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RESUMO

O Aedes aegypti é responséavel pela transmisséo de arboviroses de relevancia global,
incluindo dengue, zika, chikungunya e febre amarela. Como eliminar o vetor €, em geral, a
forma mais eficaz de interromper a propagacéo destes arbovirus e o desenvolvimento de
resisténcia pelo inseto aos métodos tradicionais de combate é um obstaculo a ser superado,
o desenvolvimento de novas ferramentas biotecnolégicas que apresentem maior efetividade
e seguranca se faz essencial. Compostos bioativos isolados de plantas demonstraram
potencial para uso em novas formulacbes com seletividade do tratamento e menor rastro
ecologico ao afetar processos fisioldgicos-chave dos insetos. Espécies do género Clitoria
foram pouco estudadas quimicamente e destaca-se a espécie C. fairchildiana como uma
potencial fonte de bioativos ainda pouco explorada. O presente estudo investiga a presenca
de biomoléculas em sementes da espécie amazonica C. fairchildiana, com potencialidade
para controle do inseto vetor Ae. aegypti. Nesta direcéo, as biomoléculas dos cotilédones
das sementes foram fracionadas, submetidas a testes de atividade inseticida sobre Ae.
aegypti, isoladas e identificadas. O composto-alvo principal do processo de isolamento foi
identificado como um metabdlito secundario, o rotenoide 11-desoxiclitoriacetal, através da
técnica de ressonancia magnética nuclear uni e bidimensional. A molécula demonstrou
elevada atividade toxica contra larvas de quarto estadio de Ae. aegypti (CLso: 28,29 ppm) e
foi capaz de desencadear um processo de geracdo de espécies reativas de oxigénio nas
larvas tratadas. Adicionalmente o rotendide reduziu os niveis corporais de proteinas, glicose,
colesterol e triglicerideos, reduziu os niveis de acidificacdo no trato digestivo e induziu a
melanizacdo, que culminou na formacdo de pseudotumores melanociticos. Por meio da
fluorescéncia intrinseca ao rotendide, observou-se sua presenca ao longo do corpo do
inseto, com especial acimulo no sistema digestivo. Estas analises indicaram que o 11-
desoxiclitoriacetal causou um distirbio metabdlico nas larvas, possivelmente mediado por

estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Aedes aegypti is responsible for transmitting arboviruses of global relevance, including
dengue, zika, chikungunya and yellow fever. As the elimination of the vector is, in general,
the effective way to stop the propagation of these arboviruses and the development of
resistance, by the insect, to traditional combat methods is an obstacle to be overcome, the
development of new biotechnological tools that demonstrate more effectiveness and security
is essential. Bioactive compounds isolated from plants demonstrate potential for use in new
formulations with treatment selectivity and lower ecological footprint by affecting key
physiological processes in insects. Species of the genus Clitoria have been little chemically
studied and the species C. fairchildiana stands out as a potential source of bioactives still
little explored. The present study investigates the presence of biomolecules in seeds of the
amazonian species C. fairchildiana, with potential to control the insect vector Ae. aegypti. In
this direction, the biomolecules of the cotyledons of the seeds were fractionated, submitted
to tests of insecticidal activity against Ae. aegypti, isolated and identified. The main target
compound of the isolation process was identified as a secondary metabolite, the rotenoid 11-
deoxyclitoriacetal, by one- and two-dimensional nuclear magnetic resonance technique. The
molecule demonstrated high toxic activity against fourth-stage larvae of Ae. aegypti (LC50:
28.29 ppm) and was able to trigger a process of generation of reactive oxygen species in the
treated larvae. Additionally, the rotenoid reduced body levels of proteins, glucose, cholesterol
and triglycerides, reduced levels of acidification in the digestive tract and induced
melanization, which culminated in the formation of melanocytic pseudotumors. By means of
intrinsic fluorescence to the rotenoid, its presence was observed throughout the insect's body,
with special accumulation in the digestive system. These analyzes indicated that 11-
deoxyclitoriacetal caused a metabolic disturbance in the larvae, possibly mediated by

oxidative stress.

12



1. INTRODUCAO

1.1. Arboviroses e vetores

Sao conhecidos pelo homem centenas de virus que vivem em ciclos envolvendo um
vetor artropode hematéfago e hospedeiros vertebrados, os denominados arbovirus (do
inglés, arthropod borne virus) (Rust, 2012). Dentre estes, aproximadamente, 150 espécies
sdo capazes de infectar humanos (Cleton et al., 2012) e hoje sdo motivo de elevada
preocupacao na saude publica no mundo todo (Donalisio et al., 2017).

Apesar de apresentarem distribuicdo geogréfica quase global, a excecdo do
continente antartico, a maior prevaléncia dos arbovirus se da em regides tropicais que
apresentam fatores ecologicos e ambientais favoraveis ao ciclo de transmisséao viral (Mondet
et al., 2002). Os arbovirus conhecidos pertencem a cinco familias virais, dentre as quais
destacam-se as familias Togaviridae e Flaviviridae como as mais incidentes em zoonoses e

doencas humanas (Figueiredo, 2015).

As doencas transmitidas por vetores correspondem a um dos problemas de saude
publica mais significativos em todo o mundo, representando risco para 80% da populacéao
global. Arboviroses sao particularmente preocupantes devido ao aumento de casos globais
promovidos pela rapida disseminacéo dos vetores, tanto dos vetores primarios quanto dos
secundarios (WHO, 2014. Liu et al., 2017)

Dentre esta diversidade, algumas arboviroses sdo consideradas emergentes na
populacédo brasileira, como exemplo a dengue, a zika e a chikungunya, todas transmitidas
via mosquito vetor hematéfago (Weaver, 2018). No ambito da saude publica a preocupacéo
em relacdo a incidéncia e prevaléncia de arboviroses deve-se a elevada possiblidade de
disperséo, alta capacidade de adaptacdo a novos hospedeiros e ambientes, potencial para
desenvolvimento de epidemias, sobrecarga do sistema de salde, além da ocorréncia de um
elevado numero de casos graves apresentando sindrome febril, encefalite, hemorragia e

possiveis alteracdes imunoldgicas (Mourdo et al., 2015; Donalisio et al., 2017).

A dengue compreende aproximadamente 390 milhdes de infec¢cdes por ano
distribuidas em todos os continentes, com excecdo da Antartida. O numero de casos
relatados aumentou oito vezes e o nimero de mortes decorrentes quadriplicou nas ultimas
duas décadas (Bhatt et al., 2013; WHO, 2022). Até o més de outubro de 2022 registrou-se
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aumento de 184,6% no quantitativo de casos provaveis de dengue comparando com o
mesmo periodo em 2021, chegando ao ndmero de 1,3 milhdo de casos, com 909 6bitos
neste ano, contra 478,5 mil casos no ano passado (Ministério da Saude, 2022). O primeiro
relato de Zika Virus (ZIKV) em humanos ocorreu na Nigéria em 1953 (Machamara, 1954) e
as primeiras epidemias relacionadas ao ZIKV foram relatadas em Yap, Micronésia (2007) e
Polinésia Francesa (2013); surtos foram relatados no Brasil em 2015 e 2016 (Baud et al.,
2017; Ruchusatsawat et al., 2019). O virus chikungunya (CHIKV) foi relatado pela primeira
vez na Tanzania, em 1952, e desde entdo se espalhou rapidamente pelo mundo causando
epidemias esporadicas e significativas na Asia, india, Europa e Américas. Sua epidemiologia
demonstra padrdes esporadicos de surtos, provavelmente causados pela introdugéo do virus
em ambientes urbanos a partir do ciclo silvestre, sendo os primatas ndo humanos o principal
hospedeiro reservatorio mais provavel (Thiberville et al., 2013; Silva & Dermody, 2017;
Wahid et al., 2017).

A infeccao pelo virus da dengue (DENV) pode variar entre apresentagdes clinicas
leves, como uma doenca febril semelhante a gripe, e formas graves como sindrome do
choque da dengue e febre hemorragica da dengue (Kalayanarooj, 2011). A febre
chikungunya, causada pelo CHIKV, pertencente ao género Alphavirus da familia
Togaviridae, € uma doenca ja identificada em mais de 60 paises; a infeccao é caracterizada
por febre de inicio subito, erupcdo cutanea e artralgia debilitante (dor nas articulacdes
associada ao CHIKV) que apesar de normalmente durar alguns dias, pode permanecer
muitos meses ou até anos (Dupuis et al., 2012). J& o virus Zika € um flavivirus, relatado em
65 paises e suas apresentacdes clinicas podem incluir febre Zika e sindrome de Guillain-
Barré. A infeccao pelo ZIKV durante a gravidez gera uma preocupacao devido a associacao
com sindromes congénitas que se referem a um grupo de defeitos congénitos, notadamente
a microcefalia (Chan et al., 2016; Miranda et al., 2016).

A ocorréncia destas doencas € relacionada, direta e indiretamente, aos fatores ligados
ao controle de vetores das doencas, como caréncia de planejamento urbano,
desmatamento, mudancas climaticas, saneamento basico ineficiente, politicas de combate

ineficazes, entre outros fatores (Mota et al., 2016).

O grupo dos arbovirus apresenta elevada plasticidade genética com grande
frequéncia de mutacao, favorecendo a adaptacdo a novos hospedeiros e a circulagdo em
ciclos enzodticos com certa especificidade, e que em algum momento pode passar a inserir

o0 homem como hospedeiro vertebrado do ciclo (Lopes, 2014; Coffey, 2013). Observa-se que
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0 surgimento de novos sorotipos € um empecilho no desenvolvimento de vacinas. Desta
forma, a vacinacdo como forma de controle de transmisséo, no que tange as doencas
transmitidas por Ae. Aegypti, corresponde a um cenario ainda distante (Pilaquinga, 2019), a
excecao da febre amarela (Frierson, 2010). A falta de tratamento especifico para estas
doencas faz com que atualmente as medidas de combate a propagacdo das arboviroses
possuam enfoque no combate ao vetor viral, o0s mosquitos (Erlanger et al., 2008; Marcombe,
2019).

Embora os arbovirus possam ser transmitidos por diferentes artropodes hematé6fagos,
como carrapatos e moscas hematéfagas, os virus mais significativos para a satde humana
sdo transmitidos por membros da familia Culicidae (Weaver, 2010). Cerca de 300 espécies
de mosquito (culicideos) tém a capacidade de transmitir algum arbovirus. Nesta perspectiva,
deve-se despender grande atencdo ao género Aedes, cujas espécies relacionam-se a

transmissao de 115 arbovirus (Liang et al., 2015a).

1.2. Aedes aegypti

Espalhando-se pelo mundo a partir da Africa Ocidental ha aproximadamente 500
anos, através do comércio de escravos, 0 Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) encontra-se
largamente distribuido em regides tropicais e subtropicais (Powell, et al., 2018). As condi¢des
meteoroldgicas influenciam diretamente na incidéncia de arbovirus ao modular as
populacdes de mosquitos. A faixa de temperatura entre 20 e 35°C representa condicdo
favoravel ao desenvolvimento do mosquito, fertilizacdo e competéncia vetorial, aumentando
as taxas de replicacao viral e a carga viral no corpo do inseto e, portanto, reduzindo os
periodos de incubacéo extrinsecos e aumentando a transmissao (Morin et al., 2013; Ciota &
Keyel, 2019).

Fatores nao climaticos que favorecem ecologicamente o mosquito incluem indice de
urbanizacéo, vegetacao e acessibilidade as populacdes humanas. Fatores socioeconémicos
também contribuem para disseminacdo dessa espécie altamente antropofilica, que vive
dentro e nas proximidades de habitacbes humanas e utiliza recipientes de armazenamento
de agua doméstica na sua reproducado. Desta forma, a construcdo de moradias precarias, a
alta densidade populacional e saneamento inadequado sao fatores chave na promocéao das
populagdes do mosquito (Kraemer et al., 2015; Dickens et al., 2018). Na América Latina é

significativa a presenca do Ae. aegypti devido a sua adequacdo ambiental, clima tropical e
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recursos muitas vezes limitados dos programas de controle de vetores (Rodriguez et al.,
2016; Lippi et al., 2019).

Os representantes desta espécie vivem principalmente em &reas urbanas e sao
capazes de transmitir doencas de grande representatividade incluindo dengue, chikungunya,
febre amarela e zika. Esta espécie desenvolveu um comportamento antropofilico e
sinantropico em sua trajetoria evolutiva, configurando-se como o culicideo mais associado
ao homem. Como consequéncia, 0 mosquito esta relacionado com a transmisséo de varias
doencas (Chhabra et al., 2008; Silvério et al., 2020). O avanco no desenvolvimento de
possiveis ferramentas para seu combate tem sido lento, frente a necessidade mundial
(Matthews et al., 2018).

O desenvolvimento dos individuos desta espécie é holometabolo com quatro estagios
(ovo, larva, pupa e adulto) e duragdo total do ciclo em média de 10 dias. Os ovos sao
depositados em recipiente umido, proximo ao nivel da agua, possuem cerca de 1 mm de
comprimento e podem eclodir, ao se completar o desenvolvimento do embri&o, ou entrar em
guiescéncia facultativa e se manterem viaveis por cerca de um ano, até que condi¢cdes de

eclosao sejam detectadas (Bicout et al., 2002; Forattini, 2002; Farnesi et al, 2009).

A fase larval, dividida em 4 estadios (L1-L4), é aquatica, de respiracdo aérea, sua
alimentacdo € oriunda de matéria organica particulada e microrganismos, permitindo o
acumulo de energia e crescimento da larva (Borror et al., 1989). Fatores ambientais sdo
importantes reguladores no tempo de duracdo do ciclo larval uma vez que baixas
temperaturas, baixa disponibilidade alimentar e alta densidade larval podem prolongar esta
fase por semanas até que a massa critica permita iniciar a pupacéao (Telang et al., 2007). A
pupa € o ultimo estagio imaturo, prolonga-se por aproximadamente dois dias, se movimenta,

mas néo se alimenta até o momento de surgimento do adulto (Forattini, 2002) (Figura 1).

Os adultos sdo alados, de habito alimentar fitofagico, porém as fémeas necessitam
de proteinas e outros nutrientes presentes no sangue para maturacdo de seus ovos,
praticando, para este fim, a hematofagia (Clements, 1993); trés dias ap0s o repasto
sanguineo, as fémeas pdéem entre 100 e 200 ovos e podem novamente iniciar outro processo
de postura, sem necessitar de nova coOpula, uma vez que espermatozoides s&o

armazenados em espermatecas. A realizacao de multiplos repastos sanguineos a cada ciclo
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gonotréfico, aliada a elevada capacidade de voo da espécie na area urbana (até 800 m) e a
oviposi¢cdo em saltos, favorecem a transmissao de agentes infecciosos (Reiter, 2007).

Figura 1: Estagios imaturos do ciclo de vida de Aedes aegypti. A — Estadios larvais (I, 11, Ill e
IV) e B — pupas (I e Il). (Arquivo pessoal).

1.3.Métodos de controle

Os métodos primarios mais utilizados para controle de mosquitos vetores
incluem abordagens mecanicas, como eliminacdo de focos e criadouros e protecdo de
possiveis locais de reproducao; abordagens bioldgicas, por meio do emprego de espécies
entomopatogénicas ou predadoras; e abordagem quimica, através de inseticidas sintéticos
contra mosquitos adultos e larvas, seja por pulverizacéo ou tratamento de criadouros (Achee,
2015; Corbel, 2016; Karthi et al., 2020). O controle de vetores como medida de prevencao
de doencas, se baseia em quatro tipos de intervencdes: 1) Ambiental: modificacdo do meio
ambiente; 2) Quimica: aplicacdo de repelentes e inseticidas; 3) Bioldgica: organismos que
competem, parasitam e reduzem a populacdo; 4) Novas tecnologias: mosquitos

esterilizados, geneticamente modificados ou autocidas.

As intervencdes ambientais podem ainda ser subclassificadas em: a) Modificacao:
transformagfes permanentes como rede de abastecimento de agua, coleta e descarte de
residuos solidos, planejamento urbano adequado ou drenagem de espacos publicos; b)
Manipulagédo: mudancas temporarias que inviabilizam o vetor, como campanhas especificas
de eliminagdo e armazenamento de residuos solidos, limpeza dos recipientes de
armazenamento de agua e utilizacdo de tampas; c¢) Mudancas estruturais e
comportamentais: uso de telas nas portas e janelas ou uso de mosquiteiros. (Benelli et al.,
2016; Escobar et al., 2018; Ops, 2019)
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Apesar da insistente intervencdo e combate a propagacdo de mosquitos vetores,
ainda ha elevada ocorréncia de arboviroses no Brasil e no mundo. Neste sentido, o
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas torna-se uma problemética influente (Achee,
2019), uma vez que o uso recorrente dos compostos disponiveis ao longo de décadas induz
pressao seletiva para circulacdo de alelos de resisténcia (Ranson et al., 2010; Moyes et al.,
2017).

Os primeiros compostos inseticidas foram sintetizados na década de 1940, sendo
distribuidos como método de controle de mosquitos no mundo todo, levando ao uso de
guantidades cada vez maiores de compostos como carbamatos, organoclorados,
organofosforados e piretroides (Manjarres & Olivero, 2013; Gubler, 2011). A aquisicdo de
resisténcia de Ae. aegypti ao diclorodifeniltricloroetano (DDT) e ao organoclorado dieldrin foi
detectada pela primeira vez ainda na década de 1960 (Mouchet, 1972). O expressivo
aumento no desenvolvimento de resisténcia a inseticidas pelo Ae. aegypti nos ultimos anos
é considerado um obstaculo ao sucesso no seu controle (Corbel et al., 2016; Moyes et al.,
2017; Garcia et al., 2018).

A aquisicdo de resisténcia em Ae. aegypti esta associada principalmente a
superexpressao de enzimas de desintoxicagéo, tendo, portanto, uma base metabdlica, ou a
mutacbes em proteinas-alvo, induzindo insensibilidade ao inseticida (Labbé et al., 2011;
Haddi et al., 2017; Boyer et al., 2018). O fracasso nos métodos atuais para controle de
mosquitos vem estimulando a pesquisa e desenvolvimento de novas estratégias de combate
(Achee et al., 2019).

O impacto ambiental gerado pelos residuos de inseticidas € alarmante (Damalas &
Eleftherohorinos, 2011), devido aos efeitos negativos estendidos aos organismos nao alvo
como outros artrépodes, peixes, vertebrados selvagens e até mesmo humanos (Roghelia &
Patel, 2017; Desneux et al., 2007). Essa problematica também grave leva ao desequilibrio
dos ecossistemas pelos efeitos adversos contra insetos predadores e polinizadores expostos

aos inseticidas (Inocente et al., 2019; Falkowski et al., 2020).

Desta forma, reforca-se a necessidade da busca por métodos para controlar
efetivamente as populacbes de mosquitos vetores, que sejam sustentaveis e
ecologicamente compativeis com o equilibrio dos biomas, ao mesmo tempo em que
diminuem a pressao de selecdo sobre 0os genes de resisténcia a inseticidas (Sirisopa et al.,
2014; Alshehri et al., 2020; Pilaquinga et al., 2019).
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Varios estudos demonstram que centenas de compostos vegetais possuem papel de
defensivo quimico de menor potencial toxico a organismos ndo-alvo, o que abriu uma nova

area de pesquisa conhecida como bioquimica ecolégica (Harborne, 2014).

Atualmente o estudo de extratos vegetais tem recebido especial atencédo no ambito
da biotecnologia, por representar uma alternativa potencial no desenvolvimento de
compostos inseticidas (Siegwart et al., 2015) ao dispor de uma complexa e rica fonte de
componentes bioativos e biodegradaveis (Chellappandian et al., 2018; Pratheeba et al.,
2019). Diversas pesquisas vém relacionando a capacidade de compostos vegetais de
exercer controle sobre larvas de Ae. aegypti (Rahuman et al., 2008; Samarasekera et al.,
2008; Kumar et al., 2011; Santos et al., 2011; Kovendan et al., 2012).

A alta diversidade biol6gica e complexidade de extratos possibilita variados métodos
de acao, sobre diferentes alvos na fisiologia dos insetos, de forma sinérgica, reduzindo a
chance de sobrevivéncia e a probabilidade de desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia (Thiyagarajan et al., 2014). Compostos bioativos isolados de plantas, como
proteinas e metabdlitos, também apresentam comprovada capacidade para aplicacdo como
inseticida sem apresentar relato de resisténcia adquirida por mosquitos vetores contra
fitoquimicos (Senthilkumar et al., 2012), até o presente momento. Apesar de diversos
extratos vegetais serem relatados como inseticidas séo poucos 0s compostos isolados bem
caracterizados e na maioria das pesquisas o principio ativo ndo € determinado (Kannathasan
et al., 2011).

1.4. Clitoria fairchildiana (R.A. Howard)

A familia Leguminosae comporta importantes espécies da flora brasileira de
importancia alimenticia, farmacologica e de elevado potencial para isolamento de compostos
inseticidas, representando a familia de plantas lenhosas mais importante e destacando-se
nos ecossistemas amazonicos. Espécies do género Clitoria, inclusas na maior subfamilia
das Leguminosas (Papilionoideae), foram pouco estudadas quimicamente. (Ducke, 1949;
Ducke & Black, 1953; Silva & Parente, 2002; Souza & Lorenzi, 2005; Correia et al., 2007,
Shyamkumar & Ishwar, 2012).

Destaca-se aqui a espécie Clitoria fairchildiana (R.A. Howard) (Figura 2), planta-alvo
do presente estudo, como potencial fonte de biodefensivos uma vez que pesquisas recentes

tém demonstrado promissora acao inseticida de compostos extraidos desta espécie (Santos,
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2014; Dantzger, 2014; Oliveira et al., 2015). De suas sementes foram identificadas proteinas
com aplicabilidade em novos métodos de combate de artrépodes, como Tribolium
castaneum e Callosobruchus maculatus, os quais sofreram atraso no desenvolvimento larval
ou foram mesmo levados & morte quando alimentados com tais moléculas (Bertonceli,
2022b).

Clitoria fairchildiana, popularmente conhecida como sombreiro, faveira ou palheteira
€ uma espécie arbdrea de grande porte, com copa frondosa, flores violaceas em péndulos e
legume deiscente como fruto. Nativa da Amazonia, esta espécie ocorre principalmente em
formacdes secundarias nas florestas ombréfilas densas na Amaz6nia com preferéncia por
solos Umidos e férteis, mas € recorrente também em areas ecologicamente alteradas e
abertas (Ducke, 1949; Lorenzi, 1992, Costa et al.,2014).

Figura 2: Representacao esquematica de diferentes fases do ciclo de vida de C. fairchildiana.
| - Arvore adulta, Il - Flores, lll.a - Vagem verde, lll.b - Vagem seca, IV - sementes (Arquivo

pessoal).
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O sombreiro é empregado na construcdo civil devido a sua madeira de média
resisténcia e moderadamente pesada; na arborizacao urbana, por possibilitar sombra aliada
a caracteristicas ornamentais; e na recuperacdo de areas degradadas e reconstituicdo da
vegetagcdo, uma vez que demonstra rapido crescimento e atua como adubo verde ao ser
capaz de nodular e fixar nitrogénio (Paula & Alves, 1997; Carneiro et al., 1998; Portela et al.,
2001; Guajara e. al., 2003; Silva & Méro, 2008).

1.5. Defesa Vegetal

No organismo vegetal os produtos oriundos das rotas metabdlicas sao classificados
em metabdlitos primarios e secundarios. O primeiro grupo compreende as substancias
essenciais para realizacdo das funcdes vitais e constituicdo do organismo, como as
proteinas, lipideos, carboidratos e nucleotideos; todas as plantas os produzem (Garcia &
Carril, 2009).

Ja o metabolismo secundario, ou especializado, da origem a substancias geralmente
de baixo peso molecular, estrutura quimica complexa, presentes em baixas concentracdes
e responsaveis por atividades biologicas variadas nos diferentes grupos de plantas, a
exemplo dos terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Tais compostos sao
altamente especificos e correspondem a uma importante caracteristica evolutiva dos
vegetais devido a possibilidade de adaptacéo gerada a partir de suas interacdes com outros

seres vivos (Raskin et al., 2002).

Como sao produtoras primarias, as plantas constituem a base da maioria das cadeias
alimentares e, sendo sésseis, estdo propensas a invasao ou infeccdo por bactérias, fungos,
insetos e herbivoros, sendo assim compelidas a se defender contra uma infinidade de
estresses inevitaveis (Shewry & Lucas, 1997; Fernandes et al., 2009; Mithoéfer & Boland,
2012).

O desenvolvimento e o crescimento das plantas sdo constantemente desafiados por
diferentes estresses abibticos e bidticos, como seca, frio, salinidade, injuria tecidual, metais
pesados e ataques de patdgenos e insetos. Por isso as espécies desenvolveram um sistema
de defesa complexo para superar tais estresses, contrapondo as diversas forcas opostas
impostas pelos sistemas naturais. Cada planta responde a essas ameacas ativando certas
cascatas de genes, codificando diferentes moléculas efetoras, receptoras, sinalizadoras e
protetoras (Ballhorn et al., 2009; Jain & Khurana, 2018).
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No contexto de estresse, varias vias de resposta sao ativadas, e na sinalizacéo destas
vias de resposta existem diversas interconexdes. As plantas tém sistemas especificos de
reconhecimento e sinalizagdo que permitem a rapida deteccdo do estresse, como entrada
de patégenos ou ataque de insetos, promovendo o inicio de uma resposta de defesa eficaz.
Algumas vias de resposta s&o induzidas por agentes externos e outras sdo realizadas

independentemente (Kosack & Jones, 1996. Kusnierczyk et al., 2007).

Os diversos metabdlitos expressos nas diferentes espécies vegetais desempenham
funcBes como desenvolvimento de tecidos; crescimento; prote¢cdes contra perda de agua,
raios solares e variagdo de temperatura do ambiente; atracdo de polinizadores; inibicdo de
plantas competidoras e defesa contra patdégenos, microrganismos e insetos predadores.
Desta forma, as atividades biol6gicas exercidas por tais compostos despertam grande
interesse no desenvolvimento de novas tecnologias farmacéuticas, alimentares,

agrondémicas e de inseticidas (Gratao et al., 2016).

1.5.1.Defesa Constitutiva vs. Induzida

Através de sua evolucdo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa
constitutivos (imutaveis) e induzidos (plasticos) em resposta a ataques. A defesa constitutiva
corresponde as caracteristicas de adaptacdo que estdo constantemente presentes nas
plantas, evidenciadas, por exemplo, na presenca de tricomas ou espinhos, de parede celular
espessa, cuticula cerosa e casca rigida ou outras barreiras fisicas eficientes contra o ataque
insetos e microrganismos. Por serem mantidas mesmo em plantas ndo danificadas, essas
defesas sao consideradas fisiologicamente mais dispendiosas do que as defesas induzidas
(Karban & Baldwin, 2007; Agrawal & Karban, 1999; War et al., 2012).

Quando patdégenos ou insetos sao capazes de violar a primeira linha de defesa, inicia-
se a tentativa de destruir o causador de injarias, a fim de reduzir os danos estruturais para
além do local da infeccdo, e evitando danos nos tecidos. As respostas imunes iniciadas
podem ser divididas em imunidade inata e induzida. O sistema inato depende de moléculas
pré-existentes nas células e da sua ativacéo através da percepcdo de um agente estressor.
Ja o sistema induzido depende de moléculas sinalizadoras que ativam a resposta de defesa
para proteger o organismo vegetal de mais danos causados por estresses bidticos ou
abioticos (Penninckx et al. 1998; Dodds & Rathjen, 2010; Sanabria et al., 2010).

22



Uma elaborada rede de sinalizacdo controlada por hormoénios ajusta as respostas das
plantas de acordo com circunstancias altamente dindmicas e heterogéneas do ambiente. A
sinalizacdo imunologica, finalidade desta rede abrangente, € entdo ativada e ajustada pela
intima comunicacdo molecular entre a planta e o microrganismo ou inseto relacionado. O
entrelacamento da rede imunolégica com outras redes internas permite ajustes nas
respostas de defesa da planta de acordo com a estratégia de infeccdo ou infestacdo do
atacante e também de acordo com status internos e externos da planta, como estagio de
desenvolvimento e as condi¢cdes ambientais (Atkinson & Urwin, 2012; Lu et al., 2017). Assim
se determinam os hormdnios que atuam e quais vias sao ativadas para expressar as
respostas de defesa apropriadas ao estresse em questdo (Berens et al., 2019; Nobori &
Tsuda, 2019).

As duas vias de defesa mais estudadas, que sao a base da regulacdo hormonal do
sistema imunoldgico, sdo as vias reguladas pelo acido jasmonico (ativada na infeccéo por
patdogenos com estilo de vida necrotréfico ou no ataque por insetos mastigadores) e pelo
acido salicilico (relacionada a patégenos de estilo de vida biotrofico) (Wasternack & Song,
2017; Zhang & Li, 2019).

O sistema imunolégico vegetal divide-se em duas camadas. Na primeira camada, as
plantas sdo capazes de reconhecer moléculas conservadas derivadas de insetos ou
micrébios, chamadas “padrées moleculares associados a micrébios/patdogenos” (M/PAMPs)
ou “padrdes moleculares associados a herbivoros” (HAMPs). Quando ocorre dano causado
pelo invasor, pequenas moléculas derivadas da propria planta, chamadas padroes
moleculares associados a danos (DAMPs), séo liberadas e também séo reconhecidas.
P/M/IHAMPs e DAMPs desencadeiam a sinalizacdo imunoldgica que resulta na imunidade
desencadeada por padrédo (PTI), responséavel por repelir a maioria dos microbios e insetos
nao adaptados (Dangl et al., 2013; Erb & Reymond, 2019).

Patogenos e insetos bem-sucedidos sdo capazes de secretar efetores para suprimir
a sinalizacdo de PTI, gerando suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS) com
repressdo de vias efetivas de horménios de defesa (Han & Kahmann, 2019). Plantas
resistentes reconhecem esses efetores, desencadeando a segunda camada de imunidade,
a imunidade desencadeada por efetores (ETI), que geralmente resulta em uma resposta de
hipersensibilidade (HR), capaz de deter o patégeno invasor (Cui et al., 2015). Durante as
respostas, os hormoénios vegetais desencadeiam a reprogramacéo transcricional regulando

fortemente as respostas de defesa, levando a eliminacéo de microbios e insetos nocivos e a
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acomodacdo de micrébios e insetos benéficos, que podem ocorrer simultaneamente na

planta (Berens et al., 2017).

E importante para a satde das plantas e a sobrevivéncia a longo prazo das espécies
gue as respostas de defesa sejam evolutivamente ajustadas para ativar defesas eficazes e
desativar defesas ineficazes, equilibrando-as com respostas a outros estresses (Vos et al.,
2015; Butselaar & Ackerveken, 2020).

1.6.Compostos vegetais bioativos

Para sobreviverem, as plantas devem se proteger de varias condi¢des estressantes
como poluentes quimicos, metais pesados, excesso de raios ultravioleta e outras condigbes
desfavoraveis. Além disso varios patdégenos, como nematoides, fungos, virus e bactérias
juntamente com o ataque de insetos afetam a sobrevivéncia das plantas (Thomma et al.,
1998; Castro & Fontes, 2005).

1.6.1. Moléculas de defesa de natureza proteica

As proteinas correspondem a uma classe diversa de moléculas organicas que séo
unidades estruturais e funcionais da célula. A sequéncia de aminoacidos de cada proteina
permite inferéncias sobre sua estrutura tridimensional e sua funcéo biologica, que pode

também depender de sua interacédo fisica com outras moléculas.

As células necessitam continuamente de proteinas para manutencgao, crescimento,
desempenho de importantes reacdes bioquimicas e comunicacdes intercelulares, atuando
como enzimas, horménios e citocinas. Um papel importante das proteinas € a defesa contra

moléculas estranhas e patdgenos.

Nas plantas algumas proteinas de defesa sao: lectinas; inibidores de amilases e
proteases, proteinas inativadoras de ribossomos (RIP - Ribosome inactivating protein);
tioninas; defensinas; ciclotideos; toxinas formadoras de poros (PFTs), arcelinas; canatoxina;
ureases, dentre outras (Pelegrini & Franco, 2005; Puthoff et al., 2005; Zaugg et al., 2013;
Dang & Damme, 2015; Chen et al., 2018; Hellinger & Gruber, 2019; Odintsova et al., 2020).

1.6.2. Metabdlitos secundarios de defesa
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Uma diversidade de metabdlitos secundérios sintetizados por plantas age na protecao
das plantas contra predadores e microrganismos. Alguns destes metabdlitos permitem a
comunicacdo da planta com outros organismos e outros protegem as plantas do estresse
abidtico, por exemplo, radiagbes UV-B sendo entdo significativamente importantes para o
crescimento e desenvolvimento (Rosenthal, 1991; Schafer & Wink, 2009).

O desenvolvimento de metabdlitos é resultado de milhdes de anos de interagdo da
planta com agentes externos. Hoje séo conhecidos mais de 100.000 metabolitos envolvidos
no sistema de defesa da planta e apesar de serem consideradas mais resistentes as plantas
com alta concentracdo de metabdlitos secundarios, uma alta producdo é considerada
energeticamente cara para o crescimento e reproducéo das plantas (Simms, 1992; Karban

& Baldwin, 2007).

A funcédo e a estrutura dos metabdlitos secundarios das plantas explicam por que as
plantas evoluiram mecanismos de defesa induzida, caracterizados pelo aumento da

concentracao desses compostos em situacdes de estresse (Tollrian & Harvell et al., 1999).

Sao trés os tipos principais de metabdlitos secundarios produzidos por plantas: os

terpenos, os compostos contendo nitrogénio ou enxofre e os compostos fendlicos.

Os terpenos séo hidrocarbonetos importantes para diversas fungdes estruturais e a
diversos aspectos dos metabolismos secundarios e primarios das plantas. Eles variam de
moléculas pequenas e volateis (mono e sesquiterpenos) até hormonios (brassinosteroéides,
giberelinas e acido abscisico) e componentes celulares estruturais (pigmentos carotenoides)
(Kortbeek et al., 2019).

Com mais de 55.000 moléculas descobertas, esta € a maior e mais complexa classe
de produtos naturais. Sao classificados com base em unidades de cinco carbonos (C5) e os
diferentes terpenos incluem hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos
(> C40) (Brock & Dickschat, 2013).

Os terpenos sdo estudados em seus diversos papéis funcionais, sendo
frequentemente relatados como moléculas bioativas em relacdo aos insetos, seja como
compostos volateis que atuam como repelentes, prevenindo o contato planta-inseto, ou
como toxinas para insetos e animais herbivoros (Aharoni et al.,, 2005). Por exemplo, os

piretroides (ésteres de monoterpenos), que naturalmente existem na folhagem das espécies
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de crisantemo, demonstram resposta inseticida intensa a uma ampla gama de insetos

constituindo, assim, um importante ingrediente nos inseticidas comerciais (Khan et al., 2018).

Os 0leos essenciais presentes em muitas espécies vegetais sédo constituidos por uma
mistura complexa de monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20) (Sharifi-
Rad et al., 2017). Além de aroma caracteristico, esses 0leos essenciais apresentam um
amplo espectro de atividade contra insetos-praga e microrganismos como fungos

patogénicos (Singh & Pandey, 2018).

Alguns terpenos agem no sistema nervoso de insetos, que por sua vez corresponde
a um alvo fisiolégico de acédo ndo compartilhado com os mamiferos atendendo, dessa forma,
aos critérios para pesticidas de risco reduzido, sendo considerados de toxicidade
relativamente baixa para mamiferos e peixes (Koul et al., 2008).

Sintetizados a partir de metabdlitos primarios, os terpenos sédo formados por duas
rotas principais de sintese: a rota do acido mevalonico e a rota do metileritritol fosfato (Brock
& Dickschat, 2013; Henry et al., 2018).

Os compostos nitrogenados incluem os alcaloides, glicosideos cianogénicos e
aminoacidos nao proteicos. Os alcaloides sdo encontrados em aproximadamente 20% das
espécies vegetais vasculares e sdo 0s principais compostos nitrogenados (Pagare et al.,
2015).

Nas sementes, os alcaloides representam fontes de nitrogénio para a germinacao,
além de atuar em funcfes de defesa (Isah, 2019). A nicotina, alcal6ide presente no género
Nicotiana (Solanaceae), compete com 0 neurotransmissor acetilcolina no sistema nervoso
dos insetos, 0 que permitiu, a partir do estudo da sua estrutura quimica, sintetizar os
inseticidas neonicotinoides, um dos grupos de inseticidas largamente utilizados na

agricultura (Dederer et al., 2011).

Os glicosideos cianogénicos e os glucosinolatos sdo decompostos liberando acido
cianidrico (HCN) quando a planta sofre algum tipo de dano mecanico por herbivoria (Taiz &
Zeiger, 2009).

Os compostos nitrogenados séo originados no ciclo do acido tricarboxilico, a partir de
aminoéacidos alifaticos, e também no ciclo do acido chiquimico, a partir de aminoacidos
aromaticos (Herbert, 1981; Roberts et al., 2010).
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Os compostos fendlicos correspondem a um grupo quimicamente heterogéneo,
marcado por substancias que contém um grupo fenol (hidroxila funcional em um anel
aromatico), com aproximadamente 10.000 compostos que podem ser solUveis em solventes
organicos, outros sollveis em agua (acidos carboxilicos e glicosideos) ou ainda polimeros

insoluveis (Rosa et al., 2019).

A grande diversidade quimica do grupo se reflete em uma variedade de fungcbes nos
vegetais: taninos, antocianinas, lignina, flavonoides, isoflavonoides e outros compostos
simples agem, de diferentes maneiras, na defesa contra insetos e patégenos (Ozeker, 1999).
Compostos fendlicos mais simples participam na interacdo entre plantas e insetos,
microrganismos e outras plantas, como as furanocumarinas e os fenilpropanoides tais como
0 acido trans-cinamico e as lactonas (Taiz & Zeiger, 2009; Najda et al., 2015; Mithofer &
Maffei, 2017; Hosseinzadeh et al., 2019).

Taninos séo toxinas que afetam herbivoros e microrganismos devido a sua
capacidade de ligacdo a enzimas digestivas, causando desde sensacfes agudas de
adstringéncia até inativacdo da digestado (Pereira et al., 2015; Soares et al., 2016; Solla et
al., 2016).

Outro grupo de fendis importantes sdo os flavonoides. O grupo pigmentado mais
comum dos flavonoides compreende as antocianinas, com importante acao atrativa para
polinizadores e dispersores de sementes (Kumar & Pandey, 2013); estes corantes também
absorvem o0 excesso de radiacdo que chega a planta, minimizando o risco de danos
oxidativos e gerando resisténcia ao estresse luminoso (Agati et al., 2012; Trojak & Skowron,
2017).

A lignina é a substancia organica mais abundante nas plantas; ela compde a parede
celular de diversos tecidos de conducéo e suporte, especialmente elementos do xilema (Taiz
& Zeiger, 2017). Ao se ligar as proteinas e a celulose, a lignina diminui a digestibilidade
dessas substancias, além de exercer bloqueio ao crescimento de patégenos (Moura et al.,
2010).

As substancias que pertencem ao grupo dos compostos fendlicos em plantas sao
derivadas da fenilalanina, seguindo a rota do &cido chiquimico (Lin et al., 2016). Tanto o
acido cumarico, quanto seu precursor, o acido cinamico, e seus derivados subsequentes sao
considerados compostos fendlicos simples, denominados fenilpropanoides, como os acidos

cafeicos e cumarinas. Estes sdo componentes utilizados como base para construcao de
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compostos mais complexos como flavonoides (flavonas e flavonais), isoflavonoides

(isoflavonas), antocianinas e taninos (Lattanzio et al., 2001; Taiz & Zeiger, 2009).

Os flavonoides s&o a maior classe de compostos fendlicos vegetais. Plantas
pertencentes a familia Fabaceae séo ricas em flavonoides, porém acumulam também outros
metabdlitos, como alcaloides, terpenoides e esteroides (Hegnauer & Barkmeijer, 1993; Amen
et al., 2015). De modo geral apresentam em sua estrutura varias hidroxilas ligadas a anel
aromatico, por isso também sdo denominados de compostos polifendlicos. O esqueleto
basico dessa classe, oriundo de rota biossintética mista (acido chiquimico e acido malénico),
é formado por 15 &tomos de carbono dispostos em dois anéis aromaticos conectados por
uma ponte de trés atomos de carbonos - C6-C3-C6. Sdo aproximadamente 5.000 as
estruturas conhecidas de flavonoides, as quais estdo agrupadas em oito subclasses, de
acordo com o estado oxidativo da cadeia de trés carbonos: flavanois, flavandiois, flavanonas,
di-hidroflavanois, flavonas, flavonois, antocianidinas e isoflavonoides (Dewick et al., 2009;
Sharma & Ramawat, 2013).

O esqueleto base desta classe pode apresentar diversas substituicdes: grupos
hidroxila que normalmente estdo nas posicbes 4, 5 e 7 podem estar presentes em outras
posicdes; a ocorréncia de por¢des acucares € comum, aumentando a hidrofilia (a maioria
dos flavonoides possuem); éter metilico e isopentil modificados sdo substituintes recorrentes
responsaveis por tornar os flavonoides hidrofobicos. Sao diversos os tipos de flavonoides e
diversas as funcbes desempenhadas por eles, compreendendo desde pigmentacédo até
defesa (Taiz & Zeiger, 2006).

1.6.3 As subclasses dos flavonoides

A subclasse dos isoflavonoides possui cerca de 1.000 estruturas conhecidas e é
encontrada em uma grande variedade de espécies de Papilionoideae, sendo considerada
um marcador quimiotaxondmico desta subfamilia. Diferentemente de outros flavonoides, os
isoflavonoides apresentam o anel B ligado na posi¢cdo C-3 em vez de C-2, além de sofrer
varias modificacdes estruturais que geram subclasses de isoflavonoides mais simples, como
isoflavonas, isoflavanonas, isoflavanas e isoflavanois, bem como estruturas mais complexas,
incluindo rotenoides, pterocarpanos e cumestanos (Dewick et al., 2009; Sharma & Ramawat,
2013).
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Apesar das sutis diferencas estruturais, isoflavonoides foram experimentalmente

considerados mais ativos do que os flavonoides (Larrea et al.; 1997; Rufer & Kulling, 2006).

Os possiveis substituintes no esqueleto estrutural basico (metoxila, acidos aromaticos
ou alifaticos, prenila, metilenodioxi ou isoprenila), a ocorréncia de anéis heterociclicos extras
e os diferentes niveis de oxidacao destes compostos explicam a multiplicidade de subgrupos
entre os isoflavonoides. Os isoflavonoides também podem ser encontrados como dimeros
(Pal et al., 1995; Mbing et al., 2003).

Inicialmente, o estudo dos isoflavonoides tinha por objetivo a compreenséo de suas
carateristicas de marcadores quimiossistematicos. Porém, a medida que foram melhor
compreendidos, suas propriedades bioativas tornaram-se conhecidas, demonstradas por
meio das capacidades antifungicas, inseticidas e antioxidantes, além de suas aplicabilidades
descritas na saude humana, incluindo tratamentos de doencas cardiovasculares,
osteoporose e sintomas da menopausa (Fritz et al., 1998; Ishimi et al., 1999; Setchell &
Cassidy, 1999; Reynaud et al. 2005, Fossen et al., 2006; Amen et al., 2015).

Estruturalmente os isoflavonoides sdo semelhantes ao hormonio estrogénico animal
(testosterona e estradiol). Logo, certos compostos desta subclasse desempenham atividade
estrogénica e seu consumo na alimentacdo humana é entdo indicado por alguns autores,
visando a protecao contra tipos de cancer dependentes de estrogénio, como o de mama
(Dewick et al., 2009; Umehara et al., 2009).

Os rotenoides constituem um grupo de substancias naturais que tém em comum um
sistema de quatro anéis (cromanocromanona) como unidade basica estrutural (Figura 3).
Tratam-se de substancias que sdo formalmente isoflavonoides, possuindo um &atomo
adicional, o &omo de carbono 6. Todos os rotenoides possuem 0 esqueleto rotoxen
(Crombie, 1984; Crombie & Whiting, 1998).

Rotenoides sdo uma importante classe de produtos naturais, cuja ocorréncia
conhecida é confinada a divisdo Papilionatae da familia Leguminosae (Fabaceae),
especialmente as subsecBes Phaseoleae, Galegeae, Dalbergieae e Genisteae. Sao
frequentemente isolados de espécies dos géneros Derris e Lonchocarpus e incluem uma
variedade de compostos naturais estruturalmente relacionados baseados em um esqueleto

comum (Gerhauser et al., 1995; Deyou et al., 2015).
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Figura 3: Rotoxen - Esqueleto base da classe dos rotendides (Acervo pessoal).

Os diferentes rotenoides apresentam uma variedade de propriedades bioldgicas e
farmacologicas, incluindo acGes antibacteriana, antiviral, antifingica, anticancer,
antiplasmodial, anti-inflamatoria e inseticida (Fang & Casida, 1998; Fang & Casida, 1999;
Yang et al., 2001; Phrutivorapongkul et al., 2002; Takashima et al., 2002; Yenesew et al.,
2003a; Mathias et al., 2005). Como exemplos, a molécula 12a-hidroximunduserona
apresenta atividade antitumoral eficiente para proliferacdo de HepG2 (Wu et al., 2016);
tefrosina e deguelina sé@o potentes rotenoides apoptéticos e antiangiogénicos contra varias
células cancerigenas humanas, como de pulméao, prostata, cabeca, pescoco e estbmago
(Luyengi et al., 1994; Matsuda et al., 2007; Garcia et al., 2012; Ye et al., 2012); rotenona e
12a-hidroxirotenona tém efeito inibitério sobre céancer de mama e cancer de pulmao
(Cheenpracha et al., 2007; Leuner et al., 2013); tefrosina, miletosina e rotenona também séo

pesticidas importantes (Puyvelde et al., 1987; Belofsky et al., 2014).

A rotenona foi o primeiro rotenoide isolado, em 1892 (Geoffrey, 1892). A sua estrutura
foi determinada em 1932 e em 1961 a sua estereoquimica foi elucidada (Forge et al., 1933;
Bichi et al., 1961). As propriedades da rotenona a tornam ideal para uso como inseticida
agricola. E um anel multicarbonado, semelhante a um composto esteroide, e é suscetivel &
fotodecomposicao por luz ultravioleta. Por ser facilmente decomposto pela exposicao a luz
solar apresenta toxicidade com meia-vida entre 1 e 3 dias e perda completa apds 6 dias;
além disso, deteriora-se rapidamente no solo e ndo representa um poluente das aguas
subterraneas (Dawson et al., 1991). Atualmente, a rotenona € reconhecida como o pesticida

e piscicida mais ambientalmente benigno em todo o mundo (Ling, 2002).

A natureza téxica da rotenona se deriva de sua alta afinidade com a holoenzima do

complexo | das mitocéndrias, resultando na inibicdo da respiracdo celular. O complexo | € o
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primeiro local de acesso para elétrons na cadeia respiratoria, oxida NADH e transfere
elétrons para a ubiquinona. A rotenona bloqueia a transferéncia de elétrons dos aglomerados
de ferro-enxofre no complexo | para ubiquinona (Sharma et al., 2009; Wirth et al., 2016).

Além da toxicidade decorrente da diminui¢éo da capacidade de producdo de ATP, a
degradacdao da forca préton-motriz também contribui para a disfuncdo celular, uma vez que
0 gradiente estabelecido pelo complexo | participa da regulagédo do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (poro dependente de calcio na membrana das mitocéndrias).
Logo, a abertura deste poro durante a inibi¢cdo pela rotenona, leva a disfuncdo mitocondrial
e liberacdo de fatores pré-apoptoticos, como o citocromo ¢, e subsequente morte celular.

Rotenoides inseticidas, como a deguelina, compartilham a capacidade de inibir o
complexo | da cadeia de transporte de elétrons (Sherer et al., 2007; Lazo et al., 2014). Além
disso, os elétrons que vazam pelo complexo | podem reduzir o oxigénio que nao foi reduzido
no complexo IV a espécies reativas de oxigénio (ROS), como superoxido e peroxido de
hidrogénio (Sherer et al., 2001).

Nos insetos, a rotenona, além de interromper o metabolismo energético das
mitocOndrias, € convertida em metabdlitos toxicos, mas nos mamiferos ela é destoxificada.
Ela afeta a atividade da fosforilacdo de proteinas e outros sistemas enzimaticos (H-ATP-
bomba de protons; ATPase). Sua eficacia deve-se a acao neurotoxica rapida. Além de gerar
mortalidade, afeta negativamente a reproducéo, fazendo com que os insetos deixem de se
alimentar, sendo considerada um agressor estomacal e diminui a absorcdo de nutrientes
pelas larvas e também a capacidade de conversao de alimento em biomassa (Rattan, 2010;
Cavoski et al., 2011; GrdiSa & Grsi¢, 2013; Velasques et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetiva-se identificar compostos bioativos armazenados em sementes de Clitoria
fairchildiana que sejam toxicos a larvas de Aedes aegypti, e avaliar os aspectos fisioldgicos

do inseto afetados por tais compostos.

2.2 Objetivos Especificos

Fracionar biomoléculas de sementes de C. fairchildiana com base em sua solubilidade

em diferentes solventes;

Submeter as fragdes obtidas a testes de atividade larvicida sobre Ae. aegypti, por

incorporacao destas na alimentagao das larvas;

Determinar, identificar e isolar a molécula mais bioativa componente da fracdo de

toxicidade mais relevante;

Investigar, por técnicas bioquimicas e de microscopia, possiveis alvos fisiolégicos de

acao do composto bioinseticida sobre Ae. aegypti;
Visualizar alterac6es morfofisiologicas decorrentes da acdo do composto toxico;

Medir os teores corporais de biomoléculas energéticas de larvas crescidas em

condicles de dietas controle e dietas com incorporacao do fitoquimico isolado;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

As sementes de Clitoria fairchildiana foram coletadas no més de julho de 2021, do
espécime localizado no campus UENF Av. Alberto Lamego, 2000 - Parque California,
Campos dos Goytacazes — RJ, nas coordenadas 21°45'47.8"S 41°17'33.8"W. Em seguida,
as sementes foram secas em estufa com temperatura constante de 28°C por 48h,
descascadas e seus cotilédones triturados até formacgédo de uma fina farinha com auxilio de
gral com pistilo.

3.2 Inseto modelo

Os mosquitos Aedes aegypti foram utilizados no estadio larval L4, obtidos a partir de
uma col6nia da linhagem Rockfeller mantida em insetario do Laboratério de Biotecnologia
da Uenf, sob temperatura de 27 graus e regime de luminosidade 12h de luz e 12h de
escuridao, no LBT-UENF.

Os individuos adultos sdo mantidos em gaiola com recipiente com agua para
manutencdo da umidade ambiente, solucdo esterilizada de sacarose a 10% para
alimentacéo e, para reproducéo, sdo alimentados com sangue de carneiro para que ocorra

a oviposicao em papel filtro, inserido na gaiola.

As larvas eclodidas dos ovos dessecados sdo mantidas em recipientes plasticos
medindo 20 x 25 cm, nos quais ocorre perioddica limpeza e troca de agua. S&o alimentadas
com racdo comercial para peixes, mantidas e monitoradas até a coleta para uso em
experimentos ou até a transformacdo em pupa, quando sao coletadas e transferidas para

gaiolas.

3.3 Extracdo de biomoléculas das sementes de Clitoria fairchildiana

Os cotilédones das sementes secas em estufa e descascadas foram triturados com o
auxilio do Moinho de Facas SL-30 SOLAB, e posteriormente a farinha passou por trituracdo
por meio de gral com pistilo de porcelana, a fim de obter-se uma farinha de baixa

granulometria, que foi peneirada em malha de 48 mesh.
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A farinha de cotilédones passou pelo processo de extragdo sequencial com seis
diferentes solventes para obtencao de diferentes grupos proteicos de acordo com suas
solubilidades (Luo et al., 2014). ApOs cada etapa de extracdo, a solucdo foi submetida a
centrifugacgéo por 10 minutos na rotacéo de 10.000g em temperatura de 4°C, para separacao
entre precipitado e sobrenadante.

A primeira etapa de extracao se deu com agua destilada como solvente, na razdo de
1:10 (massa semente/volume solvente). Mantida a solucdo sob agitacdo por 30 minutos
prosseguiu-se para a centrifugacao e repetindo este procedimento com o sedimento obtido
foram extraidas as proteinas albuminas, nomeadas Fracao 1 (F1).

Sequencialmente, o sedimento passou por extracdo em solugdo NaCl 0,5M durante
60 min sob agitacédo resultando, apos centrifugacdo, na obtencédo da solugcdo contendo as
proteinas globulinas (Fracao 2 [F2]). A extracdo sequencial com 2-propanol a 60% (v / v)
durante 4 h resultou nas kafirinas; Fracédo 3(F3). A Fracao 4 (F4), glutelinas, foi extraida em
tampéo borato 0,1 M, pH 10,8, durante 4h de agitacdo. As kafirinas com ligacdes cruzadas
(Fracédo 5 [F5]) foram obtidas na solug&o 2-propanol a 60% com 1% de (3-mercaptoetanol
durante 4h. Por fim a Fracdo 6 (F6), glutelinas com ligacdes cruzadas, foi resultado da
extragdo durante 18h em solugdo tampao borato 0,1 M, pH 10,8, contendo 1% de B-

mercaptoetanol e 1% de dodecilsulfato de sédio (SDS).

As fracOes, exceto F1, foram dialisadas em agua destilada com membrana para
dialise de celulose (Dialysis Tubing, Benzoylated, D2272, SIGMA) para separar compostos
com peso molecular menor ou igual a 1.200 Daltons de compostos com peso molecular
maior que 2.000 Daltons. O procedimento foi repetido quatro vezes em recipiente de 5 litros.
Essas fracOes foram entdo liofilizadas até a sublimacgdo total de liquidos e o p6 obtido foi

armazenado sob refrigeracdo em -20°C.

3.4 Dosagem de proteinas

A inferéncia da concentracdo proteica nas amostras foi realizada pelo método do
acido bicinconinico (BCA), descrito por Smith et al. (1985), utilizando solu¢cdo com albumina
isolada do ovo como proteina de referéncia, para estabelecimento de uma curva padrao

associando concentragdo e leituras de absorbancia a 540nm.
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As leituras de absorbéancia foram realizadas no espectrofotometro modelo Thermo
Plate — TP Reader, a 540nm.

3.5 Incorporacéao das fragcdes na dieta de Aedes aegypti

A alimentacao artificial dos insetos foi realizada por meio da incorporacdo de
diferentes concentracdes dos pos correspondentes as fracdes nas solucbes aquosas em
gue sdo mantidas as larvas. Larvas de quarto estadio foram transferidas para recipientes
contendo as solu¢cdes com as concentracdes a serem testadas, a partir do tratamento de
menor concentracao, utilizando-se trés réplicas por tratamento mais controle. Ap6s 24h de
exposicdo (28°C; 12 luz/12 escuro) a mortalidade larval € registrada, acompanhando o
numero de larvas sobreviventes ao longo do tempo, de acordo com o protocolo estabelecido
pela WHO (2005).

3.6 Isolamento das biomoléculas inseticidas de C. fairchilidiana por cromatografia

liguida de exclusao molecular

Dentre as fracdes analisadas ao longo do estudo aquela que demonstrou maior

toxicidade ao inseto foi selecionada para etapas futuras de separacéo e testes de toxicidade.

Realizou-se a cromatografia de exclusdo molecular com uso das resinas Sephadex®
G-50 e Sephadex® G-25, como meios de filtracdo em gel para separacéo de biomoléculas
com diferentes massas moleculares. Foi utilizada um volume de 100cm? de resina G-50 em
coluna com 55cm de atura e didmetro de 1,7cm e um coluna de 30 cm de atura e diametro
de 1cm preenchida com 20cm? de resina G-25. A fase mével para ambas foi agua destilada.
O perfil de separacdo das moléculas ocorre entre 30.000 e 1.500 altons na G-50 e entre
5.000 e 1.000 Daltons na G-25.

A aplicacao da amostra foi de 40mg de p6 solubilizado em 1ml de agua destilada na
coluna com resina G-50 e 3mg de p6 solubilizado em 0,5ml de agua destilada na coluna com
resina G-25. Com auxilio de bomba peristaltica foi mantido um fluxo de 0,9 ml/min na coluna
G-50 e 0,7 ml/min na coluna G-25 e com aparelho coletor de frac6es Fraction Collector FC
204 GILSON® foram coletados 900 pl por tubo de ensaio nas cromatografias com resina G-

50 e 700 pl por tubo com G-25. O conteudo coletado em cada um foi submetido a leituras de
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absorbancia, em espectrofotometro UV mini 1240 SHIMADZU®, em comprimento de onda
de 280nm.

Os valores da leitura de cada tubo foram tabelados e plotados em gréfico para

discriminacao dos picos de separacdo das moléculas.

3.7 Isolamento de biomoléculas por Cromatografia liguida em Camada
Delgada Preparativa (CCDP)

Para a confeccédo da placa de cromatografia de camada delgada preparativa foi
realizada uma mistura contendo 50ml de 4gua destilada e 15¢g de silica em gesso (SilicaGel
60G — F254 para cromatografia em camada fina da marca Vetec). As placas foram
confeccionadas sobre vidro de 20 cm x 20 cm, mantidas por 24 horas a temperatura
ambiente para o processo de secagem e em seguida foram colocadas em uma estufa a

100°C por 2 horas para o processo de ativacao.

Para aplicacéo, as amostras foram diluidas em diclorometano e em seguida aplicadas
a CCDP, formando uma linha distante 2cm da borda inferior. Foi demarcada uma fragcéao
latitudinal distante 2 cm da borda direita para ser revelada por meio de aquecimento
utilizando solucdo de vanilina sulfurica. A fase moével utlizada foi composta por
diclorometano:metanol (98:02). Apoés o processo de eluicéo e visualizacdo, por exposicao a
luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm e por revelacdo com
vanilina, as bandas de interesse foram demarcadas, raspadas da placa e solubilizadas em
diclorometanol por 15 minutos em banho ultrassénico. As amostras obtidas foram entéo
filtradas, a extracao foi repetida trés vezes para prosseguir com a secagem do material por

evaporacao dos solventes.

3.8 Visualizacdo das biomoléculas por Cromatografia liguida em Camada Delgada
Analitica (CCDA)

A cromatografia em camada delgada foi utilizada para visualizacdo dos metabdlitos
secundarios existentes na amostra. Foram utilizadas cromatofolhas de fase normal de gel
de silica (TLC silica gel 60 F254 aluminium sheets, MERCK®), cortadas com 5cm de altura
e largura proporcional ao numero de amostras aplicadas. As amostras foram solubilizadas

em diclorometano e aplicadas na base inferior com espacamento de 0,5 cm entre as
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amostras e extremidades horizontais, e 1 cm das extremidades verticais. Apds saturacao da
cuba com solucéo de diclorometano:metanol (98:02), as placas foram inseridas para eluicéo
dos compostos por meio da fase movel.

Ao final da corrida foi realizada a visualizacdo das bandas por meio da exposi¢cédo a
luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda 254nm e 365nm e utilizando solucéo de

vanilina sulfdrica e posterior aquecimento da placa como método de revelacdo térmica.

3.9 Visualizacao das proteinas por eletroforese

As proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS — PAGE) (Laemmli, 1970) e a eletroforese em
gel de Tricina-SDS-PAGE (Schégger & Von Jagow, 1987). O gel utilizado € composto
primeiramente por uma fase concentradora (SDS — PAGE a 12% e Tricina a 4% T [T =
acrilamida e bis-acrilamida]; 3% C [C = bis-acrilamida em relagéo ao total]) seguida de uma
fase separadora (SDS — PAGE a 6% e Tricina a 16,5% T; 3% C)

O tampéo composto por glicerol 12%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 1%, Tris-HCL 50
mM, pH 6,8 e azul de bromofenol 1% foi misturado a amostra a ser analisada, na proporcao
de 1:4 (razédo v/v); a solucdo da amostra foi fervida por 7 minutos e entédo aplicada nas raias
do gel. Proteinas comerciais de pesos moleculares conhecidos foram usadas em raia de

referéncia e nos poc¢os vazios adicionou-se tampao de amostra.

A corrida eletroforética ocorreu no sistema Mini-Protean Tetra Cell, marca BIO-RAD®.
Os géis SDS — PAGE foram submetidos a tenséo inicial de 80v até que a amostra atingisse
0 gel separador, quando a tensado foi entdo elevada para 100v até o final da corrida. O
tampéo de corrida foi Tris 250mM, glicina pH 8,3 2,5M, SDS 1%. Os géis Tricina SDS —
PAGE foram submetidos a tenséo inicial de 20v até que a amostra atingisse o gel separador,
guando a tensao foi entdo elevada para 40v até o final da corrida. Utilizaram-se dois tampdes
de corrida: Anodo (Tris 0,2M, pH 8,9) e Catodo (Tris 0,1M, Tricina 0,1M, SDS 0,1%).

Apés as corridas, os géis foram mantidos em solucéo fixadora (metanol 40%, acido
acético 10% e agua 50%) e depois coradas com Coomassie Brilliant Blue ou revelados pelo
método de precipitacdo por prata. Para visualizacdo final das bandas proteicas, os géis
corados com Coomassie foram descolorados com solugdo metanol 40%, &cido acético 20%

e agua 40%.
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3.10 Caracterizacdo dos efeitos fisiolégicos dos compostos-teste sobre Ae. aegypti

3.10.1 Quantificacdo de biomoléculas energéticas e da atividade enzimatica

de lipase nas larvas de Ae. aegypti

Larvas desenvolvidas em condicdo controle (dgua destilada) e em condicdes de
tratamento com os compostos analisados (rotenoide isolado [11-desoxiclitoriacetal] para
larvas teste e rotenona comercial para controle positivo, na concentragdo ClLso
[Concentracdo Letal a 50% das larvas]) foram submetidas a andlises dos teores corporais
de alguns grupos de biomoléculas. A extracao foi realizada por meio da macera¢ao mecanica
das larvas com auxilio de pistilo em microtubo eppendorf em solucéo de cloreto de sodio
0,15M (1 mg/15 pL) com posterior agitagcado durante 30 min a 4 °C, seguida de centrifugagéo
a 5.000g, sendo o sobrenadante utilizado para as dosagens de glicose, proteinas e lipases.

Outro grupo de larvas passou por um processo de extragdo com solucédo 0,5% de
tween 20 (10mg/15uL), sob agitacdo por 30 min a 4 °C. O sobrenadante obtido apds

centrifugacéo foi usado para dosagens de triacilglicerdis e colesterol.

Todos estes ensaios foram realizados em placa de 96 pocos e em triplicata

experimental.

Para quantificacao das proteinas foi utilizado o método de BCA de acordo com Smith
et al. (1985). O extrato larval (10 L) foi pipetado nos pogos, foram adicionados 200 pL de
solucéo sulfato de cobre e BCA (2 mL de BCA para 0,04 mL de sulfato de cobre). A placa foi
incubada a 37 °C durante 30 min e as absorbancias foram lidas a 540 nm. Uma curva de
ovalbumina (Sigma Aldrich), com concentracdes entre 0,2 e 1 pg/pL foi utilizada como

padrdo para calcular a concentracdo de proteina das amostras.

Para quantificacdo da glicose foi utilizado o kit Glicose Monoreagente seguindo o
manual do fabricante (BioClin). Ao extrato larval (2 uL) foram adicionados 200 pL do reagente
enzimatico (contendo tampdo, fenol, 4-aminoantipirina, glicose oxidase, peroxidase,
estabilizante, surfactante e conservante). Ao reagente n° 2 - padrdo (2 uL), constituido de
glicose (100 mg/dL) e conservante, também foram adicionados 200 pL do reagente

enzimatico. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37 °C durante 10 min. As

38



absorbancias foram lidas em 492 nm. A quantidade de glicose das amostras foi calculada a
partir da formula fornecida pelo kit.

O kit Triglicérides Monoreagente da Bioclin foi utilizado para dosagem destas
biomoléculas, seguindo manual do fabricante (BioClin). Ao extrato larval (2 pL) foram
adicionados 200 puL do reagente enziméatico (4-clorofenol, lipase lipoproteica, glicerol kinase,
peroxidase, glicerol-3-fosfato oxidase, 4-aminoantipirina, ATP, ativador, estabilizante,
surfactante e conservante). Ao reagente n° 2-padrao (2 pL) (triglicérides (100 mg/dL) e
diluente triglicerideo) também foram adicionados 200 pL do reagente enzimatico. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C durante 10 min. As absorbancias
foram lidas em 500nm. A quantidade de triglicerideos das amostras foi calculada a partir da
férmula fornecida pelo kit.

Para quantificag&o do colesterol foi utilizado o kit Colesterol Monoreagente, seguindo
o manual do fabricante (BioClin). Ao extrato larval (2 pL) foram adicionados 200 pL do
reagente enzimatico (contendo tampao, fenol, 4-aminoantipirina, colesterol oxidase,
lipoproteina lipase, peroxidase, quelante, estabilizante, surfactante e conservante). Ao
reagente n° 2 - padrdo (2 pL), constituido de colesterol (200 mg/dL) e conservante, também
foram adicionados 200 pL do reagente enzimatico. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas a 37 °C durante 10 min. As absorbéancias foram lidas em 500 nm. A quantidade

de colesterol das amostras foi calculada a partir da formula fornecida pelo kit.

A determinacédo da atividade de lipase se deu por meio do kit Lipase Monoreagente
da Bioclin, seguindo as instrucdes de uso do fabricante. Ao extrato larval (5 pL) foram
adicionados 100 pL de tampéo (Tris 100 mM, pH 8,5), 5 uL de inibidor enzimatico
(fenilmetilsulfonil fluoreto - PMSF - e solubilizante) e 10 yL de reagente de cor (DTNB,
acetato de sodio e estabilizador). Para cada amostra havia um controle, onde ndo havia
inibidor enzimético. As amostras foram incubadas durante 2 min a 37°C. O volume de 10 pL
de substrato foi adicionado as amostras e 10 puL de tampao salina (solucdo de cloreto de
sédio 0,15 M) foram adicionados aos controles. Estas amostras foram incubadas durante 30
min a 37°C. A reacdo foi interrompida com 200 pL de acetona. As amostras foram
homogeneizadas, mantidas sob repouso por 5 min e centrifugadas a 2.000 x g durante 5
min. As absorbancias dos sobrenadantes foram lidas em 405 nm. A atividade de lipase das

amostras foi calculada a partir da formula fornecida pelo kit.
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3.10.2 Microscopia de fluorescéncia para analises de compartimentos
acidificados

Larvas de Ae. aegypti de quarto estadio foram divididas em grupos controle, em agua
destilada e teste, tratado com CLso do rotenoide 11-Desoxiclitoriacetal, mantidos a 28°C por
24h, sob fotoperiodo de 12/12h. Em seguida as larvas foram lavadas e inseridas em solucao
de dicloridrato de quinacrina 10mM (Sigma Aldrich-Q3251) durante 2h no escuro. Por fim,
as larvas vivas foram lavadas e transferidas para laminas de vidro e a marcacéo pelo corante
foi observada por microscopia de fluorescéncia com emissdo no comprimento de onda de

465nm com intensidade da luz em 35% (2,61 volts) e filtro verde (Axioplan-Carl Zeiss).

Para quantificacdo dos niveis de intensidade de emissao foi empregado o software
de processamento e analise de imagens digitais ImageJ (v1.53t). Foram selecionadas trés
larvas controle e trés larvas teste, e nestas a intensidade de fluorescéncia foi mensurada
nas regides do ceco gastrico, intestino medio e intestino posterior (nos segmentos dois, cinco
e oito) (Figura 4) por meio da selecdo de uma area circular igual nas réplicas (902520). Os

dados foram plotados e analisados quanto a significancia da variacao (Bertonceli, 2022a).

Ph Oe CaGC CMG

AMG PMG  MT HG

Figura 4. Esquema canal alimentar de larvas de Ae. aegypti. Os nimeros de 1 a 8 indicam
0s segmentos abdominais. GC, ceco gastrico; AMG, intestino médio anterior; CMG, intestino
médio central; PMG, intestino médio posterior; MT, tubulos de Malpighi; HG, intestino
posterior; Py, piloris; Ai, intestino anterior; Rc, reto; Ac, canal anal; Ph, faringe; Oe, es6fago;
Ca, cardia; pm, membrana peritréfica; cm, membrana cecal; Im, limen intestinal. (Fonte:
Linser & Dinglasan, 2014).
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3.10.3 Analises de espécies reativas de oxigénio (ROS) por microscopia de

fluorescéncia

Larvas de quarto estadio foram divididas em grupo controle negativo, mantidas em
agua destilada, e grupo tratado com concentracdo equivalente a CLso durante 24h (28°C, 12
escuro/12 luz). Posteriormente, as larvas vivas foram lavadas com agua ultrapura e entdo
transferidas a solugcédo de agua destilada a qual foi adicionado o marcador de ROS, o 2',7'
diacetato de diclorofluoresceina (Sigma Aldrich - D6883) a 10uM. As larvas ficaram por 2 h
nessa solugao, no escuro. Finalmente, as larvas foram lavadas e transferidas para laminas
e a fluorescéncia foi observada por meio do microscépio Axioplan-Carl Zeiss, em um

comprimento de onda de excitagdo de 465nm com um filtro verde (Wahab et al 2021).

3.10.4 Elucidacéo estrutural da substéancia isolada

A caracterizacdo molecular do metabdlito se deu por meio do espectrometro Bricker,
modelo Ascend500, operando a 500 MHz para RMN 1H e a 125 MHz para RMN 13C, com
a amostra solubilizada em cloroférmio deuterado - CDCIs. Usou-se o0 padrdo interno
Tetrametilsilano (TMS), e foram obtidos os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) contendo deslocamentos quimicos (&) em parte por milhdo (ppm), bem como as
constantes de acoplamento (J), medidas em Hertz (Hz). Os espectros analisados foram
provenientes de técnicas de RMN uni (1H e 13C) e bidimensional (1H-1H-COSY, 1H-1H-
NOESY, HSQC e HMBC), o que permite a elucidacao estrutural.

3.11 Tratamento de dados e analises estatisticas

Os dados obtidos na caracterizacdo da acdo proteica sobre os insetos, como taxa de
sobrevivéncia do inseto, variacdo da composicao corporal e variacdo da acdo enzimatica,
foram submetidos a analises estatisticas por meio do programa GraphPad Prism 6 definindo

a significancia da acéo bioldgica.

Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e testes de
comparacao multipla de Tukey, realizados para determinar diferencas entre tratamentos e

concentragcfes. Apenas valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

A concentracao letal responsavel pela morte de 50 % dos individuos (CLso) foi obtida

por meio de regressao nao linear (log inhibitor vs. normalized response -- Variable slope).
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4. RESULTADOS

4.1 Isolamento de compostos inseticidas das sementes de Clitoria fairchildiana

A farinha obtida dos cotilédones de sementes de C. fairchildiana foi inicialmente
submetida a fracionamento proteico, segundo suas propriedades de solubilidade em
diferentes solventes. Foram obtidas seis fra¢cdes de biomoléculas (denominadas F1 até F6),
gue correspondem as classes de albuminas - F1, globulinas - F2, kafirinas - F3, glutelinas -
F4, kafirinas com ligagdes cruzadas - F5, glutelinas com ligacdes cruzadas - F6, em fase
liquida (Figura 5).

Figura 5: FracOes proteicas das sementes de C. farichildinana, com base na solubilidade dos
solventes agua (F1), NaCl 0,15 M (F2), 2-propanol a 60% (v/v) (F3), Borato 0,1 M, pH 10,8
(F4), 2-propanol a 60% + 1% de B-mercaptoetanol (F5), Borato 0,1 M, pH 10,8 + 1% de B-
mercaptoetanol + 1% de dodecilsulfato de sodio (SDS) (F6).

Ao longo de todo o processo de isolamento de compostos-alvo, as fracdes e amostras
obtidas foram sempre verificadas em sua potencialidade de controle ao inseto Ae. aegypti.
Neste sentido, as seis fragbes foram submetidas a bioensaios de atividade inseticida, e
portanto incorporadas em meio de crescimento das larvas do inseto, a fim de demonstrar a
capacidade toxica a sobrevivéncia do mesmo. As fracdes foram usadas nas concentracfes

de 500, 250, 125 e 62 ug/ml, utiizando a dosagem proteica como referencial, e
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acompanhando visualmente o processo nos tempos de 1, 16, 20, 24 e 40 horas ap0s o inicio

do teste, quando as larvas sobreviventes eram contadas a cada um desses momentos.

Os dados de sobrevivéncia larval obtidos para cada fracdo foram expressos
graficamente, em porcentagem, de acordo com cada concentracdo nos diferentes tempos
(Figura 6).

Dentre as fracOes analisadas, F2 e F6 ndo demonstraram nenhuma atividade
inseticida, mesmo apdés um longo tempo de exposicdo (40h). As fracbes F4 e F5
apresentaram baixa toxicidade, com nenhuma variacdo significativa na sobrevivéncia em
todas as concentracbes em F5, e variacdo significativa apenas nas duas maiores
concentragdes no maior tempo observado em F4. As fracdes F1 e F3 demonstraram as mais
altas atividades inseticidas: F1, em 16h, ja havia acarretado a morte total das larvas nas
duas maiores concentracdes e variacao significativa em 125 pug/ml, chegando a um patamar
de acéao praticamente mantido até o final do bioensaio; enquanto F3 demonstrou acéo inicial
brusca com reducao significativa da sobrevivéncia ja em 16h (a exce¢édo da concentracao

62 pug/ml) e mortalidade de pelo menos 50% em todas as concentracdes apos 24h.

No prosseguimento da investigacao foi escolhida a F1, obtida em agua, para posterior
identificacdo de seu componente bioativo. Esta fracdo foi submetida a eletroforese para
visualizacao das proteinas (Figura 7A) e a CCDA para visualizacdo de metabdlitos especiais

existentes (Figura 7B).

Seguiu-se 0 processo de particionamento posterior da fracdo de interesse, F1, através
de sua percolacdo por uma resina Sephadex G-50, para separacdo de seus componentes
de acordo com seu peso molecular. Essa analise cromatografica mostrou a formacao de trés

grupos proteicos (picos) denominados P1, P2 e P3 (Figura 8).
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Figura 6: Sobrevivéncia das larvas de quarto estadio de Ae. aegypti em bioensaio com
diferentes concentracdes das fragbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6 de C. fairchildiana, ao longo
de 40 horas. Controle em agua destilada. Concentracdes testadas: 62, 125, 250 e 500 pg/ml
ou ppm). Dados coletados nos diferentes tempos de observacéo: 1, 16, 20, 24 e 40 horas.
Os asteriscos representam diferengas estatisticas significativas (p>0,05). O desvio padrao é

representado sobre cada barra.
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Figura 7: Visualizacdo eletroforética do perfil proteico da Fracao 1 do cotilédone de C.
fairchildiana em gel a 12% SDS-PAGE, corado com Coomassie Brilliant Blue (A); M -
marcadores de massa molecular de 245 a 11 kDa; (B) Cromatografia em camada delgada

da Fracédo 1, em placas de silica reveladas com vanilina sulfarica e aquecimento.
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Figura 8: Cromatografia de F1 em coluna de exclusdo molecular Sephadex G-50. Coleta de

900 pL por tubo.
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Estes picos (P1, P2 e P3), apos liofilizados e dosados quanto ao porcentual proteico,
foram testados em bioensaios de atividade larvicida, a fim de determinar em qual grupo
estariam presentes os bioativos de interesse (Figura 9). Dentre os picos analisados, P1 e P2
nao demonstraram nenhuma atividade larvicida. O pico P3 apresentou toxicidade no tempo

minimo analisado, de trés horas, capaz de eliminar 100% das larvas, na concentragcdo mais
baixa testada de 60 ppm (Figura 9).

P1-F1 P2- F1

Larval Survival (%)
Larval Survival (%)

o 60 90 139 60 90 130 60 90 130 o 60 90 130 60 90 13Q 60 90 130
3h 18h 24h 3h 18h 24h

Concentrations (ppm) Concentration (ppm)

P3-F1

Larval Survival (%)

* * * * * * * * *

C B0 90 130, 60 90 130, 60 90 130,
3h 18h 24n

Concentrations (ppm)

Figura 9: Sobrevivéncia das larvas de quarto estadio de A. aegypt em presenca de diferentes
concentracfes dos picos P1, P2 e P3, ao longo de 24 horas de ensaio. Controle em agua

destilada. Os asteriscos representam diferencas estatisticas significativas (p>0,05). As
barras representam o desvio padréao
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A partir destes dados foi possivel determinar que o grupo de interesse € o P3, uma
vez que foi o Unico grupo capaz de exercer atividade inseticida. Este pico foi entdo analisado
guanto aos seus componentes proteicos por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida

(Figuras 10A, 10B e 10C), e metabolitos secundarios, por meio de CCDA (Figuras 11A e
11B).

kDa m
245

75

25

10

kDa m F1 P1 P2 P3

Figura 10: Visualizacao eletroforética do perfil proteico da Fracdo 1 e os picos de Sephadex
G-50 P1, P2 e P3, em gel a 12% SDS-PAGE (A), em gel Tricina SDS-PAGE, corado com

Coomassie Brilliant Blue (B) e gel Tricina SDS-PAGE revelado com nitrato de prata (C); M -
marcadores de massa molecular de 245 a 11 kDa.

47



(A)

e
P1 P2 P3

Figura 11: Cromatografia em camada delgada dos metabdlitos secundarios existentes nos
grupos P1, P2 e P3, em cromatofolha de silica A) visualizado em luz UV 254nm e B)

revelada com vanilina sulfurica.

A atual fracdo de maior interesse, P3, teve, entdo, seus componentes separados de
acordo com seu peso molecular em coluna Sephadex G-25 (Figura 12). Na cromatografia
formaram-se trés novos agrupamentos proteicos, denominados PA, PB e PC. A partir de
novos bioensaios para avaliagcdo da toxicidade larval desses PA, PB e PC, foi possivel
determinar que o grupo de interesse € o PC, uma vez que foi o Unico grupo capaz de exercer
atividade inseticida, eliminando 100% das larvas na concentracdo de 60 pg/ml no primeiro

tempo analisado, de trés horas (dados ndo mostrados).
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Figura 12: Cromatografia de P3 em coluna de exclusdo molecular Sephadex G-25. PA, PB
e PC sao os grupos coletados, discriminados pela leitura em espectrofotometro a 280nm

com lampada D2.

Este pico PC foi entdo analisado quanto aos seus componentes proteicos por meio
de eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 13A) e metabdlitos secundarios por meio de

CCDA (Figuras 13B1 e 13B2).
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(B2)

Figura 13: Visualizacdo eletroforética do processo de isolamento do composto bioativo,
incluindo os perfis proteicos de F1, P3 da Sephadex G-50 e os picos PA, PB e PC da
Sephadex G-25; R (resto — liquidos coletados entre tubos, ndo constituinte de picos
cromatograficos na Sephadex G-25) em gel Tricina SDS-PAGE corado com Coomassie
Brilliant Blue (A); Cromatografia em camada delgada dos metabdlitos em PA, PB e PC, em
cromatofolhas de silica, visualizadas em luz UV 254nm (B1) e reveladas com vanilina
sulfurica (B2). e - M - marcadores de massa molecular de 26,6 a 6,5 kDa; Ma — marcadores

de alta massa molecular de 245 a 11 kDa.
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A fim de definir a forma de isolamento de acordo com a classe da molécula bioativa
foram realizados testes de didlise e aquecimento.

Ao dialisarmos a fracdo de maior interesse nesse ponto do trabalho, o PC, observou-
se gque este pico perdeu a capacidade larvicida e que a solugéo saida através da membrana
de dialise conservava tal atividade (dados ndo mostrados). Isso nos levou a concluséao de
gue a molécula inseticida possuia baixa massa molecular, abaixo de 2 KDa.

Para entdo investigar a termoestabilidade deste bioativo, PC foi submetido a 100°C
por 15 minutos e a molécula inseticida ndo perdeu a capacidade larvicida (dados nao
mostrados).

Estas observacbes nos direcionaram a sugestdo de que o principal bioativo de

interesse seria da classe de metabdlitos secundarios.

Como os perfis cromatograficos visualizados para P3 (Figura 10) e PC (Figuras 13B1
e B2) foram semelhantes, a amostra utilizada para isolamento de metabdlitos por meio da
aplicacdo na placa de cromatografia de camada delgada preparativa foi P3 devido ao maior

rendimento em termos de massa recuperada desta amostra.

A CCDP possibilitou a separacdo de 3 grupos, denominados M1, M2 e M3, sendo:
M1, a demarcacéao do limite superior da corrida, distancia maxima percorrida pelos eluentes
com indice de Fator de Retencéo (R) igual a 1; M2, o grupo com visualizacdo amarela apos
revelacdo com vanilina e aquecimento, visualizado fluorescente em luz UV, com
comprimento de onda de 365nm e com indice de R igual a 0,61; e M3, 0 grupo com
visualizacao vermelha apdés revelacéo e visualizado azul sob luz UV em 254nm com indice
de R igual a 0,38 (Figura 14).

Estes grupos foram retestados em bioensaios para determinar qual apresenta
toxicidade as larvas. Dentre os 4 grupos, somente M3 apresentou atividade larvicida na

concentracdo de 60ppm (resultados ndo mostrados).

A fim de determinar a CLso deste M3 foi realizada a curva de letalidade do composto
incorporado em diferentes concentracfes no meio de cultivo das larvas (Figura 15). Foi

obtido um valor de CLso de 28,29 ppm.
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A

Figura 14: Cromatografia em camada delgada preparativa dos metabdlitos secundarios de

P3, em cromatoplaca de silica em gesso e fase médvel diclorometano:metanol (98:02)
visualizada com luz UV em 254nm (A) e com luz UV em 365nm (B). A extremidade direita

foi revelada com solucao de vanilina sulfdrica e posterior aquecimento.

Morte larval
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Figura 15: Letalidade de M3 as larvas de A. aegypti de 4° estadio. A partir da curva obtida,

foi possivel o calculo da concentragéo letal responsavel pela morte de cinquenta por cento

dos individuos (CLsp).
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Por técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN), foi possivel identificar que o
composto bioativo presente em M3 é o 11-Desoxiclitoriacetal, que passaremos a chamar de
11Dx nesse trabalho, um rotendide com formula molecular C19H180s, massa molecular de

374.34 g/mol, de juncéo do anel B/C determinada como cis (Figura 16 e Tabela 1).

OMe 55
11Dx (A) 0 11Dx (B) OMe
Interacao axial-axial Interacao 2-axial e
de H-2 e H-11 (J=8.6 11-equatorial (s)

! < '\,‘ E »
“ 11Dx (A) 11Dx (B) 'b-( )
Interaciao axial-axial Interacio 2-axiale ( . “<

de H-2 e H-11 (J=8.6 11-equatorial (s) 4
Hz) A=

Figura 16: A) Estrutura do 11-Desoxiclitoriacetal. B) Representacédo espacial da construcao

molecular de 11-Desoxiclitoriacetal.
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Tabela 1 Dados do espectro de RMN do 11-Desoxiclitoriacetal.

11Dx (A) 11Dx (B) Literatura
HSQC HMBC HSQC HMBC
Sc SH 2Jch 3Jch dc SH 2Jch 3Jch Sc SH
c
3 |68.50 - H-2 H-6’ 70.18 - H-2 H-6’ 69.2 -
4 1189.78 - H-5 170.59 - H-5 191.2 -
7 (167.32 - H-8| H-5; MeO-7 |167.21 - H-8| H-5; MeO-7 |167.6 -
9 (162.22 - H-8 H-5 161.69 - H-8 H-5 162.3 -
10 (110.72 - H-6; H-8 [111.16 - H-6; H-8 |108.2 -
1’ 107.58 - H-6’| H-2; H-3' [107.96 - H-6’| H-2; H-3' [108.6 -
2 (148.11 - H-3’ 148.11 - H-3’ 148.8 -
4 (153.34 - H-3'|H-6’; MeO-4’{151.72 - H-3’|H-6’; MeO-4’(151.2 -
5 |144.42 - H-3’; MeO-5|145.12 - H-3’; MeO-5'|144.8 -
CH -
2 |75.20| 4.78(d, 8.6) 77.84 4.65 (s) 75.7| 4.60 (m)/4.80 (d,
2.0)
5 |129.35| 7.88(d, 8.9) 129.41| 7.88(d, 8.9) - 129.7 7.85(d, 8.8)
6 |111.02|6.64 (dd, 8.9, 2.2) 111.45|6.64 (dd. 8.9, 2.2) 111.9 6.65 (dd, 8.8, 2.3)
8 |100.74| 6.41(d, 2.2) H—6 100.83 6.43 92.3 6.40 (d, 2.3)
11 |91.77| 5.77(d, 9.2)* 90.67 5.68 (sl)** - 91.3| 5.60 (sl)/5.80 (d,
02.0)
3 |101.94 6.58 (s) 101.09 6.54 (s) 101.2 6.45 (s)
6’ |108.89 6.53 (sO 108.70 6.53 (s) 110.3 6.70 (s)
MeO
7 |55.90 3.78 (s) 3.78 (s) 56.1 3.90 (s)
4' |55.94 3.83(s) 3.82(s) 56.2 3.75(s)
5 |56.37 3.75 () 3.74 (s) 56.4 3.70 (s)

*Interacdo axial-axial de H-2 e H-11 (6H 5.77, d, 9.2 Hz) na VT-A

**Interacdo axial-equatorial (H-11, 6H 5.68, sl) — @ngulo diedro em torno de 90°.

Os dados de RMN sugerem gue 11Dx existe como uma mistura de dois epimeros C-

6 em quantidades quase iguais. O anel D possui apenas um grupo metoxila e os anéis A e

B possuem dois grupos metoxila e dois grupos hidroxila (Figura 16).
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4.2 Efeitos fisioldgicos de 11Dx sobre larvas de Ae. aegypti

Alteracdes morfoldgicas decorrentes do tratamento com a CLso de 11Dx puderam ser
visualizadas em estereomicroscopio (Figura 17). A ocorréncia de manchas escuras,
classificadas como pseudotumores melanociticos com diferentes tamanhos ao longo do
corpo, desde a nadadeira posterior até o ceco gastrico, é perceptivel nas larvas mortas
submetidas ao tratamento com o rotenoide durante 24h.

11Dx

(28.29
PPM)

Figura 17: Observacao das caracteristicas morfologicas de larvas de 4° instar de Aedes
aegypti controle (A) e tratadas (mortas) com CLso de 11Dx (B), em estereomicroscopio. As

setas brancas indicam pontos de melanizacdo. Barra de escala = 1 mm.

Através da microscopia de florescéncia foi possivel detectar que o rotenoide possui
fluorescéncia intrinseca, quando excitado em 365nm e filtro de emissdo azul. Essa
propriedade permitiu a observacgéo da presenca de 11Dx ao longo do corpo das larvas ainda
vivas tratadas com a CLso do composto (Figuras 18B, 18C e 18D) e auséncia de qualquer

emissao nas larvas controle (Figura 18A).
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Figura 18: Microscopia de fluorescéncia em 365nm para observacdo de emissdo de
fluorescéncia por 11Dx ao logo da estrutura larval. A — Controle (agua destilada). B — Larvas
tratadas com CL 5o = 28,29 ppm de 11Dx. C — Destaque da cabeca da larva tratada. D —
Destaque dos tubulos dos Malpighi da larva tratada. 10x de aumento no microscoépio éptico.

Através da andlise de producdo de ROS por meio da visualizacdo de marcador
especifico em microscopia de florescéncia foi possivel detectar a emissao de fluorescéncia

guando excitado em 465nm (Figura 19).

A captacdo da fluorescéncia indica a producdo de espécies reativas de oxigénio em
larvas controle e tratadas com CLso com padrdes diferentes. Nas larvas sem tratamento a
concentracdo de fluorescéncia ocorre na regido anterior do trato gastrointestinal, no ceco
gastrico e intestino médio anterior. Ja em larvas que tiveram contato com o rotenoide 11Dx,
a emissao de fluorescéncia ocorre em todo o trato digestivo de forma constante, com

destaque para a presencga diferencial no intestino médio posterior.
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Figura 19: Microscopia de fluorescéncia com marcador de ROS em 465nm para detecgéo
de estresse oxidativo no intestino das larvas controle e tratadas com Clso (28.29 ppm) de
11Dx. C — controle em agua destilada. GC - ceco gastrico; AMG - intestino médio anterior;
PMG - intestino médio posterior; HG - intestino posterior. Com luz visivel de fundo e aumento
de 10x.

Quando tentando investigar alguma provavel alteracdo nos pHs dos diferentes
compartimentos intestinais das larvas, através do uso do dicloridrato de quinacrina,
observou-se que houve marcacdo efetiva de regibes acidificadas dos dois grupos
analisados: larvas tratadas com 11Dx e as larvas ndo tratadas que apresentaram
acidificacdo mais intensa (Figura 20). E possivel observar a marcac&o tanto no ceco gastrico

guanto no intestino.

O tratamento com o rotenoide 11Dx ocasionou diminuicdo da acidificacdo dos

compartimentos intestinais, detectada através da extin¢do da fluorescéncia.

Essas alteracdes no carater acido dos compartimentos intestinais foram quantificadas
pela medida indireta da fluorescéncia emitida pela quinacrina (Figura 21). Constata-se que
na larva teste a emisséao de fluorescéncia foi menor que o observado no controle: no ceco

gastrico foi 48% menor; no segmento dois, 52% menor; no segmento cinco, 55% menor; e
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no segmento oito, 38% menor. Somente nao foi significativa a diferenga entre controle e

tratamento no segmento oito.

A acidificacdo apresentou padrao decrescente, tanto no grupo controle quanto no
teste, sendo maior nos segmentos inicias das larvas e diminuida a medida que se avanca a

observacgéo aos segmentos finais.

Controle Tratado

Ceco
gastrico

Segmento
2

Segmento
5

Segmento
8

Figura 20: Microscopia de fluorescéncia com o marcador de acidificacdo dicloridrato de
guinacrina, em 465nm sem luz visivel de fundo e aumento de 10x da larva controle e larva

tratada com CLso de 11Dx.

58



n
o
1

.
o
1

(2% ]
o
1

N
o
1

-
o
1

Intensidade fluorescéncia

*
* *
I .r I —
0' T T T l
%%

PP P PP <
AT O AT AT A

Figura 21: Niveis de fluorescéncia mensurados por ImageJ (v1.53t) nos compartimentos do
trato digestivo das larvas de Ae. aegypti. C.: Controle em agua destilada. T.: Teste tratado
com CLspde 11DX. Cg.: Ceco Gastrico. S2, S5 e S8: porgdes do intestino nos segmentos

abdominais 2, 5 e 8, conforme esquema mostrado na figura 4.

As dosagens de biomoléculas corporais nas larvas controle e teste submetidas ao
11Dx demonstraram variacdo na composi¢cao corporal das larvas. Para essas analises, as
larvas foram divididas em: controle - C (vivas mantidas em agua destilada); controle positivo
- Cp (larvas mortas mantidas em presenca de Clso rotenona comercial); tratadas vivas - Tv
(vivas mantidas em presenca de Clso de 11Dx por 24h) e tratadas mortas - Tm (mortas apos

tratadas com Clso de 11Dx).

Os niveis corporais de glicose foram semelhantes entre as larvas controle (C) e as
tratadas vivas (Tv) e entre as larvas controle positivo (Cp) com as tratadas mortas (Tm).
Houve diferenca significativa nas dosagens entre estes dois agrupamentos e visivel reducéo
de glicose nas larvas mortas (por rotenona [Cp] ou por 11Dx [Tm] em relacdo aos grupos de

larvas vivas (C e Tv) (Figura 22).

Os niveis corporais de proteinas no grupo controle foram os maiores e apresentaram
diferencas significativas em relagdo aos outros grupos. As larvas Tv demonstram reducgéo

dos niveis de proteina em relacdo ao controle, porém em niveis significativamente maiores
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gue os grupos com larvas mortas (Cp e Tm), uma vez que os estas foram semelhantes entre

si com diferenca significativa em relagdo aos outros grupos (Figura 22).

Os niveis de atividade da enzima lipase no grupo C foram os mais elevados e
significativamente diferentes dos outros trés grupos (Cp, Tv e Tm) que foram semelhantes
entre si. Dentre estes, o0 Tm apresentou 0s maiores valores de unidade enzimaticae o Tv 0s

menores niveis (Figura 22).

Tanto os niveis de colesterol quanto de triglicerideos foram reduzidos em larvas Tv
em comparagao com aquelas sem contato com o rotenoide 11Dx, sendo respectivamente
30,9% e 41,1% de reducéo (Figura 23).
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Figura 22: Niveis corporais de (A) proteinas totais, (B) atividade lipasica e (C) glicose nos
seguintes grupos de larvas: C: grupo controle em agua destilada (larvas vivas); Cp: grupo
controle positivo em inseticida rotenona (larvas mortas); Tv: grupo de larvas tratadas com
11Dx (sobreviventes a Clso/24h); Tm: grupo de larvas tratadas com 11Dx (mortas com Clsp).
(p>0,05).
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Figura 23: Niveis corporais de (A) Colesterol e (B) triglicerideos totais expressos em
micrograma por miligrama de larva. C: grupo controle em agua destilada (larvas vivas); Tv:

grupo de larvas tratadas com 11Dx (sobreviventes a DI50/24h) (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

As atuais medidas de controle adotadas por Programas de Controle de Mosquitos
vetores ao redor do planeta envolvem o uso de inseticidas sintéticos, que além de
apresentarem toxicidade a diversos organismos nao-alvo, incluindo o homem, e persistirem
no ambiente, apresentam hoje menor eficacia devido ao desenvolvimento de resisténcia em

espécies alvo como Ae. aegypti (WHO, 2012).

A toxicidade para organismos néo-alvo envolve envenenamento e morte, cancer, por
mecanismos nao genotoéxicos, desencadeando processos carcinogénicos por diversas vias,
efeitos nocivos nos sistemas nervoso, renal, respiratorio e reprodutivo, e inducao de estresse
oxidativo (Pavela, 2016).

Os danos indiretos causados ao meio ambiente sdo decorrentes dos produtos de
degradacéao destes inseticidas, que podem ser mais toxicos do que o préprio composto
original. Estudos demonstram que os produtos de degradacdo do temefos (larvicida
organofosforado) ja foram documentados em ambientes aquaticos (Lacorte et al., 1996), e
produtos da degradacdo de malatido (inibidor da acetilcolinesterase), encontrados em

crustaceos aquaticos nao-alvo (Zhang et al., 2011).

O desenvolvimento de populacdes de insetos resistentes € uma problematica global,
de aspecto local, e envolve diferentes niveis de adaptacdo. Estudos na Tailandia relataram
mosquitos do Ae. aegypti resistentes a uma ampla gama de inseticidas, incluindo
deltametrina, permetrina, fenitrotiona, temefds, propoxur, diclorodifeniltricloroetano (DDT),
ciflutrina e alfa-cipermetrina (Somboon et al., 2003; Jirakanjanakit et al., 2007; Thongwat et
al., 2015). Na Malasia, cepas coletadas em campo apresentaram resisténcia a piretroides,
com auséncia de mortalidade, ao DDT e ao carbamato bendiocarb (Hasan et at., 2015;
Leong et at., 2018; Rasli et at., 2018). No Vietna, a resisténcia do Ae. aegypti ao DDT e
piretroides foi relatada pela primeira vez em 1999 (Huong & Ngoc, 1999) e estudos atuais
relatam individuos resistentes a lambda-cipermetrina, ciflutrina, etofenprox, DDT e alfa-
cipermetrina (Duong, 2016; Thi et al., 2016). Nos EUA, Ae. aegypti coletados em campo
demonstram potencial para resisténcia a piretroides e organofosforados (Yang et al., 2020).
No Senegal, foram detectados mosquitos resistentes ao DDT, aos carbamatos, a permetrina,

aos piretroides tipo Il, ao Pirimiphos-methyl 0,05%, ao Fenitrothion 1% (Sene, 2021).

No Brasil, nos ultimos 20 anos, a resisténcia do Ae. aegypti a organofosforados e

piretroides foi detectada em todas as regides do pais, mesmo em localidades onde o uso do
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inseticida se deu a menos de 10 anos até o desenvolvimento de resisténcia (Lima et al.,
2003; Braga et al., 2004; Carvalho et al., 2004; Luna et al., 2004; Cunha et al., 2005; Lima
et al., 2006; Beserra et al., 2007; Macoris et al., 2007; Montella et al., 2007). Populagdes de
Ae. aegypti também ja foram classificadas como resistentes a temefds e cipermetrina
(Santos et al., 2009).

Em um estudo no nordeste brasileiro, Lima e colaboradores (2011) compararam a
resisténcia de mosquitos de cidades onde o inicio do uso do inseticida temefés foi
concomitante: em Crato, onde o uso do inseticida ndo foi interrompido, os indices de
resisténcia passaram de 9,0, em 2003, para 192,7, em 2009. Ja na cidade vizinha, Juazeiro
do Norte, onde tal inseticida foi substituido sete anos antes da pesquisa, os indices de
resisténcia passaram de 10,2, em 2003, para 7,2, em 2009. Estudos neste sentido norteiam
a necessidade da elaboracdo de novos inseticidas que possibilitem ampliar a gama de

compostos aplicados visando diminuicdo do desenvolvimento de resisténcia.

O combate as arboviroses transmitidas por tais mosquitos € considerado critico, uma
vez que estratégias baseadas em inseticidas continuam sendo as mais prontamente
implementadas em escala global, porém o painel de inseticidas disponiveis para a saude
publica é limitado (Hemingway et al., 2006). Portanto, 0 manejo da resisténcia a inseticidas
€ crucial para prevenir o surgimento e evolucao de resisténcia ou reverté-la, minimizando os
efeitos negativos sobre o meio ambiente por meio do monitoramento de resisténcia no
espaco e no tempo, e avaliagdo do impacto das atividades de controle de vetores para
aplicacdo de novas técnicas aplicadas de acordo com a espécie-alvo e da natureza dos

mecanismos de resisténcia (Dusfour et al., 2019).

Embora, no curto prazo, utilizar misturas e rotacfes dos inseticidas indicados pela
OMS sejam estratégias eficientes contra larvas de Ae. aegypti multirresistentes, como
demonstrado em estudo realizado em populacbes resistentes a piretroides e
organofosforados no Caribe (Darriet et al., 2010) ou contra mosquitos adultos resistentes
(Hougard et al., 2003; Darriet et al., 2013), a médio prazo, no entanto, serd necessario

integrar novos inseticidas com novos modos de acao (Dusfour et al., 2019).

Neste sentido, Silvério et al. (2020) consideram o teste larvicida como um bioensaio
eficiente para a busca de inseticidas para Ae. aegypti, pois a fase larval é a mais longa no
estagio imaturo, é mais sensivel e os locais onde se desenvolvem as larvas sdo geralmente

acessiveis.
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Inseticidas derivados de produtos naturais de plantas sé&o considerados fontes
promissoras de novos produtos e mais seguros para O controle de mosquitos ao
minimizarem, via de regra, perturbacdes do ecossistema uma vez que o0s residuos de sua
degradacdao natural, tanto no campo quanto na agua, sdo minimos (Park et al., 2011; Seo et
al., 2012). Também ha relatos de que tenham efeitos colaterais minimos em organismos
nao-alvo, bem como no meio ambiente, como demonstrado por Pavela (2014) que relatou a
eficacia de um 6leo essencial obtido dos frutos de Pimpinella anisum sobre todos os estagios
de desenvolvimento do mosquito vetor Culex quinquefasciatus, e nenhum efeito negativo na
mortalidade ou fertilidade de Daphnia magna (microcrustaceo bioindicador) em doses baixas
do Oleo. Pavela et al. (2013) também demostraram a elevada toxicidade do extrato de
sementes de Angelica archangelica aos pulgdes Acyrthosiphon pisum, e nenhum efeito
negativo significativo do extrato sobre a mortalidade ou fertilidade de adultos de Harmonia

axyridis (espécie predadora dos pulgdes).

Assim, pesquisas envolvendo metabolitos secundarios vegetais produzidos como
mecanismos naturais de defesa nas plantas sao valiosas na busca por inseticidas de origem
natural (Williams et al., 1989; Isman, 2017). A familia Fabaceae se mostra uma importante
fonte de biopesticidas uma vez que é frequentemente relatada dentre as majoritarias fontes
de extratos bioativos. Na revisdo de Pavela et al. (2019), 429 espécies de plantas foram
avaliadas quanto a sua eficacia larvicida contra mosquitos vetores e dentre as 101 familias
botanicas as trés mais representativas foram: Asteraceae (49 espécies), Lamiaceae (41
espécies) e Fabaceae (40 espécies). Falkowski e colaboradores (2020) demonstraram a
familia Fabaceae como a mais representada (17 géneros e 20 espécies) em um estudo com
A. aegypti envolvendo 144 extratos de plantas provenientes de 85 espécies pertencentes a
36 familias. Nossa espécie de estudo, C. fairchildiana, de origem amazonica apesar de

pertencente a fabaceae néo é citada nos estudos referenciados acima.

Na revisao de Ghosh e colaboradores (2012), dentre 139 extratos analisados sdo 17
0s principios ativos isolados. Pavela et al. (2019) encontraram estudos que elucidam os
compostos larvicidas de 19 dentre 429 extratos de plantas. Wuillda e colaboradores (2019)
revisaram, no periodo de seis anos anteriores a publicacdo, os metabdlitos secundarios
descritos como toxicos para Ae. aegypti, demonstrando a existéncia de 86 metabdlitos
recentemente descritos, com valores de CLso para larvas de quarto estadio chegando até
232,04 ppm.
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Nossa espécie de trabalho, assim como outros membros da familia Fabaceae,
apresentou atividade bioativa em seus extratos, porém foi Unico o estudo encontrado que
envolva o isolamento de metabdlitos secundarios de Clitoria fairchildiana toxicos para A.
aegypti, o de Bertonceli et al. (2022). No caso especifico de rotendides com atividade
inseticida encontrados na literatura, podemos citar a rotenona, a denguelina, o
usararotenoide-A (Bosire et al, 2014), o 11a-O-B-D-glucopiranosilrotenoide (Bertonceli et al.,
2022), a miletona, a miletosina, a tefrosina (Gutiérrez et al., 2005) e a 8-hidroxirotenona
(Liang et al., 2015).

s

O rotenoide 11-Desoxiclitoriacetal, isolado neste estudo, € alvo de pesquisa em
apenas quatro publicacdes de artigos cientificos: sua descoberta em sementes de C.
fairchildiana no ano de 1998 (Mathias et al., 1998); sua identificacdo em raizes da mesma
espécie, também em 1998 (Silva et al., 1998); a demonstracao de atividade anti-inflamatoria
em ensaios de permeabilidade capilar, em 2002 (Silva & Parente, 2002) e, por fim, a

demonstracao de atividade antimicrobiana sobre bactérias e fungos (Santos et al., 2018).

Falkowski e colaboradores (2020), em sua pesquisa com 452 diferentes extratos,
consideraram ativos aqueles capazes de causar mais de 50% de mortalidade apds 48 h de
exposicao a 100 ppm. Pavela (2015) considera eficiente o composto inseticida cujo CLso seja
menor que 50 ppm. Em relacdo a aplicabilidade comercial e em campo, Pavela et al. (2019)
consideram como principais 0s extratos aquosos e alcoolicos, devido a sua facil formulacéo

em agua sem uso de surfactantes.

A demonstracdo de toxicidade do 11-Desoxiclitoriacetal (11Dx) por meio desta
pesquisa permite classifica-lo como um composto ativo, eficiente e passivel de ser aplicado
como ferramenta de controle de larvas de mosquito ja que ele apresentou CLso de 24ppm e

é soluvel em agua, caracteristicas estas que atendem aos critérios supracitados.

O método de extracdo empregado neste trabalho que permitiu o isolamento de um
rotendide a partir de uma extracdo aquosa de sementes, apesar de nao tradicional em
pesquisas que visam o isolamento de metabdlitos secundarios, é corroborado por Vieira e
Fernandes (1999), que demostram que o método de decoccdo e o método de sistema
fechado séo utilizados desde a década de 40 para a extracdo de rotenoides. Estas sao
extracdes que consistem em manter o material vegetal em agua em ebulicdo (decoccédo) ou
em sistema fechado (fervura sob refluxo). Aliado a isso, Maciel et al. (2010) ressaltam que

plantas pertencentes a familia Fabaceae séo ricas em rotenoides.
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Novos testes poderdo vir a estender a toxicidade do 11Dx para espécies cujo
combate seja desejavel, assim como ocorre com outros rotenoides que apresentam
toxicidade para Aedes e outras espécies de artropodes a exemplo de: rotenona, um
inseticida comercial toxico para uma ampla gama de pragas; a tefrosina que exibiu alta
atividade contra a lagarta do cartucho (Spodoptera excepta) e ao gorgulho-do-milho
(Sitophilus zeamais) (Zhang et al., 2020); denguelina, eficaz contra Aphis gossypii (pulgéo
do algodoeiro) e Bemisia tabaci (mosca-branca) (Zhang et al., 2022), e para Callosobruchus

maculatus (caruncho-do-feijao ) (Belmain et al., 2012).

Da mesma forma, investigacdes farmacoldgicas podem ser propostas para avaliar o
potencial farmacoldgico do 11Dx baseando-se no largo espectro de acao fornecida para
rotenoides pela literatura: 12-hidroxirotenona, além de inseticida, demonstra potente
atividade citotoxica em linhagens celulares de cancer de mama humano (MCF-7) e cancer
de pulmao (A-549), em Clso de 0.008 e 0.04 pg/mL, respectivamente (Sakurai et al, 2006).
Yenesew e colaboradores (2003a) demonstraram que o0s usararotenoide C, 12a-
epimillettosina e 6a,12a-Dehidromillettona apresentaram atividades contra Plasmodium
falciparum, tanto em cepa sensivel quanto resistente a cloroquina. Estes pesquisadores
sugeriram ainda que o teste de uma ampla gama de rotenoides quanto a atividade
antiplasmodial permitiria estabelecer o requisito estrutural para atividades antiplasmodiais.
Nguyen et al. (2022) demonstraram que o novo rotenoide berectona C apresenta forte
inibicdo da enzima alfa-glicosidase e propriedade antimicrobiana contra cepa resistente a

antibidticos de Acinetobacter baumannii.

Destacamos aqui, de forma especial, o rotenoide 6-Desoxiclitoriacetal, uma vez que
possui extrema semelhanca estrutural com 11Dx e exibe forte citotoxicidade in vitro contra
varias linhagens celulares de cancer humano, incluindo carcinoma de célon (SW620),
carcinoma gastrico (KATO), carcinoma de pulmao (CHAGO), carcinoma de mama (BT474),
hepatocarcinoma (HEP-G2), carcinoma oral humano (KB), cancer de mama (MCF-7) e
cancer de pulmao de pequenas células (NCI-H187), gracas a sua capacidade de inibir
fortemente a atividade da topoisomerase I, além da propriedade de intercalacdo de DNA
(Fang & Casida, 1998; Roengsumran et al., 2003; Shiengthong et al, 2015).

Além da atividade bioldgica original intrinseca, estudos como o de Sangthong e
colaboradores (2011) demonstram que modificagdes estruturais podem ser realizadas com
a finalidade do melhoramento da bioatividade. Por exemplo, um rotenoide com substituinte

de amina alifatica (morfolina) apresentou atividade citotoxica contra carcinoma de mama
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(BT474) (Icso 340 nM, inibicdo 93% da acéo da topoisomerase Il), em comparagdo com o
composto original (Icso >100.000 nM, inibicdo 72% da a¢ao da topoisomerase II).

Certos trabalhos envolvendo rotenoides relacionam a estrutura quimica com a
atividade biologica exercida. A atividade de rotenoides contra insetos esta associada ao
sistema de quatro anéis fundidos (aneis A B, C e D). Havendo juncéo cis no anel B/C, como
na rotenona, a acao é geralmente maior. Além disso, rotenoides com jungdo trans dos aneis
B/C ou aneis modificados se mostraram menos inseticidas ou ndo toxicos (Fukami e
Nakajima, 1971; Joseph & Casida, 1992). Bosire et al. (2014) concluiram que,
inesperadamente, o usararotenoide-A, apesar de ter uma juncéo de anel trans-B/C mostrou
alta atividade larvicida comparavel com a da deguelina contra Ae. aegypti de 4° estadio.

Yenesew e colaboradores (2003b) relacionam, com surpresa, a falta de atividade
toxica contra Ae. aegypti dos rotenoides millettona e millettosina, mesmo sendo
extremamente semelhantes a dois rotenoides com forte atividade larvicida conhecida, a
denguelina e a trefosina. A estrutura quimica destes rotenoides € quase idéntica, a Unica
diferenca presente entre os pares millettona/denguelina e millettosina/trefosina é a natureza
dos substituintes no anel A em C-2 e C-3, onde os rotenoides inativos possuem grupos
metilenodioxi em vez de metoxi. Isso indica a importancia dos grupos metoxi (um ou dois)

em C-2 e C-3 para a atividade larvicida observada em deguelina e tefrosina.

A comparacao do rotenoide tefrosina (potente atividade larvicida) com seu derivado
dehidrodenguelina (sem toxicidade relatada), preparado por desidratacdo sob condicdes
acidas, indica a importancia da saturacao na juncéo do anel B/C (presenca de H e OH) para
a atividade larvicida dos rotenoides. Da mesma forma, podemos comparar a estrutura da
rotenona com seu derivado 6a,12a-dehidrorotenona que é inativa contra insetos ou do
rotenoide toxicarol (CLso 3,22 para Ae. aegypti) com 6a,12a-dehidro-a-toxicarol (sem
atividade larvicida nas condi¢des testadas) ou da 6a,12a-dehidrodeguelina (insaturada na
juncdo B/C) inativa contra Ae. aegypti quando comparada com denguelina (Fukami &

Nakajima, 1971; Yenesew et al., 2003; Vasconcelos et al., 2012).

11Dx € um rotenoide com a presenca de caracteristicas estruturais favoraveis a
ocorréncia de atividades bioldgicas: ocorréncia de juncdo CIS entre os anéis B/C; presenca
dos grupos metoxi com a mesma localizacdo dos referidos exemplos supracitados e

saturacao na juncédo do anel B/C, pela presenca de H e OH ligados ao carbono.
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O isolamento deste rotenoide sob a forma de duas moléculas epimeras, que variam
quanto a orientagdo de um radical hidroxila (adOH e BOH), foi relatada para o préprio 11-
Desoxiclitoriacetal por Mathias e colaboradores (1997). Recentemente, Bertoncelli et al.

(2022) isolaram rotenoides isomeros com atividade larvicida contra Ae. aegypti.

Ha e colaboradores (2005a) demonstram que insetos estimulados por produtos
microbianos relacionados aos microrganismos comensais do sistema digestivo geram
espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo necessarias para homeostase intestinal. A
geracao de ROS no epitélio € necessaria para o controle da flora presente no limen,
limitando a proliferacdo microbiana de comensais nao patogénicos. Esta observacao sugere
um papel para a geracao epitelial de ROS que vai além da defesa mediada por fagocitos,
sendo importante na homeostase intestinal e no controle de microbiota exégena (HA et al.,
2005b; Jones et al., 2012)

Como diferentes populagdes de bactérias colonizam o intestino médio de larvas de
Ae. aegypti (Strand, 2018), a presenca de ROS pode ocorrer nesta regido do trato
gastrointestinal como demonstrado pela microscopia de fluorescéncia. Ja no intestino
posterior das larvas tratadas (Figura 19) foram observadas ocorréncias de ROS, ausentes
nas larvas controle. Esses resultados sugerem que o rotenoide 11Dx causa estresse

oxidativo no intestino dessas larvas.

O estresse oxidativo gera diferentes resultados na forma de dano oxidativo
intracelular: baixos niveis de ROS regulam positivamente 0os genes apoptaticos, incluindo
Dronc (Death regulator Nedd2-like caspase), promovendo assim a apoptose; niveis médios
induzem necrose; e altas concentracdes de ROS causam disfuncdo mitocondrial e aumento
da concentracdo de Ca?*, causando diretamente a necrose celular (Samara et al., 2008; Liu
et al., 2011; Wang et al., 2011; Vaseva et al., 2012).

Anoopkumar e colaboradores (2020) atribuem a producdo excessiva de radicais
livres promovida por fotoquimicos a responsabilidade pela morte de larvas de Ae. aegypti,
uma vez que um nivel elevado de espécies reativas de oxigénio pode ativar um conjunto
diversificado de eventos ligados ao funcionamento anormal das células, como interrupcéo
das vias de sinalizacao redox, apoptose dependente de p53 (proteina de resposta celular
para parada do ciclo celular), juntamente com anormalidades em varios processos

fisiol6gicos (Huang et al., 2011; Oliveira et al., 2017).
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A mitocdndria € considerada a principal fonte de ROS e também o principal alvo do
ataque de ROS: estresse oxidativo destroi as mitocondrias e libera mais ROS (Luckhart et
al., 2003). Certos metabdlitos secundarios sédo capazes de gerar danos a crista mitocondrial
ou as enzimas da cadeia transportadora de elétrons. Especificamente a inibicdo do complexo
| € considerada critica, pois € esse um local primordial na producéo de ROS (Quinlan et al.,
2013; Tan et al., 2018).

Zhang e colaboradores (2019) demonstraram que o metabdlito secundario por eles
estudado (a-tertienil) apresentou distribuicdo ao longo do intestino, ceco gastrico e tubulos
de Malpighi das larvas de Ae. aegypti (visualizacdo esta possibilitada pela emissao de
fluorescéncia propria do fitoquimico); induziu ao aumento nos niveis de ROS mitocondriais,
relacionado a inibicdo da enzimatica da cadeia transportadora de elétrons (CTE), causando
dano mitocondrial e liberacdo de fatores apoptoticos no citoplasma; e em concentracdes
mais elevadas gerou inducédo de autofagia, resultando em necrose celular devido a grande
guantidade de Ca?* excretada no citoplasma. O intestino médio pode ser o principal local de
acao do metabdlito, pois se acumula principalmente no trato digestivo e a medida que as
células do intestino morrem, a estrutura e a permeabilidade da membrana peritrofica mudam,

contribuindo para o colapso fisiologico das larvas (Edwards et al., 2000).

Wu e colaboradores (2021) demonstraram a disfuncdo mitocondrial de células do
intestino médio de Ae. aegypti induzida pelo composto fendlico 2-tiofenilfuranocumarina.
Enzimas da CTE, especificamente os complexos | e lll, e do ciclo de Krebs foram inibidas, o
gue inevitavelmente afetou a producdo de energia (os niveis de ATP foram
significativamente menores) e ocasionou a producdo de ROS (visualizados por meio de
ensaio fluorescéncia) no intestino médio posterior, culminando em estresse oxidativo nas
células que levou a inducéo de apoptose. Dronc foi visto como o gene iniciador de apoptose
gue ativou as caspases de efeito downstream, caracteristicas tipicas da cariopicnose

apoptética.

Nossos resultados demonstram, através da fluorescéncia propria do fitoquimico, um
acumulo do 11Dx ao longo do trato digestivo (cego gastrico e intestino médio) e tubulos de
Malpighi das larvas, além da ocorréncia de ROS no intestino médio posterior indicando um
possivel mecanismo de acdo do rotenoide por meio de estresse oxidativo no trato digestivo.
Esse achado se relaciona com as semelhancas do 11Dx com a rotenona, um classico

inibidor de classe A do complexo | da CTE, que aumenta a producgéo de ROS, e como 11a-
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O-B-D-glucopiranosilrotenoide, capaz de inibir a atividade de V-ATPases e gerar ROS no
intestino médio de larvas de Aedes aegypti (Fato et al., 2010; Bertonceli et al., 2022).

A ocorréncia excessiva de ROS nas larvas induzidos pelo tratamento com 11Dx pode

estar relacionada ao desencadeamento da resposta fisiolégica de melanizagéo.

Um componente essencial da resposta imune mediada por células em insetos é a
melanizacdo, uma resposta que se manifesta prontamente nas superficies de patdégenos
invasores ou em locais de injuria tecidual ou feridas cuticulares. S&o conhecidas duas vias
de melanizacdo em Ae. aegypti: i) melanizacdo imune, que é ativada pelo reconhecimento
de moléculas de superficie celular de patdégenos e regulada por cascatas de proteases de
melanizagdo imune (IMP-1 e IMP-2) e Serpin-1, mediando a clivagem da pré enzima
profenoloxidase em fenoloxidase, que hidroxila monofendis em catecois e oxida catecois em
quinonas, as quais se polimerizam em melanina; ii) melanizagéo tecidual, que é mediada
pela protease de melanizacdo tecidual (TMP), IMP-1 e Serpin-2, e é representada por
tumores de melanina, frequentemente associados a danos em tecidos (Nappi et al., 2009;
Zou et al., 2010; Wang et al., 2015).

A via de melanizacéo tecidual resulta na formacéo de pseudotumores melanociticos,
sendo estes o resultado de um encapsulamento melanotico formado pela deposicdo de
graos de melanina na forma de massas pigmentadas na superficie do tecido, juntamente
com aglomerados de hemocitos aderentes ou outros tecidos enddégenos encapsulados por

essas células (Harshbarger e Taylor, 1968; Christensen et al., 2005; Cerenius et al., 2008).

Como sao polimeros redox-ativos, as melaninas estdo envolvidas em processos de
transferéncia de elétrons com uma variedade de espécies oxidantes ou redutoras (O'Brien,
1991). O potencial redox celular regula os processos de transferéncia de elétrons mediados
pela melanina, produzindo intermediarios com diferentes funcdes. A polimerizacdo de
intermediarios melanogénicos ocorre por reacdes de radicais livres resultantes de reacdes
redox envolvendo quinonas e semiquinonas derivadas de indois e seus precursores de
difenol (Riley, 1988). A tendéncia desses intermediarios de se engajar no ciclo redox
promove cascatas de radicais livres e gera intermediarios reativos de oxigénio e de
nitrogénio (ROI e RNI) (Wink et al., 1999; Nappi e Vass, 2001).

A ativacdo de fenoloxidase € estritamente controlada pois a producdo de
semiquinonas reativas e espécies reativas de oxigénio pode ser prejudicial ao inseto. A

melanina é derivada da oxidacdo de monofenois e difenois e a polimerizacdo de suas
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respectivas ortoquinonas, numa cascata de reagdes. Esta polimerizacao ocorre por meio de
reacdes repetidas de transferéncia de elétrons envolvendo intermediarios melanogénicos
redox-ativos. Esses precursores de pigmento, funcionando sozinhos ou em combinagéo com
ROI e RNI, comp8em um sistema citotdxico. Precursores de melanina, bem como niveis
elevados de 0%, H?0? e NO, sdo encontrados durante melanizagdo em insetos (Nappi et al.,
1995; Nappi et al., 2000).

A alteracdo de pH, presenca de ions de metais de transicdo (por exemplo, Fe3* e
Cu?") ou ocorréncia de ROS em niveis elevados sédo fatores que podem afetar as
propriedades redox da melanina. Na presenca de ROS, a dopamina e outras catecolaminas
sédo oxidadas pela xantina oxidase em melaninas derivadas de indol (Foppoli et al., 1997,
Sugumaran, 2002).

Existe relacdo direta da melanizacdo com danos oxidativos, uma vez que a
peroxidacéo lipidica ou outras formas de dano oxidativo causadas por ROI e RNI podem ser
aumentadas por certos intermediarios melanogénicos, incluindo a semiquinona que tem a

mesma reatividade que o anion superoxido (Nappi & Christensen, 2005).

Evidéncias em diversos insetos demonstram que ROI e RNI ndo sdo apenas
moléculas citotdxicas induzidas por desafio imunolégico, mas também importantes
moléculas de sinalizacao celular, devido a sua capacidade de reagir com diversas moléculas
como proteinas, DNA, compostos tidlicos de baixo peso molecular e grupos prostéticos
(Bauer, 2002; Stefano & Ottaviani, 2002). Como exemplo, niveis elevados dessas moléculas
foram identificados em Anopheles e Drosophila imunorreativas (Foley & O'farrell, 2003;
Nappi & Vass, 2001; Dimopoulos, 2003; Kumar et al., 2003).

Perturbacdes que geram espécies reativas de oxigénio, seja na cadeia de transporte
de elétrons, via NADPH oxidase, ou no curso da atividade de certas enzimas (como aldeido
oxidase, xantina oxidase ou citocromo P450), interrompem a homeostase redox celular,
alteram os processos de transporte de elétrons, ativam fatores de transcricdo, iniciam a
peroxidacdo lipidica aberrante e modificam o metabolismo do &acido araquidbénico e a
producédo de eicosanoides. Ha evidéncias do envolvimento de prostaglandinas (derivados
do acido araquidbnico) e outros eicosanoides como moléculas de sinalizacdo celular na
resposta imune inata dos insetos. Além disso, a citotoxicidade e as perturbacfes na
homeostase redox celular sdo aumentadas durante a melanogénese pela ciclagem redox de

guinonas e semiquinonas (O'Brien, 1991; Rad et al., 2004, Carton et al., 2002).
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Estes indicios demonstram a intrinseca relacdo entre ROS e psedotumores
melanoéticos, num esquema de inducgdo, retroalimentagdo e citotoxicidade. Nesta realidade
a inducdo excessiva de ROS por 11Dx nas larvas pode estar relacionada ao
desenvolvimento de psedotumores melandticos nas larvas tratadas com o rotenoide (Figura
19).

A familia de ATPases de translocacdo de prétons H*, as ATPases vacuolares (V-
ATPase), funciona principalmente no bombeamento de protons consumindo ATP. Além de
estar presente na membrana plasmatica de células eucaridticas, a V-ATPase é amplamente
distribuida na membrana de varias organelas, como lisossomos, complexo de Golgi e

granulos secretores (Nelson, 1992; Griber et al., 2001).

A atividade de bombeamento de protons da V-ATPase desempenha papeis
essenciais em varios processos celulares vitais, como regulacéo de pH, homeostase ionica,
trafico de proteinas, autofagia, endocitose, sinalizacdo e liberagcdo de neurotransmissores.
Cada organela mantém um pH interno caracteristico e especifico para o funcionamento de
seus processos como endocitose, exocitose, fluxos através de membrana e transporte de
substancias. A V-ATPase é a principal forca motriz do pH acido do sistema vacuolar em
células eucaridticas, ao bombear protons para o limen de uma organela usando a energia
gerada pela hidrélise do ATP (Wada et al., 2006; Yan et al., 2009; Xu et al., 2012; Vavassori
et al., 2014).

A atividade da V-ATPase é regulada por multiplos mecanismos: forca ibnica;
abundancia de suas subunidades; sua localizacdo na membrana; entre outros. Destaca-se

aqui a modulacao por presenca de ATP (Feng & Forgac, 1992; Toyomura et al., 2003).

As V-ATPases presentes nas membranas de células epiteliais do intestino de insetos
sdo responsaveis por alteracées do pH luminal; elas também acidificam o [imen de varias
organelas intracelulares, como endossomos, lisossomos e vesiculas secretoras, uma vez
gue a alta concentracéo de protons nessas organelas € a chave para as funcdes bioldgicas
especificas como dissociacdo de complexos proteicos, ativacdo de enzimas, trafego
vesicular, defesa contra patdgenos, desintoxicacédo e digestao intracelular (He & Klionsky,
2009; Sahu et al., 2011; Zoncu et al. 2011).

Nos tubulos de Malpighi dos insetos, a ciclagem de prétons da célula para o limen do

intestino através da V-ATPase esta associada a mudangas no pH, a fluxos de céations (Na*,
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K*) e a altas taxas de fluxo osmaético de agua (Wieczorek et al., 1989; Shanbhag & Tripathi,
2005; Onken & Moffett, 2009).

Beyenbach et al. (2000) demonstraram que ao inibir V-ATPase em Ae. aegypti €
completamente impedida a secrecéao transepitelial de NaCl e KCl e, com ela, a secrec¢éo de
fluidos nos tubulos de Malpighi e as voltagens da membrana apical e basolateral diminuem
para zero sugerindo forte ligag&o entre o fluxo de H* e o transporte epitelial nos tubulos de
Malpighi. Weng et al. (2003) confirmam que os mecanismos de secrec¢do transepitelial nos
tubulos de Malpighi de larvas de Ae. aegypti dependem da V-ATPase como o principal
energizador do transporte epitelial.

A concentracao intracelular de ATP e a eletrogénese pela V-ATPase na membrana
plasmatica celular estdo intimamente associadas (Wu & Beyenbach, 2003). Além disso, de
forma especifica, as V-ATPases sao densamente expressas nas células dos tubulos de
Malpighi de Aedes aegypti em uma regido que também é densamente povoada por
mitocondrias. Esta estreita relacéo espacial entre a sintese de ATP pelas mitocondrias e a
utilizacdo de ATP pelas V-ATPases sugere uma relacao funcional entre o metabolismo de
geracdo de ATP, o funcionamento de V-ATPases e o transporte transepitelial. A inibicdo da
sintese de ATP despolariza a voltagem da membrana apical (de 111 mV para 9 mV em 1
min) ocasionando rapida inibicdo do transporte transepitelial no drgao excretor (Pannabecker
et al.,1992, Beyenbach, 2001).

A possivel inibicdo da CTE promovida por 11Dx, ocasionando deplecéo nos niveis de
ATP celular, pode inibir indiretamente a atividade das V-ATPases por falta de ATP,
impedindo assim a acidificacdo correta (Figura 20) dos compartimentos afetados pela acéo
do rotenoide, principalmente da regido do intestino posterior devido ao funcionamento
inadequado do sistema de bombeamento de H*. De forma concomitante, o acimulo de 11Dx
nos tabulos de Malphigi observados nas larvas tratadas (Figura 18D) corrobora com a
hipétese de inibicdo das V-ATPases, uma vez que o mal funcionamento destas bombas

impede 0s mecanismos de secrecdo do 6rgao.

David et al. (2010) consideram que carateristicas fisico-quimicas como a molaridade
e a lipofilicidade das moléculas administradas em larvas de Ae. aegypti sejam fatores chave
gue afetam a magnitude e a especificidade das variacées do transcriptoma associadas as
respostas fisiologicas de ajuste as modificagcdes metabdlicas causadas pelos xenobibticos,

pois sdo essas caracteristicas que definem a distribuicdo das moléculas nos tecidos e
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células. Ao considerar os xenobidticos organicos, a resposta fisiolégica aumenta
proporcionalmente a molaridade e os compostos lipofilicos afetam diferencialmente genes
transcritos que codificam proteinas cuticulares e transportadores (Roche et al., 2002;
Sandermann, 2003).

Relacionando os dados de diminuicdo dos niveis corporais de biomoléculas
energéticas em larvas tratadas com 11Dx com a literatura disponivel, Rai e Carpinella (2006)
mencionam que a administracao de rotenona diminui o contetdo total de proteina de larvas
de Lepidoptera, altera os componentes proteicos no tegumento, inibe a montagem de
canaliculos do corpo do fuso e a formacdo de canaliculos de insetos por conjugacao
reversivel com a proteina do canaliculo. Liang et al. (2015) demonstram que a rotenona e a
amorfigenina (metabdlito que possui semelhanca com a estrutura quimica da rotenona e
também é inibidor do complexo mitocondrial I), na concentragéo de 10,45 pymol/L, diminuiram
0 conteudo de proteina das larvas do quarto instar de Culex pipiens pallens em 1,89 e 1,98
vezes, respectivamente, relacionando a diminui¢ao do teor total de proteinas dos mosquitos

com a capacidade de inibicdo da sintese de proteinas no tegumento.

Sharma et al. (2011) correlacionam a diminuicdo dos niveis proteicos com
deformidades estruturais produzidas nas larvas de Anopheles quando expostas ao extrato
vegetal inseticida estudado. Da mesma forma, Sharma et al. (2009) relataram que as larvas
de Culex apresentam danos na parede quitinosa e outros tecidos, como cascas de ovos e
intestino, sendo estes tecidos proteicos afetados resultado da diminuicdo geral na dosagem

nos niveis de proteina (Sharma et al., 2006).

Devi & Bora (2017) demonstram que o nivel de lipidios, glicose e glicogénio
diminuiram significativamente em larvas de Ae. aegypti de 4° estadio, nas pupas originadas
das larvas sobreviventes e nas larvas e pupas da geracao filial apos o tratamento com extrato
de compostos fendlicos, resultando no prolongamento significativo da duracdo do estagio
larval, reducéo da expectativa de vida adulta dos mosquitos, reducédo da fecundidade e da
fertilidade dos insetos tratados, sendo as reducdes significativas tanto na geracao parental
guanto na geracao filial um (F1). A diminuicdo da glicose e lipidios também foi relatada por
Sharma e colaboradores (2011) em larvas de Anopheles e Culex, ap6s o tratamento com

extratos da planta Artemisia annua.

A diminuicdo do nivel de moléculas energéticas como lipidios e glicose em larvas apos

o tratamento com 11Dx bem como outros fitoquimicos toxicos a Ae. aegypti podem estar na
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base de todo o processo de estresse fisioldgico, culminando no aumento do metabolismo
energético para neutralizar este estresse. A glicose € uma das fontes predominantes de
reserva energética nos insetos, sendo a fonte de energia pds-alimentacéo para os estagios
larval e pupal. Logo, a diminuigcdo no nivel desta reserva € prejudicial a fisiologia e ao
metabolismo normais dos insetos tratados. A deple¢cédo das reservas de carboidrato pode
estar ligada a diminuigdo no nivel lipidico devido & mudanca no metabolismo energético para
o catabolismo lipidico (Sak et al., 2006; Adeniyi et al., 2010; Arrese & Soulages, 2010).

Senthilkumar et al. (2009) relatam que os lipidios totais foram reduzidos em
Anopheles stephensi tratados com extratos de plantas. Lohar & Wright (1993) demonstraram
que Tenebrio molitor (larva-da-farinha) sofreu deplecdo lipidica na hemolinfa, corpos
gordurosos e odcitos quando exposto ao malation (pesticida organofosforado de uso
comercial). O declinio no conteudo lipidico devido a mudancas no metabolismo energético
para o catabolismo lipidico devido ao estresse induzido por fitoquimicos & também relatado
por outros autores (Sak et al., 2006).

Gunathilaka et al. (2022) consideram, em seu estudo de toxicidade de extrato vegetal
sobre larvas de Ae. aegypti, que dentre os fatores analisados que poderiam afetar a taxa de
mortalidade, a diminuicdo nos niveis de colesterol foi o fator principal na mediacédo da morte
larval, onde uma reducédo de 61% no conteudo de colesterol em relacdo ao grupo controle
correspondeu a 86% de morte larval (3° estadio). Em nosso estudo, observou-se uma
reducédo de 30,9% de colesterol correspondente a 50% de mortalidade (larva no 4° estadio

de desenvolvimento).

O colesterol é precursor dos horménios promotores da muda comumente conhecidos
como ecdisteroides, sendo, portanto, necessario para a continuacdo do ciclo de vida do
mosquito, seu crescimento, desenvolvimento e producédo de ovos. O comprometimento dos
niveis adequados de colesterol essencial, consequentemente, impede a manutencdo dos
niveis hormonais necessarios a ecdise, resultando em morte durante 0s estagios
subsequentes de desenvolvimento. O manejo de insetos visando o metabolismo do
colesterol, que € um regulador de crescimento essencial para o desenvolvimento de insetos

vetores, pode ser eficiente (Kumar et al., 2010; Perera & Wijerathna, 2019).

O acumulo apropriado de nutrientes durante o desenvolvimento larval regula a
sintese de horménios e promove a maturacdo reprodutiva influenciando a fertilidade e a

fecundidade dos insetos, relacionando-se, assim, a sobrevivéncia da espécie ao afetar
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diretamente a aptidao para sobrevivéncia e reproducéo (Handel, 1985; Caroci et al., 2004).
A quantidade de nutrientes armazenados durante o estagio larval dos insetos tem um
impacto no seu tempo de desenvolvimento, fecundidade na vida adulta e caracteristicas da
prole (Zirbel et al., 2018). O armazenamento lipidico e a condi¢édo nutricional na fase imatura
de mosquitos adultos estdo diretamente relacionados ao sucesso reprodutivo e a
longevidade, sendo o corpo gorduroso um Orgao critico neste processo, uma vez que é o
local onde diversos processos metabdlicos dependentes da presenca de lipidios ocorrem,

como oogénese, voo, diapausa e metamorfose (Gondim et al., 2018).

Pode-se ainda correlacionar a descoberta de Chotiwan et al. (2018) de que a infeccéo
de Aedes pelo virus da dengue causa perturbac¢des nos perfis lipidicos do intestino médio
do mosquito, variaveis nos diferentes estagios da infeccdo, sendo a abundancia e a
composicéo lipidica celular e tecidual critica para a replicagédo bem-sucedida dos virus da
dengue (DENVS) nos hospedeiros intermediarios. Koh et al. (2020) demonstraram que,
dentre as 1199 moléculas lipidicas detectadas em Aedes aegypti, 47 lipidios (triglicerideos
em sua maioria) foram encontrados em niveis elevados em mosquitos infectados por DENV3
em relacdo aos mosquitos ndo infectados. A proteina do capsideo dos DENVs se associa
as membranas de goticulas lipidicas (organelas de armazenamento circundadas por
monocamada fosfolipidica) nas células de mosquitos, sendo essas organelas participantes
do processo de montagem de particulas virais; um mosquito com reservas lipidicas
insuficientes pode apresentar menor competéncia vetorial (Samsa et al. 2009; Saka &
Valdivia, 2012).

Samsa et al. (2009) relatam que a infeccdo pelo virus da dengue esta relacionada
com a quantidade de goticulas lipidicas nas células, sugerindo ligacdo entre o metabolismo
lipidico e a replicacdo viral, sendo assim o nivel lipidico corporal um possivel fator

relacionado a replicacao dos virus da dengue.

Fontaine et al. (2015) revelaram que a inibicdo da via glicolitica reduz drasticamente
a sintese de RNA de DENVs e a producdo de virions infecciosos, demonstrando a
necessidade de glicélise durante a infeccdo por DENV, uma vez que o DENV induz a via
glicolitica para dar suporte a replicacdo viral eficiente. Heaton & Randall (2010) demonstram
gue, no contexto da infec¢do, o virus da Dengue induz a lipofagia para favorecer sua
replicacdo, ao gerar ATP que presumivelmente sustentaria a replicagédo viral, levando a
diminuicdo do volume de lipidios e dos niveis celulares de triacilglicerois. Logo, a inibicao da

lipdlise afetaria negativamente a replicacédo do virus da dengue.
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A deteccao de fosfoetanolaminas glicadas, produto de um grupo hexose conjugado
ao grupo amina de fosfoetanolamina em condi¢gfes hiperglicémicas (Lertsiri et al., 1998)
durante a infegcdo por DENV é considerada uma bioassinatura metabdlica que sugere uma
hiperglicemia intracelular associada a infeccdo nas células de mosquitos. A formacao de
fosfoetanolaminas glicadas também esté ligada ao acumulo de triglicerideos (Ravandi et al.,
1999). Uma vez que ocorre 0 aumento da captacdo celular de glicose para glicolise
observada apés a infeccdo por DENVs nas células, um mosquito com menores indices de
glicose no organismo, como aqueles tratados com 11Dx, podem apresentar menor

competéncia viral.

Por fim, destaca-se o importante papel do colesterol na replicacdo do DENV3,
conforme evidenciado pela reducéo da replicacdo e montagem do virus em células com
niveis reduzidos de colesterol (Rothwell et al., 2009; Gutierrez et al., 2011; Gutierrez et al.,
2014).

A observacdo da diminuicdo dos indices de glicose, triglicerideos, colesterol e
proteinas indica um distirbio metabdlico em larvas tratadas com 11Dx, possivelmente
induzido por estresse fisioldgico, que pode estar relacionado com a toxicidade promovida

pela presenca de ROS no trato digestivo das larvas.

Andlises de transcriptomas de larvas de Ae. aegypti expostas a xenobioticos
demonstram que estas sofrem estresse metabdlico associado as mudancas em seu
ambiente quimico devido a resposta de sindrome de adaptacdo geral: um aumento da
mobilizac&o de energia dos tecidos de armazenamento e producéo de certas proteinas em
excesso, como proteinas de choque térmico, metalotioneinas, glicoproteinas, chaperoninas
ou enzimas envolvidas na producdo de energia e no catabolismo celular, como NADH
desidrogenase, ATP sintase, tripsina e lipases (Lee et al., 2006; Vache et al., 2006;

Balamurugan et al., 2009).

Como a infeccédo pelo DENV necessita do aumento da glicélise e da presenca de
certos lipidios, como triglicerideos e colesterol, os niveis corporais de glicose e de lipidios
no mosquito devem satisfazer estes requisitos para uma replicacdo viral eficiente. No
presente trabalho as larvas tratadas com concentracGes subletais de 11Dx apresentaram
diminuicdo corporal destas biomoléculas e, conforme citado, a condicdo metabdlica de
mosquitos adultos oriundos de larvas tratadas e a geracdo filial subsequente é

negativamente afetada nos termos nutricionais.
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6 CONCLUSAO

Dentre as seis fracdes extraidas dos cotilédones das sementes de C. fairchildiana
duas (F2 e F6) ndo apresentaram efeitos toxicos sobre larvas de Ae. aegypti, duas
apresentaram baixa atividade (F4 e F5) e duas indicaram um alto potencial de controle para

essa o inseto (F1 e F3).

Dentre os trés grupos proteicos separados com base em suas massas moleculares

obtidos de F1 (P1, P2 e P3), somente um apresentou atividade larvicida (P3).

Dentre os trés grupos separados com base em suas massas moleculares obtidos de

P3 (PA, PB e PC), somente um apresentou atividade larvicida (PC).

PC apresenta moléculas proteicas e metabdlitos secundarios, mas a investigacédo dos

seus componentes nos levou ao isolamento de um rotenoide toxico para Ae. aegypti.

O metabolito foi identificado como 11-Desoxiclitoriacetal, apresentou ClLsg igual a
28,29 ppm contra larvas de quarto estadio, emitiu fluorescéncia intrinseca quando excitado
em 365nm e, quando administrado as larvas, se distribuiu ao longo de todo seu corpo, desde

a cabeca passando pelo trato digestivo até os tubulos de Malpighi.

O tratamento de larvas com o rotenoide ocasionou: geracao de espécies reativas de
oxigénio, reduzidos niveis de acidificacao do trato digestivo; diminuicdo dos niveis corporais

de proteinas, glicose, colesterol e triglicerideos; formacao de pseudotumores melanociticos.
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