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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti L. é um vetor responsavel por transmitir diversas arboviroses, como
a dengue, zika, e chikungunya. Em um contexto global, vivencia um processo de expansdo
populacional, em parte devido a ineficiéncia dos métodos de controle utilizados. Nesse sentido,
a busca de novas moléculas com atividade inseticida é de grande importancia. As chalconas sdo
compostos naturais pertecente ao grupo dos flavanoides e tornaram-se um alvo importante para
a pesquisa cientifica atual devido a sua vasta aplicabilidade bioldgica. Sendo assim, os objetivos
deste estudo sdo avaliar os efeitos de quatro tipos diferentes de chalconas (CH) na atividade in
silico, sob o desenvolvimento e sistema imunoldgico em Ae. aegypti, e sua toxicidade em A.
salina. Como metodologia, as CHH foram sintetizadas pelo Laboratério de Sintese Organica
(LabSintese)-UFPB, sendo descritas como: Chalcona Heterociclica (CHH), Chalcona Fluor
(CHF), Bromo Chalcona (BCH), e Chalcona Nitrogénio (CHN). As analises computacionais
foram elaboradas através dos softwares, Molpredict X, Spartanl4, ChemAxon e Molegro
Virtual Docker v.6.0.1. Para analise sob as fases de desenvovimento em Ae. aegypti e toxicidade
em A. salina foram utilizadas diferentes concentracbes das CHH (2,5-1000 ppm), e a
mortalidade (Mt) avaliada no periodo de 24 e 48 horas. Utilizou-se da microscopia eletrénica
de varredura (MEV) para analise morfoldgica dos ovos frente exposi¢éo as CHH. Para a anélise
imunoldgica das larvas (L3), foi avaliada a concentragdo do ion nitrito (NO?%) e perfil de
hemdcitos totais no pool de hemolinfa. Nos grupos controle os insetos foram expostos a agua
desclorada, Tween 80 e 20 a 2%. Os experimentos foram feitos em triplicata. Como resultados,
as CHH demonstraram estabilidade conformacional e menor energia as proteinas alvos do
estudo (CHN: -126.547 kcal/mol?), (CHH: -128.536 kcal/mol™) respectivamente, quando
comparada aos ligantes co-cristalizados. Na atividade larvicida, houve maior Mt no periodo de
48 horas, reduzindo a CLso: 10,04 ppm (24h) e 6,84 ppm (48h) para CHH; CHF: 42,01 ppm
(24h) e 8,46 ppm (48h); BCH: 195,6 ppm (24h) e 161,8 ppm (48h); CHN: 595,6 ppm (24h) e
553,4 ppm (48h). Nos bioensaios pupicida e adulticida, BCH e CHN induziram uma maior Mt
no periodo de 24 horas de exposi¢do, com CLso de 562,1 e 893,7 ppm respectivamente. No
ensaio de eclodibilidade, houve diminuicdo da eclosdao em 97,4%. Na anélise por MEV, as CHH
ocasionaram danos visiveis ao exocorion dos ovos. CHH promoveram um aumento quantitativo
dos hemacitos, CH: 9,6+1,3% (24h) e 10,7+8,8% (48h); CHF: 10,91+1,3% (24h) e 13,7+7,8%
(48h); CHN: 10,7£1,5% (24h) e 11,1+7,8% (48h). Por outro lado, a BCH promoveu uma
diminuicdo, 22,3£1,3% (24h) e 16,4+1,8% (48h), porém sem significancia estatistica.
Observou-se um aumento do NO%* em todas as CHH (24h: 18,9+0,6% e 48h: 20,9+0,6%). Nos
bioensaios de toxicidade, houve Mt frente a todas as concentracdes testadas, sendo a BCH
(4,85m [média] Mt) e CHN (4,66m Mt) as que demonstraram baixa toxicidade em Artemia. Por
fim, os resultados destacam as CHH como moléculas com atividade inseticida e
imunomoduladora, promissoras para o desenvolvimento de novos produtos com potencial
impacto na saude publica. Entretanto, os bioensaios de toxicidade retratam sua atividade para
organismos nao alvo, o que deve ser melhor avaliado em estudos futuros.

Palavras-chave: Culicideos; inseticida sintético; Artemia salina.



ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti L. is a vector responsible for transmitting several arboviruses, such
as dengue, zika, and chikungunya. In a global context, there is a process of population
expansion, partly due to the inefficiency of the control methods used. In this sense, the search
for new molecules with insecticidal activity is of great importance. Chalcones are natural
compounds belonging to the group of flavanoids and have become an important target for
current scientific research due to their wide biological applicability. Therefore, the objectives
of this study are to evaluate the effects of four different types of chalcones (CH) on the in silico
activity, development, and immune system in Ae. aegypti and their toxicity in A. salina. As a
methodology, the CHH were synthesized by the Organic Synthesis Laboratory (LabSintese)-
UFPB, being described as: Heterocyclic Chalcone (CHH), Chalcone Fluoride (CHF), Bromo
Chalcone (BCH), and Chalcone Nitrogen (CHN). The computational analyses were performed
using the software Molpredict X, Spartan14, ChemAxon, and Molegro Virtual Docker v.6.0.1.
For analysis under the development phases in Ae. aegypti and toxicity in A. salina, different
concentrations of CHH (2.5-1000 ppm) were used, and mortality (Mt) was evaluated in the
period of 24 and 48 hours. Scanning electron microscopy (SEM) was used for morphological
analysis of the eggs against exposure to CHH. For the immunological analysis of larvae (L3),
the nitrite ion (NO?%) concentration and total hemocyte profile in the hemolymph pool were
evaluated. In the control groups, the insects were exposed to dechlorinated water, Tween 80
and 20 at 2%. The experiments were performed in triplicate. As results, the CHH demonstrated
conformational stability and lower energy than the target proteins of the study (CHN: -126,547
kcal/mol™?), and (CHH: -128,536 kcal/mol™) respectively, when compared to the co-crystallized
ligands. In the larvicidal activity, there was a higher Mt in the 48-hour period, decreasing the
LCso: 10.04 ppm (24h) and 6.84 ppm (48h) for CHH; CHF: 42.01 ppm (24h) and 8.46 ppm
(48h); BCH: 195.6 ppm (24h) and 161.8 ppm (48h); CHN: 595.6 ppm (24h) and 553.4 ppm
(48h). In the pupicidal and adulticidal bioassays, BCH and CHN induced a higher Mt in the 24-
h exposure period, with LCso of 562.1 and 893.7 ppm, respectively. In the hatchability assay,
there was a 97.4% decrease in hatching. In the SEM analysis, CHH caused visible damage to
the exochorion of the eggs. CHH promoted a quantitative increase in hemocytes, CH: 9.6 +
1.3% (24h) and 10.7 £ 8.8% (48h); ICC: 10.91 + 1.3% (24h) and 13.7 + 7.8% (48h); CHN:
10.7£1.5% (24h) and 11.1+7.8% (48h). On the other hand, BCH promoted a decrease of
22.3+1.3% (24h) and 16.4+1.8% (48h), but without statistical significance. An increase in NO?
was observed in all CHH (24h: 18.9+£0.6% and 48h: 20.9+0.6%). In the toxicity bioassays, Mt
occurred against all concentrations tested, with BCH (4.85m [mean] Mt) and CHN (4.66m Mt)
demonstrating low toxicity in Artemia. Finally, the results stand out as CHH molecules with
insecticidal and immunomodulatory activity, promising for the development of new products
with potential impact on public health. However, toxicity bioassays portray their activity
towards non-target organisms, which should be better evaluated in future studies.

Keywords: Culicidae; synthetic insecticide; Artemia salina.
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1 INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti (Ae. aegypti) é responsavel por inimeros desafios na saude
publica, uma vez que é descrito como o principal vetor dos virus da Febre amarela (YFV),
Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) (Al yahya, Shaher, Mahyoub, 2023;
Terra et al., 2017). A adaptabilidade do Ae. aegypti a uma ampla variedade de criadouros
artificiais e condi¢cbes ambientais contribui significativamente para a alta prevaléncia destas
arboviroses associadas ao vetor. Por sua vez, esta adaptabilidade confere a ele uma vantagem
ecoldgica significativa, tornando-o um desafio continuo para estratégias de controle vetorial,
uma vez que sua capacidade de se adequar a diferentes condigdes ambientais e alteracdes
climaticas, dificultam os esforcos para mitigar sua proliferacdo, resultando em uma alta
incidéncia destas arboviroses e configurando-se como um grave problema para a saude publica
mundial (Morais et al., 2020). Globalmente, 2,5 bilhGes de pessoas vivem em areas de alto
risco, especialmente em regides tropicais e subtropicais do mundo, onde a temperatura e a
umidade promovem a sua proliferacdo (Fernandes et al., 2020).

O Ae. aegypti € um organismo extremamente eficiente e organizado, sendo um excelente
modelo para estudar os processos bioldgicos dos insetos. Torna-o um meio potencialmente
acessivel para investigacdo de mecanismos e aplicacbes sob novos compostos, frente a
diferentes variaveis (Galloway; Depledge, 2001; Faraldo et al., 2005). O controle vetorial é
uma das formas mais importantes de impedir a propagacdo do vetor. A literatura cientifica
demonstra que a aplicacdo continua de agentes quimicos, tem levado a resisténcia dos
mosquitos, além disso, o0 uso destes produtos podem exercer efeitos nocivos sobre a saude, e ao
meio ambiente, sendo necessario buscar alternativas mais seguras e efetivas. Em resposta a este
problema, os compostos sintéticos tornam-se ferramentas com grande funcionalidade, com
potencial para servir como métodos paliativos e eficazes para o controle quimico de vetores.
(Aguiar et al., 2017; Mendes et al., 2017; Souza et al., 2019).

Dessa forma, com o objetivo de explorar novas estratégias para o0 combate ao vetor, tém
sido avaliadas, por meio da sintese organica, novas moléculas bioativas com potencial
inseticida, como as chalconas. Essas moléculas, que sdo precursoras na biossintese de
flavonoides, sdo compostos polifendlicos com uma ampla gama de aplicacdes bioldgicas,
incluindo atividades antimicrobiana, antiparasitaria e inseticida, entre outras. Logo, apesar de
sua ampla atividade, ainda permea uma deficiéncia de informacdes sobre a utilizacdo desses

compostos, e como poderiam auxiliar no controle populacional de vetores (Souza et al., 2019;
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Gomes et al., 2020).

Baseando-se neste contexto, o presente estudo justifica-se pela necessidade de
desenvolver alternativas mais eficazes e seguras para o controle de Ae. aegypti, considerando a
crescente resisténcia do vetor aos inseticidas convencionais e 0s impactos adversos associados
ao uso prolongado desses produtos sobre o ambiente e a saude humana. As chalconas,
conhecidas por suas propriedades diversificadas, podem demonstrar potencial significativo nos
processos bioldgicos do mosquito. A investigacdo in silico dessas moléculas, juntamente com
a avaliacdo de sua toxicidade em Artemia salina, pode fornecer dados essenciais para o
desenvolvimento de novos agentes inseticidas, atendendo aos padrdes atuais de eficacia e

segurancga em salde publica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos de chalconas, in silico, sob o desenvolvimento e sistema imunol6gico

dos mosquitos Aedes aegypti, e toxicidade em Artemia salina.

2.2 Obijetivos especificos

) Avaliacdo da atividade in silico sobre o Ae. aegypti e rastreio dos compostos
sintetizados;

) Avaliar a atividade das chalconas sob o desenvolvimento em Ae. aegypti diante dos seus
diferentes estagios de vida;

° Avaliar a caracterizacdo morfologica em ovos de Ae. aegypti por MEV ap0s exposi¢do

as chalconas.
° Investigar o efeito das chalconas sobre a producéo de 6xido nitrico em Ae. aegypti.
° Avaliar os efeitos de chalconas sobre as células do sistema imunologico de Ae. aegypti.

° Avaliar a atividade de toxicidade das chalconas em Artemia salina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas gerais do mosquito Aedes Aegypti L.

O Aedes aegypti L., (Figura 1) € um vetor responsavel pela transmissdo de diversas
arboviroses na nossa sociedade, como por exemplo, a zika, dengue, febre amarela e
chikungunya (Matthews, 2019). Pertencente ao Filo Arthropoda, Classe Hexapoda, Ordem
Diptera, Familia Culicidae e Género Aedes, ¢ originario da Africa e esta disperso por regides
subtropicais e tropicais em varias localidades do mundo (Nunes, 2013; Silveira, 2018). Se
adapta muito facilmente a diversos tipos de criadouros artificiais e é altamente antropofilico o
que favorece o surgimento de epidemias transmitidas por este vetor (Morais et al., 2020). A
elevada incidéncia de doengas virais, transmitidas pelas fémeas do mosquito tem representado
um grande problema econémico, social e de saude publica, principalmente em paises
subdesenvolvidos. A dificuldade em controlar a sua proliferacdo pode ser atribuida as suas
caracteristicas biologicas, como adaptabilidade a diferentes esferas ambientais, temperatura e
sazonalidade (Morais et al., 2020).

Figura 1: Mosquito Aedes aegypti adulto.

Fonte: Adaptado de https://www.cnnbrasil.com.br/

Fatores climaticos contribuem para que o vetor se estabeleca mais facilmente, incluindo
periodos de chuva e temperaturas adequadas para o seu desenvolvimento. Outros fatores

contribuem para o0 seu crescimento dispersivo, como a falta de saneamento basico e infra-
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estrutura urbana, negligéncias sobre as ocupacdes de areas irregulares, dificuldades diante da
coleta do lixo, distribuigdo irregular de &gua, e falta de conscientizacdo e participacdo da
populacdo. Esses fatores também favorecem o crescimento populacional do mosquito e
comprometem os programas de controle desenvolvidos (Carvalho; Moreira, 2017; Kraemer et
al., 2015; David; Lourengo, Freitas, 2009).

Figura 2: Epidemiologia de pessoas infectadas com o virus da dengue (2004-2024).
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Fonte: Adaptado de https://www12.senado.leg.br

Apls a eclosdo dos ovos, as larvas se desenvolvem em um periodo de 5-7 dias,
dependendo das condicdes climaticas, até se tornarem pupas. As pupas se desenvolvem por 2—
3 dias até se tornarem mosquitos adultos (Figura 3). As fémeas podem produzir de 100 a 200
ovos apds receberem o repasto sanguineo. Durante o repasto sanguineo de um ser humano
infectado por DENV, CHIKV ou ZIKV, os virus invadem as células do intestino médio dos
insetos, eventualmente espalhando-se para 6rgaos secundarios e glandulas salivares (Fernandes
et al., 2019)
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Figura 3: Ciclo de vida do Aedes aegypti.

Aedes Aegypti
Adulto

gLarva 1

Larva 2

Fonte: Adaptado de https://randolfoteixeira.blogspot.com/

Apds um segundo repasto sanguineo, injeta 0 componente viral na corrente sanguinea
através da saliva. Uma vez dentro do organismo do hospedeiro, induzem estresse oxidativo via
fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase desencadeando um
resposta inflamatoria por citocinas. Acredita-se que as citocinas pro-infamatorias sejam
responsaveis pelos sintomas comuns, como febre, fraqueza, cefaleias e mialgias, e em casos
raros, aumento da permeabilidade capilar e hemorragia. O mecanismo pelo qual o ZIKV causa
microcefalia ainda é desconhecido, mas acredita-se que esteja direcionado a uma resposta
imune no sistema nervoso de recém-nascidos, induzindo respostas inflamatorias, apoptose
neuronal e morte celular (Oliveira et al., 2024; Dhenni et al., 2021; Mccarthy et al., 2020).

As fémeas, além de realizarem o repasto sanguineo, possuem um comportamento de poér
seus ovos em locais ou superficies Umidas como pneus, plasticos e até mesmo buracos de
arvores, em distancias proximas a superficie da dgua. A escolha do local de oviposicdo pelos
mosquitos é um fator importante para o seu ciclo de vida. Assim, podem potencializar o seu
desenvolvimento e sobrevivéncia selecionando ambientes adequados para sua
reprodutibilidade. Na fase adulta, o Ae. aegypti pode ser identificado pelas partes estruturais do

mosquito. As observagdes mais faceis e claras baseiam-se na parte do torax, sendo um padrdo
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de linhas brancas horizontais (Gunara; Joelianto, Ahmad, 2023; Faull; Williams, 2016; Abreu
et al., 2009; Wong et al., 2011).

Considerando as caracteristicas gerais descritas e a dificuldade em controlar sua
proliferacédo, é essencial aumentar a visibilidade da vigilancia e do conhecimento da populacéo
sobre o problema. Nesse contexto, os métodos de vigilancia e educacdo em salde sdo
ferramentas importantes no processo de controle, pois contribuem para a autonomia das
pessoas, atuando de forma proativa na vigilancia de proliferacdo do vetor. Isso permite ndo
apenas a deteccdo precoce e a intervencado rapida, mas também a reducdo do impacto negativo
na saude publica e no meio ambiente, promovendo uma comunidade mais informada e resiliente

sobre o tema (Falkenberg et al., 2014; Chaves; Evangelista, Fernandes 2020).

3.2 Principais arboviroses e aspectos epidemioldgicos

Existem centenas de virus conhecidos e transmitidos por artrépodes (arbovirus) dos
quais cerca de 30 s@o conhecidos por causar doencas em humanos. Apesar desta diversidade,
apenas quatro arbovirus causam danos severos a populagéo global: os virus causadores da Febre
amarela (YFV), Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV). Historicamente, 0
Ae. aegypti é o principal vetor diante das principais epidemias envolvendo estes quatro virus.
Os mesmos sdo virus de RNA de fita simples, conhecidos por terem altas taxas de mutacdes, o
que favorece sua rapida evolucdo e adaptacdo em diferentes hospedeiros. Trés sdo flavivirus,
YFV, DENV e ZIKV e um alfavirus, CHIKV. Todos causam sintomas semelhantes em
humanos. No entanto, cada um dos virus apresenta uma patologia distinta, com altas taxas de
mortalidade associadas ao YFV e DENV, enquanto as infeccbes por CHIKV e ZIKV
infrequentemente resultam em mortalidade elevada, mas em danos semipermanentes (Souza-
neto; Powell, Bonizzoni, 2019; Powell, 2018; Riickert; Ebel, 2018).

A distribuicdo epidemioldgica do Ae. aegypti esta mudando, impulsionada em parte
pelas alteracdes climaticas globais. Estudos de modelagem epidemiolégica indicam que a
distribuicdo dessa espécie mude drasticamente durante o préximo século, a medida que habitats
gue antes eram indspitos, se tornam favoraveis. Estas mudancas nos padrdes de distribuicdo
representardo desafios significativos para a salde publica, uma vez que as estratégias de
vigilancia e controle vetorial ndo poderdo basear-se nas tendéncias historicas da populacdo
(Laporta et al., 2023; Bennett et al., 2019; Rochlin et al., 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o risco de infeccdo por dengue estd

presente em mais de 129 paises, sendo 70% na Asia. O ndimero de casos de dengue notificados
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a OMS aumentou 8 vezes nas Ultimas duas décadas, de 500 mil casos em 2000 para mais de 5,2
milhdes em 2019 (Dos santos et al., 2023). Estima-se que ocorram cerca de 4.000 mortes por
ano, além de mais de 300.000 casos suspeitos de CHIKV e ZIKV relatados em todo o mundo.
A maioria dos pacientes que desenvolvem ZIKV sao assintométicos. No entanto, gestantes que
desenvolvem ZIKV podem dar a luz a recém-nascidos com microcefalia. Em 2016 na regiéo
Centro-Oeste, a incidéncia de dengue foi de 1.065,9/100 mil habitantes, a de chikungunya, de
6,6/100 mil habitantes; e a de zika foi de 189,7/100 mil habitantes. O Distrito Federal, em 2016,
registrou 13.645 casos provaveis de dengue, uma incidéncia de 458,3/100 mil habitantes. J& a
incidéncia de chikungunya foi de 10,4/100 mil habitantes, e a da doenga aguda causada pelo
virus Zika, de 8,9/100 mil habitantes (Chaves; Evangelista, Fernandes 2020).

Figura 4: Distribuicdo do coeficiente de incidéncia de dengue no Brasil.
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Fonte: Adaptado de Sinan Online e E-SUS VS. Dados atualizados em 1/7/2024.

Em 2024, os quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 E
DENV-4) foram identificados no pais. Todas as Unidades Federais (UFs) apresentaram
circulacdo concomitante de DENV-1 e DENV-2 (Figura 4). Os Estados de Roraima, Para,
Amapa, Maranhdo, Piaui, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
S&o Paulo, Parang, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul apresentaram a circulagdo de trés
sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3). No ano de 2024, até o0 més de junho, foram

confirmados 82.908 casos de dengue com sinais de alerta (DSA) e de dengue grave (DG), o que
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representa aumento de 307,8% em relacdo a0 mesmo periodo do ano anterior, quando foram
notificados 20.332 casos de DSA e DG (Figura 5). Em relagdo ao perfil dos casos de DG +
DSA ocorridos em 2024, houve predominio de individuos do sexo feminino, com 56,2%
(BRASIL, 2024).

Figura 5: Taxa de letalidade entre os casos graves de dengue por faixa etaria.
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Fonte: Adaptado de Sinan Online e E-SUS VS. Dados atualizados em 01/07/2024.

Em 2024 foram notificados 233.225 casos provaveis de chikungunya no pais (taxa de
incidéncia de 114,9 casos por 100 mil habitantes) (Figura 6). Esse nimero representa um
aumento de 78,8% ao ser comparado com o0 mesmo periodo de 2023, quando foram notificados
130.458 casos provaveis (59,3 casos por 100 mil habitantes). Até o presente boletim, ocorreram
138 dbitos em investigacdo, que podem ser confirmados ou descartados. A mediana de idade
dos obitos confirmados por chikungunya foi de 73 anos, variando entre 0 e 101 anos, com
predominio do sexo masculino (55,3%) (Figura 7) (BRASIL, 2024).

Figura 6: Distribuicdo do coeficiente de incidéncia de chikungunya no Brasil.
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Fonte: Adaptado de Sinan Online e E-SUS VS. Dados atualizados em 1/7/2024.

Figura 7: Taxa de letalidade entre os casos graves de chikungunya por faixa etaria.
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Fonte: Adaptado de Sinan Online e E-SUS VS. Dados atualizados em 01/07/2024.

No que se refere ao grupo populacional das gestantes, foram notificados 764 casos
provaveis de zika, dos quais 700 (91,6%) (Figura 8) permanecem em investigacao e 64 (8,4%)
foram confirmados, sendo 52 (81,2%) por critério laboratorial e 12 (8,8%) por critério clinico
epidemioldgico. As UFs com os maiores nimeros de casos provaveis em gestantes foram Sao
Paulo (187 provaveis, um confirmado), Espirito Santo (104 provaveis, cinco confirmados) e
Minas Gerais (95 provaveis, dois confirmados) (BRASIL, 2024).
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Figura 8: Distribuicdo do coeficiente de incidéncia de zika no Brasil.

1

BR_UF_2022
[] = 1,06 Casos por 100.000 Hab
[ 1,07 - 2,56 Casos por 100.000 Hab
[C] 2,57 - 8,85 Casos por 100.000 Hab
[ > 8,85 Casos por 100.000 Hab

Fonte: Adaptado de Sinan Online e E-SUS VS. Dados atualizados em 1/7/2024.

Um estudo por agrupamento de domicilios entre pessoas de 1 a 50 anos de idade em um
municipio no sul de Porto Rico, territorio ndo incorporado dos Estados Unidos da América
(USA) entre 2018 a 2019, numa taxa de seroprevaléncia de 30%, estimou-se que, cerca de 1
milhao de pessoas tenham sido infectadas durante o surto de CHIKV (Hills, 2024). 2.170 casos
provaveis de DENV foram notificados na Ilha da Madeira, Portugal (PT) desde o inicio do surto
em 3 de outubro de 2012, dos quais 1.080 foram confirmados laboratorialmente (Rodrigues;
Campino; Coelho, 2023; Alves et al., 2013). Entre 1 de janeiro de 2012 a 31 de dezembro de
2022, um total de 13.343 casos de DENV na Australia foram notificados pelo Sistema Nacional
de Vigilancia de Doencas de Notificacdo Obrigatoria (NNDSS) (mediana de 1.466 casos;
variacdo 11-2.238). Destes, 12.568 casos (94%) foram externos, 584 (4%) foram adquiridos

localmente e 191 (1%) ndo tiveram origem registada (Sohail et al., 2024).

3.3  Ciclo de vida do mosquito Aedes Aegypti L.

O Ae. aegypti (Linnaeus) pertence a familia Culicidae e a ordem Diptera. A fémea pde
ovos preferencialmente em ambientes artificiais proximos a agua. Apds a eclosdo, as larvas

crescem e sofrem metamorfose. No ciclo de vida do Ae. aegypti, quatro estagios larvais e a fase
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de pupa ocorrem em ambientes aquéticos, enquanto a fase adulta é predominantemente aérea.
As larvas de Ae. aegypti no primeiro instar possuem aproximadamente 1 milimetro (mm) de
comprimento, enquanto no quarto instar atingem cerca de 8 mm. Apos a ecdise da cuticula
larval do quarto instar, a pupa emerge contendo a maioria dos 6rgdos adultos formados, e apds
a muda da pupa, emerge 0 mosquito adulto alado. O ciclo de desenvolvimento completo do Ae.
aegypti €, em média, de 10 dias, seguido por um periodo adicional de cerca de 30 a 40 dias até
a morte do mosquito adulto. Esse periodo pode variar conforme condi¢des ambientais
especificas do local, como temperatura, umidade relativa e disponibilidade de recursos. Essas
variaveis influenciam a taxa de desenvolvimento e 0s processos fisiolégicos dos organismos
envolvidos, resultando em flutuagdes no tempo necessario para a conclusao das fases do ciclo
de vida. A identificacdo de larvas, pupas e adultos com base em suas caracteristicas
morfoldgicas logo apds a coleta é crucial para determinar a prevaléncia do vetor (Fernandes et
al., 2020; Bar; Andrew, 2013; Schaper; Hernandez-chavarria, 2006).

3.3.1 Ovos

A estrutura dos ovos de Ae. aegypti (Figura 9) € composta por quatro camadas distintas:
0 exocorio, endocdrion, cuticula serosa e serosa. A camada externa, chamada exocorion, é
responsavel por sua protecao fisica e quimica, apresentando uma superficie reticulada, com uma
textura semelhante a uma rede, que ajuda na adesao as superficies onde os ovos sdo depositados.
Abaixo do exocorion encontra-se 0 endocérion, que possui funcdo adicional de camada
protetora, sendo resistente e impermeavel, protegendo o embrido contra desidratacdo e outros

fatores ambientais adversos (Bova; Paulson S.; Paulson G., 2016).

Figura 9: Estrutura morfol6gico do ovo de Ae. aegypti.
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Fonte: Adaptado de https://www.icr.org/article

A cuticula serosa e a serosa do ovo de Ae. aegypti desempenham papéis fundamentais
na protecdo e sustentacdo do embrido. A cuticula serosa é a camada mais externa do ovo,
composta por uma combinacdo de proteinas e lipidios que conferem resisténcia e
impermeabilidade. Esta camada possui uma superficie reticulada ou granulada, o que facilita a
adesdo a superficies e oferece uma barreira fisica contra desidratacdo, predadores e condi¢des
ambientais adversas. Abaixo da cuticula serosa encontra-se a serosa, uma camada interna que
reveste 0 embrido. A serosa é constituida por células que secretam substancias nutritivas e
protetoras, fornecendo suporte essencial para o desenvolvimento embrionario. Esta camada néo
apenas oferece nutrientes necessarios para o crescimento do embrido, mas também protege-o
das condi¢des ambientais e de possiveis danos (Rezende et al., 2008; Handel et al., 2000; Valle
etal., 1999).

Inicialmente, os ovos sdo brancos quando recem-postos, mas rapidamente se tornam
pretos ou escuros devido a um processo conhecido como melanizagdo, que fornece protecao
adicional contra danos fisicos e luz ultravioleta (Figura 10A e B) (Mundim-pombo et al., 2021;
Bova, Paulson S.; Paulson G., 2016).

Figura 10: A: Ovos de Ae. aegypti recém-depositados; B: Ovos de Ae. aegypti maturados.

Fonte: Adaptado de Isoe et al., 2019.

A estrutura morfoldgica dos ovos de Ae. aegypti é essencial para a sobrevivéncia e
desenvolvimento dos embrides em ambientes desafiadores. A resisténcia oferecida pelo
exocorio e pelo cério garante que 0s 0vos possam permanecer viaveis durante periodos secos,

até que condicdes favoraveis de umidade permitam a eclosdo das larvas (Linley, 1989).
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3.3.2 Larva

A fase larval é composta por quatro estagios: L1, L2, L3 e L4 (Figura 11). Durante esse
periodo, a alimentagdo ocorre por meio da ingestdo de material organico presente no ambiente
aquatico, uma vez que esta fase € inteiramente aquatica. Além disso, é durante esses estagios
que ocorre o crescimento e a diferenciacdo morfoldgica, culminando na metamorfose para a
fase pupal. As larvas de Ae. aegypti sdo encontradas em diferentes habitats aquaticos,
principalmente em pequenos reservatorios de agua, e sdo caracterizadas morfologicamente por
terem segmentos como, cabeca, térax e abdémen (Bar, 2013).

As larvas L1 sdo muito pequenas, geralmente medindo menos de 1 mm de comprimento,
e comecam a se alimentar de microrganismos e matéria organica presente na agua. Neste
estagio, as larvas ttm um movimento mais lento e menos coordenado em comparagdo aos
estagios posteriores. No estagio L2, ou segundo instar, as larvas séo um pouco maiores que as
L1, medindo entre 1 e 2 mm de comprimento. Elas continuam a se alimentar de matéria organica
e microrganismos, mas com uma maior eficiéncia devido ao aumento do tamanho das
mandibulas. A mobilidade também aumenta, permitindo que as larvas se movimentem mais

ativamente na agua (Bar; Andrew, 2013; Consoli; Oliveira, 1994)

Figura 11: Fases de desevolvimento larval de Ae. aegypti; A: larva em estagio L1; B: larva em estagio L2; C:
larva em estagio L3; D: larva em estagio L4.
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Fonte: Adaptado de Hossain et al., 2022.

No estagio L3, ou terceiro instar, as larvas crescem significativamente, atingindo entre
2 e 4 mm de comprimento. As mandibulas e outros apéndices bucais sdo mais desenvolvidos,
permitindo uma alimentagdo mais eficiente. Neste estagio, as larvas exibem um comportamento
aquéatico mais ativo e coordenado, explorando mais amplamente o ambiente em que se encontra.
Por fim, no estagio L4, ou quarto instar, as larvas atingem seu maior tamanho, variando de 4 a
8 mm de comprimento. As mandibulas e apéndices bucais sdo plenamente desenvolvidos,
permitindo uma maior alimentacéo antes da transi¢éo para a fase pupal (Figura 12). As larvas
L4 sdo muito ativas e passam a maior parte do tempo alimentando-se e crescendo rapidamente
(Pombo et al., 2021; Consoli; Oliveira, 1994).

Figura 12: Caracterizagdo morfoldgica da larva de Ae. aegypti.

Fonte: Adaptado de Rao e Kumar (2020).

3.3.3 Pupa

A fase pupal de Ae. aegypti (Figura 13) é uma etapa critica no ciclo de vida desta espécie.
Apds a eclosdo dos ovos, as larvas passam por quatro instares larvais antes de se transformarem
em pupas. Esta metamorfose representa a transicdo de um organismo aquético para a forma
adulta alada. As pupas de Ae. aegypti possuem uma morfologia distinta, caracterizada por um
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corpo curvado em forma de virgula e pela presenca de duas estruturas respiratdrias denominadas
sifdes, que se projetam a partir do térax e sdo utilizadas para a respiracdo atmosférica na
interface ar-agua (Rao; Kumar, 2020; Consoli; Oliveira, 1994).

Durante essa fase, a pupa ndo se alimenta e permanece em &gua parada, utilizando a
energia acumulada durante as fases larvais para o desenvolvimento. O estagio pupal €
relativamente curto, durando em média de 2 a 3 dias, dependendo das condi¢6es ambientais em
que se encontra. Durante esse periodo, ocorrem mudancas drasticas internas a medida que 0s
6rgdos e estruturas do mosquito adulto se formam a partir dos tecidos larvais (Consoli; Oliveira,
1994).

Figura 13: Pupa de Ae. aegypti.
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Fonte: Adaptado de Rao, Kumar, 2020.

Quando a metamorfose esta concluida, ocorre a ruptura da exavia pupal, permitindo a
emergéncia do adulto. Este processo de emergéncia, denominado eclosdo imaginal, €
caracterizado pela rapida transicdo do mosquito de um estagio aquatico para sua fase de vida
aérea. A eclosdo geralmente ocorre durante as primeiras horas matutinas ou no final da tarde,
periodos nos quais a umidade relativa do ar é elevada, facilitando a saida do adulto da superficie
aquatica e minimizando o risco de desidratacdo (Rao; Kumar, 2020; Bar; Andrew, 2013;
Consoli; Oliveira, 1994).

3.3.4 Adulto

O mosquito adulto de Ae. aegypti (Figura 14) é prontamente identificado por suas
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caracteristicas morfoldgicas especificas. Este diptero possui um corpo graciliforme e membros
locomotores longos, com um comprimento corporal médio variando entre 4 e 7 milimetros. O
exoesqueleto é predominantemente melanizado, apresentando escamas pretas e brancas que
formam um padrdo especifico de marcacfes. No térax, observa-se a presenca de escamas
prateadas organizadas em forma de lira, que sdo diagnosticas para a espéecie. Os olhos
compostos, de grande dimensdo, proporcionam uma Vvisdo panoramica essencial para a
localizagdo de hospedeiros e a evasdo de predadores. As antenas, de tipo filiforme, s&o
segmentadas e desempenham um papel critico na quimiorrecepcao, detectando sinais quimicos
como o dioxido de carbono (CO>) e outros volateis emitidos pelos hospedeiros (Andrew; Bar,
2013; Consoli; Oliveira, 1994).

Figura 14: Diferengas entre fémea e macho de Ae. aegypti.

Fonte: Adaptado de https://informativogeral.blogspot.com/

Nas fémeas (Figura 15), o aparelho bucal € adaptado para a hematofagia, com uma
probdscide longa e afilada equipada com serrilhados que facilitam a penetracdo na
epiderme e a subsequente ingesta sanguinea. A alimentacdo sanguinea é essencial para
as fémeas, pois o sangue fornece os nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos
ovos. Durante a alimentacdo, a fémea de Ae. aegypti injeta saliva contendo
anticoagulantes e vasodilatadores, facilitando a obtencdo do sangue e podendo,
concomitantemente, transmitir arboviroses. Em contraste, 0os machos possuem uma

probodscide menos robusta, adequada para a alimentacdo em substancias agucaradas,
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como néctar de flores. As asas séo membranosas e hialinas, sustentadas por um sistema
de venacdo conspicuo e cobertas por escamas que auxiliam na estabilidade durante o
voo. A capacidade de voo € silenciosa e altamente manobravel, permitindo ao mosquito
acessar hospedeiros com eficiéncia e evitar predadores (Jové et al., 2020; Farjana; Tuno,
2013; Harrington; Edman, Scott, 2001; Consoli; Oliveira, 1994).

Figura 15: Fémea de Ae. aegypti durante o repasto sanguineo.

Fonte: Adaptado de https://semil.sp.gov.br/

3.4  Sistema imunoldgico do vetor Aedes Aegypti L.

Sabe-se que os insetos apresentam mecanismos eficientes para combater patdgenos,
construindo respostas que apresentam desfechos efetivos, como as da imunidade inata dos
vertebrados. Os sistemas circulatério e imunoldgico dos insetos, ambos integrados na
hemolinfa, sdo funcionalmente interconectados. Os componentes celulares, chamados de
hemdcitos, condunzem a resposta celular, circulando ou fixando-se aos tecidos, fagocitando
particulas exdgenas, muitas vezes acompanhados por um mecanismo de melanizagédo (Estévez-
lao et al., 2020; Bergmann et al., 2024). A fagocitose é considerada uma barreira contra
patdgenos e tem sido descrita na hemolinfa de muitas espécies contra agentes bioldgicos e nao
bioldgicos (Faraldo et al., 2006; Batista et al., 2020).

Os hemdcitos de mosquitos sdo classificados em pro-hemacito, plasmatdcito,
granuldcitos e oenocitoide (Nunes et al., 2013). Os granulécitos apresentam alta adesividade,
capacidade fagocitica e a expressdo de varios marcadores moleculares que facilitam sua
identificacdo. Estes hemocitos sdo predominantes na espécie analisada, enquanto 0s
oenocitoides e pro-hemacitos constituem menos de 10% da populacéo total de hemdcitos. Os

oenocitoides sdo caracterizados por sua auséncia de adesividade e sdo 0s Gnicos hemdcitos que
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mantém a atividade de fenoloxidase (PO) de forma constitutiva. Em contraste, os granuldcitos
manifestam atividade de PO de maneira induzida ap6s um desafio imunologico. A
uniformidade no tamanho, a morfologia arredondada, a alta razdo nuclear-citoplasmatica e a
auséncia de marcacédo de diferenciacdo, sdo caracteristicas que corroboram a identificacdo dos
pré-hemacitos como células progenitoras. Adicionalmente, as células identificadas como
adipo-hemdcitos ndo pertencem ao grupo dos hemacitos, mas sim representam células do tecido
adiposo que podem ser confundidas com hemadcitos nas amostras de hemolinfa coletadas de Ae.
aegypti (Stand, 2008; Castillo; Robertson, Stand, 2006; Hillyer; Christensen, 2002).

Quando um patoégeno invade o organismo do Ae. aegypti, 0s hemadcitos iniciam uma
resposta imunoldgica complexa através da ativacdo de vias de sinalizacdo especificas. Este
processo se inicia com a deteccdo do patdgeno por receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs), que reconhecem padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS) presentes na
superficie dos microorganismos. A interacdo entre PRRs e PAMPs desencadeia duas principais

cascatas de eventos celulares e moleculares (Stand, 2008; Castillo; Robertson, Stand, 2006).

A primeira cascata envolve a ativacdo de proteinas adaptadoras, como a MyD88
(Resposta Primaria a Diferenciacdo Mieloide 88), que se liga a PRRs e ativa proteinas quinases
como a IRAK (Cinase Associada ao Receptor de Interleucina-1). A ativacdo dessas quinases
resulta na fosforilacdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB (Fator Nuclear kappa-light-
chain-enhancer), que transloca para o nicleo e induz a expressao de genes responsaveis pela
resposta imunolégica, como def (defensina) e lyz (lisozima). Estes genes codificam proteinas
anti-microbianas que desempenham papéis criticos na defesa contra patdégenos (Kumar et al.,
2018; Stand, 2008; Hillyer; Christensen, 2002; Drif ; Brehélin, 1983).

A segunda cascata de sinalizacdo envolve a ativacdo da via de sintese de proteinas de
fase aguda e a ativacdo de vias de sinalizacdo relacionadas ao estresse, como a via da MAPK
(Cinase de Proteina Ativada por Mitdgeno). Esta via é ativada por diversos estimulos, incluindo
a presenca de patdgenos e sinais de estresse celular. As proteinas ativadas por MAPK
promovem a expressdo de genes que codificam enzimas digestivas, como a protease serina e a
catepsina, que sdo essenciais para a degradacdo dos patégenos fagocitados e a manutencédo da
resposta imunolégica. Os hemacitos ativados, como granuldcitos, executam a fagocitose, um
processo em que patdgenos sdo engolfados e encapsulados em fagossomos. Dentro destes
fagossomos, a degradacéo dos patdgenos € facilitada por enzimas digestivas como a catepsina
e a protease serina, que atuam degradando proteinas e estruturas celulares dos patdgenos. Além

disso, os hemdcitos liberam moléculas antimicrobianas, como os peptideos antimicrobianos
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(AMPs) e a lisozima, que atuam diretamente contra agentes exdgenos ao alterar a integridade
da membrana microbiana, promovendo sua destruicdo (Kumar et al., 2018; Lowenberger, 2001;
Blandin; Levashina, 2007).

Outras cascatas de sinalizacfes (Figura 16) para detectacdo de patdgenos, seria a via
Toll (via do receptor Toll), e a via da JAK-STAT (Janus Quinase - Transdutor e Ativador de
Transcricdo). Essa deteccdo pela via Toll, leva a clivagem da proteina spaetzle, que se liga aos
receptores Toll e ativam a transcricao de genes de defesa ap6s a degradacgdo da proteina Cactus
(proteina inibidora Cactus), que inibe Rell (proteina Rell). A via IMD (via da Imunidade-
Relacionada C-Kinase) é ativada quando patégenos se ligam ao PGRP-LC (Peptideo de
Reconhecimento de Padréo-LC). Isso aciona uma cascata de sinalizagdo envolvendo IMD, e
FADD (Proteina Associada ao Dominio de Morte Fas), resultando na fosforilagdo de Rel2
(proteina Rel2). Rel2 entdo entra no ndcleo para ativar genes que atuam na producdo de
peptideos antimicrobianos. A proteina Caspar regula negativamente essa via. A via JAK-STAT
é ativada pela interacdo de Upd (Unpaired) com o receptor Dome, levando a ativacdo das
proteinas Hop (Hopscotch) e a fosforilacdo das proteinas STAT (Transdutor e Ativador de
Transcri¢do). O dimero STAT transloca-se para 0 nucleo e ativa a expressao de genes que
produzem peptideos antimicrobianos. O PIAS (Inibidor da Proteina STAT Ativada) atua como
um regulador negativo, inibindo a via JAK-STAT (Kumar et al., 2018; Shin et al., 2005; Bian
et al., 2005; Weber et al., 2003; De gregorio et al., 2002).

Figura 16: A via de sinalizacdo da imunidade inata em insetos.
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A melanizacdo é induzida pelos hemacitos quando eles reconhecem patégenos. 1sso
resulta na clivagem de profenoloxidases (ProPO) em PO pela a¢do de proteases séricas. As POs
ativadas, iniciam a melanizacdo dos patégenos invasores, com a atividade das proteases
reguladas por serpinas. Esses mecanismos levam a defesa eficaz contra patégenos por meio da
producédo de peptideos antimicrobianos, ativacao de respostas inflamatdrias e de melanizacéo,
que juntos atuam na protecdo dos mosquitos contra infeccBes e agentes exdgenos, auxiliando
na homeostase interna (Kumar et al., 2018; Shin et al., 2005)

Um fator importante para a sinalizacdo de patdgenos no sistema imunoldgico de insetos
e vertebrados é o Oxido nitrico (NO) (Herrera-ortiz et al., 2011). No sistema imunoldgico dos
mamiferos, 0 NO é amplamente reconhecido por seus diversos efeitos fisioldgicos. Ele atua
como uma molécula sinalizadora crucial, desempenhando papéis fundamentais na modulacéo
da resposta imunologica, na regulacdo do fluxo sanguineo e na comunicacdo neural. Em
invertebrados, o0 NO e suas isoformas sdo sintetizadas por hemdcitos, e por diferentes
mecanismos de sinalizagdo. A atuacdo do co-fator NADPH, e da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) frente a L-arginina é fundamental para o processo de sintese, produzindo quantidades
equimolares de L-citrulina como subproduto (Rivero, 2006). As propriedades gasosas do NO
permitem que ele permeie facilmente através das membranas, tornando-o uma eficiente
molécula sinalizadora que possue funcdo essencial sob a resposta imunoldgica de diferentes
organismos (Bergmann et al., 2023; Bergmann et al., 2021; Estévez-lao et al., 2020; Elphick,
Williams, O’shea, 1996; Kuzin et al., 1996). Por outro lado, sua reacdo de adi¢cdo com
superoxido para formar peroxinitrito (ONOQO™), uma espécie reativa de nitrogénio (RNS), torna
0 NO uma molécula altamente reativa. Essas RNS podem causar danos oxidativos a proteinas,
lipidios e DNA (Acido Desoxirribonucleico) em insetos (Ghazawy et al., 2021; Monaghan;
Metcalfe; Torres, 2009).

3.5  Proteinas essenciais para 0 metabolismo do Aedes aegypti L.

A proteina transportadora de esterdis 2 (PTE2) é uma proteina que esta envolvida no
transporte de esterdis, que sdo moléculas essenciais para a manutencdo da integridade das
membranas celulares e para processos de sinalizacdo celular. No caso de insetos vetores, como
0 Ae. aegypti, a PTE2 desempenha um papel importante na regulacdo de esterois, que sdo
fundamentais para o desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos. Ela atua tanto na via da -
oxidag@o quanto no ciclo do acido citrico. Durante a $-oxidagéo, os AG séo catabolizados em

Acetil-CoA, que é subsequentemente inserido no ciclo do &cido citrico para continuar o
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processo de producdo de energia. Esse catabolismo gera cofatores redutores, como NADH e
FADH2 (flavina adenina dinucleotideo), cruciais para a cadeia transportadora de elétrons,
responsavel pela producdo de ATP (adenosina trifosfato) pela ATP sintase. A elevada expressao
da PTE2 no intestino médio de Ae. aegypti sugere uma adaptacao especifica para otimizar o
metabolismo lipidico, atendendo as altas demandas energéticas durante o desenvolvimento
larval e a reproducéo (Lin et al., 2022; Radek; Dyer; Lan, 2010; Blitzer; Lan, 2005; Dyer et al.,
2003).

A quinurenina aminotransferase (QAT), por sua vez, € uma enzima que desempenha um
papel fundamental no metabolismo do triptofano, um aminoécido essencial que é precursor de
varias moléculas bioativas, como a quinurenina, compartilhando 45-50% de identidade de
sequéncia com a versdo humana. Esse caminho metabdlico esta relacionado a regulacéo do
sistema imune e a resposta ao estresse oxidativo em insetos. Em Ae. aegypti, a QAT tem sua
expressdo elevada especialmente na cabeca das larvas, o que sugere uma funcdo importante no
sistema nervoso central (SNC) (Han et al., 2005). Dependente de piridoxal-5'-fosfato (PLP),
essa enzima € responsavel pela conversdo da substancia toxica 3-hidroxiquinurenina (3-HK)
em acido xanturénico (XA), uma forma quimicamente estavel, tanto em larvas quanto em
mosquitos adultos. Esta reacdo € parte de uma rota crucial de desintoxicacdo, impedindo o
acumulo de 3-HK, que pode gerar espécies reativas de oxigénio (ERO) e causar danos ao SNC,
levando a morte do organismo (Maciel et al., 2023). Ambas essenciais para o desenvolvimento

e sobrevivéncia de Ae. aegypti.

3.6 Métodos de controle ao vetor Aedes Aegypti L.

Devido a dificuldade em controlar a proliferacdo do vetor e das transmissdes de doencas
efetivadas pelo Ae. aegypti, existem varias formas de combater e tentar diminuir sua populacéo.
A mesma pode sofrer declinio por meio do controle mecénico, que consiste em eliminar os
depdsitos de ovos e locais de desenvolvimento (Figura 17). As principais atividades de controle
mecanico envolvem a protecdo, a destruicao ou a destinacdo adequada de criadouros, drenagem
de reservatorios e instalacdo de telas em portas e janelas (Chavasse et al., 1997; Zara et al.,
2016).

Figura 17: Controle mecénico.
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Fonte: Adaptado de https://amazonasatual.com.br/

Pode-se utilizar do controle bioldgico, que por sua vez, consiste no uso de organismos
e microorganismos que ndo sdo toxicos para humanos, que ndo afetam o meio ambiente,
diminuindo assim o processo de resisténcia aos inseticidas (Figura 18). O Bacillus thuringiensis
var israelensis (Bti) € um exemplo de controle bioldgico, ao ser ingerido pelas larvas agem
liberando endotoxinas que levam a lise do epitélio do intestino e consequentemente a morte da

larva (Polanczyk; Garcia; Alves, 2003).

Figura 18: Controle bioldgico.

Fonte: Adaptado de https://novabrescia.rs.gov.br/

Todavia, a primeira linha de intervencdo diante do controle populacional de vetores € o
controle quimico, que se destaca pelo o uso de inseticidas quimicos convencionais, devido sua
acdo répida e facil aplicacdo, como, organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretréides (Figura 19). Mesmo sendo um método de controle eficiente, possuem suas

desvantagens associadas ao uso em longo prazo, que séo, os efeitos nocivos em organismos
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ndo-alvo, desequilibrio ecolégico e desenvolvimento de resisténcia. Uma alternativa ideal seria
a utilizagdo de compostos de origem natural, podendo assim, diminuir o impacto que 0s
inseticidas ja causam aos diferentes meios e ambientes (Roiz et al., 2018; Zara et al., 2016;
Valle; Belinato; Martins, 2015; Braga; Valle, 2007).

Figura 19: Controle quimico.

Fonte: Adaptado de https://www.pdrmcard.com.br/

3.6 Atividade e sintese de derivados de chalconas

Os flavondides sdo compostos polifendlicos e representam uma classe de metabdlitos
secundarios biologicamente ativos em plantas e que possuem baixo peso molecular. As
chalconas (1,3-difenil-2-propen-1-ona) sdo uma das classes mais importantes de compostos
flavonoides presentes em frutas, vegetais e até mesmo em chas, se caracterizam por serem
precursores de flavondides e isoflavondides. Eles sdo fitoquimicos lipofilicos, composto por
dois residuos aromaticos (um aldeido e uma acetofenona) unidos por uma cadeia o, € uma

carbonila B-insaturada de trés &tomos de carbono (Constantinescu; Lungu, 2021).
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Figura 20: Chalcona.

i

Fonte: Adaptado de Constantinescu; Lungu, 2021.

O sistema a. (alfa), p (beta)-insaturado nas chalconas refere-se a presenca de uma dupla
ligacdo entre os carbonos a e f em relagdo ao grupo cetona. Esse sistema conjugado ¢ crucial
para a reatividade das chalconas, influenciando sua capacidade de formar ligagdes com outras
biomoléculas e contribuindo para suas atividades biologicas. Dentro da estrutura das chalconas,
0s grupos funcionais desempenham papéis importantes. O grupo fenila, representado pelos dois
anéis fendlicos, é essencial para a absorcao de luz e para a interacdo com alvos bioldgicos. Ja o
grupo cetona (C=0), presente no esqueleto de 1,3-difenil-2-propen-1-ona citado anteriormente,
é fundamental para a reatividade quimica da molécula e sua capacidade de formar interacfes
com outros compostos. Além disso, as chalconas podem apresentar isomeria cis-trans devido a
dupla ligacdo na cadeia de propenona. A conformacdo cis ou trans pode afetar as suas
propriedades e atividades biologicas, destacando a importancia da estrutura espacial para suas
funcBes terapéuticas e quimicas (Zhuang et al., 2017; Singh; Kaur; Silakari, 2014; Elias;
Beazely; Kandepu, 1999).

As chalconas sdo destacadas por suas diversas propriedades bioldgicas e potencial
terapéutico. Elas sdo notorias por suas atividades antioxidantes significativas, que ajudam a
neutralizar radicais livres e reduzir o estresse oxidativo, contribuindo para a protecédo celular e
a prevencdo de doencas associadas. Além disso, demonstram eficacia antimicrobiana contra
diversos patogenos, incluindo bactérias e fungos. Outro aspecto relevante é sua acdo anti-
neoplasica, induzindo apoptose (morte celular programada) em células tumorais e inibindo o
crescimento de tumores. Possuem propriedades anti-inflamatdrias, sendo potencialmente Uteis
no tratamento de doencas inflamatorias e autoimunes. Adicionalmente, as chalconas tém
demonstrado potencial na modulacéo de diversas enzimas, como as quinases, influenciando a
sinalizacdo celular e contribuindo para seus efeitos terapéuticos (Mantzanidou; Pontiki;
Hadjipavlou-litina, 2021; Mohamed; Abuo-rahma, 2020; Rozmer; Perjési, 2016; Mahapatra;
Bharti; Asati, 2015; Fang et al., 2014; Prasad; Rao; Rambabu, 2008; Nowkowska, 2007).

Compostos sintéticos baseados em moléculas naturais, como as chalconas, com baixa
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ou nenhuma toxicidade para organismos ndo-alvo, podem ser uma alternativa adjuvante para
controlar o crescimento de larvas e a proliferagdo do vetor (Targanski et al., 2021; Gross et al.,
2017).

3.7  Artemia salina e bioensaios de toxidade organismo n&o-alvo

Artemia salina (L.) € uma espécie de crustaceos primitiva encontrada em lagos com
certo grau de salinidade, da familia Artemiidae, com cerca de 100 milhGes de anos. Linny
(1758) descreveu-o como Cyncer salinus, mas 61 anos depois, Leach (1819) transferiu-o para
Artemia salina. Foi relatado pela primeira vez em Urmia Lago em 982 por um gedgrafo
iraniano. A Artemia vive apenas em lagos e lagoas com alta salinidade, que varia entre 60-300
pontos. E uma espécie endémica do mediterraneo, mas é encontrado em todos os continentes.
Pode tolerar grandes quantidades de sal (até 300 gramas de sal por litro de agua) e pode se
ambientar em solucdes bastante diferentes da agua do mar. Além disso, esta espécie pode
sobreviver em agua com alta deficiéncia de oxigénio. A minima concentracdo de oxigénio para
um adulto é muito baixo, cerca de 0,5 mg (miligramas)/L, e para nauplios ainda menos de 0,3

mg/L (Munteanu; Dumitrascu; Biosafety, 2011; Abatzopoulos et al., 2013).

Figura 21: Artemia Salina.

Fonte: Adaptado de (Munteanu; Dumitrascu; Biosafety, 2011).

Individuos da espécie Artemia salina, especialmente no estagio nauplio, sao usados em
aquicultura como alimento vivo para crescimento comercial (em incubadoras) de muitas
espécies de peixes e mariscos. A Artemia salina, é amplamente utilizada em ensaios de
toxicidade devido a diversas vantagens metodoldgicas e cientificas. A Artemia pode ser

facilmente cultivada em condi¢Oes laboratoriais, apresentando um ciclo de vida curto e alta taxa
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reprodutiva, o que permite a realizacdo de testes rapidos e validos. Além disso, o cultivo e a
manutencdo de Artemias sdo economicamente viaveis, tornando-as uma opcao custo-efetiva
para estudos de toxicidade em comparacdo com outros modelos animais. A simplicidade de seu
sistema biologico facilita a interpretacdo dos dados de toxicidade, proporcionando um
organismo importante e amplamente aceito na pesquisa cientifica (Veeramani et al., 2019;
Criel, 2018).

3.8  Integracdo de métodos computacionais e técnicas experimentais na descoberta de
NovOoS CoMpostos

Recentemente, abordagens na descoberta de novos compostos auxiliados por analises
computacionais estdo atraindo cada vez mais atencdo, pois podem ajudar a mitigar a escala, o
tempo, e questdes de custo enfrentadas por abordagens experimentais convencionais. As
analises incluem, identificagdo computacional de potenciais alvos de drogas, triagem de
substancias quimicas, otimizagéo adicional dos compostos e avaliacéo in silico de seu potencial
efeito ou toxicidade. Apss esses processos serem conduzidos computacionalmente, o0s
compostos candidatos séo submetidos a experimentos in vitro/in vivo para confirmacao. Assim,
as abordagens podem reduzir o nimero de compostos quimicos que devem ser avaliados
experimentalmente, aumentando a taxa de sucesso através da remocdo de compostos
ineficientes e toxicos (Shaker et al., 2021; Segall; Barber, 2014; Tatum et al., 2017; Talele;
Khedkar; Rigby, 2010).

Os métodos computacionais (in silico) assumem um papel fundamental ao possibilitar
a modelagem detalhada, previsdo das interacGes moleculares, otimizacdo das estruturas
quimicas e a simulacdo das propriedades bioldgicas dos compostos. Utilizando métodos
avancados de simulacdo, como docking molecular, e modelagem molecular, facilitando a
triagem de candidatos com potencial inseticida, oferecendo informacdes importantes sobre a
eficacia e a toxicidade desses compostos. A integracdo da quimica computacional com técnicas
experimentais, permite a identificacdo e o desenvolvimento mais preciso de novas estratégias
para o controle de vetores, reduzindo o numero de experimentos laboratoriais necessarios e
potencializando o impacto das pesquisas no combate ao vetor (Devillers et al., 2014;
Gharaghani; Khayamian; Ebrahimi, 2013).

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é uma das ferramentas mais versateis
disponiveis para a observacgdo e anélise das caracteristicas microestruturais de materiais solidos.

Com uma resolucdo de aproximadamente 10 nandmetros, 0 MEV € essencial em diversas
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atividades de pesquisa, proporcionando uma ferramenta indispenséavel para a analise de detalhes
morfologicos e estruturais que ndo sdo visiveis a microscopios Opticos convencionais. As
aplicacdes do MEV abrangem desde o estudo de organismos inteiros, tecidos e 6rgdos, até, em
certos casos, a visualizacao in situ de organelas subcelulares. O principio de funcionamento do
MEV baseia-se na utilizacdo de um feixe de elétrons de pequeno diametro, que explora a
superficie da amostra ponto a ponto, por linhas sucessivas. O sinal gerado pelo detector é
transmitido para uma tela catddica, cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com a do
feixe incidente. O MEV utiliza o feixe de elétrons para criar imagens de alta resolugdo, que
facilita a caracterizacdo morfoldgica, e a observacdo dos estagios de desenvolvimento
embrionario e a investigacdo de alteragdes estruturais, como por exemplo em Ae. aegypti
(Goldstein et al., 2017; Dedavid; Gomes; Machado, 2007; Castro, 2002; Watt, 1997).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias teste

Foram utilizadas chalconas sintéticas cedidas pelo Prof. Dr. Francisco Jaime do
Laboratério de Sintese Organica (LabSintese) - UFPB: Chalcona Heterociclica (C14H1003S
[massa: 258,04]), Chalcona Fluor (C1sH11FO3 [massa: 270,07]), Bromo Chalcona (C1gH1sBrOs
[massa: 390,01]) e Chalcona Nitrogénio (C1sH17NOs [massa: 295,12]).

Figura 22: Chalcona Heterociclica (Fer 39).
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Fonte: Lima, 2024.

Figura 23: Chalcona Fltor (Fer 45).
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Figura 24: Bromo Chalcona (Fer 13).
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Figura 25: Chalcona Nitrogénio (Fer 42).

N

O
e #FERA42 >

/ o

0]
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Fonte: Lima, 2024.

As chalconas foram obtidas através de métodos de adi¢do e condensacdo de Claisen
Schmidt, havendo precipitacdo de solidos de cores variadas. Para solucdo trabalho, as mesmas
foram condicionadas em temperaturas ideais de 3°C (graus Celsius) = 1°C, pesadas (0,19), e
diluidas em agua desclorada, utilizando Tween 80 e 20 (2%) como diluentes no processo de
solubilizacdo, totalizando uma solucéo final de 10 mL. Diante da solucdo final, foram utilizadas
diferentes concentracdes, mediante as fases de desenvolvimento do Ae. Aegypti e Artemia

Salina.

4.2  Quimica computacional
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4.2.1 Modelo de predicao

A partir da base de dados Molpredict X (https://www.molpredictx.ufpb.br/home/)
(SCOTTI et al., 2022) foi realizada a avaliacéo do potencial larvicida das chalconas em estudo.
O referido modelo de predigéo foi construido por meio de descritores RDK:it do tipo fingerprint,
sendo considerados como ativos 0S compostos que apresentarem valor de (concentracéo
inibitéria logaritmica) plCso > 4.05 e validagdo global determinada pelo Coeficiente de
Correlacdo Mathews de 0.68, indicando uma boa predicdo. O modelo mencionado apresenta
validacdo experimental descrita na pesquisa de Fernandes et al., (2019).

4.2.2 Docking molecular

A simulagdo de docking molecular foi utilizada para investigar o mecanismo dos
compostos sintéticos (chalconas), através da afinidade de ligagdo dos mesmos aos respectivos
alvos, a Proteina transportadora de esterois-2 (PTE2) complexada ao acido palmitico (AP)
(PDB: 1PZ4), com resolucdo de 1.35 A (&ngstrém), e a Quinurenina aminotransferase (QAT)
de Ae. aegypti (PDB: 1Y1Y), com resolucdo de 1.90 A. A triagem feita a partir dos estudos de
Fernandes et al., 2021. As estruturas 3D das proteinas em estudo foram obtidas atraves do
Protein Data Bank (PDB). Previamente ao inicio da simulacdo computacional, foi realizado o
desenho das estruturas quimicas dos compostos no Software Marvin Sketch, ChemAxon e em
seguida foi realizada a padronizacao das estruturas quimicas em 2D (dois dimensdes) e 3D (trés
dimens6es) e minimizacéo da energia dos compostos pelos métodos de mecanica molecular, e
pelo método semi-empirico Austin Model-1 (AM1) por meio do software Spartan 14,
WaveFunction. Todas as moléculas de &gua foram removidas da estrutura cristalina, em seguida
foi criado um “template” entre a enzima e o ligante co-cristalizado, com a finalidade de
demarcar o sitio ativo da macromolécula, em seguida, foi realizado o procedimento com a
insercdo dos compostos designados no presente estudo, e por fim realizada a simulacdo de
docking molecular. O desvio quadratico médio (RMSD) foi calculado a partir das poses,
indicando o grau de confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece o modo de conexdo préoximo a

estrutura experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for inferior a 2,0 A.

4.2.3 Molegro virtual docker (MVD) 6.0

O software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) foi utilizado para analise de docking,
permitindo a visualizagdo e avaliacdo das interacGes entre os ligantes e o alvo protéico, bem

como a determinacdo das afinidades de ligacdo e a previsdo da atividade biologica dos
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compostos. O ligante complexado foi utilizado para definir o sitio ativo. Em seguida, os
compostos foram inseridos, para analisar a estabilidade do sistema através das interacdes
identificadas com o sitio ativo da enzima, tomando como referéncia o valor energético do
MolDock Score (Azevedo; Walter, 2010; Thomsen; Christensen, 2006). O algoritmo MolDock
SE (Simplex Evolution) foi utilizado com os seguintes parametros, um total de 10 execugdes
com um maximo de 1.500 intera¢des utilizando uma populacgdo de 50 individuos, 2.000 etapas
de minimizacéo para cada residuo flexivel e 2.000 etapas de minimizacao global por simulagéo.
A funcdo da pontuacdo MolDock Score (GRID) foi utilizada para calcular os valores de energia
de encaixe. Um GRID foi fixado em 0,3 A e a esfera de busca foi fixada em 15 A de raio. Para
a analise da energia do ligante, foram avaliadas as interacOes eletrostaticas internas, ligacdes de
hidrogénio internas e tor¢des sp2-sp2 (Thomsen; Christensen, 2006).

4.3 Bioensaios

Os bioensaios com o Ae. aegypti foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada a Parasitas e Vetores (LAPAVET), no Centro de Biotecnologia (CBIOTEC) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.3.1 Obtencédo e manutencédo do ciclo de vida do Aedes aegypti

Foram utilizados Ae. aegypti da linhagem Lapavet-SD, obtidos de uma col6nia ciclica
mantida no LAPAVET. Foram mantidos dentro de uma camara climatizada do tipo Biological
Oxygen Demand (BOD), sob condicdes de temperatura controlada de 28°C + 2°C, umidade
relativa do ar 75% + 5% e fotoperiodo de 12 horas de claro e escuro (WHO, 2015; Imam et al.
2014; Nunes et al. 2015). A utilizacdo de condi¢des normalizadas de manutencdo do ciclo de
vida do mosquito para ensaios laboratoriais € essencial para garantir a confiabilidade e
reprodutibilidade dos dados (WHO, 2015). Diante disto, utilizou-se nos experimentos: ovos,

larvas no terceiro estagio de desenvolvimento (L3), pupas e mosquitos adultos de Ae. aegypti.
4.3.2 Ensaio da atividade larvicida

Papeis filtros contendo ovos de Ae. aegypti foram imersos em uma bandeja plastica,
com cerca de um litro de &gua destilada, a qual foi acrescentada 0,5g de rag&o triturada para

auxiliar no desenvolvimento das larvas, que se alimentam de constituintes organicos presentes
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no meio aquético. Apos a eclosdo, as larvas foram acompanhadas até atingirem o terceiro
estagio de desenvolvimento (L3). A atividade larvicida frente ao Ae. aegypti foi avaliada de
acordo com a metodologia descrita por WHO (2005). Vinte e cinco larvas de Ae. aegypti foram
transferidas do insetario, com auxilio de pipetas Pasteur de plastico, para recipientes contendo
as substancias teste em diferentes concentragdes (2,5-1000 ppm), totalizando um volume final
de 10 mL de solugdo. As substancias foram diluidas em agua, Tween 80 e 20 (2%), sendo a
mortalidade analisada ap6s 24 e 48 horas.

Para o controle negativo as larvas foram expostas a agua desclorada, Tween 80 e 20
(2%). Ja para o controle positivo utilizou-se um inseticida comercial (SBP) com composicao
Imiprotrina 0,02%, Permetrina 0,05% e Esbiotrina 0,1% (Nunes et al. 2015). As larvas
permaneceram em condicdes ideais de temperatura, umidade relativa e fotoperiodo. Os testes
foram realizados em triplicata.

Foi construida uma curva de concentracdo letal (CLso) com o0 auxilio do programa Graph
Pad Prism. Como a fase larvar é considerada um alvo preferencial na fase de vida do mosquito
para 0 controle do vetor, por ser geralmente mais susceptivel a acdo dos inseticidas, 0s
resultados obtidos nestes ensaios serviu de base para definir as concentracdes utilizadas nos

demais bioensaios.

4.3.3 Ensaio de eclosdo dos ovos

Para avaliar a taxa de eclosdo, discos de papel filtro contendo 30 ovos recém-coletados
do insetario, foram expostos a menor concentracdo das substancias teste que causaram
mortalidade de 100% das larvas. Os ovos foram mantidos nas condicdes ideais de
desenvolvimento e observados ao longo de 10 dias para contagem de ovos eclodidos,
considerando como inviaveis 0s ovos que apos 10 dias nao eclodirem. Para o controle negativo
os ovos foram expostos a agua desclorada, Tween 80 e 20 (2%). J& para o controle positivo
utilizou-se de um inseticida comercial (SBP) com composicao Imiprotrina 0,02%, Permetrina

0,05% e Esbiotrina 0,1% (Nunes et al. 2015). Os testes foram realizados em triplicata.

4.3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foram utilizados ovos que apds exposi¢do aos quatro tipos diferentes de chalconas

foram submetidos a fixagdo em glutaraldeido (CsHsO:) (2,5%) e tetroxido de dsmio (OsOa)
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(1%), ambos em tampéo cacodilato de sédio ((CHs)2AsO2Na.zH20)) 0.1M e pH (potencial de
hidrogénio) 7,2. Apds a lavagem no mesmo tampd&o, as amostras foram desidratadas em séries
crescentes de etanol (50, 75, 90 e 100%). Apos passar 0 ponto critico, foi realizada a montagem
do material sobre Stubs utilizando-se fita adesiva dupla face de carbono seguida da cobertura
com banho de ouro, usando o sistema de sputtering. Nos grupos controle negativo, foram
expostos a agua desclorada, Tween 80 e 20. Para analise do material, foi utilizado o
miscroscopio eletronico de varredura (MEV) FEI Quanta 250, no Centro de Tecnologia (CT)
pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Alencar et al., 2003; Mundim, 2016).

4.3.4 Ensaio da atividade pupicida

Para o teste de atividade pupicida seguiu-se as recomendagdes da WHO (2015). Foram
utilizadas 25 pupas de Ae. aegypti recém-emergidas, com, no maximo, 24 horas de vida, para
cada grupo experimental. As pupas foram transferidas para um recipiente contendo 10 mL de
agua desclorada, juntamente com as substancias teste em diferentes concentracBes. A
mortalidade das pupas foi avaliada em um periodo de 24 horas. Para o controle negativo as
pupas foram expostas a agua desclorada, Tween 80 e 20 (2%). J& para o controle positivo as
pupas foram expostas a um inseticida comercial (SBP) com composic¢ao Imiprotrina 0,02%,
Permetrina 0,05% e Esbiotrina 0,1% (Nunes et al., 2015). Os testes foram realizados em

triplicata.
4.3.5 Ensaio da atividade adulticida

A atividade adulticida foi realizada através de testes de contato tarsal e corporal (Nunes
et al., 2019). Para o contato tarsal, a solucdo teste foi embebida em algodao e distribuida por
toda a parede de um Becker de 250 mL, simulando a aplicacdo intradomiciliar de inseticidas e
seu poder residual nas paredes. Dez mosquitos adultos (5 machos e 5 fémeas) de Ae. aegypti
(5-6 dias de idade), foram transferidos para os recipientes descritos, previamente tratados com
as substancias teste e observados por 24 horas. Para o teste de contato corporal, dez mosquitos
adultos (5 machos e 5 fémeas) previamente anestesiados pelo frio receberam uma aplicacédo
direta ao corpo de 10 pL da substancia teste na menor concentra¢ao que matou 100% das larvas.
As substancias teste foram aplicadas com uma pipeta automatica no corpo dos mosquitos, para
simular a aplicagdo direta de inseticidas. Apos o contato com as substancias teste, o0s insetos
foram colocados em um Becker de 250 mL cobertos e observados por 24 horas. Foram

considerados mortos 0s mosquitos que ndo apresentaram nenhum sinal de movimento, deitados
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no fundo do recipiente plastico e ndo respondendo a estimula¢do mecanica. Nos grupos controle
negativo, para as paredes do copo e a aplicacdo direta utilizou-se dgua desclorada, Tween 80 e
20 (2%). No controle positivo os mosquitos foram expostos ao inseticida (SBP) com
composicdo Imiprotrina 0,02%, Permetrina 0,05% e Esbiotrina 0,1%. Os testes foram
realizados em triplicata.

4.3.6 Determinagdo da producdo do ion nitrito (NO?)

A producio de NO? pelas larvas expostas as substancias teste foi determinada com base
no reagente de Griess. Foram realizadas analises das concentracdes de NO? no pool de
hemolinfa coletada apds tratamento com a CLso das substancias em estudo. Nos grupos controle
negativo, as larvas foram expostas a agua desclorada e Tween 80 e 20 (2%). Os ensaios foram
realizados em triplicata. Cada amostra foi composta pela hemolinfa de 25 larvas (L4) colocadas
sob refrigeracdo (1-2 minutos) para imobilizacdo, e diluida em 1,5 mL de tampédo PBS. As
larvas foram dispostas em uma placa de Petri e examinadas sob uma lupa estereoscopica. A
decapitacdo da cabeca das larvas foi realizada com uma lamina de bisturi. Subsequentemente,
a hemolinfa foi coletada utilizando um microcapilar de vidro e transferida para um tubo de
Eppendorf contendo 1,5 mL de tampédo PBS. Apds centrifugacdo em microcentrifuga durante
10 minutos, o sobrenadante foi transferido para cubetas de quartzo contendo uma solucgéo de
PBS e reagente de Griess (naftilenamida 0,1 % p/v, em acido ortofosforico 5% v/v, e 10 puL
sulfanilamida 1%) na proporcéo 1:1. Para determinar as concentragdes de NO? (mg/mL), uma
aliquota de cada amostra foi analisada através da espectrofotometria. A absorbancia foi medida
analisando-se 0s comprimentos de onda individuais de cada substancia teste, com varredura de
190 a 562 nm. O NO? foi quantificado usando uma curva padréo de nitrito sédico (NaNO,)

como referéncia (Green et al., 1981).

4.3.7 Avaliacao do perfil celular total no pool de hemolinfa

A avaliacdo do perfil celular na hemolinfa de larvas de Ae. aegypti se deu a partir do
processo de coleta da hemolinfa descrito anteriormente, seguido do desprezo do sobrenadante
oriundo do processo de centrifugacdo das amostras. O botdo de células formado ao fundo do
recipiente utilizado foi ressuspendido e, entdo, foram utilizados 10 uL do pool de células para
observacdo na camara de Neubauer e identificacdo e contagem das células presentes nas

amostras dos grupos teste e controle. No grupo teste as larvas foram expostas a CLso das



51

substancias teste. No controle negativo as larvas foram expostas a agua desclorada, Tween 80
e 20 (2%).

4.3.8 Ensaio de toxidade com nalplios de Artemia salina

O ensaio de toxicidade foi realizado com nauplios de Artemia salina, através da
adaptacdo da metodologia de Meyer (1982), preparando-se uma solucdo com sal marinho na
concentracdo de 30g para 1L de agua desclorada. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio
de solucdo 0,1 mol/L™* de hidroxido de sodio (NaOH). Esta solucdo foi utilizada para ecloséo
dos ovos de Artemia salina e no preparo das demais dilui¢ées. Os ovos foram dispostos para
eclosdo em uma solucéo salina por 48 horas, com aeracdo constante a 25°C. Dez nauplios de
Artemia salina foram transferidos para tubos de ensaio contendo concentracdes que variaram
de 2,5 a 1000 ppm das chalconas. Para o controle negativo, foram utilizados dez nauplios,
juntamente com 10 mL da solucgéo salina que os mesmos eclodiram, sendo expostos a Tween
80 e 20 (2%). Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo a contagem da mortalidade e

sobrevida realizada no periodo de 24 horas.

4.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Os valores foram expressos como média *
erro padrdo da média (e.p.m). Realizou-se analise de varidncia “one-way”, e 0 pos teste de
Tukey de acordo com os experimentos. Foi considerado p<0,05 para significancia estatistica

das analises obtidas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os resultados, foram realizadas analises sobre a utilizacéo de quatro tipos diferentes
de chalconas (Tabela 1), (Chalcona Heterociclica [Fer 39; CH], Chalcona Fltor [Fer 45; CF],
Bromo Chalcona [Fer 13; BC] e Chalcona Nitrogénio [Fer 42; CN]) in silico, sobre as fases de
desenvolvimento do Ae. Aegypti (ovo, larva, pupa e mosquito adulto), e toxicidade em Artemia
Salina.

Tabela 1. Informaces adicionais dos compostos com atividade bioldgica promissora.
Formula Molecular

Composto Massa Molar
Fer39 C14H1003S 258,04 g/mol
Fer45 C16H11FO3 270,07 g/mol
Ferl3 Ci9H17BrOs 390,01 g/mol
Fer42 C18H17NO3 295,12 g/mol

Legenda: Em negrito encontra-se 0s compostos utilizados: FER13 = Bromo chalcona (Bromo); FER45 =
Chalcona fltor (Fluor); FER42 = Chalcona nitrogénio (Nitrogénio); FER39 = Chalcona heterociclica (Enxofre);
C = Carbono; H = Hidrogénio; N = Nitrogénio; O = Oxigénio; Br = Bromo; S = Enxofre; F = Fllor.

5.1  Avaliacéo sobre o modelo de predicéo, docking molecular e probabilidade combinada

5.1.1 Modelo de predicéo

Diante do potencial larvicida dos flavonoides e de estudos recentes que avaliam a
relacdo estrutura atividade de chalconas obtidas por sintese, foi realizado um estudo
computacional com quatro derivados sintéticos de chalconas: BC (FER 13), CF (FER 45), CN
(FER 42) e CH (FER 39). Frente aos estudos conduzidos por Fernandes et al., 2021, o estudo
in silico realizado objetivou analisar o perfil larvicida desses derivados em funcéo dos valores
de probabilidade de atividade em Ae. aegypti, como também pela avaliacdo da afinidade aos
alvos: Proteina Transportadora de Esterol-2 (PTE2) (PDB: 1PZ4) e Quinurenina
Aminotransferase (QAT) (PDB: 1YI1Y). Os resultados referentes ao modelo de predicdo dos
compostos frente a probabilidade de inibicdo do Ae. aegypti segundo a plataforma MolPredict

X é demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de probabilidade de atividade dos derivados de Chalcona em estudo, de acordo com a plataforma
MolPredict X.

Composto Probabilidade de Atividade (p)
FER 13 0.6
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FER 45 0.6
FER 42 0.6
FER 39 1

Legenda: Em negrito encontram-se destacado o composto de maior valor de probabilidade. FER13 = Bromo
chalcona (Bromo); FER45 = Chalcona fldor (Fltor); FER42 = Chalcona nitrogénio (Nitrogénio); FER39 =
Chalcona heterociclica (Enxofre).

O modelo de predicdo desenvolvido para compostos com atividade larvicida
previamente relatada e validada experimentalmente demonstrou que os derivados de chalconas
em estudo apresentaram valores de probabilidade de atividade superiores a 0,6. Destaca-se 0
composto CH (FER 39), que exibiu o valor mais elevado de probabilidade de atividade, igual a
1. Este valor indica uma alta probabilidade de atividade larvicida, considerando que o0s

compostos séo classificados em uma escala de 0 a 1.

5.1.2 Docking molecular

Os derivados de chalconas em estudo foram submetidas a simulacdes de Docking
molecular nas seguintes proteinas: PTE2 complexada ao acido palmitico (AP) (PDB: 1PZ4) e
QAT do Ae. aegypti (PDB: 1Y1Y). Os resultados foram gerados usando a funcao de pontuacgéo
MolDock Score. Valores mais negativos indicaram uma maior afinidade ao alvo em estudo, em
sequida foi realizada uma normalizacdo que consistiu na padronizacdo dos resultados dos
compostos em funcdo dos valores de energia de ligagdo do composto de menor energia gerando
um valor de probabilidade (p).

Antes da realizacdo da simulacdo de docking molecular, foi prosseguida a validagdo do
composto em estudo por meio do re-docking entre o ligante e a proteina co-cristalizada. O valor
do RMSD indica a distancia média quadratica entre os atomos do ligante na estrutura cristalina
e 0s atomos correspondentes na pose ancorada. A observacao do valor (melhor pontuacao) de
RMSD ¢é uma boa forma para avaliacdo da capacidade de um método em encontrar o modo de
ligacdo de um ligante em um conjunto de posi¢Ges. Para que um docking seja considerado
confiavel, é necessério que o valor de RMSD seja igual ou inferior a 2.0 A. O valor de RMSD
correspondeu a 0.8037 para o ligante co-cristalizado AP da PTE2 (PDB: 1PZ4) e a 0.1256 para
0 ligante 4'-deoxi-4'-aminopiridoxal-5'-fosfato (4DAF) da proteina QAT (PDB: 1YIY),
indicando que as poses geradas posicionaram o ligante corretamente no local ativo e que o
programa forneceu valores considerados satisfatorios para a validacdo do docking. A Tabela 3

demonstra os valores de energia de ligacdo e de probabilidade de atividade, respectivamente
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para as duas proteinas em estudo:

Tabela 3. Valores de energia de ligacéo (kj.mol™) e de probabilidade de atividade dos derivados de Chalcona em
estudo nas enzimas Aedes aegypti de acordo com o algoritmo MolDock Score.

Composto Proteina transportadora de Quinurenina aminotransferase
esterois-2 (PDB: 1PZ4) (PDB: 1Y1Y)
MolDock Score (p) MolDock Score (p)

FER 13 -120.924 0.955 -121.356 0.944
FER 45 -119.587 0.945 -126.935 0.987
FER 42 -126.547 1 -127.136 0.989
FER 39 -117.151 0.925 -128.536 1

Lig PDB -116.139 0.917 -114.713 0.892

Legenda: Em negrito encontram-se destacado o composto de maior afinidade. FER13 = Bromo chalcona (Bromo);
FER45 = Chalcona fltor (Fluor); FER42 = Chalcona nitrogénio (Nitrogénio); FER39 = Chalcona heterociclica
(Enxofre); Ligante PDB (controle); Valores de probabilidade de atividade dos derivados de Chalcona em estudo
nas enzimas Aedes aegypti (0 a 1).

De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 3, pode-se observar que as
chalconas apresentaram valores de energia de ligacdo mais negativos em todas as proteinas em
estudo, indicando provaveis interacdes ao sitio alvo. Alem disso, € importante mencionar que
nas duas proteinas alvos os compostos teste apresentaram valores de probabilidade (p)
superiores aos ligantes PDB, indicando dessa forma uma maior afinidade. Para a PTE2 (PDB:
1PZ4) foi observado que os compostos em estudo apresentaram valores de probabilidade acima
de 0.92, sendo o0 composto CN (FER 42) de maior afinidade (p=1), enquanto que o ligante PDB
apresentou valores de probabilidade correspondentes a 0.917. Enquanto na proteina QAT
(PDB: 1YI1Y), foi observado que os compostos teste apresentaram valores de probabilidade de
atividade acima de 0.94, sendo o composto CH (FER 39) o de maior afinidade (p= 1), enquanto

que o ligante do PDB apresentou valores de probabilidade correspondentes a 0.892.

5.1.3 Calculo de Probabilidade Combinada e Avaliacdo do Potencial Multitarget

Uma segunda analise de consenso foi realizada para identificar potenciais multialvos
sob os derivados de chalconas, que demonstram as probabilidades de serem potenciais ativos
para mais de uma proteina, com base no modelo de predi¢do e nas simulacdes de docking
molecular. Nesse estudo, foram utilizados todos os resultados da previsao da atividade bioldgica
dos derivados de chalconas, sendo estes combinados aos resultados do docking. Essa analise

combinada, além de selecionar os compostos ativos, é capaz de selecionar 0s compostos mais
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potentes combinando duas importantes metodologias, baseadas no ligante e na estrutura. Para

esta analise, foi utilizada a seguinte formula:

(ProbDc + (1 + ESP) X Puctivity
2+ ESP

Probcomp = ,Se Probcomp > 0.5

Onde ProbDc é a probabilidade de um composto estar ativo na analise da interacao
molecular, ESP é o valor da especificidade do modelo de RF (Random forest) e PActivity é o
valor de probabilidade de um composto estar ativo no modelo de RF. A probabilidade
combinada (Probcomb), baseada no ligante e na estrutura, pode aumentar o poder preditivo dos
modelos e diminuir o numero de falsos positivos. Para que as moléculas sejam consideradas
potencialmente ativas, os valores de probabilidade devem ser iguais ou superiores a 0,5. Quanto
maior o valor de probabilidade combinada, maior o potencial da molécula. Os valores de
probabilidade combinada foram calculados para todas as chalconas e para cada proteina alvo, e
em seguida foi realizada a andlise de quais moléculas eram multialvos. Os resultados de

probabilidade combinada encontram-se demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de probabilidade combinada (PComb) de atividade dos derivados de Chalcona em estudo.

Composto Proteina transportadora de Quinurenina
esterois-2 aminotransferase
(PDB: 1PZ4) (PDB: 1YIY)
FER 13 0.590 0.588
FER 45 0.583 0.596
FER 42 0.6 0.596
FER 39 0.962 1

Legenda: Em negrito encontram-se destacado o composto de maior valor de probabilidade. FER13 = Bromo
chalcona (Bromo); FER45 = Chalcona fldor (Fluor); FER42 = Chalcona nitrogénio (Nitrogénio); FER39 =
Chalcona heterociclica (Enxofre); Valores de PComb (0 a 1).

Ap0s realizar a analise combinada, com base no ligante e estrutura, e utilizando a
férmula para identificar moléculas potencialmente ativas e multialvos, foi observado que todos
0s compostos teste apresentaram potencial multitarget, visto que estes apresentaram valores de
probabilidade combinada (PComb) acima de 0.5 nos dois alvos em estudo. Para a PTE2 (PDB:
1PZ4) foi observado que o composto de maior valor de PComb correspondeu a CH (FER 39)
(PComb = 0.962), como também este composto apresentou o maior valor de PComb no alvo
QAT (PDB: 1YI1Y), correspondendo a valores de PComb correspondentes a (PComb = 1). A
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interacdo do composto CH (FER 39) com os alvos, PTE2 (PDB: 1PZ4) e QAT (PDB: 1YI1Y),
pode ser visualizada nas Figuras 26 e 27 respectivamente.

De acordo com a Figura 26 observa-se que as interacdes estabelecidas pela CH (FER
39) com a PTE2 complexada ao AP (PDB: 1PZ4) s&o do tipo interacBes hidrofébicas (linhas
tracejadas em rosa) e interacdes do tipo ligacOes de hidrogénio (linhas tracejadas em verde). As
interacGes hidrofdébicas foram as mais prevalentes sendo observadas principalmente nos grupos
ciclicos da estrutura quimica dos compostos, tendo como destaque o anel tiofeno. Os residuos
observados corresponderam a: lle 12 (1 interacéo), Leu 102 (1 interacéo), Leu 109 (1 interacéo),
Leu 48 (1 interacdo), lle 19 (1 interacdo), Arg 24 (1 interacédo), Val 26 (1 interacdo) e Phe 105
(1 interacdo). Apenas uma interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio foi observada,
correspondendo respectivamente ao residuo de Val 26. Vale destacar que o residuo Leu 102 é
um residuo chave na manutencéo da cadeia hidrofobica da proteina em estudo.

O ligante co-cristalizado AP apresentou interacdes do tipo estéricas (linhas tracejadas
em laranja), interacdes hidrofobicas (linhas tracejadas em rosa) e interacdes do tipo ligacdes de
hidrogénio (linhas tracejadas em verde). O grupo éster estabeleceu interagdes estéricas por meio
do residuo Arg 24 (1 interacdo) e interacOes do tipo ligacbes de hidrogénio por meio dos
residuos Gln 25 (1 interacdo) e Val 26 (1 interacéo). A longa cadeia hidrocarbonada do acido
graxo ficou responsavel pelos estabelecimentos das demais interagdes que corresponderam aos
residuos Val 26 (1 interacdo), Leu 48 (1 interacéo), Phe 105 (1 interacdo), Arg 15 (1 interacéo),
Ile 106 (1 interacdo), Leu 102 (1 interacdo), Leu 109 (1 interacdo) e lle 12 (1 interacdo), sendo
estes do tipo interacGes hidrofobicas, e o residuo Gly 75 das interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio. Foram observadas semelhancas entre os residuos estabelecidos pelo CH (FER 39)
e o ligante co-cristalizado AP que corresponderam as interacoes hidrofobicas dos residuos: Leu
109, Leu 102, lle 12, Leu 48, Val 26 e Phe 105, indicando dessa forma que 0s compostos podem
compartilhar o mesmo sitio de acdo. A lipofilicidade desempenha um papel crucial na interacédo
com a PTE2. No estudo conduzido por Cruz-Castillo et al. (2023), as substancias carvacrol,
limoneno ¢ y-terpineno apresentaram interacGes significativas com os residuos Leu 48 e Leu
102, resultando em altos valores de afinidade. Esses resultados sdo consistentes com os dados

obtidos no presente estudo.

Figura 26: Interaces 2D e 3D entre 0 composto teste chalcona heterociclica, o ligante co-cristalizado acido
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palmitico e a proteina transportadora de esterois-2.
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Legenda: Elaborado pelo autor (2024); A) Chalcona Heterociclica; B) o ligante co-cristalizado Acido Palmitico;
A e B) Proteina Transportadora de Esterois-2 (PDB: 1PZ4). As ligagdes de hidrogénio sdo destacadas em verde,
as interacOes estéricas sdo destacadas em laranja e as interagBes hidrofébicas sdo destacadas em rosa; Residuos:
Leu (Leucina), lle (Isoleucina), Phe (Fenilalanina), Arg (Arginina), Val (Valina), Gly (Glicina) e GIn (Glutamina).

A Figura 27 demonstra a interacdo do composto CH (FER 39), o ligante PDB e o0 alvo
QTA (PDB: 1Y1Y). Foram observadas interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio (linha tracejada
em verde), interacGes hidrofdbicas (linhas tracejadas em lilas e em rosa) e interacdes estéricas
(linhas tracejadas em laranja e em vermelho). Para o composto CH (FER 39) as interacdes do
tipo ligacdo de hidrogénio foram observadas nos atomos de oxigénio dos grupos ciclicos, como
também nos atomos de oxigénio dos grupos carbonila por meio dos residuos Tyr 224 (1
interacdo), Tyr 111 (1 interacdo) e Lys 263 (1 interacdo). Ja as interacOes hidrofébicas foram
observadas nos anéis aromaticos por meio dos residuos Val 223 (1 interacdo), Ala 110 (1

interacéo), Phe 135 (1 interacéo), Lys 263 (1 interagéo) e Ser 252 (1 interacéo).

Figura 27: Interagdes 2D e 3D entre 0 composto teste chalcona heterociclica, o ligante co-cristalizado 4'-deoxi-
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4'-aminopiridoxal-5'-fosfato, e a proteina quinurenina aminotransferase.
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Legenda: A) Chalcona Heteraociclica; B) o ligante co-cristalizado 4'-deoxi-4'-aminopiridoxal-5'-fosfato; A e B)
Proteina Quinurenina Aminotransferase (PDB: 1YIY). As ligacGes de hidrogénio sdo destacadas em verde, as
interacdes estéricas sdo destacadas em laranja e em vermelho e as interagdes hidrofobicas sdo destacadas em rosa
e em lilas; Residuos: Ser (Serina), Lys (Lisina), Tyr (Tirosina), Phe (Fenilalanina), Ala (Alanina), Val (Valina) e
Gly (Glicina).

Com relacdo ao ligante PDB foram observadas interacdes do tipo ligacédo de hidrogénio
com os atomos de oxigénio do grupo fosfato por meio dos residuos Tyr 111 (1 interacdo), Gly
109 (2 interacOes), Ser 252 (1 interacdo), Ala 110 (1 interacdo) e Lys 263 (1 interacdo). As
interacdes hidrofobicas foram observadas nos anéis aromaticos por meio dos residuos Val 223
(2 interagdes), Phe 135 (2 interacdes) e Tyr 224 (1 interacdo). As ligacdes de hidrogénio foram
destacadas por sua importancia, pois, em termos de energia, sdo as interacdes mais
significativas apos as ligacbes covalentes nos sistemas bioldgicos. Além disso, as interacdes
hidrofdbicas, embora individualmente fracas sdo resultantes da interacdo entre subunidades
pouco polares, desempenhando um papel crucial nas ligacdes entre atomos (Guerra, 2019;
Oliveira; Araujo, 2012; Barreiro; Fraga, 2001).

Em um estudo conduzido por Maciel et al. (2021), foi evidenciado a sintese de novos

propanoatos de sodio 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] e sua avaliagéo inibitoria in silico frente
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a QAT. Alem disso, foram realizadas simula¢des de docking para os derivados da 4-[3-(aril)-
1,2,4-oxadiazol-5-il] de sddio previamente sintetizados. A grande parte dos derivados de 1,2,4-
oxadiazol demonstraram ligacOes semelhantes a QAT, quando comparado ao ligante co-
cristalizado. Estes compostos se ancoram ao residuo Arg 356 e posicionam o anel aromatico e
seus substituintes na entrada do sitio ativo da proteina, ndo indicando semelhanca aos residuos
observados no presente estudo. Ja o estudo de SA et al., (2023) relata uma potente atividade
larvicida in silico de chalconas contra Ae. aegypti, anteriormente extraidas por uma triagem
virtual por célculos de docking molecular na proteina 3-hidroxiquinurenina transaminase (PDB
ID: 6MFB), que estd envolvida no crescimento das larvas. Estruturalmente, os compostos
melhor classificados para a proteina 3-hidroxiquinurenina transaminase foram os 3’-metoxi-
3,4-dihidroxichalcona; 3,5-bis-(aminometil)-6-(4-metoxifenoxi)-piridin-2-amina; e (2E)-1-
(2,4-dihidroxi-6-metoxifenil)-3- fenilprop-2-en-1-ona.

5.2  Avaliagdo sob os ensaios da atividade larvicida

Nos graficos 1A-1B-1C sdo demonstrados os dados decorrentes da atividade larvicida
em exposicdo a CH. De acordo com os parametros estabelecidos, foram utilizadas
concentragdes que variaram de 5 a 100 ppm, sendo a concentragdo de 100 ppm (p<0,0001), a
menor capaz de evidenciar maior mortalidade frente a fase de desenvolvimento larval no
periodo de 24 e 48 horas de exposi¢do. As concentragcdes de 100 (p<0,0001), 50 (p<0,0001), 25
(p<0,0001), 15 (p<0,0001), 10 (p<0,0001) e 5 ppm (p=0,0273 [24 horas] e p<0,0001 [48 horas])
apresentaram maior significancia estatistica nos periodos de exposicdo estabelecidos, quando
comparada ao controle negativo. No periodo de 48 horas de exposicao da CH, observamos um
incremento de 65% na mortalidade frente ao Ae. Aegypti diante de todas as concentracdes em
porcentagem somadas. Como podemos observar nos graficos 1A-1B-1C, a CH apresentou uma
atividade promissora mesmo em concentragoes baixas, com valores de CLso de 10,04 ppm (R?
[R quadrado] = 0,9740) em 24 horas, € 6,84 ppm (R? = 0,9707) em 48 horas de exposi¢ao.

Um estudo designado por Lee et al. (2018) retratou a utilizacBes de chalconas que
possuiam atividade como antagonistas hormonais juvenis (JHANS) frente a larvas de Ae.
albopictus. Com concentracfes estabelecidas por 5 ppm em cada composto, a 20-
hidroxichalcona e a cardamonina apresentaram uma alta atividade larvicida. As chalconas
utilizadas neste estudo demonstraram maior atividade larvicida com mortalidades entre 50 a
80%. Ja no estudo de Kuttithodi et al. (2022) foi avaliado seis bis-chalconas sintéticas que eram

diferentes em termos de nlcleos aromaticos, grupo funcional e posi¢do de substituicdes. Os
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resultados indicaram uma forte propriedade antioxidante e propriedades de reducdo férrica.
Além de suas propriedades antioxidantes, também foi observado que as bis-chalconas exibiram
propriedades larvicidas. A propriedade larvicida das bis-chalconas sintéticas revelaram
atividade mais evidente frente ao composto 1 (45,27 £ 2,34 ug/mL), composto 2 (59,81 + 2,09
pg/mL) e composto 4 (56,46 + 3,07 pg/mL).

Gréfico 1: Atividade larvicida da chalcona heterociclica em Ae. aegypti apds 24 e 48 horas de exposicao.
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Legenda: Chalcona Heterociclica (CH); concentragdes de (5-100 ppm); A) atividade larvicida no periodo de 24
horas; B) atividade larvicida no periodo de 48 horas; C) CLso no periodo de 24 e 48 horas; CN = controle negativo;
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CP = controle positivo; * (p<0,05) e **** (p<0,0001) resultados que diferem significativamente do controle
negativo.

Os gréaficos 2A-2B-2C apresentam os dados dos ensaios decorrentes da atividade
larvicida em exposigcdo a CF. Diferente dos parametros vistos com a CH, foram utilizadas
concentragdes que variaram de 2,5 a 100 ppm, sendo a concentragao de 100 ppm (p<0,0001), a
maior capaz de demonstrar mortalidade frente a fase de desenvolvimento larval no periodo de
24 e 48 horas de exposicdo. As concentragfes de 100 (p<0,0001), 50 (p<0,0001), 25
(p<0,0001), 15 (p<0,0001) e 10 ppm (p=0,003) apresentaram significancia estatistica no
periodo de 24 horas, enquanto que nas concentracdes de 5 (p<0,0001) e 2,5 ppm (p=0,013)
apresentaram maior significancia no periodo de 48 horas de exposicdo, quando comparada ao
controle negativo.

No periodo de 48 horas de exposicao da CF, observamos um incremento na mortalidade
ainda maior quando comparado com a CH evidenciada nos graficos 1A-1B-1C. Como podemos
observar nos graficos 2A-2B-2C, a CF demonstrou uma atividade efetiva mesmo em
concentragdes baixas, com um aumento bastante significante da mortalidade nas larvas de Ae.
aegypti quando observado o periodo de 48 horas, com valores de CLso de 42,01 ppm (R? =
0,9150) em 24 horas, e 8,46 ppm (R? = 0,9747) em 48 horas.

Em um estudo designado por Begum et al. (2011), uma série de analogos de chalcona e
alguns de seus derivados foram sintetizados por métodos de substituicdo nos anéis aromaticos,
conjuga¢do da cetona a, B-insaturada e bloqueio da cetona a, B-insaturada da chalcona por
derivatizacdo, sendo submetidos posteriormente a bioensaios frente as larvas (L3) de Culex
quinquefasciatus. Um total de 28 compostos (chalconas juntamente com alguns dos produtos
derivados) foram sintetizados. Os resultados demonstraram que os analogos de chalcona
possuem uma potente atividade larvicida em concentracdes de 100 pg/cms3, a 30 + 2°C, ap0os
um periodo de 24 horas de exposicao, com diferentes variacdes na porcentagem de mortalidade.
A grande parte das hidroxi-chalconas apresentaram toxicidade frente as larvas de terceiro instar
de Culex quinquefasciatus.

Ja no estudo de Satyavani et al. (2015), uma série de furanoflavonoides analogos a
karanjina foram sintetizados a partir da resacetofenona. Esses compostos foram condensados
com aldeidos arilicos substituidos para produzir furanochalconas. Os compostos sintetizados
foram testados quanto a atividade larvicida frente ao Culex quinquefasciatus em larvas no
quarto instar (L4). A atividade foi expressa com CLso e CLgo representando a concentragao em

ppm necessaria para matar 50 e 90% da populacéo larval. Os resultados demostraram que as
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furanochalconas angulares sem substituintes correspondentes foram as mais toxicas, superando
a karanjina. As furanochalconas angulares exibiram maior atividade do que suas contrapartes
lineares e, em muitos casos, foram mais toxicas que as furanoflavonoides, apresentando
variacdo na ClLso e CLgo de 1.3 — 809.4 ppm. Porém, s6 dois compostos apresentaram
significancia estatistica (6A e 6B) p = 0,0224 quando comparado ao controle negativo.

Graéfico 2: Atividade larvicida da chalcona flUor contra Ae. aegypti apds 24 e 48 horas de exposicéo.
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Legenda: Chalcona Fluor (CF); concentragdes de (2,5-100 ppm); A) atividade larvicida no periodo de 24 horas;
B) atividade larvicida no periodo de 48 horas; C) CLs no periodo de 24 e 48 horas; CN = controle negativo; CP
= controle positivo; ** (p<0,005), *** (p<0,0005), **** (p<0,0001) resultados que diferem significativamente do
controle negativo; ns = sem significancia estatistica.

Ja& nos graficos 3A-3B-3C, estabelecem os dados dos ensaios da atividade larvicida em
exposicdo a BC. Diferente da CH (Grafico 1A-1B) e CF (Grafico 2A-2B), foram utilizadas
concentragdes mais altas do composto, pois em concentracbes baixas, ndo se observou
mortalidade significante. As concentrac6es variaram de 100 a 1000 ppm, sendo a concentracao
de 550 ppm (p<0,0001), a menor capaz de demonstrar maior mortalidade frente a fase de
desenvolvimento larval no periodo de 24 e 48 horas de exposicdo. As concentracdes de 1000
(p<0,0001), 750 (p<0,0001), 550 (p<0,0001), 350 (p<0,0001), 250 ppm (p<0,0001) e 150 ppm
(p<0,0001), apresentaram significancia estatistica no periodo de 24 horas, enquanto que a
concentragéo de 100 ppm (p=0,0032) apresentou maior significancia no periodo de 48 horas de
exposi¢édo, quando comparada ao controle negativo. Semelhante a CH (Gréafico 1A-1B) e CF
(Gréafico 2A-2B), a BC promoveu maior mortalidade no periodo de 48 horas, demonstrando
uma atividade significativa em concentracdes mais altas quando comparada as chalconas
destacadas anteriormente. Com valores de CLso de 195,6 ppm (R? = 0,9908) em 24 horas, e
uma diminuicao para 161,8 ppm (R? = 0,9951) em 48 horas.

Um estudo de Firmino et al. (2022) visando obter um molécula sintética derivada da
chalcona que possuisse uma alta atividade larvicida, projetou, sintetizou e caracterizou
extensivamente um derivado da BC para avaliacdo de sua atividade bioldgica frente ao Ae.
aegypti. De acordo com os resultados, o derivado da BC foi eficaz frente as larvas do terceiro
instar (L3), apresentando CLso (48h) = 46 mg/L~'. Além disso, os resultados demostraram que,
mesmo com a letalidade diante das larvas de Ae. aegypti, houve um desenvolvimento anormal
da espécie quando expostas as concentragdes abaixo de 20 mg/L . Embora néo haja letalidade
nessas concentracfes, as larvas expostas ao derivado da BC por um periodo de 48 horas,
apresentaram reducdo gradual em sua mobilidade e letargia em comparacdo ao grupo controle.

No estudo conduzido por Kalirajan et al. (2015) com derivados da BC, demonstrou uma
maior atividade larvicida frente a Culex quinquefasciatus e Anopheles stephensi. Uma série de
novas 9-anilinoacridinas substituidas por chalcona e isoxazol foram sintetizadas a partir de 9-
cloroacridina pelo método de irradiacdo por micro-ondas. Os compostos demostraram atividade
larvicida com valores de CLso de 22,91- 64,8 ppm em larvas (L3) em Culex quinquefasciatus,
e boa atividade larvicida em larvas (L3) com valores de CLso de 22,42- 64,81 ppm no vetor da

malaria Anopheles stephensi. O Culex quinquefasciatus pertence a mesma ordem e familia do
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mosquito Ae. aegypti (Diptera: Culicidae), ambos sdo responséveis por transmitir doencas
através de suas fémeas hematdfagas, que afetam de forma preocupante a satde publica de paises
tropicais e subtropicais (Bergmann et al., 2024). Os dados se mostram semelhantes aos descritos

nesta pesquisa, mesmo com diferentes compostos. I1sso valida os resultados obtidos e reforga a
compreensdo do objetivo estabelecido.

Graéfico 3: Atividade larvicida da bromo chalcona contra Ae. aegypti apos 24 e 48 horas de exposicdo.
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Legenda: Bromo Chalcona (BC); concentracdes de (100-1000 ppm); A) atividade larvicida no periodo de 24
horas; B) atividade larvicida no periodo de 48 horas; C) CLso no periodo de 24 e 48 horas; CN = controle negativo,
CP = controle positivo; ** (p<0,005), **** (p<0,0001) resultados que diferem significativamente do controle
negativo; ns = sem significancia estatistica.

Os gréficos 4A-4B-AC diz em respeito a atividade larvicida em exposi¢do a CN. Ao
observar os dados estabelecidos, diferente da CH (Gréfico 1A-1B), CF (Gréfico 2A-2B) e BC
(Grafico 3A-3B), nao foi observado uma mortalidade elevada referente a fase larval. Utilizou-
se de concentragdes mais altas do composto, visto que, em concentra¢fes mais baixas ndo foram
evidenciadas uma mortalidade significante durante os ensaios designados. As concentracoes
variaram de 100 a 1000 ppm, sendo a concentracdo de 550 ppm (p<0,0001), a menor capaz de
demonstrar maior mortalidade no periodo de 48 horas de exposi¢do. Concentracdes de 1000
(p<0,0001), 750 (p<0,0001), e 550 (p=0,0009), apresentaram significancia estatistica no
periodo de 24 horas, enquanto que as concentracdes 350 (p=0,0002), e 100 ppm (p=0,002)
apresentaram maior significancia no periodo de 48 horas, quando comparada ao controle
negativo. Semelhante a CH (Grafico 1A-1B), CF (Grafico 2A-2B) e BC (Grafico 3A-3B), a CN
apresentou um aumento na mortalidade das larvas no periodo de 48 horas de exposi¢do, com
valores de CLso de 595,6 ppm (R? = 0,9705) em 24 horas, e uma diminuicio da CLso para 553,4
ppm (R? = 0,8220) em 48 horas.

O estudo conduzido Targanski et al. (2020), em uma analise sobre a atividade larvicida
mediada por tipos diferentes de chalconas. Observou-se que as mesmas dependiam da posicao,
tipo, e propriedades fisico-quimicas de substituintes nos seus anéis aromaticos. Em contraste,
chalconas que tiveram como substituicao os seguintes grupos: Br (Bromo) e F (Fluor), tiveram
maior mortalidade frente ao vetor, mesmo em concetracfes baixas. Com valores de CLso de
24,02 umol/L? (Br) e 42,06 umol/L™* (F) respectivamente, em um periodo de 24 horas de
exposicdo. Utilizando larvas no estagio de desenvolvimento L3, e para o controle negativo,
dimetilsulfoxido (1,5%) (DMSO), e agua destilada. J& Sa et al. (2023) investigou a atividade
de quatro tipos diferentes de chalconas, sendo duas delas com Br, e F. Utilizando concentracdes
baixas, que variaram de 0,1 a 20 ppm, e utilizando para o controle negativo, DMSO e agua
destilada. As duas apresentaram quase nenhuma atividade frente as larvas de Ae. Aegypti no
estagio de desenvolvimento L4.

Retratando que apesar do bom perfil de atividade e afinidade in silico, a dificuldade de
solubilizacdo em meio aquoso dessas substancias € um fator importante, sendo um provéavel
motivo para a atividade inerte evidenciada frente as larvas. Os estudos destacam a variabilidade

na eficacia das chalconas como agentes larvicidas, dependendo das suas estruturas quimicas e
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das propriedades fisico-quimicas dos substituintes. Enquanto alguns compostos mostraram alta

eficacia em baixas concentragdes, outros tiveram desempenho limitado devido a problemas de
solubilidade.

Graéfico 4: Atividade larvicida da chalcona nitrogénio sobre Ae. aegypti apos 24 e 48 horas de exposicao.
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Legenda: Chalcona Nitrogénio (CN); concentracfes de (100-1000 ppm); A) atividade larvicida no periodo de 24
horas; B) atividade larvicida no periodo de 48 horas; C) CLso no periodo de 24 e 48 horas; CN = controle negativo;

CP = controle positivo; ** (p<0,005), *** (p<0,0005), **** (p<0,0001) resultados que diferem significativamente
do controle negativo; ns = sem significancia estatistica.

Diante dos dados expostos, podemos observar que a medida em que ocorre um aumento
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da exposicao aos compostos designados no estudo, hd um aumento substancial na mortalidade
em larvas do mosquito. Esse fendmeno pode ser atribuido a um possivel mecanismo de acao
envolvendo a ligacdo frente a PTE2 e QTA evidenciada na andlise in silico diante das chalconas.
A PTE2 ¢é uma proteina transportadora intracelular de lipidios ndo especifica, altamente
expressa no intestino médio de Ae. aegypti. Sua funcdo principal € o transporte de lipidios,
facilitando sua degradacéo por vias metabdlicas alternativas para a geracdo de ATP. A PTE2
desempenha um papel essencial no transporte e metabolismo dos acidos graxos (AG) dentro
das mitocondrias e peroxissomos. Através da B-oxidacao e do ciclo do &cido citrico, os AG sédo
catabolizados em Acetil-CoA, resultando na producdo de NADH e FADH2. Esses cofatores
reduzem a cadeia transportadora de elétrons, promovendo a transferéncia de elétrons e
subsequente sintese de ATP. A reducéo da expressdo da PTE2 em larvas L4 resulta em uma
diminuicdo no nivel de captacdo de colesterol, maior mortalidade, e uma redugdo na
fecundidade (Radek; Dyer; Lan, 2010; Blitzer; Vyazunova; Lan, 2005). Em um estudo de Kim
e Lan (2010), observaram genes (MsPTE-2-x/PTE-2) da PTE2 em Manduca sexta, em
diferentes contextos. Os perfis de transcricdo de MsSCP-2 em diferentes tecidos e estagios
foram determinados por RT-PCR semi-quantitativo. O nivel de mRNA do MsSCP-2 foi
significativamente maior no intestino médio e no corpo gorduroso na alimentacdo de larvas.
MsSCP-2 foi fortemente expresso em todos os estagios larvais avaliados.

Na alimentacdo por matéria organica pelas larvas, é possivel encontrar a presenca do
aminodcido triptofano. No seu metabolismo, a QTA atua na catalisacdo da transaminacéo de 3-
HK (composto altamente toxico ao SNC em mosquitos) em XA, bastante essencial para as
funcBGes metabolicas e fisiologicas em Ae. aegypti. Se ocorrer uma interferéncia na via das
quinureninas, frente a QTA, sera observado uma concentracdo especifica de 3-HK, ocasionando
danos neuronais e possivel morte ao organismo (Maciel et al., 2023; Han et al., 2008). A
interferéncia das chalconas nesses processos pode justificar 0 aumento da mortalidade nos
organismos expostos a essas substancias. Um aumento no consumo de lipideos e triptofano em
matéria organica pode estar correlacionado com essa maior interferéncia, possivelmente
modulando a atividade metabolica e dificultando a funcédo bioldgica das proteinas envolvidas.
Em um estudo conduzido por Li e Guoyu (1997), baixas concentracdes de XA foram detectadas
em larvas recém-eclodidas de Ae. aegypti, sendo observado um acumulo progressivo desse
composto em larvas de 1 a 5 dias de idade. O XA atingiu seu nivel mais alto em larvas de 5
dias, e sua concentracdo diminuiu posteriormente. A quantidade total de XA em larvasde 4e 5
dias foi aproximadamente 1,2 a 1,5 vezes maior do que em larvas de 3 dias, considerando-se a

base de uma Unica larva, devido ao fato de que as larvas de 4 e 5 dias eram significativamente
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maiores que as de 3 dias.

5.3  Avaliagéo sobre os ensaios da atividade pupicida

Nos gréficos 5A-5B-5C-5D, observamos a atividade dos quatro tipos de chalconas
referentes a exposicdo sobre a fase de desenvolvimento de pupa. Diferente da fase larval,
conforme destacado nos gréaficos 1, 2, 3 e 4, a fase de pupa apresenta caracteristicas distintas,
como a formacdo de um exoesqueleto de quitina que, embora presente também nas larvas e
adultos, assume um papel especifico durante a metamorfose ao fornecer suporte estrutural e
protecdo adicional aos artrépodes nesta fase de desenvolvimento. Durante essa fase de
desenvolvimento, ndo ocorre o processo de alimentacéo, e 0 exoesqueleto de quitina permite
um melhor desempenho sobre o crescimento, e reorganizacdo metabdlica, mas também se
mostra flexivel e resistente o suficiente para proteger o inseto. Uma vez completa esta fase, o
mosquito adulto emerge do exoesqueleto da pupa (Bar; Andrew, 2013; Consoli; Oliveira,
1994).

Ao observar os dados estabelecidos nos graficos 5A-5B-5C-5D, foram utilizadas
concentragdes mais altas, pois em concentracfes baixas, ndo se observou uma mortalidade
significante sobre as pupas. As concentracGes variaram de 100 a 1000 ppm, sendo a
concentracdo de 1000 ppm (p<0,0001) da CH (grafico 5A), CF (gréafico 5B), BC (grafico 5C)
e CN (grafico 5D) respectivamente, a maior capaz de demonstrar mortalidade frente a fase de

desenvolvimento de pupa no periodo de 24 horas de exposicao.

Grafico 5: Atividade pupicida e CLso dos quatro tipos diferentes de chalconas sobre Ae. aegypti apds 24 horas de
exposi¢éo.
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Legenda: A e B) Chalcona Heterociclica (CH); C E D) Chalcona Fltor (CF); E e F) Bromo Chalcona (BC); G e
H) Chalcona Nitrogénio (CN); concentracdes de (100-1000 ppm); CLso no periodo de 24 e 48 horas (E, F, G e H);
CN = controle negativo; CP = controle positivo; ** (p<0,005), *** (p<0,0005), **** (p<0,0001) resultados que
diferem significativamente do controle negativo; ns = sem significancia estatistica.

As concentracdes de 1000 (p<0,0001), 750 (p<0,0001), 550 (p<0,0001), e 350
(p<0,0001) da CH (grafico 5A), apresentaram significancia estatistica no periodo de 24 horas,
enquanto que a concentracdo de 100 ppm (p=0,7116) nédo apresentou significancia no mesmo
periodo de exposicdo estabelecido, quando comparada ao controle negativo, com valores de
CLso de 433,9 ppm (R? = 0,8962) em 24 horas de exposicdo. Ja com a CF (grafico 5B),
observou-se uma maior mortalidade nas concentracdes de 1000 (p<0,0001), 750 (p<0,0001),
550 (p<0,0001), 475 (p=0,002), e 350 (p=0,005) quando comparada a CH (grafico 5A), e
significancia estatistica quando comparada ao controle negativo. Sendo a concentracdo de 100
ppm (p=0,0537) a que ndo demonstrou significancia no bioensaio designado. Estabelecendo
uma CLso de 480,2 ppm (R? = 0,9784) em 24 horas. A BC (grafico 5C) apresentou maior
mortalidade na fase de desenvolvimento de pupa, quando comparada com a CH (gréfico 5A) e
CF (grafico 5B) descritas anteriormente. Sendo as concentracdes de 1000 (p<0,0001), 750
(p<0,0001), 550 (p<0,0001), 350 (p=0,0014), e 250 ppm (p=0,0014) as que apresentaram
significancia estatistica, quando comparada ao controle negativo. A concentracdo de 100
(p=0,5865) ndo demonstrou significancia, com valores de CLso de 562,1 ppm (R? = 0,9713) no

periodo de 24 horas.
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Por fim, a CN (grafico 5D) demonstrou ter uma maior atividade sobre a fase de
desenvolvimento de pupa, quando comparada a CH (gréafico 5A), CF (gréfico 5B) e BC (grafico
5C). Observou-se uma maior mortalidade, e significancia estatistica nas concentragdes de 1000
(p<0,0001), 875 (p<0,0001), 750 (p<0,0001), e 550 (p<0,0001) respectivamente. Sendo a
concentracdo de 1000 ppm (p<0,0001) da CN (gréafico 5D), a capaz de demonstrar maior
mortalidade no periodo de 24 horas de exposi¢do. As concentra¢fes de 350 e 100 ppm nao
apresentaram significancia estatistica. Com valores de CLso de 893,7 ppm (R? = 0,9482) em 24
horas.

Diante dos dados expostos, podemos observar que a medida em que ocorre um aumento
da concentracdo dos compostos designados no estudo, hd& um aumento substancial na
mortalidade. Esse fendmeno pode sugerir um possivel mecanismo de acéo envolvendo a PTE2
e a QTA, como evidenciados anteriormente na atividade larvicida e na analise in silico. Em um
estudo de Kim e Lan (2010), observaram genes (MsPTE-2-x/PTE-2) da PTE2 em Manduca
sexta. Como citado anteriormente, MsSCP-2 foi fortemente expresso em todos 0s estagios
larvais avaliados, porém houve uma diminuicdo em sua expressao frente aos estagios de pupa.
No estudo de Li e Guoyu (1997), como descrito anteriormente, foram envidenciados baixos
niveis de XA em estagios de pupa em Ae. aegypti. O XA é um metabolito do triptofano, e a L-
quinurenina e a QAT sdo os principais intermediarios para a produgdo de XA. A concentracao
de triptofano em larvas e pupas varia durante o desenvolvimento, mas em termos gerais €
observado mais triptofano livre em pupas do que em larvas.

As larvas se alimentam de matéria organica, como descrito nos protocolos de criacéo e
manutencdo das bandejas. As pupas, por sua vez, ndo se alimentam, depedem do metabolismo
nutricional proveniente das fases anteriores, sendo atribuida para si uma possivel diminuicédo
na carga energética devido a sua restricdo metabolica (Consoli; Oliveira, 1994). Além disso,
por possuirem um exoesqueleto de quitina, que fornece suporte estrutural e protecdo contra
agentes externos (Bar; Andrew, 2013), é possivel destacar uma possivel diminuicdo da
permeabilizacdo das substancias ao organismo alvo, mesmo estabelecendo concentra¢fes mais
elevadas, variando de 100 a 1000 ppm. A hipétese de interferéncia das chalconas nesse processo
pode se dar, pela diminuicdo da carga metabdlica energética frente as proteinas PTE2 e QTA.
Diante de uma menor atividade bioldgica das mesmas, a interferéncia das chalconas seria de
maior dificuldade, justificando o aumento da taxa de mortalidade quando expostos as
substancias em concentracGes mais elevadas.

Devi et al. (2021), evidenciou taxas de mortalidade frente a utlizacdo de chalconas bis-

monosubstituidas (100 pg/mL) frente as larvas e pupas de Spodoptera frugiperda, mais
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conhecida como ‘’largata-do-cartuxo’’. Observou-se um maior impacto na mortalidade de
larvas, e pupas (20% de mortalidade) e mé formagdo em adultos, proporcionando efeitos anti-
alimentares nas larvas deste organismo. J& Hidalgo et al. (2020), também retrata da utilizacao
de chalconas bis-monosubstituidas (100 pg/mL) sobre as fases de desenvolvimento de
Spodoptera frugiperda. Os resultados obtidos nos testes de atividade para cada uma das
chalconas sintéticas mostram que as monochalconas possuem efeito letal sobre os estagios de
pupa de Spodoptera frugiperda. Os adultos que sobrevivem apresentaram malformacoes e
diminuicdo do tamanho, o que os levou a morte antes da postura dos ovos. As chalconas bis-
monosubstituidas demonstraram ser eficazes em causar mortalidade e malformagdes em
diferentes fases de desenvolvimento da Spodoptera frugiperda, comprometendo tanto a
sobrevivéncia quanto a capacidade reprodutiva dos insetos. Os dados descritos corroboram com
0s achados dos estudos de Devi et al. (2021) e Hidalgo et al. (2020) indicando que chalconas
tém impacto significativo sobre diferentes espécies, quando utilizadas em concentragdes
adequadas. As diferencas nas concentracdes e valores de CLso destacam variagdes na eficacia

dos compostos e reforcam a importancia no ajuste de doses para obter os melhores resultados.

5.4  Avaliagdo sobre os ensaios da atividade adulticida

Os gréficos 6A,B,C,D,E,F,G,H retratam os dados dos ensaios da atividade sobre a fase
de desenvolvimento dos mosquitos adultos expostos as chalconas designadas no estudo.

Grafico 6: Atividade adulticida dos quatro tipos diferentes de chalconas sobre Ae. aegypti ap6s 24 horas de
exposicéo.

A) Adulticida Chalcona H. 24h (TARSAL) B) Adulticida Chalcona H. 24h (CORPORAL)
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Legenda: A e B) Chalcona Heterociclica (CH); C E D) Chalcona Fluor (CF); E e F) Bromo Chalcona (BC); G e
H) Chalcona Nitrogénio (CN); A, C, E e F (contato tarsal); B, D, F e H (contato corporal); concentra¢des de (100,
550 e 1000 ppm); CN = controle negativo; CP = controle positivo; ** (p<0,005), *** (p<0,0005), **** (p<0,0001)
resultados que diferem significativamente do controle negativo; ns = sem significancia estatistica.

Ao observar os dados estebelecidos nos graficos 6A-6B-6C-6D-6E-6F-6G-6H, foram
utilizados de concentracdes fixas, aquelas com menor concentracdo que foram capaz de
ocasionar maior mortalidade frente as larvas de Ae. Aegypti. As concentracdes variaram de 100
a 1000 ppm. Para a CH (Graficos 6A-6B), foi estabelecido a concentracdo de 100 ppm
(p=0,3000 [tarsal] e p=0,0063 [corporal]) em ambos os testes, sendo evidenciado significancia
estatistica sé no teste de contato corporal, quando comparado ao grupo controle negativo.

Ao observar a atividade de exposicdo sobre a CF (Graficos 6C-6D), diferente da CH
(Gréficos 6A-6B), houve maior mortalidade, e significancia estatistica em ambos 0s testes com
a concentracdo de 100 ppm (p=0,0063 [tarsal] e p=0,0001 [corporal]) quando comparado ao
controle negativo. Ja a BC (Graficos 6E-6F) e CN (Graficos 6G-6H), também apresentaram um
maior aumento da mortalidade em ambos os testes na concentracdo de 550 ppm (p=0,0001
[tarsal] e p<0,0001 [corporal]) da BC, e 1000 ppm (p=0,0004 [tarsal] e p<0,0001 [corporal]) da
CN (Gréficos 6G-6H), quando comparado a CH (Gréaficos 6A-6B) e CF (Graficos 6C-6D),
sendo a concentracdo de 1000 ppm no teste de contato corporal com a CN (Graficos 6G-6H),

que causou 100% de mortalidade dos mosquistos adultos. Evidenciando assim, significancia
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estatistica em ambos os testes com a BC (Gréficos 6E-6F) e CN (Gréficos 6G-6H), quando
comparados com o controle negativo.

Sinjari et al. (2019) observou a atividade adulticida de 2-hidroxi chalconas sobre a
porcentagem de mortalidade em adultos de Tribolium confusum (besouro-da-farinha). Foram
utilizados 10 adultos, e a mortalidade avaliada no periodo de 24 horas de exposicao.
Estabelecendo concentracfes de 0,01, 0,02 e 0,04 ppm. Para controle negativo, foi utilizado
5uL de etanol 50%. Evidenciou mortalidade, e significancia estatistica (p<0,05) em todas as 3
concentragdes testadas frentes ao T. Confusum, quando comparado com o grupo controle
negativo. Com valores de CLso de 0,07 ppm no composto 1 e 0,10 ppm no composto 2, no
periodo de 24 horas.

Ja o estudo de Gross et al. (2017) utilizou-se de uma triagem de 31 analogos de chalcona
com o intuito de analisar a toxicidade sob a alimentacao oral dessas chalconas, frente a adultos
de Drosophila melanogaster (Img/mL) e estudos de sinergismo, que foram realizados
aplicando topicamente os analogos de chalconas sob os mosquistos adultos (fémeas) de Ae.
aegypti (2uL). Examinando seu impacto de maneira isolada, e/ou sinérgica com o carbaril
(500ng por mosquito), um agente inseticida bastante utilizado para o controle de pragas. A
toxicidade e mortalidade dos analogos da chalcona frente aos adultos de Drosophila
melanogaster e Ae. aegypti foram avaliadas nos periodos de 1 e 24 horas. Quatorze analogos
de chalconas tiveram valores de CLso na faixa de 0,4 a 38 ppm contra larvas de Ae. aegypti, trés
chalconas apresentaram toxicidade contra D. melanogaster via alimentacao (valores de CLso
variaram de 146 a 214 pg/ml), e duas chalconas apresentaram atividade sinérgica juntamente
com o carbaril diante de adultos em Ae. aegypti (p<0,05). Por fim, também foram evidenciados
resultados sobre o comportamento anormal de voo de fémeas de Ae. aegypti apds aplicacédo
topica dos analogos, 3-(4-Dietilaminofenil)-1-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona, e 3-(3,4-
diclorofenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona.

No estudo de Ycetepe et al. (2024) novos derivados de chalconas foram sintetizados a
partir de 4-aminoacetofenona, confirmados por métodos espectroscdpicos. Para a atividade
inseticida topica, fémeas adultas da mosca-das-frutas tefritideos, Anastrepha suspensa, foram
desginadas para o estudo em questdo. Os resultados dos testes de atividade adulticida
demostraram que os derivados de chalcona sdo eficazes contra a fémea de A. suspensa. Entre
as chalconas sintetizadas, a 1-(4-cinamoilfenil)-3-(p-tolil)ureia, exibiu uma maior atividade
inseticida, resultando em 73% de mortalidade a 100 pg/mL em um periodo de 24 horas de
exposi¢do, enquanto outros derivados demostraram menos de 30% de mortalidade. Os

resultados demonstram que a atividade inseticida pode ser modulada pela presenca de um anel
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fenil na estrutura do derivado 2, sendo um potencial design para novos agentes quimicos frente
a mosca-das-frutas tefritideos. Os estudos demonstram que as chalconas e seus derivados
podem ser altamente eficazes como agentes inseticidas contra diferentes espécies de insetos. A
sua eficécia varia com uma estrutura quimica especifica, a concentracdo utilizada e a espécie-

alvo.

Diante dos resultados expostos no Grafico 6, podemos observar que mesmo em
concentragdes fixas, que variaram de 100 a 1000 ppm, houve alternancias na mortalidade nos
diferentes testes utilizados. Essa atividade pode sugerir um possivel mecanismo de sinalizacéo
envolvendo as enzimas PTE2 e QTA, como destacado anteriormente na atividade larvicida e
pupicida, e no estudo in silico. Nas fémeas, a reducdo da expressdo ou interferéncia de PTE2
leva a um nivel reduzido da captacao de colesterol apds repasto sanguineo, tendo pouco efeito
na captacdo de AP (Radek; Dyer; Lan, 2010; Kim; Wessely; Lan, 2005). A QTA é uma enzima
significamente predominante em estagios larvais, responsavel pela conversdo de 3-HK
(composto altamente toxico ao SNC em mosquitos) em XA, importante para o desenvolvimento
de mosquitos adultos em Ae. aegypti (Han et al., 2005; Li J; Li G, 1997). Embora a QTA fosse
o principal intermediario na via da XA, a mesma esta presente apenas em baixas concentracfes
em mosquitos adultos (menos de 30 mg™) (Li e Guoyu, 1997). Apls exposicdo as
concentragdes fixas das chalconas, observamos um aumento da mortalidade no teste de contato
corporal, sendo uma aplicacdo direta ao mosquito adulto. Mesmo em baixas concentracfes, a
interacdo molecular frente a esta exposi¢cdo mediada por estes compostos, pode ser atribuida
entre as chalconas e a QTA, nédo favorecendo a transaminacdo da 3-HK, ocorrendo assim o
acumulo de 3-HK, levando a formacao de espécies reativas de oxigénio, danos neuronais e
morte ao organismo. Estudos com derivados de chalconas revelam que a acdo voltada para as
substancias, pode estar relacionada com a formacdo de poros na membrana celular, além de
apresentarem atividade inibitéria de enzimas essenciais para 0 metabolismo do organismo
(Cuellar et al., 2022; De santiago-silva et al., 2022; Insuasty et al., 2015).

5.5  Avaliacdo sobre os ensaios da atividade de eclosédo

Nos gréficos 7A, B, C, D, sdo demonstrados os dados decorrentes da atividade de
eclodibilidade em exposic¢do a CH (Figura 22), CF (Figura 23), BC (Figura 24) e CN (Figura
25). Para avaliar a atividade de eclodibilidade, discos de papel filtro contendo 30 ovos foram
expostos a menor concentracdo das substancias teste, que matou 100% das larvas. Os ovos

foram mantidos nas condiges ideais de desenvolvimento e observados ao longo de 10 dias. De
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acordo com os parametros estabelecidos, foram utilizadas concentragdes fixas que variaram de
100 a 1000 ppm. Ao avaliar os dados, observou-se que a CH (p<0,0001 [Grafico 7A]), CF
(p<0,0001 [Grafico 7B]), BC (p<0,0001 [Grafico 7C]) e CN (p<0,0001 [Grafico 7D])
obtiveram atividade significativa, diminuindo acentuadamente a eclodibilidade dos ovos de Ae.
Aegypti apo6s 10 dias de exposi¢do. Os quatro tipos diferentes de chalconas apresentaram
significancia estatistica, quando comparada ao controle negativo. Possivelmente, a atividade
evidenciada sobre a eclodibilidade dos ovos de Ae. aegypti pode estar relacionada a um dano
em suas camadas, visto que, para eclosdo do embrido, o ovo precisa se manter em condicdes
ideais de desenvolvimento, para que assim ocorra uma reorganizacdo metabolica e posterior

fecundidade.

Gréfico 7: Atividade dos quatro tipos diferentes de chalconas diante da eclodibilidade em Ae. aegypti ap6s 10 dias
de exposicéo.

A) Eclodibilidade Chalcona H. (10 dias) B) Eclodibilidade Chalcona F. (10 dias)
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Legenda: A) Chalcona Heterociclica (CH), B) Chalcona Fluor (CF); C) Bromo Chalcona (BC); D) Chalcona
Nitrogénio (CN); Concentracfes de (100, 550 e 1000 ppm); CN = controle negativo; CP = controle positivo; ****
(p<0,0001) resultados que diferem significativamente do controle negativo.

Estudo de Silva et al., (2019), observou a exposicéo de ovos de Meloidogyne incognita

diante um analogo de chalcona por um periodo de 7 dias. De acordo com os resultados
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evidenciados, houve reducdo significativa no nimero de eclosdes desses embrides, quando
comparado ao grupo controle negativo (agua). As concentracbes de 500 e 250 pg/mL,
atingiram, respectivamente, reducdes de 56% e 69% (p<0,05). J4 a Concentracdo de 75 pg/mL
foi semelhante ao controle negativo, ndo sendo observada significancia estatistica. Ja Pereira et
al., (2018) analisou os efeitos de dois analogos de chalconas, em um modelo de
esquistossomose em camundongos. Foi feito a ingestdo dos ovos pelos camundongos e
tratamento oral com os analogos de chalconas. No entanto, ndo houve uma atividade
estatisticamente significativa mediante ao aumento relacionado ao dano, em comparacgao ao
grupo controle negativo. Porém, foram observadas reducdes significativas (p<0,05) na carga
parasitaria apds tratamento oral em camundongos, 49 dias apos a infeccdo. Foram observadas
reducdes totais de 32,8% e 31,8% com uma dose oral unica (400 mg/kg), em comparagdo com
grupo controle negativo.

No estudo de Souza, (2017) foi avaliado a utilizacdo do extrato liofilizado de Agave
sisalana frente ao bioensaio de eclodibilidade em ovos de Ae. aegypti. Os resultados
demonstraram uma inibicao da eclodibilidade de 100% na concentracdo de 10 mg/mL durante
15 dias de observacdo. Ja no estudo conduzido por Fernandes et al. (2021), foram testadas
diferentes concentracdes de fracdes de Helicteres velutina frente aos ovos de Ae. aegypti.
Ambas as fracdes, hexanica e diclorometano, demonstraram 100% de inibicdo da ecloséo na
concentracdo de 5 mg/mL. A fracdo hexanica, em particular, mostrou eficacia notavel, com a
menor concentracdo testada (0,1 mg/mL) inibindo a ecloséo de 67,7% dos ovos. Resultados
semelhantes aos observados no presente estudo, com inibicao da eclodibilidade variando entre
97% e 100% nas diferentes concentracdes testadas (100 a 1000 ppm), sugerindo que as
chalconas possuem um impacto significativo na inibicdo da eclosdo dos ovos de Ae. aegypti.
Esses compostos podem causar danos ao exocorion, impedindo o desenvolvimento adequado
do embrido em condicdes ideais. Esse dano pode comprometer a reorganizacdo metabolica

necessaria para a eclosao, afetando negativamente a viabilidade dos ovos.

5.5.1 Andlise de Danos Estruturais em Ovos de Ae. aegypti por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

Através do ensaio de eclodibilidade e da andlise por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), podemos identificar danos estruturais na camada dos ovos de Ae. aegypti.

Esses danos podem comprometer a integridade do ovo, resultando em uma redugéo na taxa de
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ecloséo e na viabilidade dos ovos. Na Figura 28, observamos a estrutura dos ovos de Ae. aegypti
integras expostas ao grupo controle negativo. Na seta amarela designada na Figura 28B é
destacada as células C importantes para a protecdo do exocorion (camada externa dos ovos)
localizado na Figura 28A pela seta azul.

Figura 28: Analise por Microscopia Eletronica de Varredura do grupo controle negativo dos ovos de Ae. aegypti.

Legenda: Ovos do grupo controle negativo de Ae. aegypti; A e B) Membrana externa; Escala em 20um; Seta azul
= exocdrion; Seta amarela = células C do exocorion

Nas imagens obtidas por MEV em escala de 100 e 50 um respectivamente, a Figura 29
se refere ao grupo teste apos exposicdo da CH frente aos ovos de Ae. aegypti. Na seta amarela,
configurada na Figura 29B, podemos observar o exocérion dos ovos danificado na superficie
lateral do pdlo anterior, proximo ao aparelho micropilar destacado na seta azul também na
Figura 29B. As células C designadas no exocorion se mostram desparelhadas e desorganizadas

com os danos possivelmente provenientes da exposicdo ao composto.
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Figura 29: Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos ovos de Ae. aegypti ap0s exposicao a

chalcona heterociclica.

Legenda: Ovos de Ae. aegypti expostos a chalcona heterociclica; Escala em 100 e 50um; Seta amarela =
descamacéo do exocdrion na superficie lateral no polo anterior; Seta azul = dano ao aparelho micropilar.

A Figura 30, nas imagens registradas por MEV em uma escala de 100 e 20 pum
respectivamente, se refere ao grupo teste apos exposicdo da CF frente aos ovos de Ae. aegypti.
Na seta amarela, configurada na Figura 30A, observarmos alteraces morfoldgicas no
exocorion dos ovos na superficie anterior. Podemos evidenciar diferencas de alteracdes na
Figura 30B mais proximamente na esclada de 20 um, destacando as células C
morfologicamente viaveis pela seta azul, enquanto que na superficie lateral na mesma imagem,

registramos danos ao exocorion e desorganizacdo celular.
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Figura 30: Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos ovos de Ae. aegypti ap0s exposicao a
Chalcona Fluor.

Legenda: Ovos de Ae. aegypti expostos a chalcona fltor; Escala em 100 e 20 um; Seta amarela = descamacéo do
exocorion na superficie lateral no pélo anterior; Seta azul = células C viaveis.

A Figura 31, nas imagens evidenciadas por MEV em uma escala de 100 e 20 um
respectivamente, se refere ao grupo teste apos exposicdo da BC frente aos ovos de Ae. aegypti.
Na seta amarela, configurada na Figura 31B, observarmos alteraces morfoldgicas no
exocorion dos ovos na superficie lateral. E evidenciado na Figura 31B, em escala de 100 um,
alteracdes significantes de desorganizacéo celular e descamacédo no exocorion dos ovos. Células
C morfologicamente danificadas pos exposi¢do ao composto. Na seta azul localizada ainda na
Figura 31A, é destacado o aparelho micropilar morfologicamente viavel, sendo o mesmo,

importante para a troca de gases e regulagem de pressdo interna dos ovos (Linley, 1989)

Figura 31: Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos ovos de Ae. aegypti ap0s exposicao a

Bromo Chalcona.



80

Legenda: Ovos de Ae. aegypti expostos a bromo chalcona; Escala em 100 e 20 pm; Seta amarela = descamacéo
do exocorion na superficie inferior do pdlo anterior; Seta azul = aparelho micropilar

Nas imagens obtidas por MEV em escala de 100 e 20 um respectivamente, a Figura 32
se refere ao grupo teste apos exposicdo da CHN frente aos ovos de Ae. aegypti. Na seta amarela,
configurada na Figura 32B, podemos observar o exocérion dos ovos danificado na superficie
lateral do pdlo anterior. Na seta em azul, destacada na Figura 32A observamos células C
morfologicamente vidveis mesmo apds exposicdo a concentracdes elevadas. No ensaio de
eclodibilidade, foi observado uma diminuicdo efetiva na taxa de eclosdo dos ovos frente
exposicdo & CHN. Alteragdes morfologicas se destacaram em menor evidéncia neste ensaio,

quando comparada com os outros compostos utilizados.

Figura 32: Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos ovos de Ae. aegypti ap0s exposicao a
Chalcona Nitrogénio.
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Legenda: Ovos de Ae. aegypti expostos a chalcona nitrogénio; Escala em 100 e 20 um; Seta amarela =
descamacao do exocérion na superficie lateral do pdlo anterior

Um estudo de Alves et al. (2022) utilizou lectina das folhas de Myracrodruon
urundeuva (MuLL) como inseticida frente aos ovos de Ae. aegypti. Os ovos do Ae. aegypti
foram incubados com MuLL por 72h para determinacdo de sua concentracdo na qual a taxa de
eclosdo reduza em 50% (CLso). Os efeitos do MuLL na estrutura da superficie dos ovos foram
avaliados utilizando MEV, e a possivel interacdo do MuLL com as estruturas internas dos ovos.
O MuLL atuou como um agente ovicida com uma CLso de 0,88 mg/mL. A analise por MEV
revelou que os ovos tratados com MuLL por 24 e 48h ndo tinham mais tubérculos e ndo
demostraram uma rede exocorionica bem definida. Além disso, deformacéo e degeneracdo da
superficie foram observadas ap0s 72h de exposi¢cdo. A comparacdo entre a atividade de
Myracrodruon urundeuva e chalconas sintéticas revela que ambos 0s grupos de compostos
possuem atividades ovicidas significativas. Embora 0s mecanismos especificos possam variar,
ambos podem causar danos estruturais aos ovos de Ae. aegypti. J& Yang et al. (2021) retrata a
utilizacdo de um inseticida sistémico (espirotetramate) para investigacdo da atividade ovicida,
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frente ao Frankliniella occidentalis, conhecido como tripes-do-ocidente. Este inseticida age
interrompendo a biossintese de lipidios, afetando a producdo de energia e o desenvolvimento
dos insetos. A toxicidade do espirotetramato para F. occidentalis, em ovos de Oh, 12h e 24h de
idade foi determinado pelo método de imerséo de ovos. Os resultados sugeriram que o valor de
LCso aumentou (8,549 mg/mL — Oh; 14,418 mg/mL — 12h; 32,471 mg/mL — 24h) gradualmente
amedida que a idade dos ovos aumentaram. Foram observados nos ovos de Oh por MEV, atrofia
das células embrionérias e ruptura da superficie do ovo.

Em um outro estudo de Alves et al. (2020), é evidenciado a utilizacdo de lectinas da
casca de Myracrodruon urundeuva (MuBL) e cerne (MuHL) para investigacdo da atividade
ovicida frente ao Ae. aegypti. Os efeitos de MuBL e MuHL na estrutura da superficie dos ovos
foram avaliados por MEV. A atividade ovicida de MuBL e MuHL foi determinanda pelas
concentragdes que reduziram as taxas de eclosdo em 50% no periodo de 72h de exposicéao
(ECs0). Em ovos tratados com MuBL e MuHL, foram observadas a presenca de protuberancias
na superficie dos ovos, o desaparecimento da rede exocoridnica e a diminuicdo e deformacéo
dos tubérculos. Os dados sobre a atividade de eclodibilidade destacados demostram
semelhancas significativas com os efeitos das chalconas, especialmente em relacdo aos danos
ao exocorion e a diminuicdo da taxa de eclos@o dos ovos. A combinacdo de agentes naturais e

sintéticos pode proporcionar uma abordagem integrada e eficiente no controle de vetores.

5.6  Avaliacdo sobre os ensaios de perfil celular total

Nos graficos 8A-8B, sdo demonstrados os dados decorrentes dos ensaios de perfil
celular total em larvas (L3) ap6s a CH (Figura 22), CF (Figura 23), BC (Figura 24) e CN (Figura
25). De acordo com os parametros estabelecidos, foram utilizadas a CLso de cada composto, as
concentragdes variaram de 10.04 a 595.6 ppm, sendo avaliadas por um periodo de 24 e 48 horas
se exposicao. No periodo de 24 horas de exposi¢do, observamos um aumento dos hemacitos
totais (Grafico 8A) em BC (p<0,0001 [22,3+1,3%]) e CF (p=0,0183 [10,91+1,3%]),
apresentando significancia estatistica (R? = 0.9524), quando comparado como grupo controle
negativo. Por sua vez, a CH (p=0.0684 [9,6+1,3%]) e CN (0.6832 [10,7+1,5%]) apresentaram
um aumento consideravel dos hemacitos totais apds exposicao por um periodo de 24 horas, mas
sem significancia estatistica, quando comparada com o grupo controle negativo. Ja no periodo
de 48 horas de exposicéo, trés chalconas apresentaram aumento dos hemacitos totais (Grafico
8B), CH (p=0.0005 [10,7+8,8%]), CF (p<0.0001 [13,7+7,8%]) e CN (p<0.0005 [11,1+7,8%)]),

porém, curiosamente, a BC (p<0.0001[16,4+1,8%]) apresentou uma diminuicdo dos hemacitos
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totais, mas sem significancia estatatistica quando comparada ao periodo de 24 horas de
exposicdo. Todas apresentaram significancia estatistica (R* = 0.9655) quando comparada ao
controle negativo. Ao contrério dos vertebrados, os insetos dependem exclusivamente da
imunidade inata (Bergmann et al., 2024).

Em um estudo de Oliveira et al. (2016), foi evidenciado a utilizacdo de um extrato bruto
da Agave sisalana (A. sisalana) em Ae. aegypti. Hemdcitos foram expostos a diferentes
concentragdes do extrato bruto de A. sisalana (0,18-6,00 mg/mL) por um periodo de 24 horas,
em seguida, as células foram marcadas com iodeto de propidio e submetidas a microscopia de
fluorescéncia para verificar a viabilidade celular. A microscopia de fluorescéncia demostrou
que as células expostas a concentracdes abaixo de 6 mg/mL ndo apresentaram diferenca
significativa na morte celular em comparagéo ao grupo controle. As células expostas a 6 mg/mL
do extrato bruto de A. sisalana apresentaram 73,8% + 9,6% de células necréticas versus 34,6%
+ 9,6% no grupo controle, apos 24 horas de exposi¢do. Vale mencionar que houve um aumento

de 39,2% de células necréticas em comparagdo ao grupo controle.

Grafico 8: Quantificacdo de hemdcitos totais em larvas (L3) frente exposicdo aos quatro tipos diferentes de
chalconas por 24 e 48 horas.
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Legenda: A e B) Quantificacdo de hemdcitos totais frente exposicdo as quatro chalconas no periodo de 24 e 48
horas; Concentra¢Bes de (10.04 [CH], 42.01[CF], 195.6 [BC] e 595.6 [CN] ppm); CN = controle negativo; *
(p=0,0183) *** (p=0,0003), **** (p<0,0001) resultados que diferem significativamente do controle negativo.

No estudo de Nascimento et al. (2024), foi investigado a atividade do timol como

substancia larvicida e imunomudoladora em Ae. aegypti em diferentes concentragdes (0.25
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mg/mL) por 24 horas de exposicdo para a avaliacdo dos hemdcitos. Foi demonstrado que o
grupo experimental teve 4 vezes mais células necroticas do que o grupo controle ao analisar 0s
efeitos do timol sobre hemdcitos (43,0 + 6,8 vs. 10,0+1,1). A diferenga entre os grupos foi
considerada estatisticamente significativa a um nivel de significancia de 95%. No estudo de
Sukkar et al. (2023), investigou-se em uma abordagem in vitro a avaliagdo da resposta de
hemacitos expressos de Apis mellifera, Drosophila melanogaster e Mamestra brassica ap6s
exposicao a imidacloprida e amitraz, com imunoestimulacdo ap6s 18 horas de exposicdo por
zimozan A. A exposi¢do ao amitraz sem imunoestimulagdo resultou em uma diminuicéo
significativa na viabilidade de hemadcitos (95,91%) em comparagdo com todas as exposi¢des a
pesticidas, exceto o grupo controle negativo. Todas as condi¢des que incluiram ativacdo imune
com zymosan A, a 1 e 10 pg/mL ndo demostraram nenhuma diferenca significativa na
viabilidade de hemocitos.

Diante dos resultados obtidos, evidenciou-se um aumento substancial na concentragédo
de hemacitos totais frente exposicéo a diferentes concentragdes (10.04 [CH], 42.01[CF], 195.6
[BC] e 595.6 [CN] ppm) respectivamente, sendo a BC, a Unica que apresentou diminui¢do dos
hemdcitos totais no periodo de 48 horas. A expressdao dos hemacitos frente exposicdo aos
compostos pode se dar pelas vias de sinalizagdo mais comuns, como a Toll, resultando na
proliferacdo de hemdcitos. Por outro lado, a via IMD através do reconhecimento por PGRP-
LC, atua produzindo peptideos antimicrobianos e da mesma forma, ocasionando proliferacdo
de hemdcitos (Kumar et al., 2018). A hipdtese de atividade frente a PTE2 ndo se vincula aos
hemdcitos, ja que sua expressdo é pouco efetiva nessas células.

No estudo de Kim e Lan (2010), como ja retratado anteriormente, avaliando genes
(MsPTE-2-x/PTE-2) da PTE2 em Manduca sexta, destacam gque no corpo gorduroso, houve um
aumento transitério nas transcricdes de MsSCP-2 no final e no inicio de cada fase de
desenolvimento larval, porém baixos niveis de mMRNA de MsSCP-2 foram detectados na
hemolinfa e em hemacitos de Manduca sexta. Com importantes resultados, o estudo de Lan e
Massey (2004) ja destacavam a expressdao da PTE2 em sub linhagens celulares (Aag-2) de Ae.
aegypti. A linhagem celular Aag-2 foi estabelecida a partir de uma cultura de células de Ae.
aegypti, e € uma linhagem celular do tipo epitelial, ndo hemocitica. Isso significa que, embora
as células Aag-2 sejam derivadas de um mosquito, elas ndo sdo hemacitos, que sdo células da
hemolinfa, responsaveis por fun¢bes imunoldgicas, como fagocitose e sob a defesa contra
patdgenos. Em células cultivadas de Ae. aegypti, a AeSCP-2 foi detectada principalmente no
citosol, em algumas mitocondrias e nucleos de marcacdo em células do epitélio, mas ndo em

vesiculas membranosas.
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J& a hipdtese mediada pela QAT e sua expressdo em hemacitos, vemos quase ou nao
nenhuma correlacdo. Em um estudo de Cristina et al. (2022) foi evidenciado a expressao de
diversos genes voltados para a via de sinalizacdo da QAT e metabolizagdo do triptofano em
caracol de lagoa Lymnaea stagnalis (LS). Como resultados observaram maior expressdo do
gene Lym AADAT-like, semelhante ao gene AADAT (aminoadipate aminotransferase) no
intestino de LS, importante para via de metabolizacdo frente a L-quinurenina. As analises
revelaram que os niveis de mRNA deste gene nos hemdcitos eram significativamente mais
baixos em relagéo a todas as outras tecidos avaliados. Genes Lym AFMID-like, Lym KMO-
like, Lym HAAO-like e Lym KYAT-like, que desempenham um papel importante de
codificacdo dos subprodutos sob as vias de sinalizacdo e metabolizacdo do triptofano foram
significamente expressos no intestino, e diminuidos em hemdcitos de LS.

Entretanto, vias de sinalizacdo direcionadas a imunomodulagéo por QTA, um derivado
do triptofano, e PTE2, podem ser destacadas, ja que ambos os estudos de Cristina et al. (2022),
Kim e Lan (2010) e Lan e Massey (2004) demonstram a expressao dos derivados dessas
proteinas na hemolinfa e tecidos adjacentes. Em crustaceos, a suplementacdo de triptofano
melhora o indice de crescimento e a taxa de sobrevivéncia. Também foi demonstrado que o
triptofano e seus metabdlitos diminuem o comportamento agressivo (lutas/ataques) em juvenis
de Scylla serrata (Huang et al., 2020; Yang et al., 2019; Prasad et al., 2014). Em termos
imunoldgicos, a suplementacdo de triptofano aumenta a microbiota intestinal de Eriocheir
sinensis, resultando em maiores taxas de sobrevivéncia apés desafio bacteriano. A
suplementacdo atua no aumento da resposta imunoldgica, incluindo a contagem total de
hemdcitos, a taxa de fagocitose, a atividade da fosfatase acida e da fosfatase alcalina, além da
capacidade antioxidante (Huang et al., 2020; Zhang et al., 2018). O triptofano e seus
metabolitos, como a melatonina, podem ativar o cascata antioxidante e promover a expressao
de proteinas de resposta imunoldgica (Huang et al., 2020; Hoseini et al., 2019; Li J; Li G, 1997).

Ja a PTE2 pode atuar de maneira indireta frente ao sistema imunoldgico dos insetos. O
seu papel priméario se da pelo transporte de esterois e acidos graxos no citosol das células,
facilitando a via da B-oxidacdo para posterior producéo de ATP. A sua atividade indireta seria
no papel sob o metabolismo lipidico, visto que, diversas moléculas sinalizadoras sdo reguladas
e sintetizadas através do carreamento e metabolismo desses componentes (Krebs; Lan, 2003).
A sintese, acumulacéo e hidrolise de lipidios ocorrem no corpo gorduroso (CG) e a acumulagéo
de triacilglicerol (TAG) ocorre predominantemente em goticulas lipidicas intracelulares (LDs)
nas células do CG. Os metabdlitos distribuidos pelo CG possuem diversas fun¢des sob o sistema

imunoldgico em insetos, como a atividade antimicrobiana mediada por LDs, participando da
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resposta celular de hemdcitos, as apolipoproteinas atuando no reconhecimento de patégenos,
suporte no processo de encapsulagdo por hemacitos, e regulacdo das vias de sinalizacdo
imunolégica. No estudo de Barletta et al. (2016) foi evidenciado que as células Aag2 de Ae.
aegypti aumentaram LDs ap6s a exposicao a bactéria Enterobacter cloacae, virus Sindbis e da
Dengue. Da mesma forma, LDs também se acumularam nas células do intestino médio apds o
desafio com a bactéria Seratia marcescens e ao virus Sindbis. O numero de LDs foi ainda
aumentado pela ativagdo constitutiva das vias Toll e IMD, resultante do knockdown dos
moduladores negativos Cactus e Caspar. A literatura cientifica indica que tanto as vias Toll
quanto IMD podem ser ativadas em Locusta migratoria em resposta a infeccao por Metarhizium
acridum, e que os genes associados as vias Toll e IMD apresentam padrdes de expressao
distintos no corpo gorduroso e nos hemaocitos (Wronska et al., 2023; Zhang et al., 2015;
Brasaemle et al., 2004).

Portanto, a hipotese de interferéncia das chalconas nas vias em destaque, pode sugerir
uma modulagdo nas vias de sinalizacdo que estimulam a proliferacdo ou a mobilizacdo dos
hemdcitos. As vias Toll e IMD sdo fundamentais na resposta imune dos insetos e podem estar
sendo estimuladas de forma especifica ou indireta devido a interferéncia nas proteinas PTE2 e
QTA. Embora essas proteinas ndo sejam diretamente envolvidas na sinalizacdo imune, sua
interferéncia poderia alterar o metabolismo celular, ocasionando sinais de estresse ou
modulacdo imunologica que ativariam as vias Toll e IMD, direcionando assim, para um maior
recrutamento de hemdcitos, o que foi evidenciado no presente estudo por trés chalconas (CH,
CF e CN). A BC apresentou diminuicdo na contagem total de hemacitos em Ae. aegypti frente
ao periodo de 48 horas de exposi¢do, mas sem significancia estatatistica quando comparada ao
periodo de 24 horas de exposi¢do. Em hipotese, a BC pode ter atividade sob a proliferacao de
hemdcitos atuando na inibicdo direta das vias Toll e IMD, dificultando o recrutamento de
hemdcitos. Pode-se destacar também a atividade por efeitos multialvos, ou seja, diminui a
expressdo de hemacitos interagindo com outras proteinas ou vias de sinalizagdes importantes
para a sobrevivéncia e proliferacdo celular, além de PTE2 e QTA. Outra hipotese é de que a
BC, pode estar ocasionando efeito citotoxico direto sobre os hemacitos, induzindo apoptose ou
necrose. InvestigacGes adicionais para elucidar essas hipdteses e delinear os mecanismos
subjacentes sera essencial para uma compreensao abrangente do impacto das chalconas na

resposta imune e na proliferagdo de hemaocitos em Aedes aegypti.

5.7  Determinagéo da producéo do fon nitrito (NO?)
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Nos graficos 9A-9B, sdo demonstrados os dados decorrentes da determinagdo da
producdo do NO? em larvas (L3) apds exposicdo a CH (Figura 22), CF (Figura 23), BC (Figura
24) e CN (Figura 25). De acordo com os parametros estabelecidos, foram utilizadas a CLso de
cada composto, as concentracfes variaram de 10.04 a 595.6 ppm, sendo avaliadas por um
periodo de 24 e 48 horas se exposi¢do. No periodo de 24 e 48 horas de exposicao, observamos
um aumento do NO% em todas as chalconas utilizadas, CH (p<0.0001), CF (p<0.0001), BC
(p<0.0001) e CN (p<0.0001), (24h: 18,9+0,6% e 48h: 20,9+0,6%). Diversas pesquisas em
invertebrados tém relacionado a producdo NO a efeitos citotoxicos contra patdgenos e agentes

externos.

Grafico 9: Determinacdo da producdo de NO? em larvas (L3) apds exposicdo aos quatro tipos diferentes de
chalconas por 24 e 48 horas.
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Legenda: A e B) Determinacdo de NO? frente exposicdo as quatro chalconas no periodo de 24 e 48 horas;
Concentra¢Bes de (10.04 [CH], 42.01[CF], 195.6 [BC] e 595.6 [CN] ppm); CN = controle negativo; ****
(p<0,0001) resultados que diferem significativamente do controle negativo.

O aumento na producdo de NO pelos hemdcitos esta correlacionado com a resposta
imunoldgica contra agentes estranhos (Nunes et al., 2013), e também atua como um transmissor
versatil, ativando a producdo de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) como segundo
mensageiro (Bergmann et al., 2021). O NO é sintetizado através da oxidagdo da L-arginina em
L-citrulina, mediada pela enzima NOS. E um radical altamente instavel que reage rapidamente
com outras espécies de oxigénio para formar produtos estaveis, como NO?, nitratos (NO%), e

alguns radicais altamente toxicos, como o0 OONO". As arginases competem com a NOS pelo
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mesmo substrato, resultando na producdo de L-ornitina, que, por sua vez, pode ser
descarboxilada pela enzima ornitina descarboxilase (ODC) para produzir poliaminas (Rivero,
2006). O cGMP possui diversas fungdes, como o recrutamento de hemaocitos para uma resposta
imunoldgica efetiva, promove a sintese da Proteina Quinase G (PKG) levando a fosforilacdo
da lipase hormdnio-sensivel (HSL) para quebra de triglicerideos em acidos graxos e glicerol, e
atua sob o desenvolvimento e vias de sinalizacBes em diversas espécies. O NO possui papel
importante na regulacdo e expressdo do Proteina de Ligacdo ao Elemento Regulatério de
Esterois (SREBP) para sintese de enzimas como Sintase de Acidos Graxos (FASN) e Acetil-
CoA Carboxilase (ACC), importantes para o processo de maior sintese de acidos graxos e
triglicerideos, e nas cascatas de sinalizagdo das vias Toll e IMD, promovendo um papel sob a
resposta imunoldgica, incluindo a proliferacdo de hemacitos (Bodis, et al., 2022; Song et al.,
2022; Pang et al., 2021; Ruka; Miller; Blumenthal, 2013; Rawson, 2003; Morton; Hudson,
2002; Davies, 2000; Muller, 1997; Kuzin et al., 1996).

Um estudo de Bergmann et al. (2024) conduziu uma comparacao paralela da expressao
da NOS e da producdo de NO em hemdcitos durante a infeccdo por Escherichia coli em quatro
espécies de vetores: Ae. aegypti, Ae. albopictus, Culex pipiens molestus e Culex pipiens
quinquefasciatus. Fémeas de quatro espécies diferentes foram utilizadas cerca de 1 a 2 semanas
apos a muda final. Ap6s um periodo de incubacdo de 24 horas, os mosquitos foram brevemente
anestesiados com CO- e colocados no gelo. Os abdémens foram cortados perto do térax com
tesouras pequenas para avaliacdo posterior. Em geral, as rea¢fes imunologicas foram mais
pronunciadas na parte dorsal do abdémen do que no lado ventral. Nos lados ventrais dos
abdémens, hemdcitos NADPHd-positivos e citrulina-positivos foram distribuidos por toda a
parede abdominal durante uma forte reacdo imunoldgica. Células pericardicas de Ae. aegypti e
Culex pipiens molestus mostraram um aumento na imunofluorescéncia de citrulina, sugerindo
seu envolvimento na resposta imune. Culex pipiens molestus e Ae. aegypti exibiram uma
resposta imune pronunciada, com a expressao de hemocitos NADPHd e citrulina-positivos. As
células pericardicas, também conhecidas como nefrécitos, sdo distribuidas ao redor da corda
nervosa ventral (CNV), absorvendo toxinas potenciais da hemolinfa e, portanto, encontrando
moléculas de sinalizacdo e peptideos imunes.

Jano estudo de Nunes et al. (2015) avaliou a produgdo de NO? frente exposicdo a Agave
sisalana (A. sisalana) em Ae. aegypti em diferentes concentragdes (0,18-6,00 mg/mL). Os
resultados mostraram que a concentracdo de NO? na hemolinfa de larvas expostas ao extrato
bruto de A. sisalana foi menor do que nas larvas dos grupos controle negativo. Apds 3 horas de

exposicdo, a concentracdo de NO? foi de 5,3+ 4,3 vs 22,7+5,2 umol no grupo controle negativo,
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enquanto apos 6 h, foi de 4,3+5,5 vs. 25,4+6,6 pmol no grupo controle negativo, e apos 24 h,
foi de 6+1,7 vs. 37,1+£7,8 umol no grupo controle negativo.

A aumento quantitativo de NO? ap6s a exposicdo as chalconas (CH, CF e CN) pode
estar intrinsecamente correlacionada com o aumento quantitativo de hemdcitos, atuando como
um segundo mensageiro nas vias de sinalizacdo Toll e IMD. A BC, embora também tenha
aumentado os niveis de NO?, esta associada a uma reducdo no nimero de hemacitos. Este
fendmeno pode ser explicado pela geragdo de ONOO-, uma espécie radical altamente toxica. O
ONOO-, em concentrac@es elevadas, é capaz de induzir estresse oxidativo, resultando em danos
celulares e apoptose dos hemacitos. Além disso, é possivel que a chalcona BC ative vias de
sinalizacdo que aumentam os niveis de NO, mas ao mesmo tempo desencadeie mecanismos que
inibem a proliferacdo de hemacitos ou promovam a morte celular. A reagdo entreoNOeo Oz,
produzido pela NADPH oxidase durante uma atividade oxidativa, leva a formacéo de ONOO-
. O ONOO- também pode decompor-se rapidamente, liberando OH (radical hidroxila), que é
extremamente reativo com a maioria das moléculas bioldgicas, causando peroxidacéo lipidica,
quebra de cadeias de DNA e inativacdo enzimatica (Hahn; Bender; Bayne, 2001; Beckman et
al., 1990).

O estudo de Chen et al. (2022) utilizando células S2 de Ostrinia furnacalis e Drosophila
exploracomo o NO ativa a calcineurina A, que atua desfosforilando fatores de transcri¢do como
NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells), que regulam a expressao de genes envolvidos na
resposta a infeccdes e na inflamacéo, para mediar a producdo de peptideos antimicrobianos
especificamente através da via IMD. Nos resultados evidenciou-se que o NO ativa a
calcineurina A, que por sua vez modula a via IMD. Essa ativacdo leva a um aumento na
producdo de peptideos antimicrobianos. A via IMD ¢ ativada por patdgenos, esta ativacdo atua
sobre a quinase TAKL. A ativacdo de TAK1 resulta na ativacdo do fator de transcri¢do Rel2,
que promove a expressdo de genes de peptideos antimicrobianos. A calcineurina A, quando
ativada pelo NO, modula a atividade da via IMD, potencializando a expressdo de peptideos
antimicrobianos. Ja no estudo de Sadekuzzaman e Kim (2018) foi investigado como o NO
regula a expressdo de genes Defensin e Drosomycin que codificam peptideos antimicrobianos
em Spodoptera exigua, destacando o papel dos eicosanoides e da via Toll nesse processo. Como
resultados, foi observado que o NO ativa a sinalizacdo de eicosanoides, que sdo lipidios
bioativos derivados de acidos graxos. Esses eicosanoides, por sua vez, ativam a via Toll, um
importante caminho de sinalizagdo na resposta imune. A ativagdo da via Toll promove a
transcricdo de genes que codificam peptideos antimicrobianos, como Defensin e Drosomycin,

resultando em uma resposta imunolégica mais eficaz.
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No estudo de Rolandelli et al. (2021) investigou-se como a infec¢do por Trypanosoma
rangeli afeta a expressdo de genes relacionados as vias IMD, Toll e JAK-STAT no corpo
gorduroso em Rhodnius prolixus. Foi investigado em grupos de insetos que possuiam infecgdes
no intestino e/ou hemolinfa por Trypanosoma rangeli, e avaliada a carga parasitaria e a
expressdo no corpo gorduroso de fatores de transcrigdo (Rp-Relish, Rp-Dorsal e Rp-STAT) e
inibidores (Rp-Cactus e Rp-Caspar) das vias IMD, Toll e JAK-STAT. Os resultados mostram
que a expressdo das proteinas Rp-Relish, Rp-Cactus e Rp-STAT varia de acordo com a
localizacdo da infecgdo no Rhodnius prolixus. Rp-Relish é reduzido em insetos infectados no
intestino e/ou hemolinfa. Rp-Cactus é aumentado apenas em insetos infectados no intestino.
Rp-STAT é diminuido em todos os insetos com infec¢do na hemolinfa. Além disso, a infecgédo
por Trypanosoma rangeli também modula diferencialmente a producdo de AMPs e NO no
intestino e no corpo gorduroso de Rhodnius prolixus, variando ao longo do tempo conforme os
parasitas se multiplicam e a infecgéo se estabelece (Vieira et al., 2015; Whitten et al., 2007).
Indicando que um aumento expressivo de NO pode estar correlacionado com o seu papel de
imunomodulacdo, promovendo a expressdo de peptideos antimicrobianos e regulando a

resposta imunologica sob a sinalizacao das vias IMD e Toll.

5.8  Avaliacdo sobre os ensaios de atividade toxicidade

O ensaio de toxicidade foi realizado com nauplios de Artemia salina, através da
adaptacdo da metodologia de Meyer (1982), preparando-se uma solucdo com sal na
concentracdo de 30g para 1L de agua desclorada. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio
de solucéo 0,1 mol/L de NaOH. Esta solucéo foi utilizada para ecloséo dos ovos de Artemia
salina, e no preparo das demais dilui¢cdes. 10 nauplios de Artemia salina foram utilizados para
0S ensaios.

O Grafico 10 estabelece os dados dos ensaios decorrentes da atividade de toxicidade
frente a Artemia Salina em exposic¢do a CH (Figura 22), CF (Figura 23), BC (Figura 24) e CN
(Figura 25). Diferente dos parametros vistos anteriormente, foram utilizadas todas as
concentracdes evidenciadas na atividade de desenvolvimento sobre o Ae. Aegypti, que variaram
de 2,5 a 1000 ppm. Para a CH (Grafico 10A), foi estabelecido concentracbes de 5 a 1000 ppm,
sendo a concentracao de 350 ppm (p<0,0001) a menor capaz de causar maior mortalidade diante
das Artemias. Todas as concentragdes testadas apresentaram significancia estatistica, quando
comparado ao controle negativo. Com valores de CLso de 5,420 ppm (R? = 0,7679) em 24 horas

de exposicdo. Ja a CF (Grafico 10B), diferente da CH (Gréfico 10A), demonstrou menor
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toxicidade frente a Artemia Salina, foram utilizadas concentragdes que variaram de 2,5 a 1000
ppm, sendo a concentragdo de 1000 ppm (p<0,0001) a menor capaz de causar maior
mortalidade. As concentra¢fes de 1000 (p<0,0001), 750 (p<0,0001), 550 (p<0,0001), 475
(p<0,0001), 350 (p<0,0001), 100 (p<0,0001), 50 (p<0,0001), 25 (p<0,0001), 15 (p<0,0001), 10
(p<0,0001) e 5 ppm (p=0,002) apresentaram significancia estatistica, quando comparado com
0 controle negativo. Sendo a concentracdo de 2,5 ppm (p=0,1837) a que ndo apresentou

significancia nos ensaios. Com valores de CLso de 78,93 ppm (R? = 0,9349) em 24 horas de
exposicao.

Graéfico 10: Atividade dos quatro tipos diferentes de chalconas diante da toxicidade em Artemia salina apos 24
horas de exposicao.
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Legenda: Chalcona Heterociclica (CH) (A e E); Chalcona Fltor (CF) (B e F); Bromo Chalcona (BC) (C e G),
Chalcona Nitrogénio (CN) (D e G); concentraces de (2,5 a 1000 ppm); toxicidade no periodo de 24 horas; CN =

controle negativo; ** (p<0,005), *** (p<0,0005) e **** (p<0,0001) resultados que diferem significativamente do
controle negativo; ns = sem significancia estatistica.

Diferente da CH (Grafico 10A) e CF (Grafico 10B), os resultados da BC (Grafico 10C)
e CN (Grafico 10D) apresentaram uma menor toxicidade frente a Artemia Salina, mesmo em
concentracdes altas. Para a BC (Gréafico 10C), foi estabelecido concentracdes de 100 a 1000
ppm, sendo a concentracdo de 1000 ppm (p=0,0074) a menor capaz de causar maior mortalidade
diante das Artemias. As concentracdes de 1000 (p<0,0074) e 750 ppm (p<0,0226) apresentaram
significancia estatistica quando comparado com o grupo controle. Sendo as concentracdes de
550 (p=0,0667), 350 (p=0,4287), 250 (p=0,7878), 150 (p=0,7878) e 100 ppm (p=0,7878), as
gue ndo apresentaram significancia nos ensaios de toxicidade. Com valores de CLso de 521,5
ppm (R? = 0,5257) em 24 horas de exposicdo. Ja para a CN (Gréafico 10D), foram estabelecidas
as concentragdes de 100 a 1000 ppm, sendo a concentracao de 350 ppm (p=0,0221) a que obteve
significancia estatistica comparada ao controle negativo, e a menor capaz de causar maior

mortalidade frente as Artemias. As concentragdes de 100 (p=0,9015), 550 (p=0,2108), 750
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(p=0,9015), 875 (p=0,9015), e 1000 ppm (p=0,6567) ndo apresentaram significancia nos
ensaios de toxicidade. Foi estabelecida uma CLso, com valores de 598,2 ppm (R? = 0,1584) em
24 horas de exposicéo.

Targanski et al. (2021) retrata a utilizagdo de chalconas em ensaios com organismos néo
alvos para avaliar niveis de toxicidade envolvidos. A toxicidade foi avaliada frente as micro
algas Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e larvas de G. mellonella. Dez larvas saudaveis
com 0,2-0,3g de peso. Posteriormente foram selecionadas e tratadas com 10 pL. da substancia
teste (chalconas), por 7 dias, no escuro, a 28 °C. Estabelecendo para controle negativo, DMSO
(1,5%), e agua destilada. O numero sobre a mortalidade das larvas foram contados diariamente,
para posterior sintese de uma curva de sobrevida. Comparado com o grupo controle, as
chalconas (Br, F e N) testadas ndo foram toxicas para larvas de G. mellonella até o sétimo dia
de tratamento (p<0,05), e para a microalga Chlorella vulgaris no periodo de 7 a 14 dias pds
ensaio. A chalcona (F) aumentou significativamente o nimero de células de microalgas aos 14
dias pos-tratamento (p<0,05). As chalconas (Br e F) reduziram significativamente o nimero de
células de Scenedesmus obliquus apenas aos 14 dias pos-tratamento (p<0,05). Sendo assim, as
duas chalconas descritas, possuem citoxidade sobre as células de Scenedesmus obliquus,
mesmo em periodos diferentes. Diferente da BC (Grafico 9C) e CF (Grafico 9B) evindenciadas
nos ensaios diante da Artemia Salina anteriormente, ambas tiveram efeitos diferentes referentes
a toxicidade, mesmo em altas concentracdes, a BC (Grafico 9C) ndo apresentou toxicidade
mediante a Artemia. Enquanto que, a CF (Grafico 9B) apresentou uma maior atividade sobre
a mortalidade, evidenciando assim, como uma substancia possivelmente toxica, mesmo em
concentracdes baixas.

Ja Almeida et al. (2018) utilizou de Artemia salina para os ensaios de toxicidade, As
chalconas sinteticas foram analisadas utilizando nauplios de Artemia salina (Almeida et al.,
2017; Meyer et al., 1982). Os ovos de Artemia salina foram eclodidos em solucédo salina por
aproximadamente 48 horas, a 25°C. As concentracgdes teste variaram de 7 a 50 uM. Os testes
de toxicidade foram realizados no escuro em microplacas de 96 pocos, e de 15-20 nauplios por
poco. 13,6 uM de K2Cr.O7 foram incluidos como controle positivo e 1% de DMSO como
controle negativo, e mortalidade avaliada por um periodo de 48 horas. Foi evidenciado que
apenas uma chalcona, das trés testadas, apresentou significancia estatistica quando comparada
ao grupo controle (p<0,01). Mortalidade e toxicidade frente a Artemia salina foram observadas

em concentragdes de 25 e 50 umol.
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6 CONCLUSAO

Em resumo, os derivados de chalconas demostraram significativa atividade inseticida e
imunomoduladora frente ao Ae. aegypti em diferentes fases de desenvolvimento. As analises in
silico indicaram maior estabilidade conformacional e menor energia de ligacdo quando
comparadas ao composto co-cristalizado, sugerindo alta afinidade pelas estruturas-alvo do
vetor. A atividade larvicida foi evidente, com maior mortalidade apds 48 horas de exposic¢éo,
reduzindo a CLsp. BC e CN apresentaram maior mortalidade no periodo de 24 horas de
exposi¢do nos bioensaios pupicida e adulticida. Houve alta reducdo na eclosdo dos ovos,
causando danos visiveis ao exocdrion, conforme analise por MEV. Na analise imunoldgica, as
chalconas demonstraram aumento da quantificacdo de hemdcitos e NO?, exceto pela BCH, que
diminuiu os hemacitos totais. Bioensaios com Artemia salina revelaram alta toxicidade pela
CH e CF, enquanto que a BC e CN demostraram baixa toxicidade, mesmo em altas
concentragoes.

Em concluséo, esses resultados destacam as chalconas como potenciais moléculas
inseticidas e imunomoduladoras, com a necessidade de considerar sua toxicidade em
organismos ndo-alvos para minimizar impactos ambientais. A combinacédo de estudos futuros é
importante para compreender o papel das moléculas nos organismos testados e 0s mecanismos
envolvidos com os ligantes descritos e as proteinas evidenciadas no presente estudo. No
entanto, € necessario realizar otimizagdes estruturais nas moléculas para diminuir sua
toxicidade e aumentar a seletividade desses compostos. Isto é vital para mitigar riscos potenciais
decorrentes da resisténcia dos vetores e melhorar o seu desempenho mediante as formas de

controle.
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