6
16° - 31,9 - 32,0
17 1,25 (s) 22,7 1,25 (s) 22,8
18’ 0,88 (s) 14,1 0,86 (s, 3H) 14,3
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Figura 60. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Hv-7
g 9385823 888F ngesrsae
& JRASEIC G888 428658
~ 000 < <F < < NN ~d—~00 00
I —— = N =
)
e Lo
i i L s
12‘.0 1].‘.5 1£.U lDI.S 10‘.0 9‘.5 9‘.0 815 S‘.U 7:5 7.‘0 6‘.5 6.0 5:5 S.IU 4.‘5 4:0 3.I5 3‘.0 2‘.5 210 1‘.5 liD 015 U‘.U
f1 (ppm)
Figura 61. Expans&o do espectro de RMN 'H na regido entre 5y 4,25 e 5,35 ppm (8,
CDCls, 400 MHz) de Hv-7
238 5328
S $93IQ
[ToRTeRTe] <~ < < <
1 L
ﬁ |
| r ' ' i
H bl
[1in I
N U' |I I‘\ ||‘ Mh
W Ry
P W WP ~ w \
e e
5.‘35 5.‘30 5.‘25 5.‘20 5.‘15 5.‘10 5.05 5.‘00 4.‘95 4.‘90 4.‘8?1 (pg;él? 4.‘75 4.‘70 4.‘65 4.‘60 4.‘55 4.‘50 445 4.;0 4.‘35 4.‘30 4.‘25




137

RESULTADOS E DISCUSSAO

FERNANDES, D.A.

Figura 62. Expansdo do espectro de RMN *H na regido entre 5n 0,8 e 2,4 ppm (8,

CDCls, 400 MHz) de Hv-7
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Figura 63. Espectro de RMN 3C (8, CDCls, 100 MHz) de Hv-7
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Figura 64. Expansdo do espectro de RMN *3C (5, CDCls, 100 MHz) de Hv-7
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5.2.8. Caracterizacdo estrutural de Hv-8

A substancia Hv-8 apresentou-se na forma de um p6 amarelo. A analise do seu
espectro de RMN *H (8, 400 MHz, DMSO-ds) e suas expansdes (Figuras 65 a 67, pags.
144 e 145) apresentou absorc¢des para hidrogénios na regido de aromaticos entre éH 6,54
e 8,11 (GOMES et al. 2011). Com destaque para um simpleto em 3 12,42 caracteristico
de hidrogénios em ponte, como ocorre em flavonoides com OH ligados ao C-5. Dois
dubletos em o+ 7,13 ¢ 6n 8,10 (Figura 66, pag. 144) com J=6,9 e 6,8 Hz, respectivamente,
ambos com integral para 2H cada, indicando acoplamento orto, sugerem que Hv-8 possui
um sistema AA’BB’ no seu ancl B (CHAVES, et al. 2017).

Os sinais observados indicam que a molécula de Hv-8 possui o anel A
trissubstituido, uma vez que ndo foi observado dupletos para os hidrogénios desse anel,
apenas um simpleto em 84 6,55. Outro simpleto foi evidenciado em 6n 6,85 valor
caracteristico do hidrogénio da posicédo 3 de flavonas (CHAVES et al. 2013). Dois sinais
caracteristicos de hidrogénios metoxilicos foram encontrados em on 3,85 e 3,89
mostrarando que Hv-8 possui estes grupos como substituintes (Figura 67, pag. 145).

O espectro de RMN C e suas expansdes (Figuras 68 a 70, pags. 145 e 146)
mostraram 15 absorcdes, incluindo dois carbonos em d¢ 55,64 ¢ ¢ 56,41 pertencentes as
metoxilas. As absorc¢des intensas em oc 129,5 e 114,6, sdo referentes aos carbonos
equivalentes do anel B H-2°/6” ¢ H-3°/5’, respectivamente, confirmando a existéncia do
sistema AA’BB’ caracteristico de nucleo flavonoidico (GOMES et al. 2011).

As correlacBes diretas entre *C e 'H podem ser observadas no espectro de
HMQC e suas expansdes (Figuras 71 a 73, pags. 147 e 148). A analise dos espectros de
RMN H x ®C-HMBC (Figuras 74 a 76, pags. 148 e 149) permitiu confirmar que uma
metoxila (6n 3,89) se encontra ligada ao carbono C-7, e a outra metoxila (o1 3,85)
encontra-se ligada ao carbono 4’ no anel B, sendo proposta a estrutura da 5,8-diidroxi-
7,4’-dimetoxiflavona para Hv-8.

A andlise dos dados espectrais de RMN 'H e *C uni e bidimensionais e
comparagBes com os dados da literatura (Tabelas 14 e 15, pags. 141 a 143) permitiram
identificar Hv-8 como sendo a estrutura 5,8-diidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (7,4’-Di-O-
metilisoescutelareina), flavonoide isolado anteriormente de W. periplocifolia (GOMES,
2011, TELES et al. 2015b), H. isora, H. angustifolia e H. hirsuta (RAMESH &
YUVARAJAN, 1995; CHEN et al., 2006; NGUYEN, et al., 2017), sendo relatada pela

primeira vez na espécie H. velutina.
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Essa substancia possui comprovada atividade anti-inflamatéria (TELES et al.

2015b) e atua como moduladora na resisténcia bacteriana (GOMES et al. 2011).

Hv-8: 7,4’-Di-O-metilisoescutelareina
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Tabela 14. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-8 (8, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) com modelo da literatura Mo-1 (5, DMSO-dg, 400

e 100 MHz) (TELES et al., 2015b), Mo-2 (5, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) (GOMES et al., 2011) e Mo-3 (5, CD3s0D, 500 e 125 MHz)
(BARRETO et al., 2013).

Mo-1 (Isoescutelareina sulfatada)

Mo-2 (7,4'-Di-O-

Mo-3 (Canferol)

Hv-8

OCH;

methylisoscutellarein)

C OH oc OH oc

2 - 164,4 - 163,5 - 148,2 - 163,6
3 6,88 (s, 1H) 103,3 6,84 (s, 1H) 103,0 - 137,3 6,85 (s, 1H) 103,1
4 - 182,7 - 182,4 - 177,5 - 182,5
5 - 157,6 - 153,0 - 162,7 - 153,1
6 6,53 (s, 1H) 96,6 6,53 (s, 1H) 95,7 | 6,17 (d, J=2,0 Hz, 1H) 99.4 6,54 (s, 1H) 95,8
7 - 159,7 - 154,3 - 165,7 - 154,4
8 - 123,3 - 126,2 | 6,39 (d, 3=2,0 Hz, 1H) | 94,6 - 126,3
9 - 149,9 - 1444 - 158,4 - 144.5
10 - 104,3 - 103,9 - - 104,0

104,7
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Tabela 14 (Continuacéo). Dados comparativos de RMN H e 3C de Hv-8 (8, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) com modelo da literatura Mo-1 (5,
DMSO-dg, 400 e 100 MHz) (TELES et al., 2015), Mo-2 (8, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) (GOMES et al., 2011) e Mo-3 (3, CD30D, 500 e 125

MHz) (BARRETO et al., 2013)

Mo-1 (Isoescutelareina sulfatada) Mo-2 (7,4'-Di-O- Mo-3 (Canferol) Hv-8
methylisoscutellarein)
C SH dc OH dc OH dc OH dc
r : 1237 : 1230 - 1239 : 123,0
5 8,28 (d, J=8,0 129,7| 8,09 (dd,J=7,0¢e 128,5 8,09 (d, J =9,0 Hz, 1306 8,10 (dd, J=6,8¢ 128,6
Hz, 2H) 2,0 Hz, 2H) 2H) ’ 2,1 Hz, 2H)
3 7,08 (d, J=8,7 1149 7,12 (dd, J=7,0e2,0 | 1145 6.90(d, 29,0 Hz, 2H) 1157 7,12 (dd, J=6,9 e 114,6
Hz, 2H) Hz, 2H) ,90(d, I =9,0 Rz, ’ 2,1 Hz, 2H)
& : 162,8 i 162,4 i 1607 i 163,6
7,08 (d, J=8,7 114,9 | 7,12 (dd, J=7,0e2,0 | 1145 | 6,90(d, J=9,0 Hz, 2H) | 1157 7,12 (dd, J=6,9 e 114,6
5 Hz, 2H) Hz, 2H) 2.1 Hz, 2H)
6’ 8,28 (d, J=8,0 129,7| 8,09 (dd,J=7,0¢e 128,5 8,09 (d, J =9,0 Hz, 130,9 8,10 (dd, J=6,8¢ 128,6
Hz, 2H) 2,0 Hz, 2H) 2H) 2.1 Hz, 2H)
OCH3-4° 3,86 (s, 3H) 56,1 3,85 (s, 3H) 55,6 - - 3,85 (s, 3H) 55,7
OCHs7 | 385(s,3H) | 57,0 3,88 (s, 3H) 56,3 i i 3,89 (s, 3H) 56,4
OH-5 | 1287 (s, 1H) i i i i i 12,42 (s, 1H) i
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Tabela 15. Compilacéo dos dados de RMN *H e 3C, HMQC e HMBC de Hv-8 (3,
DMSO-dg, 400 e 100 MHz)

HMQC HMBC
C OH dc 2J 3J
2 - 163,6 - -
3 6,85 (s, 1H) 103,1 C-2,C-4 C-1°,C-10
4 - 182,5 - -
5 - 153,1 - -
6 6,55 (s, 1H) 95,8 C-5,C-7 C-8,C-10
7 i 154,4 : :
8 i 126,3 : :
9 i 144,5 i i
10 - 104,0 - -
I’ - 123,0 - -
2’ 8,10 (dd, J= 6,8 ¢ 2,1 Hz, 2H) 128,6 - C-4’,C-6°,C-2
3 7,12 (dd, J=6,9 e 2,1 Hz, 2H) 114,6 C-4 C-1’,C-5
4 - 163,6 - -
5 7,12 (dd, J=6,9 e 2,1 Hz, 2H) 114,6 C-4 C-1’,C-3
6 8,10 (dd, J=6,8 e 2,1 Hz, 2H) | 128,6 i C-4°,C-2°,C-2
OCHs-4’ 3,85 (s, 3H) 55,7 i C-4
OCHzs-7 3,89 (s, 3H) 56,4 - C-7
OH -5 12,42 (s, 1H) i i i




FERNANDES, D.A. RESULTADOS E DISCUSSAO 144

Figura 65. Espectro de RMN H (5, DMSO-ds, 400 MHz) de Hv-8
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Figura 67. Expansdo do espectro de RMN *H na regi&o entre 84 2,4 € 4,2 ppm (3,

DMSO-ds, 400 MHZz) de Hv-8
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Figura 68. Espectro de RMN 3C (8§, DMSO-ds, 100 MHz) de Hv-8
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Figura 69. Expansdo do espectro de RMN *3C na regi&o entre 8¢ 110,0 e 185,0 ppm (3,
DMSO-dg, 100 MHZz) de Hv-8
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Figura 70. Expansao do espectro de RMN *3C na regi&o entre 8¢ 40,0 e 115,0 ppm
(6, DMSO-ds, 100 MHz) de Hv-8
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Figura 71. Espectro HMQC (5, DMSO-dg, 400 e 100 MHz) de Hv-8
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Figura 72. Expanséo do espectro HMQC na regido entre o1 2,5 e 8,5 ppm e entre d¢

15,0 e 80 ppm (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8
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Figura 73. Expansdo do espectro HMQC na regido entre o1 2,8 e 5,0 ppm e entre d¢
10,0 e 150 ppm (6, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8
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Figura 74. Espectro HMBC (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8
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Figura 75. Expansao do espectro HMBC na regido entre o1 6,5 € 13,0 ppm e entre dc
90,0 e 180 ppm (6, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8
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Figura 76. Expanséo do espectro HMBC na regido entre 6+ 3,65 e 4,15 ppm e entre d¢
148,0 e 172 ppm (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) de Hv-8
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5.2.9. Caracterizacéo estrutural de Hv-9

A substancia codificada como Hv-9 foi obtida como p6 amarelo. Seu espectro
de Infravermelho (Figura 77, pag. 156), registrou bandas em 3468 cm caracteristicas de
deformacdo axial de hidroxila e na regido de 2851 cm™ tipicas de ligagdo C-H (metinico,
metilénicos e metilicos) o que pode sugerir a existéncia de metoxila na molécula (TELES
etal., 2015). Ainda foi possivel observar absor¢des em 1606, 1515 e 1443 cm™, indicando
a presenca de ligacio C=C atribuida a compostos aromaticos, em 1697 cm™ sugestiva de
C=0 de cetona conjugada e em ponte presente em flavonoides (PAVIA et al., 2010). As
absorcdes de estiramento assimétrico em 1384 cm™ e estiramento simétrico em 1182 cm-
! sugeriram a presenca de um grupo S=0 e estes juntamente com absor¢des na regido de
1026 a 1001 cm™ atribuidas a uma ligagdo S-O, nos levaram a propor a existéncia de um
grupo sulfato na estrutura (PAVIA et al., 2010).

Seu espectro de RMN de 'H, obtido em DMSO-ds (Figuras 78 a 80, pags. 157
e 158), exibiu um conjunto de sinais na regido de aromaticos, com diferentes intensidades
entre oH 8,27 ¢ OH 6,48, sugerindo que poderia se tratar de uma mistura de compostos. Os
sinais em o 8,26 (dd, J=9,0 ¢ 1,75 Hz, 2H) acoplando com 617,09 (d, J=9,0 Hz, 2H) e
OH 8,13 (d, J=8,9 Hz, 2H) com &+ 6,86 (d, J= 8,8 Hz, 2H), sugeriram a presenga de dois
sistemas AA’BB’. O Primeiro sistema ¢ sugestivo de uma metoxila como substituinte em
C-4’, desprotegendo as posi¢des H-3°/5" e H-2°/6’. O segundo sistema propde a presenca
de um grupo OH-4’, que protege o H-3’/5" ¢ H-2’/6’. Os substituintes foram
posteriormente confirmados por anélise de RMN 2D.

Ainda no espectro de RMN de ‘H os sinais em 8 7,56 (d, J= 2,2 Hz, 1H), 7,06
(d, J=8,5 Hz, 1H) e 7,83 (dd, J=2,2 e 8,5 Hz, 1H), foram compativeis com um sistema
ABX (TELES et al., 2015b), sugerindo a existéncia de uma terceira molécula na mistura,
os dados espectrais RMN de H e IV sugeriram a presenca de uma mistura de trés
flavonas, renomeadas como substancias 9, 9a e 9b, respectivamente (Figura 79, pag. 157).
Um singleto em oy 3,82, com intensidade para trés metoxilas em um ambiente
qguimicamente e magneticamente equivalentes, foi consistente com a presenca deste grupo
no C-7 do nucleo flavona das trés moléculas. O sinal em 8y 3,84 foi atribuido a metoxila
do C-4’ de um sistema AA’BB’, ¢ o singleto em 3,85 sugeriu o sistema ABX, com OCH3s-
4> ¢ OH-3’ (Figura 80, pag. 158), posteriormente confirmado por RMN bidimensional
(Figura 84, pag. 160) (TELES et al., 2015b).
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O espectro de RMN 3C, obtido pela técnica de APT (Figura 81, pag. 158) exibiu
sinais fracos e de pouca intensidade, aliado com os espetros de HMBC, HMQC, COSY e
NOESY (Figuras 82 a 91, pégs. 159 a 163) foi possivel identificar os compostos na
mistura e confirmar a posicdo dos substituintes. Os dados de RMN *3C de Hv-9 mostrou
carbonos intensos em oc 129,3/115,9, valores caracteristicos dos carbonos 2°/6’ ¢ 3°/5’
do anel B para-substituido de flavonoides atribuidos ao composto majoritario. Ainda foi
possivel observar carbonos metoxilicos em 6c 56,4, 56,4 € 55,7.

Para confirmar a presenca do grupo O-sulfato nas estruturas dos compostos 9, 9a e
9b, foi obtido o espectro de massa de alta resolucdo dos compostos, através do LC-
HRMS. A massa exata (Formula molecular) para 0 composto 9 (composto minoritario)
com ion [M-H], encontrado no tempo de retencdo (RT) de 4,90 min, foi de 393,0260
(C17H1400S); para o composto principal 9a, o ion [M-H] (RT: 3,63 min) foi de 379,0129
(C16H1200S); e para o composto 9b, o ion [M-H] (RT: 4,07 min) e a massa encontrada de
409,0234 (C17H14010S). Estes resultados confirmam a presenca do grupo O-sulfato nas
trés moléculas da mistura e contribuem para a sua identificagdo (Figura 92, pag. 164).

Esses dados em comparacdo com dados da literatura (Tabelas 16 e 17, pags. 153 a
155) permitiram identificar o0 composto 9 como 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-
isoescutelarina, relatado anteriormente em Wissadula periplocifolia (TELES et al.,
2015b) e Sidastrum micranthum (BUCHHOLZ, et al. 2007), ambos pertencentes a familia
Malvaceae, e na espécie H. velutina em trabalho anterior realizado pela nossa equipe
(FERNANDES, 2017). O composto 9a foi identificado como 5,4’-di-hidroxi-7-metoxi-
8-O-sulfato flavona (Mariahine) e o composto 9b identificado como 5,3’-di-hidroxi-7,4’-
di-metoxi- 8-O-sulfato flavona (Condadine), ambos relatados pela primeira vez na
literatura.

Os flavonoides com grupos O-sulfatos ligados ao esqueleto principal séo
provavelmente os derivados flavonoidicos mais incomuns, encontrados em poucas
familias vegetais, possuem atividade anticoagulante, anti agregacdo plaquetaria,
imunomodulador e efeito antitumoral (TELES et al., 2018). Este é o primeiro relato de

flavonoides sulfatados na familia Sterculiaceae.
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Hv-9:

Hv-9: 7.4’-di-O-metil-8-O- Hv-9a: Mariahine

sulfato-isoescutelarina o

Hv-9b: Condadine
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Tabela 16. Dados comparativos de RMN *H e 3C de Hv-9 (8, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) com modelo da literatura Mo-1 (5, DMSO-dg, 400
e 100 MHz) (TELES et al., 2015h)

Mo-1 (Isoescutelareina sulfatada)

Hv-9

Hv-9a

Hv-9b

QCH;

C OH dc OH e

2 - 164,4 - 164,3 - 164,8 - 164,7
3 6,88 (s, 1H) 103,3 6,74 (s, 1H) 101,8 6,74 (s, 1H) 101,8 6,69 (s, 1H) 102,7
4 - 182,7 - 182,6 - 182,6 - 182,6
5 - 157,6 - - - - - -

6 6,53 (s, 1H) 96,6 6,48 (s, 1H) 95,8 6,48 (s, 1H) 95,8 6,48 (s, 1H) 95,8
7 - 159,7 - 159,1 - 159,1 - 159,1
8 - 123,3 - 123,2 - 123,2 - 123,2
9 - 149,9 - 148,8 - 148,8 - 148,8
10 - 104,3 - 104,7 - 104,7 - 104,7
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Tabela 16 (Continuagdo). Dados comparativos de RMN H e $3C de Hv-9 (5, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) com modelo da literatura Mo-1 (3,
DMSO-dg, 400 e 100 MHz) (TELES et al., 2015b)

Mo-1 (Isoescutelareina sulfatada) Hv-9 Hv-9a Hv-9b
C SH oc OH dc OH oc OH dc
1’ - 123,7 - 123,6 - 121,6 - 123,6
5 8,28 (d, J=8,0 129,7 8,26 (d,J=9,0¢ 129,3 8,13 (d, J =8,9 Hz, 129,3 7,56 (d, J=2,2 Hz, 113,8
Hz, 2H) 1,75 Hz, 2H) 2H) 1H)
3 7,08 (d, J=8,7 1149 | 7,09 (d, J=9,0 Hz, 116,0 6,86 (d, J =8,8 Hz, 116,0 - 146,8
Hz, 2H) 2H) 2H)
4 - 162,8 - 162,7 - 162,3 - 151,6
7,08 (d, J=8,7 1149 | 7,09 (d, J=9,0 Hz, 116,0 6,86 (d, J =8,8 Hz, 116,0 7,07 (d, J=8,5 Hz, 111,8
5 Hz, 2H) 2H) 2H) 1H)
6’ 8,28 (d, J=8,0 129,7 8,26 (d,J=9,0¢e 129,3 8,13 (d, J =8,9 Hz, 129,3 7,83 (dd,J=85¢ 119,8
Hz, 2H) 1,75 Hz, 2H) 2H) 2,2 Hz, 2H)
OCH3-4° 3,86 (s, 3H) 56,1 3,84 (s, 3H) 56,4 - - 3,85 (s, 3H) 55,7
OCHs-7 | 385(s,3H) | 57.0 3,82 (s, 3H) 56,4 3,82 (s, 3H) 56,4 3,82 (s, 3H) 56,4
OH-5 | 12,87 (s, 1H) i 12,91 (s, 1H) i 12,91 (s, 1H) i 12,91 (s, 1H) i




FERNANDES, D.A.

RESULTADOS E DISCUSSAO 155

Tabela 17. Compilagéo dos dados de RMN *H e 3C, HMBC de Hv-9 (5, DMSO-ds,

500 e 125 MH2)

Hv-9

Hv-9a

Hv-9b

C HMBC HMBC HMBC

2 - - -

3 C-2 C-2,C-I’ -

4 ] ) i

5 - - -

6 - - -

7 - - -

8 - - -

9 - - -

10 - - -

1’ - - -

2’ C-2,C-4’,C-0’ C-2,C-4,C-0’ C-3’,C-4’,C-6

3° C-4",C-1’ C-4’,C-1°, C-5° -

4 ] ) i

5 C-4,C-1’ C-4,C-1’ C-1’

6’ C-2,C-4 C-2,C-#4 Cc-2’,C-4
OCHs-4’ - - -
OCHs-7 - - -
OH-5 - - -
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Figura 77. Espectro de IV (cm™, KBr) de Hv-9
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Figura 78. Espectro de RMN H (5, DMSO-ds, 400 MHz) de Hv-9
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Figura 80. Expans&o do espectro de RMN *H na regi&o entre 8y 3,65 e 4,03 ppm (8,
DMSO-dg, 500 MHZz) de Hv-9
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Figura 82. Espectro HMBC (5, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) de Hv-9
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Figura 83. Expansdo do espectro HMBC na regido entre 6H 6,6 € 8,4 ppm e entre 6c
105,0 e 165 ppm (6, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) de Hv-9
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Figura 84. Expanséo do espectro HMBC na regiéo entre o1 3,78 e 3,89 ppm e entre dc

1500 e 164 ppm (5,  DMSO-ds, 500 e 125 MHz) deHv-9
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Figura 86. Expansdo do espectro HMQC na regido entre o1 6,4 e 8,4 ppm e entre

dc 95,0 e 130,0 ppm (8, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-9
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Figura 88. Espectro de COSY (6, DMSO-ds, 500 MHz) de Hv-9

T
OH
L _L_‘ aCH
f.‘_~'\.'.-| Jﬁ" e
‘ .
15b

LJJMH

— ) . :
— A .
= =
1‘4 1‘3 ].‘2 lll 1‘0 EI! é 7 - [pépm] 4 3 I2 1 i} 1 ‘2
Figura 89. Expanséo do espectro de COSY (5, DMSO-de, 500 MHz) de Hv-9
. (I g .‘Ii LD
" "'IL:: P 'L*:; || . /'J‘;-‘.Q - [ H I‘ b o |:;‘ ‘”1
I, 8 I n H R
\T_« TI., ] e -
by M_J\.L L M_M\JU_IU\[L
= = ED 7.0
J @° 175 g
1 9 o) fal
TJ o) =4 - (i) e

86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73
f2 (ppm)

T T T T T T T T T T T
722 71 7.0 69 68 67 66 65 64 63 62




FERNANDES, D.A. RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 90. Espectro de NOESY (8, DMSO-dg, 500 MHz) de Hv-9
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Figura 92. Espectro de UV a 340 nm em UPLC-DAD (A) e ESI base peak ion (BPI)
Cromatograma de Hv-9, mistura analisada por UPLC-QTOF-MS (B)
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5.2.10. Caracterizacdo estrutural de Hv-10

A substancia codificada como Hv-10, foi isolada como um p6 amarelo. A anélise
dos espectros de RMN de H, obtido em Acetona-ds (Figuras 93 a 96, pag. 169 e 170),
evidenciou a presen¢a de um conjunto de sinais na regido de aromaticos entre oH 6,78 €
dH 7,0. Foram observados os sinais: 6+ 6,78 (d, J= 8,1 Hz, H-5/ H-5") acoplando orto
com dH 6,83 (dd, J=8,1 Hz, H-6/ H-6), um singleto em 61 6,99 (d, J= 1,9 Hz H-2/ H-
2”), indicando a presenca de uma substitui¢ao do tipo ABX no anel (Figura 94, pag. 169)
(Yletal. 2010).

Um préton oximetinico em on 4,7 (d, J=4,3 Hz, H-7/H-7’), protons
oximetilénicos em dn 4,21 (dd, J=9,0 Hz, H-9/H-9”) e 6w 3,79 (dd, J=9,1 Hz, H-9/H-9"),
e um hidrogénio metinico em on 3,08 (dd, J=6,3 Hz, H-8/H-8"), levaram a sugerir que a
substancia seria uma lignana (Figura 95, pag. 170) (ZHOU, REN, LI, 2017). Além de
um singleto em 61 3,84 com integral para seis hidrogénios sugerindo a presenga de duas
metoxilas na molécula.

O espectro de RMN de *3C (Figuras 97 e 98, pag. 171) apresenta 10 sinais,
referentes a 20 carbonos caracteristico de lignanas, sendo seis carbonos aromaticos: dc
148,4 (C-3/C-3’), oc 146,9 (C-4/C-4’), oc 134,2 (C-1/C-1’), oc 119,7 (C-6/C-6"), dc
115,5 (C-5/C-57), 6c 110,6 (C-2/C-2’); um carbono oximetinico em d¢c 86,7 (C-7/C-7°),
um carbono oximetilénico em d¢ 72,4 (C-9/C-9’), um metinico em d¢c 55,2 (C-8/C-8’) ¢
um carbono em ¢ 56,3 que confirmou a presenca de metoxilas na molécula (ASSIS-
JUNIOR, GARCEZ, GARCEZ, 2013). Para se confirmar as posi¢fes dos substituintes
na estrutura, tanto nos anéis furofuranicos quanto aromaticos, foram avaliadas as
correlacdes nos mapas de contorno de HMQC e HMBC (Figuras 99 a 104, pags. 172 a
174).

Apb6s comparacdo dos dados obtidos com aqueles da literatura (Tabela 18, pag.
167), pode-se constatar que a substancia Hv-10 tratava-se de uma lignana
dibenzilbutirolactdnica, o pinoresinol, isolado anteriormente de H. angustifolia e H.
hirsuta (CHEN et al., 2006; CHIN et al., 2006). Sendo relatada pela primeira vez na
espécie H. velutina.

As lignanas e seus derivados sdo bastante conhecidas devido suas atividades
antichagasica (SOUZA et al. 2012). Estudos comprovam a atividade antiinflamatéria e
antitumoral do pinoresinol (DURING et al. 2012; LOPEZ-BIEDMA et al. 2016).
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Hv-10: Pinoresinol
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Tabela 18. Dados comparativos de RMN tH e *C de Hv-10 (8, CD3COCD3, 500 e 125 MHz, respectivamente) com modelo da literatura Mo-
1 (8, CDCls, 400 e 100 MHz) (Yl et al., 2010) e Mo-2 (5, CDCls, 200 e 50 MHz) (MARQUES, 2014) e Mo-3 (5, CDCls, 500 e 125 MHz)
(MESSIANO, 2010).

Mo-1 (Pinoresinol)

Mo-2 (Seringoresinol)

Mo-3 ((-)Filigenina)

Hv-10

OH 8¢ OH ac
lel’ - 132.8 ; 131,99 - 131.0; - 134.1
133,1
e 6,90 (d, 2H) 108,6 6,56 (s, 4H) 102,55 6,96 (d, J=1,5 Hz, 1H) 11%98,%; 6,98 (d, J=1,9 Hz, 2H) 110,6
_ 5 s 6,93 (d, J=2,0Hz, 1H) 48.9: ) 148.4
3e3’ : - 147,08 -
: : 146,7 146,7
4e4 - 134,17 - 1482
5e5 6,88(d,J=8,0Hz 2H) 1143 6,87 (sl,1H); 6,91 (d, = 6,78(d, J=8,1 Hz, 2H) 1155
( ) : 147,08 GLIH):691(d
J=8,0 Hz, 1H)
6,81 (dd,J=8,0e1,9 119,0 6,87 (sl,1H); 117,8; 6,83 (dd,J=8,1 Hz, 119,7
6¢e6 Hz, 2H) 6,56 (s, 4H) 102,55 6,86 (dd,, J=8,0; 2,0  119,2 2H)
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Tabela 18 (Continuacéo). Dados comparativos de RMN H e *C de Hv-10 (5, CD3COCD3, 500 MHz e 125 MHz, respectivamente) com modelo
da literatura Mo-1 (5,CDCl3, 400 e 100 MHz) (Y1 et al., 2010) e Mo-2 (5, CDCls, 200 e 50 MHz) (MARQUES, 2014) e Mo-3 (5, CDCls, 500 e
125 MHz) (MESSIANO, 2010).

Mo-1 (Pinoresinol) Mo-2 (Seringoresinol) Mo-3 ((-)Filigenina) Hv-10
Cc | OH | &c OH | 8¢ OH | &c OH | &c
4,47 (d, J=4,4Hz,2H) 858 4,70(d,J=4,0Hz,2H) 86,09 4,89 (d,J=5,5Hz,1H) 82,1; 4,66 (d, J=4,3Hz,2H) 86,7
TeT 87,7
4,46 (dd, J=7,0 Hz,
1H)
e’ 3,10 (m, 2H) 54,1 3,18-2,92 (m, 2H) 54,28 3,34 (m, 1H) 50,2; 3,08 (dd, J=6,3 Hz, 55,3
e 2,93 (m, 1H) 54,5 2H)
, 4,24 (m, 2H); 3,88 (m, 71,6 4,26 (dd, 3=8,9: 6.7 71,75 3.34 (m, 1H): 69,7, 4,29 (dd, J:9,0_Hz, 72,3
9¢9 2H) Hz, 4H) 3.85(m. 1H) 71,0  2H); 3,78 (dd, J=9,1
’ ’ ’ Hz, 2H)
OCHs 3,90 (s, 6H) 56,0 3,87 (s, 12H) 56,29 3,92 (s, 3H) 56,0 3,84 (s, 6H) 56,2
-3,3° 3,93 (s, 3H) 56,0
ochs - ] ] ] 3,90 (s, 3H) > ) .
OCHzs - - 3,87 (s, 12H) 56,29 - - -

-5.5°
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Figura 93. Espectro de RMN H (8, CD3COCDj3, 500 MHz) de Hv-10
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Figura 94. Expansio do espectro de RMN H na regi&o entre Sn 6,76 e 7,02 ppm (8,
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Figura 95. Expansdo do espectro de RMN *H na regi&o entre 8n 3,75 € 4,7 ppm (3,
CD3COCD3, 500 MHz) de Hv-10
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Figura 97. Espectro de RMN 13C (8, CD3sCOCD3, 125 MHz) de Hv-10
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Figura 98. Expanséo do espectro de RMN 3C (5§, CDsCOCDs3, 125 MHz) de Hv-10
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Figura 99. Espectro HMBC (5, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10
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Figura 100. Expanséo do espectro HMBC na regiéo entre on 6,6 € 7,15 ppm e entre d¢
80,0 e 150,0 ppm (3, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10
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Figura 101. Expansdo do espectro HMBC na regido entre o 3,6 € 4,8 ppm e entre dc
50,0 e 150,0 ppm (3, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10
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Figura 102. Espectro HMQC (5, DMSO-ds, 500 e 125MHz) de Hv-10
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Figura 103. Expanséo do espectro HMQC na regido entre o1 6,65 e 7,15 ppm e entre d¢

108,0 e 121,0 ppm (5, DMSO-ds, 500 € 125MHz) de Hv-10
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Figura 104. Expanséo do espectro HMQC na regido entre 6+ 2,8 e 5,0 ppm e entre d¢
45,0 e 90,0 ppm (5, DMSO-dg, 500 e 125MHz) de Hv-10
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5.3. Avaliacdo da atividade das fases de Helicteres velutina frente a larvas L4
de Aedes aegypti

Em estudo anterior realizado pela nossa equipe, foi verificada a atividade
larvicida do EEB das partes aéreas de H. velutina, que apresentou CLso 2,98 mg/mL frente
as larvas (L4) de Ae. aegypti (FERNANDES et al. 2018). Visando dar continuidade ao
estudo bioldgico com esta espécie, o extrato foi quimicamente fracionado, por meio de
uma cromatografia liquido-liquido como descrito no Esquema 6 (pag. 64). As fases
obtidas foram biomonitoradas com ensaios utilizando as larvas do vetor, no intuito de se
trabalhar fitoquimicamente com aquelas que tivessem maior potencial bioativo, buscando
isolar os constituintes quimicos responsaveis pela atividade previamente descrita
(FERNANDES et al. 2018), que venham a ser Uteis na busca por novos compostos
naturais inseticidas, mais seletivos e biodegradaveis, sobre o Ae. aegypti.

Os resultados obtidos para atividade larvicida das fases hexano, diclorometano,
acetato de etila, n-butandlica e hidroalcdolica, obtidas a partir do EEB, estdo apresentados
na Figura 105, pag. 176. Como podemos observar nos graficos de barras, as fases que
apresentaram atividade promissora foram as de menor polaridade, hexanica e
diclorometénica, com valores de CLso 3,38 mg/mL e 5,80 mg/mL, respectivamente, essas
concentracdes foram ligeiramente superiores em relacdo ao CLso do EEB, 0 que sugere
uma atividade sinérgica das substancias existentes na composi¢do do extrato (COELHO,
DE PAULA, ESPINDOLA, 2009).

As fases de maior polaridade, acetato de etila com CLsp 13,42 mg/mL, n-
butandlica com CLsg 10,31 mg/mL e hidroalcoolica com mortalidade minima na
concentracdo maxima utilizada (20,0 mg/mL) em 24 horas, precisariam de doses
significativamente maiores que as estabelecidas, sendo excluida do estudo.

Estes resultados estdo em acordo com o que foi descrito anteriormente por
Mukandiwa, Eloff, Naidoo (2015), que avaliaram o efeito larvicida dos extratos hexanico,
diclorometanico e acetbnico das folhas de Clausena anisata (Rutaceae) contra as larvas
(L3) de Ae. aegypti, onde apenas o0 extrato hexanico causou mortalidade nas
concentracdes testadas, apresentando CLso 0,068 e 0,059 mg/mL em 24 e 48 horas,
respectivamente. Outro estudo relatou que o extrato hexanico das folhas de Zanthoxylum
oxyphyllum (Rutaceae) mostrou-se ativo com CLso 1,93; 1,40; 3,93 e 5,99 mg/mL para
0s estagios L1, L2, L3 e L4 de Ae. aegypti, respectivamente (BORAH, KALITA,
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TALUKDAR, 2014). Esses dados demonstram que o estagio larval escolhido e o tempo
de andlise interferem no resultado obtido, podendo se observar concentragfes que variam
conforme essas duas variaveis.

Uma pesquisa avaliando a atividade da casca do caule, raizes e folhas da espécie
Murraya koeniggi, extraida com diferentes solventes, mostrou que o extrato hexanico
apresentou forte atividade contra larvas de Ae. aegypti, seguido do extrato cloroférmico
e metandlico (SUKARI et al. 2013). Outro trabalho com a mesma espécie, avaliou fragdes
obtidas apds procedimento cromatografico do extrato hexanico, a fracdo mais ativa teve
CLso 0,035 mg/mL (ARIVOLI, RAVEEN, SAMUEL, 2015).

Em estudo realizado por Guarido (2009), as atividades de extratos obtidos das
sementes de Annona foetida Mart. (Anonaceae) foram avaliadas, o extrato mais eficiente
foi o diclorometanico CLso 0,007 mg/mL, seguido do hexanico 0,015 mg/mL e
metanolico 0,076 mg/mL em 24 h. Outro estudo mostrou resultados semelhantes com os
valores de CLso 0,289 e 0,325 mg/mL, para o extrato diclorometanico e hexanico apos 24
h de tratamento, respectivamente (PLUEMPANUPATI et al. 2012).

Os extratos vegetais podem manifestar os seus efeitos toxicos nas larvas de
diversas maneiras, por exemplo, supressao da reproducdo e fertilidade, mortalidade e
inibicdo do crescimento (DARMALI et al., 2015).

Figura 105: Atividade larvicida das fases de H. velutina contra Ae. aegypti apds 24 horas.
CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.
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Como podemos observar a atividade das fases frente as larvas de Ae. aegypti,
dependem de vérios fatores, como a espécie escolhida, parte da planta de onde foram
obtidos o0s extratos, solventes escolhidos para extracdo, entre inimeros outros
(SANTANA, 2012; NOUR, SANDANASAMY, NOUR, 2012). As espécies vegetais sao
Unicas e singulares, possuindo uma gama de compostos com vasta complexidade
estrutural, cada fase extrai da sua matriz os constituintes de maior afinidade pela mesma,
para a espécie H. velutina foi observado que as fases mais ativas frente as larvas (L4) de
Ae. aegypti sdo as mais apolares e com base nisso optamos por dar continuidade aos

ensaios bioldgicos com as fases hexanica e diclorometanica e seus derivados.

5.3.1. Auvaliagéo da atividade ovicida das fases de Helicteres velutina frente ao Aedes
aegypti

As fases hexanica e diclorometéanica foram avaliadas quanto a sua capacidade de
inibir a eclodibilidade dos ovos de Ae. aegypti, para isso foram testadas concentracfes
que variaram de 0,1 a 10,0 mg/mL, os resultados podem ser observados na Figura 106,
pag. 178.

Nos graficos gerados pelo GraphPad Prism foi observado que a porcentagem
de eclosdo foi inversamente proporcional a concentracdo das fases, com grande
similaridade entre a atividade ovicida das fases hexanica e diclorometanica, apresentando
100% de mortalidade (inviabilidade de eclosdo) na concentracdo de 5,0 mg/mL, enquanto
0S ovos no controle negativo mostraram 100% de eclodibilidade, durante o mesmo
periodo de observacao.

Pesquisas anteriores relatam atividade ovicida de extratos vegetais. Govidarajan
(2011) em estudo com a espécie Cardiospermum halicacabum Linn. (Sapindaceae),
avaliou os extratos benzenico, hexanico, cloroférmico, acetato de etila e metandlico
quanto a capacidade de inibir a eclosdo de ovos, o extrato cloroférmico apresentou
promissora atividade ovicida na concentracdo de 0,5 mg/mL e o extrato hexanico a 0,6
mg/mL.

Munusamy et al. (2016), avaliou a acdo ovicida dos extratos hexanico,
cloroférmico e metanolico, obtidos de diferentes plantas, detectando maior atividade para
0 extrato metandlico da raiz de Rubia cordifolia, na concentragéo de 0,5 mg/mL, inibindo
70,4% da eclosdo de ovos de Ae. aegypti, seguido do extrato hexanico da raiz de Scilla

peruvina que registrou atividade ovicida de 43,2% na mesma concentragéo.
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Reegan (2015), mostrou que entre os extratos hexanico, acetato de etila e
metandlico de diferentes vegetais, o hexanico de Limonia acidissima (Linn.) apresentou
melhor atividade ovicida com 60% de inibicdo na concentragéo de 0,5 mg/mL, seguido
do extrato hexanico de Aegle marmelos (Linn.), com moderada atividade e acdo ovicida
de 48,8% na mesma concentracdo, os demais extratos testados ndo apresentaram
atividade promissora. Atividade ovicida do extrato de A. alnifolia obtido com diferentes
solventes, hexano, benzeno, acetato de etila, acetona e metanol, apresentou maior inibigéo
da eclosdo de ovos na ordem em que foram citados (KOVENDAN et al, 2013;
GOVINDARAJAN & SIVAKUMAR, 2014). Como pode ser visto a atividade ovicida,
assim como as demais atividades, depende ndo apenas do solvente de extracdo, mas
também das espécies estudadas, pois cada espécie apresenta um perfil quimico e biologico

distinto.

Figura 106: Atividade ovicida das fases de H. velutina contra Ae. aegypti ap6s 25 dias.
CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.
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5.3.2. Avaliacdo da atividade pupicida das fases de Helicteres velutina frente ao

Aedes aegypti

A atividade pupicida das fases hexanica e diclorometanica sdo mostrados na
Figura 107, pag. 179. A mortalidade pupal foi consideravelmente maior na fase hexanica,
indo de 85% na concentracdo de 0,15 mg/mL para 100% a 0,20 mg/mL nas primeiras
24h, enquanto a fase diclorometénica s6 comegou a causar morte das pupas a partir de
1,25 mg/mL, na dose de 10,0 mg/mL alcangcou 78% de mortalidade apos 72h de

exposicdo. Os valores de CLso foram 0,12 e 8,85 mg/mL, respectivamente.
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Algumas pesquisas anteriores mostraram resultados diferentes, como o estudo
com a espécie Dalbergia oliveri (Fabaceae), no qual a mortalidade das pupas foi maior
com extrato diclorometanico, apds 48 horas de tratamento na CLso 1,0 mg/mL e hexanico
1,21 mg/mL (PLUEMPANUPAT et al. 2012). Reegan et al. (2014), avaliaram algumas
fragcdes oriundas do extrato hexanico, estas apresentaram atividade pupicida promissora
com CLsg entre 0,004 e 0,032 mg/mL. Isso mostra que o estudo de biomonitoramento
pode levar a obtengdo de compostos cada vez mais ativos € em menores concentragdes.

Estudos obtidos com outros solventes também relataram atividade. O extrato
metanolico dos frutos de Solanum xanthocarpum apresentou boa atividade pupicida com
CLso de 0,279 mg/mL (KUMAR et al, 2012), bem como o extrato etanodlico de Citrus
sinensis CLsp 0,497 mg/mL (MURUGAN et al, 2012).

Figura 107: Atividade pupicida das fases de H. velutina contra Ae. aegypti apds 72 horas.
CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.
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(*) Resultados diferem significativamente do controle negativo. (**) Resultados diferem

significativamente do controle positivo.

5.3.3. Auvaliagéo da atividade adulticida das fases de Helicteres velutina frente ao

Aedes aegypti

Para avaliar a atividade adulticida foram realizados testes de contato tarsal e
corporal das fases hexanica e diclorometanica de H. velutina contra 0 mosquito adulto de
Ae. aegypti.

Os resultados do ensaio de contato tarsal esta apresentado na Figura 108, pag.
181. Os graficos mostram uma mortalidade dose-dependente, a atividade tarsal da fase
diclorometanica foi superior a fase hexanica. Os valores de CLso calculados foram 0,74 e

8,01 mg/mL, respectivamente. Em relag&o as altera¢cbes comportamentais dos mosquitos,
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foi observado que nas concentracfes mais altas, os adultos apresentavam movimentos
inquietos por alguns momentos, com voo anormal e depois morriam.

Govindarajan e Sivakumar (2012) avaliaram o efeito de extratos de plantas
obtidos com diferentes solventes (hexano, benzeno, cloroférmio, acetato de etila e
metanol) em adultos de Ae. aegypti em 24 h, sendo registrada maior atividade para o
extrato metandlico, seguido de cloroférmio, benzeno, acetato de etila e hexanico com
CLso 0,192; 0,207; 0,222; 0,235; 0,252 mg/mL, respectivamente. Esses dados estéo de
acordo com o descrito por Amerasan et al. (2012), utilizando como solventes metanol,
acetona, benzeno, cloroférmio e hexano para Cassia tora que apresentou CLsg 0,252;
0,269; 0,287; 0,307; 0,329 mg/mL, respectivamente, corroborando com o que havia sido
descrito por Kovendan et al. (2013). Para a espécie Albizia lebbeck o extrato metandlico,
seguido por acetato de etila, cloroférmio, benzeno e hexano com CLso 0,069; 0,087;
0,099; 0,111; 0,119 mg/mL, apresentaram as melhores respostas em adultos de Ae.
aegypti, respectivamente (GOVINDARAJAN & RAJESWARY, 2015).

No trabalho de Ajaegbu et al. (2016) com a espécie Spondias mombin, a melhor
atividade foi da fase diclorometanica com CLso 2,172 mg/mL, seguida por hexano 4,426
mg/mL e acetato 5,346 mg/mL. Govindarajan & Sivakumar (2014), mostrou que o extrato
metandlico foi o mais ativo, 0,2 mg/mL matou 99% dos mosquitos, enquanto o extrato
cloroférmico, com uma concentragdo de 0,25 mg/mL foi capaz de matar 97% dos adultos
expostos, sendo ligeiramente mais ativo que o extrato hexanico de Erythrina indica, onde
0,3 mg/mL matou 94% dos adultos de Ae. aegypti.

No teste de contato corporal, observou-se um comportamento contréario ao do
teste de contato tarsal, onde a acdo da fase hexanica foi ligeiramente superior a fase
diclorometénica, com os valores de CLso 0,05 e 0,23 mg/mL, respectivamente (Figura
109, pag. 181). Quanto as alteracGes comportamentais durante os bioensaios, apos o
periodo de 24 e 48 horas de tratamento, os adultos ficavam com movimentos incomuns,
inquietos e dificilmente permaneceram na superficie do recipiente de contenc¢éo, ficando
cada vez mais letéargicos, paralisados e depois morreram. Foi observada mortalidade no
controle negativo, o que pode ser atribuido & auséncia de alimentacéo dos insetos.

O resultado obtido é comparavel a relatos anteriores de Yu et al. (2015) que
observaram em seus experimentos que entre os extratos hexanico, cloroférmico, aquoso
e metanolico da espécie Bryopsis pennata contra Ae. aegypti, 0 mais ativo foi o
cloroférmio CLso 73,49 mg/cm?, seguido do metandlico 86,48 mg/cm?, hexanico 233,55

mg/cm? e aquoso 523,82 mg/cm?. De acordo com Choochote et al. (2005) estudos
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relacionados a aplicacdo topica em corpos de insetos ainda sdo bastante raros, nestes
estudos os mosquitos que ficam deitados no fundo do recipiente de retengdo e néo

respondem a estimula¢do mecanica sdo contados como mortos.

Figura 108. Atividade adulticida — contato tarsal das fases de H. velutina contra Ae.

aegypti apos 48 horas. CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.
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Figura 109: Atividade adulticida — contato corporal das fases de H. velutina contra Ae.
aegypti apos 48 horas. CP = Controle Positivo, CN = Controle Negativo.
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Um estudo de Reegan et al. (2014) avaliando a inibi¢do da postura de ovos com
0s extratos hexanico, acetato de etila e metandlico de Limonia acidissima, o extrato
hexanico causou 100% de inibicdo em fémeas adultas de Ae. aegypti nas concentracfes
testadas de 0,062 a 0,5 mg/mL. H& também estudos que mostram atividade toxica para
insetos que se alimentam dos extratos das sementes de Piptadenea viridiflora, Erythrina

velutina e Enterolobium contortisiliguum com CLsg 0,005 0,012 e 0,013 mg/mL,
respectivamente.
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5.3.4. Avaliacdo da atividade das substancias isoladas de Helicteres velutina frente a

larvas L4 de Aedes aegypti

Ap0ls os ensaios bioldgicos com as fases hexanica, diclorometéanica e estudo
fitoquimico com as respectivas fases, que levou ao isolamento e caracterizacao estrutural
de 17 substancias durante o mestrado e doutorado (FERNANDES et al. 2018), foi
realizado um estudo computacional in silico, que nos permitiu fazer uma triagem para
testar apenas as substancias mais promissoras sobre o Ae. aegypti, os dados podem ser
vistos no topico 5.4 (pag. 198).

Das 17 substancias, apenas trés foram ativas nas trés proteinas testadas, entre elas
o B-sitosterol glicosilado, que ja possui estudo anterior comprovando sua atividade com
CLso de 0,011 mg/mL em larvas L2 (PONTUAL, 2010), as outras duas foram o tilirosideo
e a 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona, foram realizados testes larvicidas com essas duas
substancias a fim de se comprovar suas atividades preditas no teste virtual.

Como pode ser visto na Figura 110, pag. 183, as duas substancias testadas
mostraram promissora atividade na concentracdo de 1,0 mg/mL, com mortalidade de
90,0% para o flavonoide sulfatado em 24 h e que aumentou para 100,0% em 48 h na
mesma concentragéo, ja o tilirosideo apresentou mortalidade maxima na concentragéo de
1,0 mg/mL ap6s 72 h. As CLso calculadas foram de 0,182 e 0,275 mg/mL,
respectivamente.

A estrutura quimica da 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona é semelhante a
estrutura da 7,4’-Di-O-metilisoescutelareina (Figura 111, pag. 183), nos chamou atencao
as mesmas terem dado resultados tdo diferentes nos testes in silico, entdo decidimos fazer
uma analise experimental com a substancia sem sulfato no C-8 do nucleo flavonoidico
para compararmos os resultados. A auséncia do sulfato diminuiu consideravelmente a
atividade passando de 90% de mortalidade para 21,6%, 0 que nos levou a sugerir que a
presenca do sulfato na molécula corroborou em grande parte para sua atividade larvicida
(Tabela 19, pag. 183).
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Figura 110: Atividade larvicida das substancias isoladas de H. velutina, tilirosidio apos

72 h e 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona ap6s 24 h. CP = Controle Positivo, CN =
Controle Negativo.
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(*) Barras seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente segundo teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Figura 111: Estruturas quimicas. A) 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona; B) 7,4’-Di-O-
metilisoescutelareina.

Tabela 19. Atividade das substancias isoladas de H. velutina com atividade promissora
in silico contra Ae. aegypti apds 24, 48 e 72 horas de exposicao

Substancias Concentrac0es % de larvas mortas + Desvio CLso
(mg/mL) padréo (mg/mL)
24 h 48 h 72 h
7,4’-Di-O- 1,0 21615 216+15 216+15 -
metilisoescutelareina
7,4’-di-O-metil-8-O- 1,0 90,0+10 100£1,0 100+1,0
sulfato-flavona
0,5 71,605 933+15 100+1,0
0,25 583+1,1 883+15 100+1,0 0,182
0,1 433+05 483+13 51605
0,05 116+05 200+£10 200+1,0
Tilirosideo 1,0 150+£10 600+£10 10010
0,75 116+05 600+10 10010 0,275
0,5 66+05 483+05 833x05
0,25 33+05 433+05 700£1,0

0,1 00+0 216+13 466+0,5
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Garcez et al. (2013) traz uma revisdo com diversas substancias obtidas a partir
de plantas, pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundarios, que mostraram
atividade frente a larvas de Ae. aegypti. Pontual (2010), relata atividade para quercetina
(0,035 mg/mL) e canferol (0,030 mg/mL) isolados de Gardenia ternifolia (Rubiaceae)

promoveram mortalidade de L2.

5.3.5. Tempo de sobrevivéncia das larvas (L4) expostas as fases e substancias

promissoras

O tempo de sobrevivéncia das larvas expostas as substancias teste, foi avaliado
nos intervalos de 0, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas, para a fase hexénica (5,0 mg/mL),
diclorometanica (10,0 mg/mL), 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona e tilirosideo (1,0
mg/mL), tendo em vista que esta ultima sé apresentou mortalidade total das larvas apds
72h de exposicdo (Figura 105, pag. 176 e Figura 110, pag. 183).

Essa analise nos permitiu observar o perfil de mortalidade das larvas ao longo
do tempo e saber de forma mais precisa a partir de que momento a substancia comeca a
ter efeito, devendo-se levar em consideracdo que foram utilizadas diferentes
concentragOes das solucdes teste, escolhidas com base na dose necessaria para se matar
todas as larvas expostas nos periodos de tempo assinalados anteriormente.

Como pode ser observada na Figura 112 (pag. 185), a fase diclorometanica
apresentou o melhor perfil de mortalidade nas trés primeiras horas, chegando a 33,5%,
sequido da 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona 16,7% e fase hexanica 6,7%, no mesmo
intervalo, o comportamento dos trés compostos se manteve semelhante ao longo da
analise, chegando a 90,0%, 98,34% e 96,7%, respectivamente, ao atingir 24 horas de
exposicao.

O tilirosideo por sua vez apresentou um perfil diferente, 6,7% das larvas
expostas morreram nas 12 primeiras horas de analise, com mortalidade mais acentuada
apos 48h, representando 65,0%, totalizando 100,0% ao atingir 72h. No controle negativo
ndo foi registrado nenhuma morte, algumas das larvas inclusive chegaram a se
transformarem em pupa nesse periodo.

Em estudo realizado por Nunes (2013), com suco de Agave sisalana, observou-
se um comportamento similar utilizando a concentracdo de 6,5 mg/mL, as larvas
comecaram a morrer a partir de 12 h, atingindo 88,0% de mortalidade das larvas em 24 h

de exposigéo.
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Levando-se em consideracdo as doses utilizadas no nosso estudo, a substancia
mais ativa foi a 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona, que apresentou o melhor perfil de
mortalidade na concentracdo de 1,0 mg/mL.

Figura 112. Porcentagem da sobrevivéncia das larvas de Ae. aegypti expostas as fases e

substancias isoladas de H. velutina com suas respectivas concentragdes letais.
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Durante esse ensaio, também foram observados os aspectos macroscopicos das
larvas e suas alteragcbes morfoldgicas ap6s 24 horas de exposicdo, permitindo verificar
que nos grupos testes mesmo quando as larvas ndo estavam mortas, se apresentavam
debilitadas, com motilidade comprometida, ficando cada vez mais letargicas,
apresentando alteracdo na coloracdo e no aspecto corporal (Figura 113, pag. 186). No
grupo controle negativo as larvas apresentavam morfologia externa normal, providas de
motilidade em meio liquido, corroborando com o que havia sido descrito anteriormente
(SANTOS, 2015).

Na fase hexanica foi observado um alongamento do corpo das larvas, com
completa destruicdo corporal (Figura 113, pag. 186), apesar de mais lenta, também se
mostrou mais agressiva, quando comparada a fase diclorometano, onde por sua vez as
larvas apresentaram um aspecto de contracdo corporal, sem, no entanto, ser possivel
observar destruicdo aparente (Figura 114, pag. 186). Estes dados ajudam a explicar a
eficacia maior da fase hexanica, que necessita de metade da concentracdo da fase
diclorometano para ter a mesma porcentagem de mortalidade em 24h de exposicéo.

Quanto a 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona e o tilirosideo a diferenga mais
marcante em comparagdo ao controle negativo, foi em relacéo a alteracdo na coloracdo
corporal, enquanto as larvas expostas ao flavonoide sulfatado apresentaram perda de
coloracéo, as tratadas com o flavonoide glicosilado estava com corpo mais escuro, poréem
nenhuma das duas apresentou diferencas morfologicas com o controle (Figura 113 e 114,
pag. 186).
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Figura 113. Aspectos macroscopicos das larvas de Ae. aegypti apds 24 horas de
exposicdo as fases hexanica e diclorometanica e as substancias 7,4’-di-O-metil-8-O-
sulfato flavona e Tilirosideo observados ao olho nu
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Larva L4 9 Fase
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’

Figura 114. Aspectos macroscépicos das larvas de Ae. aegypti apds 24 horas de
exposicdo as fases hexanica e diclorometénica e as substancias 7,4’-di-O-metil-8-O-

sulfato-flavona e Tilirosideo observados em microscopio.

7 4'-di-O-methyl-8-O-sulphate flavone

5.3.6. Producdo de NO em larvas (L4) expostas as fases e substancias isoladas de

Helicteres velutina em diferentes periodos

Com o objetivo de verificar a possivel alteracdo na producdo de NO, produzido
pelos hemdcitos de larvas (L4) expostas as amostras, determinou-se a concentragdo do
ion nitrito (NO2"), produto de degradacdo do NO, ap0s 3, 6 e 24 horas para as fases e 7,4’-
di-O-metil-8-O-sulfato flavona e apds 3, 6, 24, 48 e 72 h para o tilirosideo, expostas a
CLso da atividade larvicida dessas substancias (Figura 115, pag. 187).
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A concentracdo de NO nas larvas tratadas com a fase hexanica foi maior nas
primeiras trés horas de exposicao (37,5 £ 6,5 uM) e diminui ao longo do tempo, chegando
a27,3+75uM e 10,8 £ 3,0 uM, apos 6 e 24h, respectivamente. O tilirosideo também
apresentou a concentracdo maxima de NO nas trés primeiras horas (78,9 £ 8,0 uM),
diminuindo para 23,4 + 5,2 uM, 8,3 £ 1,2 uM, e se mantendo em 20,5 + 4,6 UM nos
intervalos avaliados.

A fracdo diclorometanica mostrou resultado contrério, a producdo de NO foi
menor nas primeiras horas de exposicdo (29,2 £ 0,6 uM) e aumentou significativamente
ao longo do tempo, chegando a 80,1 £ 12,7 uM e 123,8 £ 27,1 UM em 6 e 24 horas. S
substancia  7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona teve comportamento similar, a
concentracdo de NO foi 21,9 + 1,8 uM nas trés primeiras horas, aumentando para 26,2 +
3,0 UM e 56,2 + 8,8 uM em 6 e 24 horas, respectivamente.

Figura 115. Producdo de NO em larvas (L4) expostas a CLsp.
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(*) Resultados diferem significativamente do controle negativo. Barras seguidas pela
mesma letra, ndo diferem significativamente segundo teste de Tukey, em nivel de 5% de

probabilidade.
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A fracdo hexanica e o tilirosideo mostram um perfil semelhante na producéao de
NO, onde ap6s um pico maximo de producdo nas primeiras horas de exposi¢do, a
concentracdo diminui ao longo do tempo. Esta diminuicdo pode estar relacionada com a
acao mais lenta desses compostos nas larvas, a resposta mais tardia pode causar menor
recrutamento dos hemdcitos, diminuindo a producéo de células de defesa, o que resulta
na menor concentracdo de NO e maior a¢do agente agressor.

A fracéo diclorometanica e a 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona apresentaram
aumento na concentracdo de NO, isso pode ser atribuido a uma acdo mais rapida desses
compostos e maior recrutamento de células de defesa ao longo do tempo de exposicao,
apesar da maior producdo de agentes de defesa pelas larvas, as substancias conseguem
ser mais agressivas.

Os resultados obtidos sugerem que 0s compostos atuam causando mortalidade
através de mecanismos de acdo distintos.

Nunes et al. (2015) relatam que o aumento da producdo de NO pelos hemécitos,
esta correlacionado com a resposta imune contra agentes estranhos. Estudos anteriores
relatam o aumento na producdo de NO por invertebrados ao longo do tempo,
evidenciando o envolvimento desta molécula no processo imune de defesa dos insetos
(FARALDO et al. 2005; RIBEIRO, 2010; NAPPI et al. 2000).

A diminuicdo na producdo de NO ¢ relatada em estudos com Ae. aegypti, sendo
atribuido a um possivel efeito inibidor da enzima NO sintase, interferindo na producéo
do éxido nitrico nas larvas, podendo potencializar os efeitos deletérios do sisal e

agravando os danos ao inseto (NUNES et al. 2015).

5.3.7. Atividade citotoxica das fases e substancias isoladas de Helicteres velutina apds

24h de exposicdo

A determinagdo do total de células e sua viabilidade estdo entre as mais
importantes medidas quando se procura estudar 0s mecanismos de acdo de substancias
em insetos (NUNES, 2013). Existem diversas maneiras de se mensurar a viabilidade
celular, sendo a mais comum & deteccdo da integridade da membrana, membranas
defeituosas levam a perda de componentes intracelulares (SILVA, 2007).

No nosso estudo utilizamos como marcador de necrose celular o iodeto de
propideo (IP), ele atravessa apenas membranas de células necroticas, corando DNA e

RNA presentes no citoplasma, emite fluorescéncia vermelha apés absorver luz UV, nao
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sendo capaz de penetrar no interior de células viaveis (NUNES, 2013; BERGSTEIN,
WEISS, BICUDO, 2014; BRANDAO, 2017).

Conforme pode ser visto na figura 116 (pag. 189), apo6s 24h de exposi¢do, ndo
ocorreu expressiva necrose celular de hemacitos das larvas tratadas com o tilirosideo
quando comparadas com o0s hemocitos das larvas do grupo controle. Tendo sido
observado maior impregnac&o do IP pelas células tratadas com a fase diclorometano, 7,4’-
di-O-metil-8-O-sulfato-flavona e a fase hexanica, com percentual de necrose de
hemdcitos de 15,4 %, 11,0 % e 7,0%, respectivamente (Figura 117, pag. 190).

Figura 116. Quadrantes da camara de Neubauer para contagem de hemocitos. A)
Controle negativo; B) Fase Diclorometanica; C) Fase Hexanica; D) 7,4’-di-O-metil-8-O-

sulfato flavona e E) Tilirosideo

Na tabela 20 (pag. 190) observamos o numero de células totais e viaveis

contabilizadas no hemacitdmetro com auxilio das imagens computacionais e software
ImageJ, as principais areas de atuacdo do programa incluem, otimizacdo, manipulacéo
algébrica, contagem e definicdo das areas e diametros das células em analise.
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Tabela 20. Células contabilizadas na cadmara de Neubauer, utilizando microscépio de

fluorescéncia

Teste Totalde  N°de celulas % de células
células/mL  viaveis/mL viaveis
Controle (-) 1,2 x 108 1,2 x 108 100,0 %
Fase Hexanica 1,32 x 108 1,3 x 10° 98,1%
Fase Diclorometanica 5,5 x 108 5,15 x 108 93,6%
Tilirosideo 9,2 x 10° 9,2 x 10° 100,0 %
7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato- 2,5 x 10° 2,46 x 108 98,7%
flavona

Com os dados obtidos na tabela 20 também foi possivel calcular, a quantidade
de células necrosadas em cada experimento, como podemos observar na figura 117 (pag.
190), a fase diclorometano apresentou maior porcentagem de células necrosadas
(coradas) em relacdo a quantidade total de células contabilizadas, a 7,4’-di-O-metil-8-O-
sulfato-flavona teve uma porcentagem de necrose de 11,0 %, seguida da fase hexanica
7,0 % e o tilirosideo onde a necrose ndo foi observada nas células analisadas,
demonstrando mesmo comportamento visto no controle negativo. N&o foi detectada

diferenca estatistica entre os grupos.

Figura 117. Porcentagem de necrose celular observada para as fases e substancias
isoladas de H. velutina. CN: Controle Negativo; FH: Fase Hexanica, FD: Fase
Diclorometanica; FS: Flavonoide Sulfatado (7-4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona); FG:

Flavonoide Glicosilado (Tilirosideo).
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Ainda sdo raros estudos que avaliem o percentual de necrose celular através da
microscopia de fluorescéncia e marcacdo com iodeto de propideo para hemacitos de
larvas de Ae. aegypti. Em trabalho realizado anteriormente por Nunes et al. (2015)
utilizando citometria de fluxo, analisando o percentual de necrose de hemdcitos nos
intervalos de 3, 6, 12 e 24h expostos ao suco de Agave sisalana, observou-se que nas 12
primeiras horas de exposic¢ao das larvas ocorreu 21% de necrose e em 24h de 16,5% em
relagcdo ao grupo controle.

Para correlacionar os resultados obtidos com os possiveis mecanismos de acdo
envolvidos na morte celular, foram analisados os tipos celulares encontrados em cada
tratamento. As analises morfoldgicas incluem observacdo de geometrias de regides e
obtencédo dos dados de interesse (SILVA, 2007). A identificacdo dos hemacitos foi feita
com base em comparacdes com a literatura (ARAUJO, 2011) e o didmetro e area foram

medidos por meio do software ImageJ (Figura 118, pag. 191).

Figura 118. Hemdcitos presentes nas analises. A) Plasmatécitos (59,4 pum); B)

Oenocitoides (13 um); C) Prohemacitos (1,6 pum)

As células livres circulantes na hemolinfa dos insetos sdo denominadas de
hemacitos e apresentam formas e fungdes diversificadas (NUNES, 2013). O numero e 0s
tipos de hemacitos podem apresentar-se muito variaveis em resposta ao stress, ferimentos
e infeccOes; apds contato com particulas estranhas, os hemdcitos migram para o local
onde destroem os agentes invasores, participando ativamente dos mecanismos de defesa
do inseto tais como, reconhecimento, fagocitose, encapsulacéo, coagulacéo, formacéo de
nodulos e a citotoxicidade (ARAUJO, 2011).

No presente estudo os hemdcitos encontrados nas andlises foram: oenocitoides,
prohemdcitos e plasmatdcitos, a prevaléncia de cada hemacito para as susbtancias teste
estdo representadas pela figura 119 (pag. 192).
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Os oenocitdides medem de 7-10 um de didmetro, possuem formato redondo, com
ndcleo pequeno, lobulado e excéntrico, os prohemdcitos sdo as menores celulas
encontradas na hemolinfa, geralmente apresentando-se em grupos, possuem perfil
esférico, oval ou até alongados, medindo de 5-7 um de didmetro, bastante semelhante aos
oenocitoides, quando observados na camara de Neubauer diferem-se apelas pelo
tamanho. Os plamatocitos por sua vez sdo células bastante polimdrficas, variando de
arredondadas a alongadas com 9-40 um de didmetro (ARAUJO, 2011).

Ainda segundo Araujo (2011), para 0 mosquito Ae. aegypti, as subpopulacdes de
hemocitos mais presentes sdo os prohemocitos (53,3%), oenocitdides (30,8%) e
plasmatocitos (12%), juntos constituem cerca de 96% do total de células, os trobocitdides,
adipohemacitos e granuldcitos, sdo 0s mais raros.

Figura 119. Hemdcitos predominantes em cada substancia teste. CN: Controle Negativo;
FH: Fase Hexanica; FD: Fase Diclorometanica; FS: Flavonoide Sulfatado (7-4’-di-O-
metil-8-O-sulfato flavona); FG: Flavonoide Glicosilado (Tilirosideo).
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Os oenocitoides foram predominantes no tilirosideo e no controle negativo
(51,6% e 100,0 %, respectivamente), prohemdcitos por sua vez foram majoritarios nas
fases hexanica, diclorometénica e 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona (96,0 %, 59,9 % e
73,8 %, respectivamente).

Ainda avaliando a figura 119, podemos observar que os plasmdcitos s6 foram
observados na fase diclorometénica e na 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona (7,4 % e
13,1 %, respectivamente). A presenca desse hemocito sugere que as larvas precisam
recrutar mais células de defesa no combate as substancias, o que podem caracterizar sua
maior toxicidade frente as larvas, corroborando com o que foi visto previamente nos testes
de sobrevivéncia e produgdo de NO.
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Estudos anteriores mostram que os granuldcitos e os plasmatocitos sdo 0s
hemdcitos que participam mais ativamente das defesas celulares na maioria dos insetos
estudados (ARAUJO et al, 2008).

Os dados de viabilidade celular, aqui apresentados tiveram um comportamento
semelhante ao que foi descrito anteriormente para a producdo de NO, onde a fase hexanica
e o tilirosideo apresentaram perfis parecidos, com diminui¢do da producdo de NO ao
longo do tempo (Figura 115, pag. 187), o que nos levou o sugerir que o NO produzido
pelos prohemdcitos e oendcitoides ndo seria suficiente para combater as substancias
invasoras e decairia ao longo do tempo, resultando na morte das larvas.

Ja a fase diclorometanica e a 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona que
apresentaram aumento gradativo na producdo de NO (Figura 115, pag. 187), sendo maior
para fase (123,8 uM de nitrito) do que para a substancia (56,2 uM de nitriro) em 24h,
apresentaram um outro tipo celular, os plasmacitos, com detec¢do de um maior indice de
necrose celular, o que sugere que com o reconhecimento de um agente estranho mais
agressivo outras células de defesa sdo recrutadas e comecam a produzir NO
excessivamente como forma de combater o agente invasor. Quanto maior o nimero de
células mortas por necrose, mais as células que ainda estao viaveis vao produzir NO como
uma forma de defesa, pois elas precisam tentar reagir ao agente agressor (FARALDO et
al. 2005).

As sugestdes aqui elencadas ndo descartam a possibilidade de existir outros
mecanismos de acdo envolvidos, devendo-se futuramente utilizar metodologias para
detectar a possivel presenca de células apoptoticas, para conhecermos com mais detalhes
quais os caminhos que acarretam a morte celular. Pois o fato de as membranas estarem
intactas e ndo integrarem o IP, ndo descarta a possibilidade de elas estarem sofrendo
outros processos como a apoptose, onde a morte pode ser causada por alteracao estrutural
das células (FOSTER, 2008).

5.3.8. Atividade repelente do extrato, fases e substancias isoladas de H. velutina

Tendo-se em vista 0 constante interesse em desenvolver inseticidas e repelentes
de origem vegetal como alternativa aos inseticidas quimicos existentes no mercado,
objetivou-se determinar a atividade repelente de solucgdes do extrato, fases e substancias

promissoras nos ensaios preliminares, contra fémeas de Ae. aegypti.
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Na andlise de repeléncia espacial que leva em consideracdo a atracdo ou
repeléncia na cadmara onde foi colocado o neonato banhado com a solucdo teste, foi
possivel observar que quando expostos a CLso dessas solugdes, ocorreu picos de atividade
repelente da 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona (0,182 mg/mL) em 0 min, fase hexanica
(3,88 mg/mL) em 30 min, e para o extrato etandlico (2,98 mg/mL) fase diclorometanica
(5,80 mg/mL) e tilirosideo (0,275 mg/mL) em 120 min (Figura 120, pag. 195). A
atividade que mais se aproximou do controle positivo chegando inclusive a ultrapassa-lo
foi a da fase diclorometano, chegando a 0,27 de repeléncia espacial, apds 240 min.

A realizacdo do mesmo teste aumentando a dose da solucdo teste para a CL10o
da atividade larvicida, mostrou um perfil de atividade semelhante ao visto para CLso. Os
picos de indice de Repeléncia Espacial (IRE) para o extrato (10,0 mg/mL) foi em 0 min,
tilirosideo (1,0 mg/mL) em 30 min, fase hexanica (5,0 mg/mL) 120 min, fase
diclorometano (10,0 mg/mL) e 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona (1,0 mg/mL) em 240
min (Figura 121, pag. 195). Foi possivel verificar uma modesta melhora na atividade,
principalmente durante os primeiros minutos de analise, a fase diclorometano se manteve
com a mais promissora, com IRE chegando a 0,3, superior ao controle positivo utilizado
com IRE igual a 0,12 em 240 min de experimento. Ja a fase hexanica apresentou uma
queda com IRE chegando a valores negativos (-0,22) em 240 min, indicativos de atragéo
a camara teste (Tabela 21, pag. 195 e Tabela 22, pag. 196).

Um estudo de repeléncia realizado com o extrato etandlico da espécie Vitex
negundo contra fémeas de Ae. aegypti, verificou que a concentracdo 0,02 ppm forneceu
completa prote¢do no periodo de 110 a 271 minutos, mostrando que os repelentes naturais
podem ter seu pico de atividade aumentado ao longo do tempo (KUMAR et al. 2011).
Outro trabalho de Keziah et al. (2015), mostrou resultados parecidos, avaliando a
atividade repelente da espécie Ocimum gratissimum no intervalo de 0 a 180 min, foi
possivel registrar protecdo maxima do extrato metanolico bruto até 120 min e da fase

acetato de etila até 150 min.
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Figura 120. indice de repeléncia espacial da CLso do extrato, fases e substancias isoladas

de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti
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Os valores obtidos variam de -1 a 1, valores préximos a -1 indicam atracao pela
camara que contém o neonato com tratamento, zero indica que ndo houve repeléncia ou
atracdo significativa e 1 indica maior atracdo pela cadmara com o controle e

consequentemente maior atividade repelente das substancias teste (WHO, 2013).

Tabela 21. indice de repeléncia espacial da CLso do extrato, fases e substancias isoladas

de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti

MEDIA DO IRE + DESVIO PADRAO

TEMPO EEB FH FD FG FS DEET
(min)
0 -0,23+1.1 -0,12+0,5 -0,30+2,0 -0,27+0,5 -0,22+1,0 0,30+28
30 -0,28+11 -0,03+0,5 -0,12+1,0 -0,42+2,6 -0,27+£0,5 0,27+21
120 -0,22+0,5 -0,40+0,5 0,27+0,5 -0,32+ 3,2 -0,30+0,5 0,20+15
240 -0,23+11 -0,12+1,0 0,27+0,5 -0,45+15 -0,37+1,0 0,12+1,0

EEB: Extrato etandlico bruto; FH: Fase hexanica; FD: Fase diclorometanica; FG:

Flavonoide Glicosilado e FS: Flavonoide Sulfatado.

Figura 121. indice de repeléncia espacial da CL1oo do extrato, fases e substancias isoladas

de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti
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Tabela 22. indice de repeléncia espacial da CL1oo do extrato, fases e substancias isoladas

de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti
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MEDIA DO IRE + DESVIO PADRAO

TEMPO EEB FH FD FG FS DEET
(min)
0 0,10+1,0 0,17+1,1 0,10+15 -0,056+15 0,15+1,0 0,30+2,8
30 -0,02+15 -0,06+15 0,06+15 0,0+1,0 0,10+1,0 0,27+2,1
120 -0,12+15 0,07+1,1 0,25+1,0 -0,10+1,0 -0,10+£1,0 0,20+1,5
240 -0,06+1,1 -0,22+2,0 0,30+0,5 -0,15+15 0,07+15 0,12+1,0

EEB: Extrato etanolico bruto; FH: Fase hexanica; FD: Fase diclorometanica; FG:

Flavonoide Glicosilado e FS: Flavonoide Sulfatado.

A repeléncia das substancias teste também foi representada por meio da analise
dos pousos (aterrissagens) das fémeas sobre os neonatos, nos intervalos avaliados.
Utilizando a CLso, a fase diclorometanica apresentou oscilacdo na inibicdo do pouso ao
longo do tempo, com maior atividade aos 120 min, na fase hexanica a inibi¢do diminui
gradativamente ao longo do tempo, o extrato teve melhor desempenho em 0 e 120 min, a
7,4°-di-O-metil-8-O-sulfato-flavona teve atividade maxima em 0 min e o tilirosideo ndo
apresentou inibicdo do pouso em nenhum dos tempos avaliados, segundo calculos
aplicados (Figura 122 e Tabela 23, pag. 197).

Com a CL1oo das solugdes teste foi observado melhores resultados, exceto para
o tilirosideo que apresentou o mesmo perfil ndo desempenhando inibicdo, o extrato
chegou a 100% de inibicao aos 120 min, fase hexanica diminui de forma gradativa, fase
diclorometano teve melhor desempenho em 120 min e a inibigcdo causada pela 7,4’-di-O-
metil-8-O-sulfato-flavona se manteve constante ao longo dos 240 min (Figura 123, pag.
197, Tabela 24, pag. 198).

Extrato e fracdes de Clausena anisata apresentaram boa atividade repelente, o
extrato na concentracdo de 150 mg/mL teve repeléncia média de 83%, ja para a fase
hexanica 7,5 mg/mL foi 54%, durante um periodo de 3 horas, 0 DEET (15%) por sua vez
forneceu 90% de protecdo contra os pousos das fémeas (MUKANDIWA, ELOFF,
NAIDOO, 2016). Um estudo com Gleos essenciais das espécies Ocimum sanctum,
Mentha piperita e Plectranthus amboinicus preparados com solugéo teste a 20%,
mostraram-se compativeis com o padrdo DEET, ndo apresentando nenhum pouso de
mosquito no teste até 6 h, enquanto o 6leo de Eucalipto globulus exibiu repeléncia apenas
até os primeiros 90 min (LALTHAZUALI & MATHEW, 2016).
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Figura 122. Porcentagem de inibigéo de pouso proporcionada pela CLso do extrato, fases

e substancias isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti.
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Barras com (*) sdo diferentes significativamente em relagdo ao controle positivo (DEET

15%) e barras com a mesma letra sdo diferentes significativamente segundo teste de Tukei

(p <0,05).

Tabela 23. Porcentagem de inibicdo de pouso proporcionada pela CLso do extrato, fases

e substancias isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti

% MEDIA DA REPELENCIA + DESVIO PADRAO

TEMPO EEB FH FD FG FS DEET
(min)
0 33,3+10,2 66,6 + 28,2 222+0 0,0+0 66,6 £282 100+0
30 0,0+0 38,8+98 16,6 £5,7 0,0+0 0,00 100+0
120 33,3+10,2 2500 66,6 + 28,2 0,00 16,6 £5,7 100+0
240 16,6 +5,7 11,1+0 16,6 £5,7 0,00 0,00 100+0

EEB: Extrato etanolico bruto; FH: Fase hexanica; FD: Fase diclorometanica; FD: Fase

diclorometanica; FG: Flavonoide Glicosilado e FS: Flavonoide Sulfatado.

Figura 123. Porcentagem de inibicao de pouso proporcionada pela CL1go do extrato, fases

e substancias isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti.
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Barras com (*) sdo diferentes significativamente em relacéo ao controle positivo (DEET
15%) e barras com a mesma letra sdo diferentes significativamente segundo teste de Tukei
(p <0,05).

Tabela 24. Porcentagem de inibicdo de pouso proporcionada pela CL10o do extrato, fases

e substancias isoladas de H. velutina sobre fémeas de Ae. aegypti

198

% MEDIA DA REPELENCIA + DESVIO PADRAO

TEMPO EEB FH FD FG FS DEET
(min)

0 50,0 + 28,2 50,0 + 28,2 25,0%6,7 00+0 50,0 + 28,2 100+0

30 50,0 + 28,2 416+98 50,0 + 28,2 00+0 50,0 + 28,2 100+ 0

120 100+0 375+10,2 83,3+57 0,00 50,0 + 28,2 100+0

240 50,0 + 28,2 16,6 £5,7 16,6 £5,7 0,0+0 50,0 +£ 28,2 100+0

EEB: Extrato etanolico bruto; FH: Fase hexanica; FD: Fase diclorometanica; FD: Fase

diclorometanica; FG: Flavonoide Glicosilado e FS: Flavonoide Sulfatado.

5.4. Analise do modelo de Aedes aegypti

As estruturas quimicas dos dois bancos de dados utilizados na pesquisa, em
formato smiles, foram submetidas no software Dragon 7.0 (TALETE, 2016) para gerar
os descritores moleculares. O software gerou 5270 descritores para cada molécula dos
dois bancos de dados, os descritores do banco de dados de moléculas com atividade
conhecida contra 0 mosquito Aedes aegypti L. obtidas a partir do ChEMBL database
foram utilizados como dados e entrada no software Knime 3.5.3 para gerar o modelo de
predicao.

O Dragon 7.0 calcula 5270 descritores constitucionais/moleculares, que incluem
os tipos de atomos mais simples, contagens de fragmentos e grupos funcionais;
descritores topoldgicos que se baseiam na representacdo grafica da molécula, sendo
sensiveis ao tamanho, forma, ramificacdo e ciclizacdo das estruturas; descritores
geométricos/topograficos utilizam informacGes sobre a distancia geométrica entre os
atomos; e descritores tridimensionais com varias estimativas de propriedades como logP
e Lipinski (BARROS, 2017).

Descritores moleculares associados com os dados de atividade biologica foram

utilizados para geragdo do modelo com o algoritmo “Random Forest” (RF). Para o
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modelo com o0 mosquito Ae. aegypti, as moléculas com pICso> 4,15 foram consideradas
ativas e com plCso < 4,15 inativas, totalizando 91 e 82 moléculas, respectivamente.

Na tabela 25, pag. 199, podemos observar os dados referentes ao modelo
construido pelo RF, que obteve excelentes resultados de performance, robustez e taxa de
classificacdo. Sendo confiavelmente capaz de triar as moléculas e selecionar aquelas com

maior probabilidade de potencial ativo contra as larvas de Ae. aegypti.

Tabela 25. Resumo dos parametros correspondentes aos resultados obtidos no modelo
Random Forest para Ae. aegypti. PPV (Valor Positivo Predito/Precisdo) e NPV (Valor
Negativo Predito).

Modelo RF  Especificidade Sensitividade Acuracia PPV NPV
Ae. aegypti

Validacdo 0,80 0,85 0,82 0,84 0,80
cruzada interna
Teste externo 0,77 0,81 0,82 0,81 0,77

Uma maneira de avaliar de modo global o modelo a partir dos resultados obtidos
da matriz de confuséo é através do Coeficiente de Correlacdo de Matthews (MCC). O
MCC correlaciona classificagdes binarias observadas e preditivas, dele resulta um valor
entre -1 (desacordo entre predicdo e observacdo) e +1 (predicdo perfeita), sendo o 0 nada
mais que uma previsdo aleatéria (MATHEWS, 1975).

O valor obtido no teste foi de 0,68 e na validacdo cruzada de 0,71, confirmando
que o modelo gerado possui boa predicdo. O MCC pode ser calculado a partir da equacgéo
12, pag. 200.

Equacéo 12. Coeficiente de Correlagdo de Matthews

VP x VN — FPxFN

MCC =
V(VP + FP)(VP + FN) (VN + FP)(VN + FN)

Onde:
VP = Verdadeiro Positivo VN = Verdadeiro Negativo
FP = Falso Positivo FN = Falso Negativo
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MCC(teste) = 0.68
MCC(validagao) = 0.71

O grafico de Caracteristica de Operacdo de Receptor (ROC) (Figura 124, pag.
200), para andlise da performance do modelo foi gerado para o conjunto de teste com uma
area sob a curva no valor de 0,9770 para 0 modelo criado. Um modelo é dito perfeito
quando possui area sob a curva igual a 1 (SILVA, 2006).

Modelos que estdo representados no lado esquerdo do grafico, préximo ao eixo
Y, fazem classificagdo positiva somente com evidéncia forte, cometendo poucos erros
falsos positivos, enquanto os modelos no lado direito fazem classificacdo positiva com
pouca evidéncia cometendo muitos erros falsos positivos, dessa forma procura-se
modelos que se aproximem do lado esquerdo do grafico, com alta taxa de sensibilidade e
baixa taxa de falso positivo (SILVA, 2006). Modelos com alta taxa de sensibilidade, que
se aproximem de 1, possui poucos falsos positivos, significando que o modelo tende a
perfeicdo, enquanto modelos que possuam baixa taxa de sensibilidade e alta taxa de
especificidade, ou seja, alta taxa de falso positivos, resultam em modelos com
classificacdo aleatoria (BARROS, 2017).

Figura 124: Grafico ROC com area sob a curva para o conjunto teste do modelo obtido

com Random Forest
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Esse modelo foi utilizado para selecionarmos as possiveis moléculas bioativas
isoladas de H. velutina contra 0 mosquito Ae. aegypti. As moléculas que atingiram uma

probabilidade de serem ativas maior que 50%, plCso > 4,15, foram consideradas
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potencialmente ativas, totalizando 14 moléculas selecionadas pelo modelo (Quadro 8,
pag. 201) (Tabela 26, pag. 203).

Quadro 8: Estruturas quimicas das moléculas testadas, na ordem de potencial atividade

contra Ae. aegypti, segundo modelo Random Forest.
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Quadro 8 (Continuacdo): Estruturas quimicas das moléculas testadas, na ordem de

potencial atividade contra Ae. aegypti, segundo modelo Random Forest.

11) 12)

17)
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Tabela 26. Moléculas potencialmente ativas a partir do modelo de Random Forest

MOLECULA POTENCIAL
ATIVO
1) Acido oleandlico 0,82
2) Tilirosideo 0,79
3) Acetato do &cido oleandlico 0,78
4) B-sitosterol glicosilado 0,71
5) Condadine 0,70
6) 3-p-esterearloxi-olean-12-eno 0,69
7) Pinoresinol 0,68
8) 7-4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona 0,66
9) Mariahine 0,64
10) Decanol 0,57
11) Feofitina A 0,56
12) Feofitina A (R) 0,55
13) Feofitina A (S) 0,53
14) Feofitina B 0,52
15) 7,4’-Di-O-metilisoescutelareina 0,46
16) Acido palmitico 0,33
17) Canferol 0,16

Na andlise do dominio de aplicabilidade, dentre as 14 moléculas potencialmente
ativas, apenas cinco foram consideradas com resultados confiaveis: B-sitosterol
glicosilado, isoescutelareina sulfatada, tilirosideo, condadine e mariahine, e o resultado
das outras nove moléculas: Acido oleandlico, Acetato do &cido oleandlico, 3-p-
esterearloxi-olean-12-eno, Pinoresinol, Decanol, Feofitina A, Feofitina A (R), feofitina A
(S) e Feofitina B, foram considerados resultados preditos ndo confiaveis, o que pode ser
atribuido a auséncia de estruturas similares a essas no modelo utilizado, uma vez que nédo
foram encontradas na literatura atividades para substancias estruturalmente equivalentes
com atividade em Ae. aegypti. Segundo Zhang et al. (2006), quando as moléculas do teste
estdo em um espaco quimico distante das moléculas do modelo, o resultado predito ndo

@ considerado confiavel.
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5.4.1 Analise do Docking

Para realizacdo do Docking molecular foram selecionadas trés proteinas alvo no
mosquito Ae. aegypti, sdo elas: 1YY, 1PZ4 e 3UQI, obtidas a partir do PDB databank,
com seus respectivos ligantes inibidores (HAN et al. 2005; DYER et al. 2003; RAJAN et
al. 2012).

Foram observados os ligantes nos seus respectivos sitios de ligagdo, bem como
as interacdes com os residuos de aminoacidos das enzimas. As interacdes do tipo
hidrogénio (tracejado azul) sdo as mais frequentes devido a presenca de hidroxilas e
carbonilas nas estruturas dos ligantes. As interacdes eletrostaticas (tracejado verde) sdo
resultantes da interacdo entre dipolos e/ou ions de cargas opostas. As interacdes estéricas
(tracejado vermelho) mostram as conformac6es assumidas pelos ligantes no sitio ativo da
proteina para a atividade (Figura 125, pag. 204).

Como uma forma de validar o docking, foi feito o redocking, um estudo do
docking com os ligantes ja conhecidos de cada enzima, apds comparacdo com dados da
literatura, foi possivel avaliar o desempenho do docking, quanto mais proximo desta

conformacao o ligante assumir no redocking, mais respaldo tera o estudo do docking.

Figura 125. Comparages entre as interagdes dos ligantes e o redocking das trés enzimas.
A) Interacdes entre o ligante e o sitio ativo da proteina; B) Interacdes entre o ligante no
redocking e o sitio ativo da proteina e C) Superposicdo da conformacdo do ligante (cinza)

com o redocking (vermelho).

1IPZ4:
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As predic¢des do docking molecular foram validadas pelo redocking do ligante
original com o alvo das proteinas do Ae. aegypti. A tabela 27 (pag. 206) mostra seus

MolDock scores, 0 Root Mean Square Deviation (RMSD), valores e energias do PDB.

Tabela 27. A energia do docking (Kj/mol) do ligante com cada proteina do Protein Data
Bank (PDB), energia do ligante do Moldock score e os valores de RMSD obtidos a partir

do redocking.

Proteina Energia, Valor PDB  Energia, Valor PDB Redocking,

(Kj/mol) (Kj/mol) Valor RMSD
1YlY -103,002 -124,274 0,158
1PZ4 -106,678 -110,680 0,203
3UQl -54,802 -57,032 0,138

Um protocolo de triagem virtual, usando os mesmos parametros para todas as
proteinas, foi realizado nos compostos isolados. Com base nos valores de energia de
ligacdo, as moleculas testadas foram classificadas usando o seguinte calculo de
probabilidade (Equacédo 13, pag. 206):

Equacdo 13. Probabilidade de potencial ativo

E
ps = %,se Etm < EL

M
Onde,

ps: probabilidade baseada na estrutura;

Erm: energia de acoplamento da molécula teste e variagdo TM de 1 a 1848 (Conjunto de
dados de metabdlitos secundarios);

Ewm: valor energético mais baixo obtido das moléculas testadas, que para as trésproteinas
aqui testadas, foi o tilirosideo, que mostrou valores de energia de -163,330; -188,175; -
154,188 kJ/mol para 1Y1Y; 1PZ4 e 3UQI, respectivamente;

EL: energia do ligante com proteina cristalografica.

A equacdo 13 visa normalizar as pontuagdes do docking molecular (triagem
virtual baseada na estrutura), permitindo comparar os valores da triagem virtual baseada
na estrutura com os valores da triagem virtual baseada no ligante. A selecédo das estruturas

foi baseada em suas energias. A energia deve ser menor que o valor obtido para o ligante
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no estudo de cristalografia. As moléculas investigadas foram classificadas como ativas se
os valores de probabilidade baseados na estrutura fossem maiores ou iguais a 0,5.
O numero de moléculas identificadas com valores de probabilidade superiores a
0,5 e valores de energia de ligacdo inferiores ao do ligante foram os seguintes: oito para
a proteina 1YIY, oito para a proteina 1PZ4 e nove para a proteina 3UQI (Tabela 28, pag.
207).
Tabela 28. Probabilidade de potencial ativo das substancias isoladas de Helicteres
velutina pontuados pelo Moldock
PROBABILIDADE DE POTENCIAL ATIVO
MOLECULAS MOLDOCK PROB MOLDOCK PROB MOLDOCK PROB
(LY1Y) (1Y1Y) (1PZ4) (1PZ4) (3UQI) (3UQI)
Tilirosideo -163.3378 1 -188.175 1 -153.188 1
[3-sitosterol
o -148.9306  0.91179  -144.589 0.7683 -98.6537 0.644004
glicosilado
Condadine -140.6552  0.86113  -88.4915 0 -58.7109 0.38326
Mariahine -136.7114  0.83698  -93.2679 0 -81.3189 0.530844
7,4'-di-O-metil-8-O-
-132.8622 0.81342  -107.752 0.5726 -68.8555 0.449484
sulfato flavona
Pinoresinol -129.1742  0.79084  -143.144 0.7606 -97.1114 0.633936
7-4’-Di-O-
- ) -114.16706  0.69896 -130.68033  0.6944 -66.0305 0.431042
metilisoescutelareina
Acido palmitico -107.11224  0.65577 -99.5141 0 -82.4129 0.537985
Canferol -81.472136 0 -103.883 0 -56.9525 0.371782
Decanol -42.387996 0 -76.889 0 -85.0066 0.554917
Feofitinaa S -68.5302 0 -13.9201 0 -82.3086 0.537304
Feofitina b -25.1339 0 -88.966 0 -72.7624 0.474988
Acetato do acido 0.7170
-8.424856 0 -134.926 -60.6399 0.395853
oleanolico 24
Feofitina a 11.87072 0 -65.6387 0 -87.2372 0.569478
Acido oleandlico 31.089784 0 -119.862 0.6369 -46.6654 0
Feofitinaa R 49.69726 0 -45.6367 0 -14.542 0
3pB-esterearloxi-olean-
74.735164 0 -163.164 0.8670 -98.5554 0.643362

12-eno
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As energias de ligacdo geradas a partir do Moldock s&o valores negativos, assim
utilizando essa fragéo na equacao, tornamos 0s valores positivos e numa escala entre 0 e
1.

Uma avaliacdo usando triagem virtual baseada em estrutura do ligante foi
realizada para verificar moléculas potencialmente ativas e seus possiveis mecanismos de
acdo, mostrando possiveis moléculas multitarget. Essa abordagem também busca
minimizar a probabilidade de selecdo de moléculas falso-positivas, porque considera as
pontuacdes técnicas de rastreamento virtual e as correlaciona com a verdadeira taxa
negativa (Lorenzo et al. 2016; Acevedo et al. 2018;). O calculo foi realizado usando a

seguinte equacéo:
Equacao 14. Probabilidade de potencial ativo combinado

_ps+(1+TN)xp

p
¢ 2 + TN

,sePc> 0,5

Onde, Pc: probabilidade combinada; ps: probabilidade baseada na estrutura; TN:

verdadeira taxa negativo; p: probabilidade baseada no ligante.

Nesta equacdo, 0 score baseado em ligantes esta correlacionado com uma taxa de
falsos positivos decrescentes com aumentos incrementais no valor de TN. Assim, a
probabilidade de identificar incorretamente moléculas inativas como moléculas ativas é
minimizada. A tabela 29 (pag. 209) mostra os resultados para as moléculas mais bem
classificadas, obtidas usando essa abordagem combinada, e a Figura 130 (pag. 215),
mostra as estruturas mais bem classificadas.

Os valores de probabilidade combinada foram calculados para as 17 moléculas
em cada enzima estudada, no final analisamos quais moléculas eram multitarget.

Foi realizada uma triagem virtual baseada na estrutura do receptor, utilizando as
substancias isoladas de H. velutina com as trés proteinas alvo de Ae. aegypti, a fim de se
obter compostos com atividade inseticida. Dentre as 17 substancias testadas, cinco
moléculas se mostraram potencialmente ativas, destas apenas trés foram ativas nas trés
enzimas estudadas, o B-sitosterol glicosilado (Figura 126, pag. 211), a 7,4’-di-O-metil-8-
O-sulfato flavona (Figura 127, pag. 211) e o tilirosideo (Figura 128, pag. 212). A
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condadine e a mariahine (Figura 129, pag. 213), apresentaram atividade nas enzimas
1Y1Y e 3UQl.

Tabela 29. Resumo das estruturas mais bem classificadas, obtidas utilizando uma
abordagem que combina triagem virtual baseada em ligantes e estrutura (VS); p: valor de
probabilidade ativa no VS; ps: valor de probabilidade ativo no VS baseado na estrutura;

pc: valor da probabilidade combinada.

Moléculas Proteina p ps Pc
Tilirosideo Yy 0.79 1 0.79
1Pz4  0.79 1 0.79
3UQl 0.79 1 0.79
7,4'-di-O-metil-8-O-sulfato flavona 1Yly 066 081 0.73
1Pz4  0.66 0.57 0.63
3UQl 066 045 0.59
5,4'—di-hidroxi-7-metoxi-8-O-sulfato flavona 1Yly 0.64 0.83 0.60
(mariahine) 1PZ4 0.64 0 0.41
3UQl 0.64 053 053
5,3'—di-hidroxi-7,4'-dimetoxi-8-O-sulfato 1Yy 0.70 0.86 0.66

flavona (condadine) 1PZ4 0.70 0 0.45
3UQl 0.70 038 0.54
Sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo 1Yly 071 091 0.68

1PZ4 0.71 0.76 0.65
3UQl 0.71 0.64 0.62
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Figura 126. B-sitosterol glicosilado e suas respectivas interagdes nos sitios ativos de suas enzimas
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Figura 127. 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona e suas respectivas interaces nos sitios ativos de suas enzimas
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Figura 128. Tilirosideo e suas respectivas interagdes nos sitios ativos de suas enzimas
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Figura 129. A) Mariahine e B) Condadine e suas respectivas interagdes nos sitios ativos de suas enzimas
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As cinco substancias que apresentam atividade potencial contra Ae. aegypti no
modelo de previsdo também mostraram boa atividade no estudo de acoplamento
molecular. Os melhores resultados foram atribuidos ao tilirosideo, 7,4'-di-O-metil-8-O-
sulfato flavona e sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo, com boas probabilidades de
atividade contra as trés proteinas, especialmente contra 1PZ4, encontrado no intestino das
larvas. Relatos da atividade larvicida do sitosterol-3-O-f-D-glicopiranosideo foram
encontrados na literatura (PONTUAL, 2010), assim, outros estudos foram realizados com
o tilirosideo e a 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona.

A figura 130 (péag. 215), mostra as interacdes entre os locais ativos da proteina e
as substancias teste, destacando os residuos de aminoacidos em comum entre os dois
compostos. Nao se podem tirar conclusGes sobre 0s compostos que ndo foram testados in
vitro. A triagem virtual foi realizada com a intencédo de selecionar compostos promissores
para testes in vitro, a fim de evitar desperdicio de materiais e minimizar custos.

Na figura 130 observamos os residuos de aminodcidos criticos comuns no
tilirosideo e o flavonoide sulfatado que interagem com os locais ativos das proteinas.
Ambos 0s compostos testados interagem com 0s sitios ativos por meio de ligacdes de
hidrogénio com espécies oxigenadas, principalmente as hidroxilas fendlicas e o grupo
sulfato da 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona.

Para a enzima 1YIY apenas o residuo de serina 252 interage com ambos 0S
compostos, no entanto, para a 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona, outros trés residuos
interagem formando ligag@es de hidrogénio com o grupo sulfato. Essa tendéncia também
foi observada para outras proteinas, e 0 grupo sulfato parece ser responsavel por varias
interacBes com os residuos de aminoacidos do sitio ativo, o que pode resultar em sua alta
probabilidade de serem ativos no estudo de acoplamento.

Nossos achados mostraram que os melhores resultados in silico foram exibidos
para os flavonoides e esteroides. Esses compostos possuem certas caracteristicas, como
anéis planares e aromaticos, grupos sulfatos e agucares, que podem ser cruciais para suas
atividades bioldgicas (BARROS et al. 2018).
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Figura 130. InteragBes dos compostos com os sitios ativos da proteina. Os residuos de
aminoacidos em comum para as duas substancias estdo marcados com um asterisco
vermelho e representam as interacdes de hidrogénio.
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O estudo fitoquimico da espécie Helicteres velutina K. Schum (Sterculiaceae)
biomonitorado no mosquito Ae. aegypti, permitiu detectar potencial atividade das fases
de menor polaridade (hexano e diclorometano), obtidas a partir do extrato desta espécie,
frente aos estagios de desenvolvimento do vetor (ovo, larva, pupa e adultos). O trabalho
fitoquimico realizado com essas fases permitiu o isolamento e identificagdo de 12
substancias: acido palmitico (Hv-1), decanol (Hv-2), feofitina a (Hv-3), uma mistura de
132-hidroxi-feofitina-(132-R)- feofitina a e 13-hidroxi-feofitina-(132-S)- feofitina a (Hv-
4a e Hv-4b), feofitina b (Hv-5), acetato do acido oleandlico (Hv-6), 3-B-esterearloxi-
olean-12-eno (Hv-7), 7.,4’-Di-O-metilisoescutelareina (Hv-8), uma mistura de
flavonoides sulfatos mariahine e condadine (Hv-9a e Hv-9b) e pinoresinol (Hv-10), todas
relatadas pela primeira vez na espécie, com destaque para a mistura Hv-9a e Hv-9b,
composta por duas substancias inéditas na literatura. O isolamento e identificacdo destas
substancias contribuiram para o conhecimento quimico do género Helicteres e da familia
Sterculiaceae (Malavaceae sensu lato).

O estudo computacional “in silico” com as substincias identificadas neste
trabalho e em trabalho anterior (FERNANDES, 2017), analisou o potencial de 17
substancias frente a proteinas encontradas no mosquito Ae. aegypti (1Y1Y, 1PZ4 e 3UQI),
permitindo detectar provavel atividade de cinco substancias segundo o dominio de
aplicabilidade, com 86% de confiabilidade. Trés dessas moléculas: p-sitosterol
glicosilado, tilirosideo e 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato flavona demonstraram potencial
atividade nas trés enzimas estudos no docking.

O tilirosideo e a 7,4'-di-O-metil-8-O-sulfato flavona apresentaram atividade “in
vitro ” frente a larvas em estagio L4 de Ae. aegypti, corroborando com o teste de estrutura-
atividade. O mecanismo de acdo dessas substancias e das fases hexanica e
diclorometanica pode estar associado com os tipos de hemdcitos encontrados nas larvas
tratadas e com sua capacidade de produzir 6xido nitrico,

O estudo quimico e biolégico com a espécie H. velutina tem contribuido
cientificamente para ratificar o que é citado pela medicina popular do uso dessa espécie
como repelente de insetos, caracterizando a mesma como uma alternativa promissora para

ser usada no controle do Ae. aegypti, vetor de diversas arboviroses.
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Helicteres L. SPECIES (Malvaceae SENSU LATO) AS SOURCE OF NEW DRUGS: A REVIEW

Diégina A. Fernandes*’, Edileuza B. de Assis*, Maria Sallett R. Souza*’, Pedro Isaac Vanderlei de Souza" and Maria de
Fitima Vanderlei de ®
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Helicteres genus, Malvaceae, has pantropical distribution, encompasses about 60 species, 31 of them found in Brazil. Species
belonging to this genus are used for treatment of various diseases and aroused scientific interest in search for bioactive compounds

present in these plants. In this context, this review

s 1o provide a complete and concise overview of scientific adv

es m
phytochemical and pharmacological studies of these species and their use by folk medicine. The presented data were collected from

scientific databases, *Web of Science’, *Scifinder’, * Pubmed’

ciencedirect’, and *Google Scholar', using the keyword *Helicteres'.
The species H. isora and H. angustifolia, found in Asia, are the most explored scientifically, whereas studies of species of this genus
found in Americas are still rare, being possible to highlight studies carried out in Brazil with H. velutina and H. eichleri. About
149 compounds were isolated and characterized in the genus, being emphasized terpenoids, flavonoids and lignoids. These species
have demonstrated various pharmacological properties in vitro and in vivo, incluinding insecticide, antidiabetic, antitumor and
hepatoprotective activities. The presented data show the importance of studies carried out isolating bioactive compounds from this

genus that may be used in several discases” treatment or/as prototypes to development of new drugs.

Keywords: Helicteres L.: secondary metabolite: ethnopharmacological relevance; scientific studies,
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Abstract: Helicteres velutina K. Schum (Sterculiaceae), commonly known in Brazil as “pitd’,
is traditionally used by indigenous peoples as insecticides and repellents. The present work reports
on the the phytoconstituents from aerial parts of H. velutina and evaluation of the larvicidal potential
of its extract. The compounds were isolated using chromatographic techniques and identified by
NMR, IR and LC-HRMS. This study led to the isolation of a fatty acid, one aliphatic alcohol, four
chlorophyll derivatives, one steroid, triterpenes, a lignan, and flavonoids, highlighting the new
compounds in the literature, 5,4'-di-hydroxy-7-methoxy-8-O-sulphate flavone (mariahine) (15a)
and 5,3'-di-hydroxy-7,4'-dimethoxy-8-O-sulphate flavone (condadine) (15b). The work presented
here contributes to the chemotaxonomic knowledge of the Sterculiaceae family by describing the
occurrence of sulphated flavonoids in this family for the first time. The crude ethanolic extract of
H. velutina featured robust larvicidal activity against Aedes aegypti larvae, showing that the extract can
be useful as a domestic larvicide, just as indicated by traditional use, to combat A. aegypti, a vector
insect of severe viral diseases, such as dengue and Zika.

Keywords: Helicteres velutina; Sterculiacaeae; sulphated flavonoids; larvicidal activity; Aedes aegypti
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Abstract: Helicteres velutina K. Schum (Sterculiaceae), a member of Malvaceae sensu lato, is a Brazilian
endemic plant that has been used by the indigenous tribe Pankarare as an insect repellent. A previous
study has reported the isolation of terpenoids, flavonoids and pheophytins, in addition to the larvicidal
activity of crude H. velutina extracts derived from the aerial components (leaves, branches/twigs,
and flowers). The present study reports the biomonitoring of the effects of fractions and isolated
compounds derived from H. velutina against A. aegypti fourth instar larvae. A crude ethanol extract
was submitted to liquid-liquid extraction with hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol
to obtain their respective fractions. Larvicidal evaluations of the fractions were performed, and the
hexane and dichloromethane fractions exhibited greater activities than the other fractions, with LCs,
(50% lethal concentration) values of 3.88 and 5.80 mg/mL, respectively. The phytochemical study
of these fractions resulted in the isolation and identification of 17 compounds. The molecules were
subjected to a virtual screening protocol, and five molecules presented potential larvicidal activity
after analyses of their applicability domains. When molecular docking was analysed, only three of
these compounds showed an ability to bind with sterol carrier protein-2 (1PZ4), a protein found in
the larval intestine. The compounds tiliroside and 7,4’-di-O-methy|-8-O-sulphate flavone showed
in vitro larvicidal activity, with LCs; values of 0.275 mg/mL after 72 h and 0.182 mg/ml. after 24 h
of exposure, respectively. This is the first study to demonstrate the larvicidal activity of sulphated
flavonoids against A. aegypti. Our results showed that the presence of the OSO;H group attached to
C-8 of the flavonoid was crucial to the larvicidal activity. This research supports the traditional use
of H. velutina as an alternative insecticide for the control of A. aegypti, which is a vector for severe
arboviruses, such as dengue and chikungunya.

Keywords: Helicteres veluting; in silico study; larvicidal activity; 7,4’-di-O-methyl-8-O-sulphate
flavone; Aedes aegypti
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Abstract: Viral diseases transmitted by the female Aedes aegypti L. are considered a major public
health problem. The aerial parts of Helicteres velutina K. Schum (Sterculiaceae) have demonstrated
potential insecticidal and larvicidal activity against this vector. The objective of this research was to
investigate the mechanisms of action involved in the larvicidal activity of this species. The cytotoxicity
activity of H. velutina fractions and compounds of crude ethanolic extract of the aerial parts of this
species was assessed by using fluorescence microscopy and propidium iodide staining. In addition,
the production of nitric oxide (NO) and hemocyte recruitment were checked after different periods
of exposure. The fluorescence microscopy revealed an increasing in larvae cell necrosis for the
dichloromethane fraction, 7,4"-di-O-methyl-8-O-sulphate flavone and hexane fraction (15.4, 11.0,
and 7.0%, respectively). The tiliroside did not show necrotic cells, which showed the same result
as that seen in the negative control. The NO concentration in hemolymph after 24 h exposure
was significantly greater for the dichloromethane fraction and the 7,4’-di-O-methyl-8-O-sulphate
flavone (123.8 and 56.2 uM, respectively) when compared to the hexane fraction and tiliroside
(10.8 and 8.3 uM, respectively). The presence of plasmocytes only in the dichloromethane fraction
and 7,4’-di-O-methyl-8-O-sulphate flavone treatments suggest that these would be the hemocytes
responsible for the highest NO production, acting as a defense agent. Our results showed that the
larvicidal activity developed by H. velutina compounds is related to its hemocyte necrotizing activity
and alteration in NO production.

Keywords:  7,4'-di-O-methyl-8-O-sulphate flavone; tiliroside; nitric oxide; cytotoxicity;
larvicidal activity
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activity of Helicteres velutina K. Schum against
Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)

Atividade ovicida, pupicida, adulticida, e repelente de Helicteres oy 3
velutina K. Schum contra Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)
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Abstract

Aedes aegypti is a vector of emerging and neglected diseases, such as dengue, chikungunya, and Zika.  Howtocite: Femandes, D. A, Rique, H. L, Oliveira,
Helicteres velutina, known as "pitd” in Brazil, is traditionally used as an insect repellent, and several ~ L.H.G,Santos, W.G.S, Souza, M.F. V., & Nunes,
studies have demonstrated its larvicidal activity. The aim of this study was toinvestigate thisspeciesand € (2021). _OY*dda'- D}incida'- adylticidal, and
evaluate its potential ovicidal, pupicidal, adulticidal, and repellent activity. The viability of the eggs was f;g;;ﬂzgg;ﬁiﬁsgggﬁ::g
evaluated using different concentrations of the test substances for 25 days. The hexane fractionkilled  gyazijian Journal of Veterinary Medicine, 43,
727% of the eggs, while dichloromethane killed 67.7%. The survival of the pupae and adults was verified  eN12120. http://dx doi.org/10.29374/2527-2179.
after 72 hand 48 h, respectively. The LC, for the hexane and dichloromethane fractions was 012mg/mL ~ bjvm112120.

and 8.85 mg/mL for pupae, 801 mg/mL and 0.74 mg/mL for adults (tarsal test), and 0.05 mg/mL and Recelved: May 5, 2020

0.23 mg/mL for adults (body test), respectively. Repellency was assessed for 240 min using neonatal Accepteci: Septe}nber 9 2020

Wistar rats on a Y-tube olfactometer. The hexane fraction attracted mosquitoes to the test chamber, while

the dichloromethane fraction had a repellent action. The 74'-di-O-methyl-8-O-sulfate flavone provides ~ *Cofrespondence

greater repellency, and this finding is similar to the results of the in silico studies that have shown the ~ FabioladaCruzNunes

potential of this substance against adult mosqu}'toes. This suggests tha‘t 7.4'4di»0-memyl-850-51ﬂfat.e Wm?ﬁ;f?&xﬁ:iﬁgpe
flavone may be one of the substances present in the extract from aerial parts of H. velutina thatis  centro de Biotecrologia, Campus| - Lot.
responsible for the repellent activity mentioned in traditional medicine. These findings provide a  Cidade Universitaria, Campus Jodo Pessoa
better understanding of the insecticidal and repellent activity of the extract, fraction, and compounds ~ CEP 58051-970 - Jodo Pessoa (PB), Brasil
isolated from H. velutina against Ae. aegypti, thereby revealing its potential in the development of a  E'Mail: fabiola@cbiotec ufpb.br

more effective botanical insecticide.

Keywords: Helicteres velutina, inseticidal activity, repellent activity, Aedes aegypti, neglected diseases.
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ANEXO F. Parecer de aprovagdo pelo Comité de Etica Animal (CEUA-UFPB)
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Estudo fitequimico de Helicteres veluting K. Shum
[sterculiaceae) & exploratorio da atividade inseticida e repelente do seu extrato, fases e
substancizs isoladas contra o Aedes gegypti L. [Diptera: Culicidas)”, protocolo n2 095/2016
sob a responsabilidade da pesquisadora Dva. Fabiola da Cruz Munes — que envolve a
produgao, manutencao efou a uwtilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfile
Vertebrata [exceto o homem), para fins de pesquisa dentifica (ou ensing) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n2 11794, de 0 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899,
de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Madona de controle da
Experimentac3o Animal (COMCEA), & foi aprovado pela comiss3o de Etica no Wso de Animais
da Universidade Federal da Faraiba |CEUA-UFPB).

Vigeéncia do Projeto 2017 - 2021
Espécie/linhagem Mus musculos [ Swiss
Mimera de animais 36
|dade,/Peso 30 g/ 68 semanas
Sexn Kachos
Origem Biotério Thomas George - UFFE

Prof. Dr. Ricardo Rom3o Guerra
CEUA-UFPB
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