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RESUMO

O Liquido da Casca da Castanha de Caju (LCC), tnica fonte vegetal conhecida de mon6meros
fendlicos insaturados, é composto de: acido anacardico (AA), cardanol (CDN), cardol (CD) e
2-metilcardol (2MCD). O LCC apresenta inimeras atividades bioldgicas importantes, dentre
elas: larvicida, no combate ao Aedes aegypti e ansiolitica, no tratamento do transtorno de
ansiedade. O presente trabalho envolve a sintese e caracterizagdo de compostos
organofosforados e piridinicos derivados do LCC, além da microencapsulagdo com pectina
citrica, do CDN e CD, para posterior avaliacdo da atividade larvicida. Neste trabalho foi
avaliado a citotoxicidade dos compostos sintetizados em macréfagos, e o potencial inibitdrio in
vitro contra a acetilcolinesterase (AChE) dos derivados organofosforotioatos. O presente
trabalho envolve também o estudo da toxicidade e do potencial ansiolitico dos compostos,
CDN, CD, AA, cardanol piridinico (CDN-BrP) e cardol fosforotioato di-substituido (CD-dPS)
em Zebrafish adulto (Danio rerio). Considerando o potencial larvicida, os resultados mostraram
que as microcdpsulas de CDN e CD foram obtidas com rendimentos acima de 72% e eficiéncia
de microencapsulacdo acima de 65%. O CD-dPS apresentou CLs5o= 0,8 ppm, quatro vezes mais
eficiente que o larvicida comercial Temefos (CLso = 3,2 ppm). Este derivado foi o que
apresentou didmetro do halo (1,1 cm) mais proximo do controle Eserina (1,5 cm), e, portanto,
o mais eficiente tanto como larvicida, como inibidor da AChE. CD-dPS, nio apresentou
toxicidade em células de macr6fagos em nenhuma das concentragdes testadas, assim como o
CDN-BrP. Com relagdo ao potencial ansiolitico, os resultados mostraram que todos os
compostos causaram efeito sedativo, diminuiram a atividade locomotora do peixe e ndo se
mostraram toxicos até 96h de analise. Além disso, apresentaram comportamento ansiolitico em
todas as doses testadas, com destaque para o CDN, que foi mais eficiente que o DZP, com
porcentagem de permanéncia na zona clara (%PZC) de 91,16%, seguido do CD-dPS com
9%PZC de 86,50%. Em relacdo a estrutura-atividade, o estudo de docking molecular mostrou
que o CDN-BrP di-insaturado necessitou de uma menor concentra¢do para inibir o receptor
GABAA. O complexo CDN-BrP-GABA di-insaturado foi o mais estdvel, com menor valor de
energia de afinidade comparado ao DZP. Esses resultados sugerem que os derivados do LCC
sd0 materiais promissores a serem usados como larvicidas e como ansioliticos, uma vez que

ndo sdo toxicos e sdo oriundos de uma fonte renovavel e de baixo custo.

Palavras-chave: LCC; larvicida; Aedes aegypti; ansiolitico; zebrafish; GABAA.



ABSTRACT

Cashew Nut Shell Liquid (CNSL), the only known plant source of unsaturated phenolic
monomers, is composed of: anacardic acid (AA), cardanol (CDN), cardol (CD) and 2-
methylcardol (2MCD). CNSL has several important biological activities, including: larvicidal,
in the fight against Aedes aegypti and anxiolytic, in the treatment of anxiety disorder. This work
involves the synthesis and characterization of organophosphate and pyridine compounds
derived from LCC, in addition to the microencapsulation with citrus pectin, of CDN and CD,
for subsequent evaluation of larvicidal activity. The work evaluated the cytotoxicity in
macrophages of the synthesized compounds, and also evaluated the in vitro inhibitory potential
against acetylcholinesterase (AChE) of the organophosphorothioate derivatives. This study also
involves the study of the toxicity and anxiolytic potential of the compounds CDN, CD, AA,
cardanol pyridinium (CDN-BrP) and di-substituted phosphorothioate cardol (CD-dPS) in adult
Zebrafish (Danio rerio). Considering the larvicidal potential, the results showed that the CDN
and CD microcapsules were obtained with yields above 72% and microencapsulation efficiency
above 65%. CD-dPS presented LCso = 0.8 ppm, four times more efficient than the commercial
larvicide Temephos (LCso = 3.2 ppm). This derivative presented a halo diameter (1.1 cm)
closest to the Eserine control (1.5 cm), and, therefore, the most efficient both as a larvicide and
as an AChE inhibitor. CD-dPS did not present toxicity in macrophage cells at any of the
concentrations tested, as did CDN-BrP. Regarding the anxiolytic potential, the results showed
that all compounds caused a sedative effect, decreased the locomotor activity of the fish and
were not toxic up to 96h of analysis. Furthermore, they presented anxiolytic behavior at all
doses tested, with emphasis on CDN, which was more efficient than DZP, with a percentage of
permanence in the clear zone (%PZC) of 91.16%, followed by CD-dPS with %PZC of 86.50%.
Regarding the structure-activity, the molecular docking study showed that the di-unsaturated
CDN-BrP required a lower concentration to inhibit the GABAAa receptor. The di-unsaturated
CDN-BrP-GABA complex was the most stable, with a lower affinity energy value compared
to DZP. These results suggest that CNSL derivatives are promising materials for use as
larvicides and anxiolytics, since they are non-toxic and come from a renewable and low-cost

source.

Keywords: CNSL; larvicide; Aedes aegypti; anxiolytic; zebrafish; GABAA.
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1 ESTADO DA ARTE

1.1 BIOMASSA NORDESTINA

1.1.1 Liquido da Casca da Castanha de Caju (LCC)

O cajueiro (Anacardium occidentale 1..) ¢ uma planta tropical nativa do Nordeste
brasileiro, pertencente a familia Anacardiaceae. O caju, além de ser muito conhecido pelo sabor
e valor nutricional de suas améndoas, ¢ uma cultura de grande importancia s6cio-econdmica
para o Brasil. Ele ¢ constituido basicamente de duas partes: o pseudofruto (penduculo), o caju,
e o fruto propriamente dito, a castanha de caju (LOMONACO, MELE e MAZZETTO, 2017,
MAIA et al., 2012; VIDAL, 2017).

A castanha de caju apresenta comprimento e largura varidvel, casca lisa € mesocarpo
alveolado, onde se encontra um liquido escuro, de coloragdo preta, cdustico e inflamével,
chamado de Liquido da Casca da Castanha do Caju (LCC), ou cashew nut shell liquid (CNSL)
na nomenclatura internacional, o qual representa cerca de 25% do peso da castanha. Na camada
interna da castanha esta localizada a améndoa, constituida de dois cotilédones carnosos e
oleosos, que compdem a parte comestivel do fruto (Figura 2) (MAZZETTO et al., 2009).

Costa do Marfim, India e Vietnam foram os trés maiores produtores mundiais de
castanha de caju em 2020. O Brasil situou-se como décimo primeiro maior produtor mundial.
Dentre os estados brasileiros, o Ceara € o primeiro maior produtor. Com base nas informagdes
disponibilizadas até maio de 2022, pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a producdo nacional de castanha de caju foi cerca de 120.750 toneladas, sendo o Ceara
responsdvel por aproximadamente 55,2% desta produtividade. Esses dados correspondem a
cerca de 30.769 toneladas de LCC in natura produzidos no Brasil como residuo agroindustrial
(CONAB, 2022).

O LCC, subproduto de baixissimo valor agregado do agronegécio do caju, é a Unica
fonte vegetal conhecida de mondmeros fendlicos insaturados, formado por fendis substituidos
que possuem em comum uma cadeia lateral alifatica del5 dtomos de carbono, possuindo
diferentes graus de insaturacdo, que podem variar de O a 3.

De acordo com o método de extracdo, o LCC pode ser classificado como natural ou
técnico. Ambos apresentam como principais constituintes: acido anacérdico, cardanol, cardol e

2-metilcardol (Figura 1). O LCC natural ¢ obtido in natura, por prensagem a frio ou extragao
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por solvente, apresentando como componente majoritario o acido anacardico (cerca de 70%).
No Brasil, as industrias de processamento da castanha, empregam um processo térmico-
mecanico, no qual utiliza-se elevadas temperaturas (180 °C). Nessas condi¢des, o acido
anacardico sofre reacdo de descarboxilacdo convertendo-se a cardanol e produzindo o LCC
técnico (Figura 2), o qual apresenta cerca de 90% de cardanol e ¢ considerado um residuo
industrial, uma vez que o beneficiamento das améndoas ¢ realizado apenas para fins

alimenticios (MAZZETTO et al., 2009; LOMONACO et al., 2009; MOTA et al., 2016).

Figura 1 - Principais constituintes do LCC.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 2 - Descarboxilagﬁo do écido anacardico.
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Os constituintes do LCC apresentam intimeras atividades farmacoldgicas importantes,
como antioxidante (LOMONACO et al., 2012), antibacteriana (CASTILLO-JUAREZ et al.,
2007), anticancerigena (HSIEH et al., 2011), ovicida (CARVALHO et al., 2019), larvicida e
pupicida (KANYABOON et al., 2018; CARVALHO et al., 2019), inibidor da
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acetilcolinesterase (ALMEIDA et al., 2019), no tratamento da leishmaniose (BEZERRA et al.,
2022) e ansiolitica (JUNIOR et al., 2018).

Objetivando agregar maior valor a um subproduto nacional e abundante no Cear4, além
de reduzir o impacto ambiental, gerando produtos ecologicamente corretos, derivados da
biomassa nordestina, faz-se necessario a obtencdo de novas espécies moleculares derivadas do
LCC. Além disso, busca-se também o desenvolvimento e a aplica¢do de novos bioprodutos e
bioprocessos de interesse industrial, a custos menores que os atuais derivados do petroleo

oferecidos pelo mercado, a fim de ampliar o leque de suas propriedades.
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2 COMBATE AO AEDES AEGYPT

2.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.1 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs)

Doencas tropicais negligenciadas sdo consideradas doencas endémicas que acometem
mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo, principalmente populagdes pobres e com
dificuldade de acesso a assisténcia basica de saude. As DTNs prevalecem em areas tropicais e
subtropicais, e fazem parte do grupo de doengas comunicéveis, ou seja, podem ser transmitidas
por contato com sangue e fluidos corporais, inalagdo de virus, picadas de insetos, dentre outros.
(ENGELS et al., 2022; L1 et al., 2022; SRIPA et al., 2022;)

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), do inglés World Health Organization,
considera DTNs as seguintes infeccdes: dlcera de Buruli, doenga de Chagas, cisticercose,
dengue e chikungunya, dracunculiase (doenca do verme da Guiné), equinococose, fascioliase,
tripanossomiase africana (doengca do sono), leishmaniose, hanseniase (doenca de Hansen),
lepra, filarfase linfatica, oncocercose (cegueira dos rios), raiva, esquistossomose, parasitoses,
tracoma e bouba (WHODb, 2022).

As DTNs estdo se tornando mais intensas devido as viagens e comércio global,
urbanizagdo ndo planejada e mudancas climéticas (BEZERRA et al., 2022). Dentre as DTN, a
dengue e a chikungunya requerem atencao especial das autoridades governamentais, por
apresentarem carater emergencial de controle do vetor transmissor e indisponibilidade de

tratamento adequado.

2.1.2 Dengue, Zika e Chikungunya

A dengue é uma infeccdo viral transmitida ao homem através da picada do mosquito
infectado. O principal vetor que transmite a doenca € a fémea do Aedes aegypti. A transmissao
se faz através da picada do mosquito durante a captacdo de sangue (hematofagia). O virus
responsavel por causar essa infec¢do € pertencente a familia Flaviviridae e € chamado de virus
da dengue (DENV). Existem quatro sorotipos do DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4), sendo possivel ser infectado quatro vezes (DE et al., 2022; WHOa, 2022).
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Pesquisas relatam que a recuperacio da infeccdo pode fornecer imunidade permanente
contra o virus da dengue. No entanto, a imunidade cruzada com os outros sorotipos apds a
recuperagdo, € apenas parcial e tempordria. Infec¢des subsequentes por outros sorotipos
aumentam o risco de desenvolver dengue grave (WHOa, 2022).

O Aedes aegypti se desenvolve através da metamorfose completa (holometabolismo),
que compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 3); sua fase larvdria estd dividida
em quatro estdgios de desenvolvimento. Geralmente, o mosquito sobrevive em ambientes
urbanos no intra e peridomicilio humano, nos quais o convivio com o homem favorece a sua
proliferagdo através do seu ciclo reprodutivo, bastando para isso, d4gua parada e temperatura

acima de 20 °C (ZARA et al, 2016).

Figura 3 - Fases da metamorfose do Aedes aegypti.
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Fonte: Préprio autor.

Encontrada em climas tropicais e subtropicais em todo o mundo, principalmente em
areas urbanas e semi-urbanas, a incidéncia da dengue tem crescido nas ultimas décadas, levando
grande parte da populagdo mundial ao risco de infec¢dao. As mudancas climdticas e a resisténcia
a inseticidas sintéticos sao apontadas como as principais causas dessa alta incidéncia, e a grande
maioria dos casos sdo assintomadticos ou leve e, portanto, os ndmeros reais sao subnotificados
(HU; TU, 2018).

O numero de casos notificados de dengue aumentou globalmente mais de 8 vezes nas
ultimas duas décadas, de 505.430 casos em 2000, para mais de 2,4 milhdes em 2010 e 5,2

milhdes em 2019. Durante os anos de 2020 e 2021, esses nimeros aparentemente diminuiram.
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O que pode estar relacionado a pandemia de COVID-19, a qual pode ter dificultado a
notificagdo de casos em varios paises. No entanto, em 2022 o niimero de casos notificados
voltou a aumentar (PARK et al., 2022).

O Brasil viveu explosao de casos de dengue em 2022. Com base no ultimo Boletim
Epidemioldgico, publicado pelo Ministério da Satde, em 2022, ocorreram 1.423.614 casos
provaveis de dengue (taxa de incidéncia de 667,4,8 casos/100 mil hab.) no pais. Quando
comparado com 2021, ocorreu um aumento de 160,4% dos casos. A regidao Centro-Oeste
apresentou a maior taxa de incidéncia, com 2.043,7 casos/100 mil hab., seguida das regides Sul
(1.047,5 casos/100 mil hab.), Sudeste (521,5 casos/100 mil hab.), Nordeste (426,8 casos/100
mil hab.) e Norte (265,0 casos/100 mil hab.). Vale ressaltar que, em 2022, foram 19.272 casos
confirmados e 992 ébitos por dengue no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

No Ceard, a situagdo nao foi diferente. Com base no ultimo Boletim Epidemiologico,
publicado pela Secretaria Estadual da Satide do Ceara (SESA), em 2022, foram 38.487 casos
confirmados de dengue, onde 22.534 ocorreram na capital Fortaleza. Em 2021, foram
confirmados 31.185 casos de dengue no estado e 19.280 na capital, indicando que houve
aumento de casos comparando os dois ultimos anos. No que diz respeito ao nimero de 0bitos,
em 2022, foram confirmados 17 no Ceara, sendo 4 em Fortaleza (SESA, 2022).

Aedes aegypti também € o vetor da chikungunya e Zika. Estas representam um grave
problema de saude publica, e colocam em risco bilhdes de pessoas, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais (DE et al., 2022).

A chikungunya € uma doenga viral transmitida aos seres humanos pelo mosquito
infectado. E causada pelo virus chikungunya (CHIKV), que recentemente ressurgiu em muitas
partes do mundo causando surtos em larga escala. A infec¢do causada pelo CHIKV apresenta-
se como uma doenca febril conhecida como febre chikungunya (CHIKF) a qual vem se
propagando de forma acelerada no pais, trazendo medo para a populagdo devido aos maleficios
causados a saide, como aumento da temperatura corporal, inchago articular, manchas
vermelhas pelo corpo e fortes dores, que podem persistir por meses ou até anos
(CAVALCANTI et al., 2022).

De acordo com o ultimo Boletim Epidemioldgico, divulgado pelo Ministério da Saude,
em 2022, ocorreram 173.258 casos provaveis de chikungunya (taxa de incidéncia de 81,2
casos/100 mil hab.) no Brasil. Em compara¢do com o ano de 2021, houve um aumento de 78,2%
dos casos registrados. A regido Nordeste apresentou a maior incidéncia (267,6 casos/100 mil
hab.), seguida das regides Centro-Oeste (36,4 casos/100 mil hab.) e Norte (26,6 casos/100 mil
hab.) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
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Vale ressaltar que, dentre os municipios que apresentaram os maiores registros de casos
provaveis de chikungunya em 2022, Fortaleza/CE ocupa a primeira posi¢do, com 20.512 casos
(758,8 casos/100 mil hab.). Para o0 mesmo periodo, foram confirmados 93 6bitos no pais, onde
41,9 %, ocorreram no Ceara (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

De acordo com o ultimo Boletim Epidemiologico, publicado pela SESA, em 2022,
foram 48.073 casos confirmados de chikungunya no Ceara, onde 24.606 ocorreram na capital.
Em 2021, foram 827 casos confirmados no estado e 381 na capital. No que diz respeito ao
numero de obitos, em 2022, foram confirmados 40 no Ceara e 20 em Fortaleza (SESA, 2022).

O virus Zika € transmitido ao homem através da picada do Aedes aegypti. Os sintomas
sdo geralmente leves e incluem febre, erupcdo cutanea, conjuntivite, dores musculares e
articulares, mal-estar ou dor de cabeca, e duram de 2 a 7 dias. A maioria das pessoas infectadas
pelo virus ndo desenvolvem sintomas. Durante a gravidez, a infeccdo pelo virus pode causar
parto prematuro ou aborto espontineo, microcefalia e outras malformagdes congénitas
(JOHARGY, 2022).

Com relagdo aos dados de Zika, segundo o Ultimo Boletim Epidemioldgico, divulgado
pelo Ministério da Satde, em 2022, foram notificados 9.204 casos provaveis (taxa de incidéncia
de 4,3 caso/100 mil hab.) no Brasil. Quando comparado com 2021, observou-se um aumento
de 42 % no nimero de casos. Foi notificado um 6bito por Zika no pais em 2022 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2022).

Segundo o ultimo Boletim Epidemiolédgico, publicado pela SESA, em 2022, foram
confirmados 27 casos de Zika no Ceard e 9 em Fortaleza. Comparando esses dados com 2021,
observou-se uma reducdo no nimero de casos confirmados (175 no estado e 87 na capital)
(SESA, 2022).

Para uma melhor visualiza¢ao dos dados descritos acima, a Figura 4 apresenta o nimero
de casos confirmados de dengue, chikungunya e Zika, no Ceard e em Fortaleza, de janeiro a

julho de 2022.



24

Figura 4 - Casos confirmados de dengue, chikungunya e Zika, no Ceard e em Fortaleza, de
janeiro a julho de 2022.
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Fonte: (SESA, 2022), com adaptacdes.

O Brasil vem sofrendo as consequéncias da infestacdo pelo Aedes aegypti. Na regido
Nordeste o quadro € bastante preocupante, de acordo com os dados da Sintese de Indicadores
Sociais (SIS - IBGE), grande parte da populacdo residente nessa regido vive em situagcdo de
pobreza. No Ceara a situacdo ndo € diferente, pelo menos 50% da populacdo do estado é
extremamente pobre, facilitando ainda mais o avanco das DTNs (SIS, 2021).

Uma vez que ndo ha tratamentos especificos que sejam eficazes para essas doengas, a
deteccao precoce e o acesso a cuidados médicos adequados podem reduzir as taxas de infeccao
e consequentemente a taxa de mortalidade. No entanto, a principal estratégia de controle se
concentra na prevencdo da proliferacao do vetor (DANIEL et al., 2017; HUSTEDT et al.,
2020).

Algumas acdes vém sendo executadas, como o emprego de inseticidas que em sua
maioria atacam os mosquitos na fase adulta ou seus estdgios larvais. Vale ressaltar que, a
reducdo da sua populagdo € mais facil em estagios imaturos (larva ou pulpa). Inseticidas da
classe dos organofosforados, inibem a acdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), causando
paralisia e morte das larvas (ROCHA et al., 2015; CHANSANG et al., 2018).

Ha ainda os denominados Reguladores de Crescimento de Insetos, do inglés Insect
Growth Regulators (IGR), que fazem parte de uma nova geragdo de inseticidas, como por
exemplo os derivados piridinicos (como o piriproxifen), que sdo analogos do hormonio juvenil.
Estes atuam inibindo o desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto (asas, maturacao
dos orgdos reprodutivos e genitdlia externa), mantendo-o com aspecto "imaturo" (ninfa ou
larva) (ALOMAR et al., 2020; HUSTEDT et al., 2020).

Durante o estagio larval o hormodnio juvenil também esta presente, sendo sua producao

interrompida ao final do quarto estdgio, quando a atuacdo do piriproxifen ¢ mais notada.
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Portanto, alguns estudos verificaram o efeito de prolonga¢do do tempo em que o vetor se
mantém como larva, o que pode chegar a 20 dias. Esse produto tem pouca influéncia sobre a
mortalidade das larvas, agindo mais precisamente em pupas e na inibi¢do do crescimento para
a fase adulta (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Porém, devido ao potencial toxico desses larvicidas sintéticos para os seres humanos e
para o meio ambiente, faz-se necessario a criagdo de novas estratégias no combate a0 mosquito.
Nesse sentido, busca-se atualmente o desenvolvimento de larvicidas naturais com maior
eficiéncia e menor toxicidade, para atuarem de forma expressiva no combate ao Aedes aegypti
(ROCHA et al., 2015; DANIEL et al., 2017; KRZYZANIAK et al., 2017; KANIS et al., 2018).

Entre os compostos bioativos naturais, alguns Oleos essenciais apresentam atividade
larvicida, como Rollinia leptopetala (Annonaceae) e Tagetes patula, por exemplo (FEITOSA
et al.,2009; SANTOS et al., 2011; KRZYZANIAK et al., 2017). As plantas tropicais também
sdo uma fonte de compostos organicos bioativos com propriedades larvicidas. Estudos apontam
o LCC, rico em compostos fendlicos, como um larvicida barato e eficiente (LOMONACO et
al., 2009; PAIVA et al., 2017).

Na busca pela melhoria da atividade larvicida e inspirando-se nas estruturas moleculares
de larvicidas comerciais, este trabalho busca a obtencao de novos derivados dos constituintes
do LCC, com o objetivo de avaliar a eficiéncia desses derivados como larvicidas. O presente
estudo se restringira na obtencao de compostos pertencentes a classe dos organofosforados e
piridinicos.

Vale ressaltar ainda que, algumas das mais recentes alternativas de combate ao Aedes
aegypti € o uso de larvicidas microencapsulados, preferencialmente com liberagao controlada,
no sentido de prolongar sua agao, evitando situagdes, por exemplo, onde reservatorios de dgua

e/ou acumulos de dgua parada venham a se tornar criadouros do mosquito.

2.1.3 Microencapsulaciao

Meétodo considerado recente, datando do inicio dos anos 70, a microencapsula¢do ¢ um
processo no qual substancias hidrofilicas ou hidrofobicas podem ser revestidas com uma matriz
contendo um material de suporte constituido de um polimero hidrofilico (Figura 5). Geralmente
esse material € um polissacarideo ou um polimero sintético, considerados excipientes de baixa
toxicidade, biodegradaveis e biocompativeis (ZHANG et al., 2015; OFORI-KWAKYE et al.,
2016).
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Figura 5 - Estrutura de uma microcédpsula.

Microcapsula

Bioativo
(nucleo)

Matriz Polimérica
(encapsulante)

Fonte: Préprio autor.

Esse processo atua na preservagdao do bioativo (nucleo), aumentando o seu tempo de
degradagdo e protegendo contra agentes ambientais externos, tais como o ar, a umidade e a luz
ultravioleta (UV). Além disso, facilita o manuseio seguro de materiais toxicos e
dermoabrasivos, e permite a liberacdo controlada, o que € util para aplicacdes larvicidas (LEE
etal., 2016; MAES et al., 2019).

A microencapsulagdo pode ser amplamente usada em diversas industrias, como
farmacéutica, para sistemas de administracio de medicamentos, bioengenharia, para
microencapsulagdo de células, alimenticia, para manuten¢do do sabor, além da cosmética (NOH
et al., 2018; KOUAME et al., 2021),

Dentre as técnicas empregadas para encapsular o bioativo, pode-se destacar a
extrusdo/gelificagdo idnica externa, atomizagdo (spray dray), liofilizacdo, dentre outras. A
solubilidade em dgua deve ser o principal fator a ser estudado na escolha da matriz polimérica
(encapsulante). A baixa solubilidade garante um maior tempo de acao, ja que o intuito € que o
bioativo seja liberado lentamente (MOLINA et al., 2022; SOMACAL et al., 2022).

Na gelificagdo i0nica, a microparticula se forma pela capacidade de polieletrolitos
formarem ligagdes cruzadas na presenca de contra ions, formando uma rede tridimensional,
uma vez que € usado uma solucao polimérica, carregada negativamente, que ira formar ligagdes
cruzadas (crosslink) com cations de baixa massa molecular (ions divalentes de calcio). As
microparticulas sdo formadas a partir dessas ligagdes cruzadas, formando hidrogéis, que sao
insoluveis, permitindo assim uma liberagdo mais lenta do bioativo (BENAVIDES et al., 2016;
NOH et al., 2018).

A biocompatibilidade entre encapsulante e bioativo ¢ uma das propriedades mais
importantes a ser considerada na escolha dos materiais. Os polissacarideos sdo utilizados ha

bastante tempo, pois apresentam excelente biocompatibilidade e sdo mais baratos que outros
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biopolimeros. Em particular, a pectina citrica, um polimero natural de polissacarideo, tem sido

investigada quanto a sua utilizacdo como encapsulante em sistemas de liberacdo de drogas

(ZHOU et al., 2016; NOH et al., 2018; MELO et al., 2021).

2.1.4 Pectina Citrica

A pectina citrica, polissacarideo anidnico de massa molar entre 50.000 - 180.000 g.mol

! pode ser encontrada na parede celular de plantas, principalmente na lamela média, juntamente
com a celulose e a hemicelulose (HOSSEINI et al., 2016). As cadeias de pectina sao formadas
de 4cido D-galacturdnico em ligagdes a (1—4) que podem ou nao ser interrompidas por L-
raminoses na posicao a (1—2) (Figura 6). Apresentam interagdes com monossacarideos
neutros; raminose, galactose, arabinose e xilose (LIANG et al., 2015; RIBEIRO et al., 2021).
A interagdo desses agucares com o acido D-galacturénico leva a perda da linearidade do
polimero devido ao surgimento de pequenas ramificacdes nesses pontos da cadeia principal
(GRASSINO et al., 2016).

Figura 6 - Estrutura quimica de um segmento de pectina citrica.
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Fonte: Préprio autor.

Ao entrar em contato com a dgua, a pectina tem a capacidade de formar gel, e esse
processo depende de alguns fatores, como, pH, temperatura, presenca de ions, concentragao de
acgucares e grau de metoxilacdo (GM). Este dltimo, ¢ a razdo entre os grupos carboxilas e
carboxilatos presentes na estrutura da pectina. De acordo com o grau de metoxilacdo, a pectina
pode ser classificada como sendo de alta metoxilacdo (GM>50%) ou de baixa metoxilacdo

(GM<50%) (KIM et al., 2016; HOSSEINI et al., 2016).
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As pectinas que apresentam GM > 50% necessitam de grande quantidade de agucar para
gelificarem, sendo utilizadas na producgdo de geleias e compotas. J4 as pectinas com GM < 50
%, precisam de fons cdlcio para gelificarem, sendo utilizadas em produtos de baixas calorias
(CHAN et al., 2017).

Devido a sua propriedade de gelificacdo, a pectina citrica pode formar microcapsulas
biocompativeis por meio de interacoes eletrostaticas entre os anions carboxilatos da pectina e
cations de calcio (Figura 7) (NOH et al., 2018; LIU et al., 2022). Estudos também mostraram
que a pectina pode aumentar a estabilidade de alguns agentes bioativos devido ao seu efeito

antioxidante (RO et al., 2015).

Figura 7 - Interagdes entre anions carboxilatos e cations de célcio.

(+]

Fonte: (NOH et al., 2018).

Outras caracteristicas relevantes da pectina citrica é a biodegradabilidade e a baixa
toxicidade, tornando-a uma alternativa promissora para o uso em sistemas de liberacdo de
drogas. Além disso, pode ser usada para encapsular polifendis, 6leos essenciais e probidticos,
e nas aplicacdes de biofilme (LIU et al., 2022). Pesquisas na literatura mostraram que a pectina
também pode ser util como um potencial antioxidante natural nas industrias farmacéutica e
cosmética (LIU et al., 2022).

Tendo em vista a baixa solubilidade em 4gua dos constituintes do LCC, a interagao
destes com fatores ambientais externos, e, buscando atender a necessidade da liberagao
controlada, este trabalho envolveu, também, a preparacdo de microparticulas de CD e CDN,
encapsulados com pectina citrica, por meio da gelificacdo idnica, para posterior avaliacdo da

atividade larvicida.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Geral

Sintetizar e caracterizar os derivados organofosforados e piridinicos do LCC, além de
produzir microcapsulas de CDN e CD usando pectina citrica como encapsulante para combate

ao Aedes aegypti.

2.2.2 Especificos

e [solar e caracterizar os componentes majoritarios do LCC técnico (CD e CDN);

e Sintetizar e caracterizar os derivados organofosforados do cardol (CD-mP, CD-mPS, CD-
dP, CD-dPS) e um derivado piridinico do cardanol (CDN-BrP);

e Produzir microcdpsulas de CDN e CD e avaliar a atividade larvicida dos compostos
sintetizados e das miscrocdpsulas;

e Auvaliar a citotoxicidade em macréfagos do CD, CD-dPS e CDN-BrP;

e Verificar o potencial inibitdrio in vitro contra a acetilcolinesterase (AChE) dos derivados

tiofosforados do cardol (CD-mPS e CD-dPS).
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Materiais

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento deste trabalho foram provenientes da
Aldrich Chemical Company e Vetec Quimica, ambas de Campo Grande - Brasil, e foram
utilizados sem nenhuma purificagdo prévia. O LCC, técnico e natural, foram fornecidos pela
empresa Améndoas do Brasil LTDA (Fortaleza, Brasil).

Durante o procedimento de purificagdo dos compostos sintetizados em coluna
cromatografica, foi utilizado silica gel da marca ACROS Organics com tamanho de 60 A. As
larvas do Aedes aegypti (linhagem Rockefeller) foram fornecidas pelo Nucleo de Controle de

Vetores e Endemias (NUVET) da Secretaria de Satide do Ceara.

2.3.2 Técnicas de caracterizacao

2.3.2.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

(FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin Elmer®,
modelo FT-IR/NIR FRONTIER, pertencente ao Laboratoério de Produtos e Tecnologias em
Processos (LPT), utilizando Refletancia Total Atenuada (ATR) com resoluco de 4 cm™ usando
a meédia aritmética de quatro varreduras, na faixa de niimero de ondas de 4000-550 cm’. As

microparticulas foram preparadas sob a forma de pastilhas de KBr.

2.3.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, *C e 3'P foram obtidos em espectrometro BRUKER®,
modelo Avance DPX 300, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), operando nas frequéncias do 300 MHz ('H
e °C) e 121 MHz (*'P). Para dissolu¢do das amostras utilizou-se cloroférmio deuterado

(CDCl3) a temperatura ambiente utilizando o proprio solvente como padrao interno.
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2.3.2.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Analises por CCD foram utilizadas para o monitoramento das sinteses e das fracdes
cromatograficas. Foram utilizadas cromatoplacas com gel de silica aderida a folha de aluminio
(Thin Layer Chromatography) TCL ALUMINUM SHEETS SILICA GEL-60 F254 MERCK®

20x20cm, pertencente ao LPT. As cromatoplacas foram reveladas em solu¢do de vanilina.

2.3.2.4 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM)

As analises de CG/EM foram obtidas através de um cromatograto CG- MS-QP 2010 da
SHIMADZU®, pertencente ao LPT, com impacto eletronico de 70 eV e equipado com uma
coluna DB-5 (5% fenil-metilpolisiloxano) de 20 m de comprimento, 0,18 mm de diametro
interno e 0,4 pum de espessura do filme. O volume injetado de cada amostra foi de 1uL, o gas

hélio foi utilizado como gas de arraste.

2.3.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias dos sistemas microencapsulados foram obtidas na Central Analitica —
UFC, através de um Microscopio Eletronico de varredura com energia dispersiva de raios-X,
MEYV e ETD Inspect - FS0 operando em 10-20 kV de voltagem. As amostras foram fixadas
diretamente em “stubs” de aluminio de 12 mm de didmetro e, em seguida, submetidas a
metalizacao (pulverizacdo) com uma fina camada de ouro 20 nm em um Sputter Coater Q150T

ES. Apds a metalizagdo, as amostras foram observadas com ampliagdes de 5000 a 11000 vezes.

2.3.2.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento METTLER-
TOLEDO, modelo TGA/SDTA 851°¢, pertencente ao Laboratdrio de Produtos e Tecnologias em
Processos (LPT), sob atmosfera de N> (fluxo de 50 mL/min), com taxa de aquecimento de 10
°C/min em uma faixa de temperatura de 30 a 900 °C. Utilizou-se cadinho de alumina com

aproximadamente 10 mg de amostra.
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2.3.3 Procedimento experimental

2.3.3.1 Separacdo do cardanol e cardol a partir do LCC técnico

Transferiu-se 45 g de LCC técnico para uma coluna cromatografica (60 cm de altura x
6 cm de diametro) contendo silica gel como fase estacionaria. Para a fase movel utilizou-se
misturas de solventes hexano:acetato de etila em quantidades crescentes de polaridade nas
proporg¢des 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 e, 5:5. As fragdes eluidas foram analisadas por CCD com placas
reveladas em solucdo de vanilina. Cardanol foi o primeiro a ser obtido, seguido de 2-metilcardol
e por ultimo o cardol. As fragdes foram concentradas em evaporador rotatorio, obtendo-se 20 g
de CDN e 4,75 g de CD. Depois do processo de separagao, os compostos foram submetidos a

caracterizagao por RMN 'H e 13C, FTIR e CG/EM.

CDN: RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 7,19 ppm (1H, t); 6,80 ppm (1H, d); 6,72 ppm
(2H, d); 5,88 ppm (2H, m); 5,47 ppm (4H, m); 5,14 ppm (1Ha, dd, cis); 5,07 ppm (1Hb, dd,
trans); 2,86 ppm (4H, m); 2,61 ppm (2H, t); 2,10 ppm (2H, t); 1,65 ppm (2H, m); 1,38 ppm
(8H, m); 0,98 ppm (3H, t). CG/EM m/z [M*]: 302. FTIR: 6 3336 cm™ v(Ar-OH).

CD: RMN 'H (300 MHz, CDCl5) §: 6,26 ppm (2H, s); 6,19 ppm (1H, s); 5,83 ppm (2H,
m); 5,44 ppm (2H, m); 5,08 ppm (1H, dd, cis), 5,01 ppm (1H, dd, trans); 2,81 ppm (2H, t); 2,44
ppm (2H, m); 2,05 ppm (2H, t); 1,53 ppm (2H, m); 1,34 ppm (8H, m); 0,93 ppm (3H, t). CG/EM
m/z [M*]: 314. FTIR: 6 3336 cm™ v(Ar-OH).

2.3.3.2 Sintese dos derivados organofosforados do cardol

Os derivados monossubstituidos e dissubstituidos foram sintetizados de acordo com os
procedimentos descritos por LOMONACO et al. (2011; 2012; 2013), com modificacdes. O

esquema reacional esta apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema geral da sintese dos derivados organofosforados.
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Fonte: Préprio autor.

Para a sintese dos derivados monossubstituidos, adcionou-se 1 mmol de
dietilclorofosfato ou dietilclorotiofosfato, a temperatura ambiente, a uma solugdo de cardol (314
mg; 1 mmol) e carbonato de potassio (138 mg; 1 mmol) em acetona (15 mL). A mistura foi
agitada magneticamente sob temperatura de refluxo e monitorada por CCD. Apos quatro horas
de reacdo, a solucgdo resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 40 mL) e agua destilada.
A remocao do solvente deixou um residuo oleoso, que foi entdo purificado através de
cromatografia em coluna de silica gel usando como eluente propor¢des de hexano/acetato de
etila, para obter os produtos CD-mP (160,14 mg, 51%) ou CD-mPS (194,68 mg, 62%), ambos
6leos amarelados. Os produtos foram caracterizados por RMN ('H e *'P) e CG/EM. Esta tltima
andlise mostrou o homologo trieno como o pico do ion molecular para ambos os compostos, no

entanto, ainda existe a presenga dos outros homologos.

CD-mP: RMN 'H (300 MHz, CDCl5) 8: 0,92 (t, 3H, J 7,5 Hz, CH3), 1,32 (m, 21H,

CH,, ~P-O—-CH2~CHj3), 1,56 (m, 2H, CH>), 2,06 (m, 2H, CH>), 2,50 (t, 2H, J 7,5 Hz,
CH>), 2,82 (m, 4H, CH»), 4,21 (m, 4H, P-O—CH>—CHz), 5,38 (m, 6H, CH), 6,46 (s, 1H, CH),
6,51 (s, 1H, CH), 6,79 (s, 1H, CH); 3'P RMN (121 MHz, CDCl3) — 6,2 ppm; CG/EM m/z [M*]:
450.

CD-mPS: RMN 'H (300 MHz, CDCls3) &: 0,92 (t, 3H, J 7,5 Hz, CH3), 1,37 (m, 20H,
CH,, —-P-O—-CH,—CH3), 1,58 (m, 2H, CH,), 2,05 (m, 2H, CH>), 2,53 (t, 2H, J 7,5 Hz, CH>),
2,82 (m, 4H, CH»), 4,24 (m, 4H, P-O—CH,—CH3), 5,02-5,84 (m, 6H, CH), 6,51 (s, 1H, CH),
6,55 (s, 1H, CH); 6,59 (s, 1H, CH); 'P RMN (121 MHz, CDCI3) 64,6 ppm; CG/EM m/z [M*]:
466.
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O procedimento para a sintese dos derivados dissubstituidos foi 0 mesmo empregado na
descri¢do acima, modificando-se apenas a razdo estequiométrica e o tempo de reacdo. Dois
mmol de dietilclorofosfato ou dietilclorotiofosfato foram adicionados, a temperatura ambiente,
a uma solucao de cardol (314 mg; 1 mmol) e carbonato de potassio (276 mg; 1 mmol) em
acetona (15 mL). A mistura foi agitada magneticamente sob temperatura de refluxo durante 6
h. Apos este periodo, a solugdo resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 40 mL) e agua
destilada. A remog¢do do solvente deixou um residuo oleoso, que foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel usando como eluente propor¢des de metanol/acetato de
etila, para obter os produtos CD-dP (263,76 mg, 84%) ou CD-dPS (282,60 mg, 90%), ambos
6leos amarelados. Os produtos foram caracterizados por RMN ('H e *'P) e CG/EM. Devido a
polaridade mais alta do CD-dPS, os homologos de trieno e dieno sao retidos na coluna e o

monoeno aparece como pico do ion molecular (m/z 622 M™).

CD-dP: RMN 'H (300 MHz, CDCl5) &: 0,88 (t, 3H, J 7,2 Hz, CH3), 1,31 (m, 26H, CH,,
—P—-O—CH,—CH5), 1,57 (m, 2H, CH>), 2,03 (m, 2H, CH>), 2,55 (t, 2H, J 7,5 Hz, CH>), 2,78 (m,
4H, CH>), 4,19 (m, 8H, P-O—CH,—CH3), 4,94-5,41 (m, 6H, CH), 6,87 (s, 2H, CH), 6,90 (s, 1H,
CH); *'P RMN (121 MHz, CDCl;) -7,44 ppm; CG/EM m/z [M.]: 586.

CD-dPS: RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 0,90 (t, 3H, J 6,0 Hz, CH3), 1,36 (m, 34H,
—P-O—-CH,—CHs), 1,56 (m, 2H, CH>), 2,04 (m, 2H, CH), 2,80 (m, 4H, CH>), 4,22 (m, 8H,
P—-O—CH>—CHj3), 4,95-5,43 (m, 6H, CH), 6,84 (s, 2H, CH), 6,91 (s, 1H, CH); 3'P RMN (121
MHz, CDCl3) 62,1 ppm; CG/EM m/z [M*]: 622.

2.3.3.3 Sintese do derivado piridinico do cardanol

Para a sintese do derivado piridinico (CDN-BrP), fez-se necessario a obtencao de um
composto precursor: o cardanol bromado (CDN-Br). Essa etapa experimental foi realizada de
acordo com metodologia descrita por CLEMENTE et al. (2013), com modificacdes.

O composto 1-(2-bromoetoxi)-3-pentadecilbenzeno, chamado nesse trabalho de
cardanol bromado, foi obtido pela reacao entre 15,0 mL (174,00 mmol) de 1,2-dibromoetano,
este sendo o proprio solvente da reacdo, com 4,0 g (13,16 mmol) de cardanol, seguido da adi¢ao
de 2,2 g (39,50 mmol) de hidréxido de potédssio (KOH); o sistema foi mantido sob agitagdo a
70 °C por 2 horas. O referido esquema reacional ¢ mostrado na Figura 9. A reagdo foi

monitorada por CCD e no final do periodo reacional o produto foi vertido para um funil de



35

separagdo e tratado com dagua destilada e acetato de etila, na propor¢do 6 x a20 mlL,
respectivamente. A fase organica foi separada, secada com Na>SO4 e concentrada sob pressao
reduzida, em rotaevaporador, para promover a total remocao do solvente. O produto desejado
foi obtido como um 0leo transparente com rendimento de 86% (3,44 g), cuja massa molecular
do homdlogo monoeno € 410 g/mol (C23H37BrO), e em seguida caracterizado pelas técnicas de

CG/EM e RMN de 'H.

CDN-Br: RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 3: 0,88 (t, 3H, J = 6,9 Hz, CH3); 1,31 (8H, m);
1,60 (2H, m); 2,02 (2H, t); 2,57 (2H, t); 2,80 (4H, m); 3,62 (t, 2H, J = 6,3 Hz, Br-CH>); 4,27
(t, 2H, J = 6,3 Hz, O—CH3); 5,07 (1Hb, dd, trans); 5,14 (1Ha, dd, cis); 5,47 (4H, m); 5,88 (2H,
m); 6,72 (2H, d); 6,82 (1H, d); 7,19 (1H, t). CG/EM m/z [M*]: 410.

Figura 9 - Esquema da sintese do cardanol bromado.
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Fonte: Préprio autor.

O cardanol piridinico (CDN-BrP) foi obtido pela reacao entre 4g (9,77 mmol) de CDN-
Br com 0,92g (9,77 mmol) de 2-hidroxipiridina, seguido da adi¢ao de 0,82 g (14,6 mmol) de
hidroxido de potassio (KOH) e 20 mL de dimetilformamida (DMF), usado como solvente. O
sistema foi mantido sob agita¢do a 105 °C por 3 horas. O referido esquema da sintese ¢ mostrado
na Figura 10. A reacdo foi monitorada por CCD e no final do periodo reacional o produto foi
vertido para um funil de separagdo, onde foi tratado com agua destilada e acetato de etila, na
proporcao 3 x 20 mL, respectivamente. Ap0ds tratamento, o produto presente na fase organica
foi purificado por cromatografia em coluna usando silica gel como fase estaciondria e uma
mistura de hexano/acetato de etila como fase movel. As fragdes com o produto desejado foram
reunidas e submetidas a evaporagdo sob pressao reduzida. O produto foi obtido como um 6leo
amarelo com rendimento de 70% (2,8 g), cuja massa molecular do homélogo monoeno ¢ 423

g/mol (C2sH41NO»), e em seguida caracterizado por CG/EM, RMN de 'H, FTIR e TGA.
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CDN-BrP: RMN 'H (300 MHz, CDCI3) &: 0,88 (t, 3H, J = 6,9 Hz, CH3); 1,30 (8H, m);
1,57 (2H, m); 2,03 (2H, t); 2,54 (2H, t); 2,80 (4H, m); 4,31 (4H, dd, O-CH»- CH»-0O); 5,07 (1Hb,
dd, trans); 5,36 (1Ha, dd, cis); 5,81(4H, m); 6,72 (2H, d); 6,82 (1H, d); 7,19 (1H, t). CG/EM
m/z [M*]: 423.

Figura 10 - Esquema da sintese do cardanol piridinico.
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Fonte: Préprio autor.

2.3.3.4 Obtenc¢ao das microcapsulas de cardol e cardanol

As microcdpsulas foram obtidas por meio da técnica extrusao/gelificacao ionica externa,
usando a pectina citrica como matriz polimérica. As propor¢des (v/v) utilizadas de
encapsulante/nicleo foram de 4:1 (20% de nucleo: CDN-20 e CD-20) e 9:1 (10% de nucleo:
CDN-10 e CD-10), respectivamente. Essas propor¢des consideram o volume da solucdo de
pectina e o volume de ntcleo.

Inicialmente, preparou-se a solugdo de pectina citrica 4% (m/v) adicionando 1,2 g de
pectina em 30 mL de 4gua. A mistura permaneceu em agitacdao até completa dissolugdo. Em
seguida, adicionou-se 0,6 mL de Tween 80 na propor¢ao 2% (v/v). Por fim, adicionou-se o
nucleo (cardol/cardanol), permanecendo em agitagdo branda por 5 min. A emulsdo formada foi
pesada em um béquer previamente tarado. Com uma seringa de 10 ml retirou-se quantidades
da emulsdo e a mesma foi gotejada em uma solugdo reticulante de cloreto de calcio 3% (m/v),
previamente preparada, que também permaneceu sob agitagdo. A altura entre a ponta da seringa
e o comeco da solugdo reticulante foi fixada em 30 cm. O procedimento estd esquematizado na

Figura 11.
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Figura 11 - Obtenc¢do das microcapsulas por meio da gelifica¢do idnica.
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Fonte: Préprio autor.

As microcdpsulas formadas ficaram em contato com a solugao reticulante por 30 min,
para completa reticulag@o. Logo ap0s, foram peneiradas e lavadas com agua destilada (100 mL)
para remover o excesso de solu¢do reticulante. Em seguida, foram pesadas e secas a temperatura
ambiente por aproximadamente 3 dias. Apds esse periodo foram pesadas novamente e
acondicionadas para caracterizacgoes e testes futuros (Figura 12). A microcdpsula de pectina
citrica vazia (sem nucleo) também foi preparada e nomeada de pectinato de célcio, uma vez que
se trata de pectina citrica + CaCl,. Vale ressaltar que, todas as concentragdes e quantidades

utilizadas foram determinadas com base em testes prévios.
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Fonte: Préprio autor.

Os sistemas microencapsulados foram avaliados quanto ao rendimento e eficiéncia da
microencapsulagdo. O rendimento foi calculado com base nas massas de pectina citrica, Tween
80 e nucleo utilizadas no preparo das solugdes, e, na massa final apds preparo das
microcdpsulas, por meio da seguinte equagdo: RM = (Mfinal/ Minicial) x 100. Onde: RM =
rendimento da microencapsulacdo, Msna = massa das microcdpsulas logo apds a
extrusdo/gelificagdo idnica, Minicia = massa da emulsdao formada apds preparo das solugdes.

Para o calculo da eficiéncia, inicialmente fez-se o calculo de quantificacdo, que ¢ a
quantidade real de nucleo efetivamente retido no interior das microcapsulas. Esse célculo foi
feito por meio da técnica de UV-VIS, através da curva de calibrag¢do, usando o proprio ntcleo
(cardol e cardanol, separadamente) como padrdo. A eficiéncia foi calculada por meio da
seguinte equacao: EM = (Qreal/Qtesrica) x 100. Onde: EM = eficiéncia da microencapsulagao,

Qrear: quantidade real de nticleo retido, Qesrica: quantidade de nucleo inserido.
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2.3.3.5 Teste da atividade larvicida

A atividade larvicida dos derivados organofosforados do cardol e do derivado piridinico
do cardanol foi avaliada seguindo a metodologia proposta por LOMONACO et al. (2099), com
modificagOes. Cinquenta larvas do terceiro estagio foram transferidas para um béquer de 50 mL
contendo 19,7 mL de d4gua. Em seguida, diferentes quantidades dos derivados foram diluidas
em 0,3 mL de dimetilsulféxido (DMSO), para obter as seguintes concentracos: 4, 10, 20,40 e
100 ppm. O controle negativo (1,5% de DMSO / H20) foi testado em paralelo.

A mortalidade foi registrada apds 24 horas e o namero de larvas mortas foi utilizado
para calcular a concentragdo letal mediana (CLs), ou seja, concentragdo necessdria para matar
50% das larvas. Os testes foram realizados em triplicata e o valor de CLso foi determinado
usando o software de analise estatistica BioStat 2009.

Avaliou-se também a atividade larvicida das microcapsulas de cardol e cardanol. Para
isso, 50 larvas do terceiro estagio foram transferidas para um béquer de 50 mL contendo 20 mL
de agua. Em seguida, adicionou-se as microcdpsulas nas quantidades: 50, 100, 150 e 200 mg,
equivalente a 20,85; 41,71; 62,56 e 83,42 mg de nucleo, respectivamente, para o sistema CDN-
10. 33,23; 66,47; 99,70 e 132,94 mg de nucleo, para o sistema CDN-20. 24,61; 49,23; 73,84 e
98,46 mg de nucleo, para o sistema CD-10. 30,95; 61,90; 92,85 e 123,80 mg de nucleo, para o
sistema CD-20. Todos esses valores foram obtidos baseando-se nos calculos de quantificagao.

O controle negativo (microcdpsula de pectinato de calcio / H>O) foi testado em paralelo,
com o objetivo de comprovar que a a¢do larvicida deveu-se ao nucleo (CD/CDN) e nao a matriz
de pectina citrica. A mortalidade das larvas foi registrada durante 7 dias (168 horas) e o nlimero
de larvas mortas contabilizado a cada 24 horas. Todos os testes foram realizados no Laboratorio

de Entomologia do NUVET.

2.3.3.6 Estudo da citotoxicidade em macréfagos

O estudo foi realizado por meio do teste com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio). Inicialmente foram adicionados, em placas de 96 pocos, 180
uL de meio RPMI 1640 suplementado e cerca de 5x10° macréfagos/poco. Tais células foram
incubadas por 16 h a 37 °C e 5% de CO; para adesdo celular. Apds este intervalo, adicionou-se
20 pL das drogas nas concentracdes de 100, 50, 25, 10 e 5 ug.mL"!. A placa foi incubada por

48 h e, ao término deste periodo, o conteudo foi desprezado, seguido de lavagem com solugao
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salina 0,2% e adi¢do de meio 100 uL. de RPMI suplementado e 100 pL. de MTT diluido em PBS
(1 mg-mL™). A placa foi, novamente, incubada em estufa a 37 °C e 5% de CO», por 4 h. Apds
esse periodo, o sobrenadante foi descartado e, adicionou-se 150 pl. de DMSO em todos os
pocos. Por fim, a placa foi colocada em agitador de Kline (modelo AK 0506) por 30 min e a
temperatura ambiente, para completa dissolu¢gdo do MTT-formazan. A leitura foi realizada a
570 nm e os resultados foram expressos em termos de concentracao citotoxica média (CCso).
Os testes foram realizados no laboratério de Parasitologia da UFC - Campus Porangabucu,

coordenado pela Profa. Dra. Maria Jania Teixeira.

2.3.3.7 Ensaio da atividade anticolinesterase

O ensaio foi realizado de acordo com o método calorimétrico descrito por ELMANN et
al. (1961) e RHEE et al. (2001), sendo considerado um método rapido e sensivel para a selegao
de amostras com ag¢do anticolinesterasica. Aliquotas de 15 pL. de solugdes dos compostos CD-
mPS e CD-dPS, e do larvicida comercial (Temefos), na concentragio de 0,45 mg.mL™!, foram
observadas em uma placa de CCD (DC- Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm Merck). Apos a
completa evaporacdo do solvente, foi borrifado uma mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina
(ATCI) 1 mmol.L"! com o reagente Ellman (4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB, 1
mmol.L!) deixando em repouso por 3 min para a secagem da placa. Em seguida foi borrifado
a enzima acetilcolinesterase (10 U.mL™). Apés 10 min, uma cor amarela apareceu como
resultado da formacgao de tio anion da reag¢do da hidrélise enzimatica do substrato com DTNB.
A inibicao da enzima leva a formacao de um halo branco ao redor dos pontos onde os larvicidas
foram aplicados. Como controle positivo, um composto anticolinesterasico chamado Eserina
foi utilizado em 30 mg.mL!. Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais e
Biotecnologia da UFC - Campus do Pici, coordenado pela Profa. Dra. Maria Teresa Salles

Trevisan.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Obtencao e caracterizacio do cardol e cardanol

Cardol e cardanol foram obtidos a partir do LCC técnico por meio de coluna
cromatografica. Apos o processo de obtengdo, foram avaliados quanto a composi¢do através da
andlise de CG/EM.

No cromatograma do cardanol (Apéndice A), observou-se um pico principal com tempo
de retencdo de 12,656 min. Nos seus espectros de massa (Apéndice A), foi possivel observar a
presenca de picos relativos ao fon molecular [M*] com razao m/z de 302, atribuida ao cardanol
monoinsaturado, m/z 300, relativa ao di-insaturado e m/z 304, atribuida ao saturado. Além disso,
também foi observado um pico mais intenso (pico base) com m/z 108, referente ao fragmento
mais estdvel do CDN.

A partir do cromatograma e através da integracdo das dreas observadas para os picos
com tempo de retencao de 12,656, 12,743 e 12,870 min., foi possivel afirmar que a composi¢ao
quimica do cardanol é constituida por uma porcentagem de, aproximadamente, 71% de
monoinsaturado, 23% de di-insaturado e 6% de saturado, respectivamente.

No cromatograma do cardol (Apéndice B), observou-se um pico principal com tempo
de retengdo de 20,749 min. No seu espectro de massa (Apéndice B), foi possivel observar a
presenca do pico relativo ao fon molecular [M*] com razdo m/z de 314, atribuida ao cardol tri-
insaturado. Também foi observado um pico mais intenso (pico base) com m/z 124, referente ao
fragmento mais estdvel do CD. A partir da integracdo da drea do pico com tempo de retencdo
de 20,749 min, pode-se afirmar que o cardol apresenta em sua composi¢cdo 66% do homologo
tri-insaturado.

Os espectros de RMN de 'H e *C do cardanol e cardol (Apéndices A e B,
respectivamente) comprovaram que ha uma mistura dos homdélogos mono, di e tri-insaturados.
Os espectros de FTIR do CDN e CD (Apéndices A e B, respectivamente) apresentaram
praticamente os mesmos estiramentos, com pequenas diferengas de nimero de onda, devido a

presenca de outro grupo doador de elétrons (-OH) no cardol.
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2.4.2 Sintese e caracterizacio dos derivados organofosforados do cardol

ApOs a sintese e purificagdo em coluna, os compostos organofosforados derivados do
cardol (Figura 13) foram caracterizados por meio das técnicas CG/EM e RMN 'H. Os

respectivos espectros estdo apresentados nos Apéndices C ao F.

Figura 13 - Organofosforados derivados do cardol.
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2.4.3 Sintese e caracterizacido do derivado piridinico do cardanol

ApOs a sintese, o precursor cardanol bromado (CDN-Br) foi caracterizado por meio das
técnicas CG/EM e RMN 'H. No espectro de massa (Apéndice G) foi possivel observar a
presenca do pico relativo ao fon molecular [M*] com razdo m/z de 410, compativel com a massa
molecular do produto desejado. No espectro de RMN de 'H (Apéndice G), também foi possivel
confirmar a obtengdo do CDN-Br, por meio da andlise dos picos referentes a sua estrutura
quimica.

Apo6s a sintese e purificagdo em coluna cromatografica, o cardanol piridinico (CDN-
BrP) foi caracterizado por meio das técnicas CG/EM, RMN 'H, FT-IR e TGA. Por se tratar de
um composto inédito, os respectivos espectros serdo mostrados e discutidos. No espectro de
massa (Figura 14), foi possivel observar a presenga do pico relativo ao fon molecular [M*] com
razao m/z de 423, compativel com a massa molecular do produto desejado, e a presenga de um

pico mais intenso (pico base) com m/z 122, referente ao fragmento mais estdvel do CDN-BrP.
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Figura 14 - Espectro de massa do cardanol piridinico (CDN-BrP).
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No espectro de RMN 'H do CDN-BrP (Figura 15), foi possivel observar um sinal,
multipleto, com deslocamento quimico préximo a 4,25 ppm, atribuido aos hidrogénios dos
grupamentos CH> (posicdes a e b) ligados aos dtomos de oxigénio da molécula. Observou-se,
também, sinais com deslocamentos 6,16; 7,16; 7,33 e 7,44 ppm referentes aos hidrogénios
(posigoes f, e, d e g, respectivamente) do anel aromatico do grupo piridinico. Todos os sinais
ditos acima, sdo as principais diferencas quando comparados aos sinais presentes no espectro
de RMN de 'H do CDN-Br, confirmando assim a obten¢do do CDN-BrP.

Figura 15 - Espectro de RMN 1H do cardanol piridinico (CDN-BrP).
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A Figura 16 mostra os espectros de infravermelho do CDN-BrP, CDN-Br e CDN. Os
espectros desses dois ultimos compostos sao mostrados para melhor visualizar as diferencas

entre as bandas referentes as modificagdes quimicas feitas na estrutura do cardanol. De acordo
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com a Figura 16, no espectro do CDN-BrP, foi possivel observar uma pequena banda de
absorcdo por volta de 3410 cm™ que pode ser atribuida ao estiramento vibracional da ligagdo
O-H ou N-H.

A 2-hidroxipiridina, reagente usado na sintese do CDN-BrP, apresenta duas formas
tautoméricas estdveis, a forma enol e a forma ceto, esta tltima denominada 2-piridona (Figura
17) (MATSUDA et al., 2001). Portanto, as ligacdes O-H e N-H, podem ser explicadas devido
a possivel presencga dessas duas formas tautomérias.

Observou-se, também, bandas de absor¢do por volta de 1658 cm’!, caracteristica de
estiramento vibracional da ligacdo C=0, que também pode ser explicada devido a possivel
presenca da 2-piridona, 1250 cm’!, caracteristica de estiramento vibracional da ligagdo C-N, e

1050 cm™!, caracteristica de estiramento vibracional da ligagdo C-O.

Figura 16 - Espectro de FT-IR do CDN, CDN-Br e CDN-BrP.
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Figura 17 - Formas tautoméricas estaveis da 2-hidroxipiridina.
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A estabilidade térmica do CDN-BrP foi investigada através da analise
termogravimétrica (TGA), uma técnica termoanalitica que possibilita 0 monitoramento da
perda ou ganho de massa da amostra, em fun¢ao da temperatura ou do tempo. Essa anélise foi
realizada sob atmosfera inerte (N2), a fim de conhecer as temperaturas iniciais dos eventos de
degradacgao.

A Figura 18 ilustra as curvas de TGA e DTG do CDN-BrP. Notou-se que o derivado
piridinico apresentou uma temperatura inicial de degradacdo de 325 °C, e, a temperatura
maxima de degradacdo ocorreu por volta de 351 °C. E evidente que as modificacdes quimicas
no cardanol levaram a obten¢do de um produto com maior estabilidade térmica, uma vez que a

perda de massa inicial do cardanol (CDN) ocorre na faixa de temperatura de 251 °C

(ALMEIDA et al., 2020).

Figura 18 - Curvas de TGA e DTG do cardanol piridinico (CDN-BrP).
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2.4.4 Microcapsulas de cardol e cardanol

Cardol e cardanol foram microencapsulados com pectina citrica, objetivando
potencializar suas propriedades como larvicidas. Alguns larvicidas sdo aplicados em altas
doses, podem ser voldteis ou interagir com agentes ambientais externos. A microencapsulacao
pode contornar esses problemas, pois o composto encapsulado ndo fica exposto, e
consequentemente seu tempo de acdo se prolonga, uma vez que serd liberado gradualmente

(LLE et al., 2016; NOH et al., 2018).
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A primeira etapa do ciclo de vida do Aedes aegypti, os ovos, pode ter duracdo de até um
ano e sua eclosdo s6 € iniciada com a chegada das chuvas (WHOa, 2022). Assim, faz-se
necessario a criacdo de larvicidas microencapsulados, que possam ser liberados
gradativamente, e consequentemente com maior tempo de acdo, impedindo, dessa forma, o
desenvolvimento da larva.

A solubilidade do encapsulante em &4gua deve ser avaliada. Por exemplo, a
galactomanana, polissacarideo de sementes de olho-de-pavao (Adenanthera pavonina L), vem
sendo bastante utilizada como encapsulante na liberagdo controlada de farmacos por via oral
(FARIAS et al., 2018; JOSINO et al., 2021). No entanto, ela apresenta alta solubilidade em
agua, nao sendo vantajoso o seu uso em aplicagdes larvicidas, uma vez que as larvas do Aedes
aegypti sobrevivem em meio aquoso (DOS SANTOS et al., 2015).

Neste trabalho, o encapsulante utilizado foi a pectina citrica, uma vez que apresenta
menor solubilidade em &4gua comparada a galactomanana. As microcdpsulas de cardol e
cardanol foram avaliadas quanto ao rendimento e eficiéncia da microencapsulacdo, e
caracterizadas pelas técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia na

Regido do Infravermelho.

2.4.4.1 Rendimento e eficiéncia da microencapsulagao

Com o intuito de averiguar a viabilidade da gelificacdo i0nica, foi avaliado o rendimento
do processo de obtengdo dos sistemas microencapsulados. Todos os sistemas apresentaram
rendimentos acima de 70% (Figura 19), indicando a escolha adequada da técnica de
microencapsulacao empregada neste estudo. Vale ressaltar que, a pectina citrica mostrou uma

pequena perda durante o processamento.
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Figura 19 - Rendimento do processo de obtencao das microcdpsulas.

90
o 853 5.2
9
3 80
| ==
g 74.6
= I 725
Q
g 70 I
65

CDN-10 CDN-20 CD-10 CD-20

Fonte: Préprio autor.

Os maiores valores de rendimento foram observados para as menores concentragdes de
nicleo, CDN-10 e CD-10. Como nesses sistemas foram utilizadas menores quantidades de
cardanol e cardol, isso possibilita uma consequente redu¢do na perda de material durante o
preparo das solucdes. Essa perda de material pode se intensificar com o aumento da quantidade
de nucleo, tornando a solu¢gdo mais viscosa e consequentemente mais material aderido na parede
do recipiente, diminuindo assim o rendimento.

Muitas vezes o encapsulante nao ¢ adequado para o nucleo, apresentando baixa
retencdo. Para verificar a capacidade de reten¢do do encapsulante utilizado, fez-se o célculo da
quantificacao, por meio dos dados obtidos na curva de calibragdo do cardol e cardanol (Acpn =
273 nm, Acp = 275 nm). Os valores do teor de nicleo retido no interior das microcdpsulas estao

expostos na Figura 20.



48

Figura 20 - Teor de ntcleo retido no interior das microcapsulas.
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Por fim, fez-se o calculo da eficiéncia (Figura 21), onde foi possivel observar que todos
os sistemas apresentaram eficiéncia de microencapsulagdo acima de 65%, com destaque para a
formulacao CD-10, que mostrou a maior eficiéncia, 82,8%. Portanto, a partir dos resultados
obtidos pode-se concluir que, a pectina citrica apresenta alta elegibilidade para seu uso como
encapsulante gracas ao seu consideravel poder de retengdo. Resultados semelhantes foram

observados por diversos autores em que usaram a pectina citrica como encapsulante (NOH et

al., 2018; RIBEIRO et al., 2021).

Figura 21 - Eficiéncia do processo de obten¢do das microcdpsulas.
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2.4.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletronica de varredura foi feita para avaliar a morfologia da
superficie externa das microcdpsulas, com e sem nucleo. Por meio dessa andlise ¢ possivel
observar o formato e se ha presenca de poros ou fissuras. Essas observacdes sao importantes,
pois irdo influenciar na velocidade de liberagdo do nucleo, e por consequéncia, na atividade

larvicida. As micrografias encontram-se reunidas na Figura 22.

Figura 22 - Micrografias das microcdpsulas: a) pectinato de calcio, b) CDN-10, ¢) CDN-20, d)
CD-10 e e) CD-20.

Fonte: Préprio autor.

De acordo com as micrografias, observou-se que a microcdpsula de pectinato de calcio
(Figura 22a) apresentou uma superficie irregular, porém integra, selada e sem porosidade. A
micrografia desse sistema foi feita com o objetivo de comparar sua superficie com as demais

microcapsulas de cardol e cardanol.
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Nas micrografias das microcapsulas com nucleo (Figura 22b, ¢, d e e), foi possivel
observar superficies diferentes, integras e sem porosidade, comprovando assim, a adequacao
do encapsulante escolhido. Nesses sistemas, observou-se, também, a preseng¢a de rugosidades,
semelhantes a semiesferas (goticulas) nas superficies, as quais sdo mais evidentes nas
microcdpsulas de cardanol.

As microcdpsulas com menor concentracdo de nicleo (CD-10 e CDN-10) apresentaram
superficies mais rugosas comparadas as superficies das microcapsulas CD-20 e CDN-20. Essa
rugosidade pode ser devido a presenca de nicleo na superficie, o que acarretard uma liberagao
mais rapida do mesmo. Esse fato pode ser comprovado com base nos valores de quantificacao
mostrados na Figura 20, quando se aumenta o teor de nucleo observa-se uma maior retengao.
Portanto, todos os sistemas apresentaram microestruturas parecidas, formatos semiesféricos,
sem poros, fissuras ou imperfeicdes que possam comprometer a efetividade da

microencapsulagao.

2.4.4.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

(FT-IR)

As andlises de infravermelho foram realizadas com o intuito de avaliar a
compatibilidade entre encapsulante e nucleo, e verificar se houve reacdo quimica entre eles.
Esta analise permite confirmar a presenca das principais bandas referentes as ligagdes cruzadas
entre a pectina citrica e o cloreto de calcio (CaClz), além daquelas que confirmam a presenga
de cardol e cardanol nas microcdpsulas. Quando o cation divalente de calcio forma ligagao
idnica com o anion carboxilato da pectina, fortes interacdes eletrostaticas impedem o
estiramento assimétrico desse anion (RIBEIRO et al., 2021).

A Figura 23 apresenta os espectros da pectina citrica isolada e do sistema pectinato de
calcio (pectina + CaClz). De acordo com a figura, no espectro da pectina, foi possivel observar
uma banda larga e de forte intensidade em 3200 cm! referente ao estiramento de grupos
hidroxila (O-H), estando associada a preseng¢a de agua, bem como, as interacoes de hidrogénio
inter e intramoleculares das unidades do acido galactur6nico. Observou-se, também, uma banda
em 1735 cm™! atribuida aos estiramentos de grupos carboxilicos metil esterificados (C=0), e
uma banda em 1653 cm’! caracteristica de estiramentos de grupos carboxilatos (COO").
Resultados semelhantes foram observados por diversos autores da literatura (NOH et al., 2018;

RIBEIRO et al., 2021; PINHEIRO et al., 2022). Em relacdo ao espectro do pectinato de célcio,
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observou-se as mesmas bandas presentes no espectro da pectina, uma vez de trata de uma

microcdpsula composta apenas de pectina.

Figura 23 - Espectros de FT-IR da pectina citrica e do pectinato de calcio.
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O espectro de infravermelho da pectina pode ajudar a identificar o grau de metoxilacao
(GM), o qual esté correlacionado com as duas bandas espectrais que sdo usadas para determinar
esse grau, a banda por volta de 1730 cm! (caracteristica de ésteres carboxilicos) e a banda em
torno de 1630 cm™ (caracteristica de 4acidos carboxilicos desprotonados). O método baseia-se
na medida da razo entre a 4rea da banda em 1730 cm™ e a soma das 4areas das bandas em 1730

cm! e em 1630 cm™' (KYOMUGASHO et al., 2015), como mostra a equagao a seguir:

: Acoor :
' GM (%) = |
E e Acoor T Acoo” !

A Figura 24 mostra o espectro de infravermelho, em absorbancia, da pectina citrica,
bem como a ampliacdo da regido entre 1730 e 1630 cm™. Os cdlculos a partir do espectro e da
equacao acima, indicam que a pectina usada nesse trabalho apresentou grau de metoxilacao de
49,64%, sendo classificada como de baixa metoxilagao (GM < 50%). A area da banda em 1735
cm’! foi 14,07 e a area da banda em 1653 cm™ foi 14,27. Resultados semelhantes foram

observados por RIBEIRO et al. (2021), em que utilizaram a pectina citrica para encapsular a

mangiferina.
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No que diz respeito aos sistemas microencapsulados, os espectros apresentaram uma
juncao das bandas do pectinato de cdlcio e dos respectivos nucleos isolados (Figura 25). Nos
espectros de CDN e CD, observou-se as bandas em 3009, 2926 e 2854 cm™ atribuidas ao
estiramento da ligaciio C-H sp? (alifitico) e aos estiramentos assimétrico e simétrico de CH» da
cadeia alifética, respectivamente. Essas mesmas bandas estdo presentes nos espectros dos
sistemas microencapsulados, indicando a presenca de cardanol e cardol dentro das
microcdpsulas de pectina. Vale ressaltar que, CDN e CD apresentam praticamente os mesmos
estiramentos, com pequenas diferencas de nimero de onda, devido a presenc¢a de outro grupo

doador de elétrons (-OH) no cardol.



Figura 25 - Espectros de FT-IR dos sistemas microencapsulados com cardanol (A) e com
cardol (B).
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Observou-se, também, que a banda em 1735 cm™! presente no espectro do pectinato de
cdlcio, ndo sofreu alteracdo nos espectros dos sistemas microencapsulados, indicando que o
encapsulante ndo interagiu com o nucleo. Em relacdo as demais bandas, os espectros
mostraram, de maneira geral, que os sistemas apresentaram basicamente 0S mesmos
estiramentos comparados aos nucleos isolados. Assim, comprova-se a manutencao da
integridade das microcédpsulas, pois ndo houve interacdo quimica entre a pectina e os nucleos

estudados, confirmando a eficiéncia dessa matriz polimérica como escapsulante.

2.4.4.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 26 ilustra as curvas de TGA e DTG da pectina. Inicialmente, foi observado um
evento em 78 °C referente a perda de agua, com uma perda de massa associada de 10 %.
Observou-se, também, um evento por volta de 239 °C, atribuido a temperatura maxima de
degradacdo da cadeia polimérica da pectina, com perda de massa total de 30 %. Vale ressaltar
que, a temperatura inicial de degradacdo da pectina ocorreu na faixa de 216 °C. A evaporacao
de agua residual ocorreu em temperatura abaixo de 150 °C, estando de acordo com o que ja se
tem reportado sobre decomposi¢do térmica de polissacarideos (DALPASQUALE et al., 2016;
SESLIJA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2021).

Figura 26 - Curvas de TGA e DTG da pectina citrica.
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2.4.5 Atividade larvicida

O Aedes aegypti se reproduz em agua parada, depositando seus ovos, que ao entrarem
em contato com o meio aquoso eclodem, reiniciando o ciclo. O estagio larval € um alvo atraente
devido a facil absor¢ao de compostos dissolvidos no meio aquoso (GUZMAN et al., 2016). Os
inseticidas comerciais ao serem colocados na dgua, podem colocar em risco a saude humana e
animal, devido a sua toxicidade. Assim, faz-se necessario o uso de inseticidas derivados de
fontes naturais, uma vez que apresentam baixa totoxicidade.

Os compostos fendlicos derivados de fontes naturais apresentam uma ampla gama de
propriedades bioldgicas, incluindo a larvicida (DEVI; BORA, 2017). Trabalhos anteriores
(LOMONACO et al., 2009) avaliaram o efeito do LCC técnico e de seus principais constituintes
(cardanol e cardol) como agentes larvicidas, e como resultado, dentre os compostos avaliados,
o cardol apresentou o menor valor de CLso. Amostras apresentando valores de CLso < 100 ppm
sdo consideradas ativas e constituem-se em fortes candidatas ao combate do mosquito.

Sendo assim, com o intuito de melhorar ainda mais o efeito larvicida do cardol,
adicionou-se grupos fosfato e fosforotioato a sua estrutura, dando origem aos derivados: CD-
mP, CD-mPS, CD- dP e CD-dPS (Figura 9, Pagina 33).

A Tabela 1 apresenta os valores de CLso para o LCC técnico, cardanol, cardol e os
derivados organofosforados e piridinico. De acordo com a tabela, foi possivel observar que a
inser¢do de grupos fosfatos no cardol aumentou o valor de CLsp para mais de 100 ppm, sendo
inadequado o seu uso para aplicacdes larvicidas. Por outro lado, observou-se como a presenga
do atomo de enxofre no grupo organofosforotioato ¢ fundamental para a atividade larvicida.

Essa atividade apresentada pelo enxofre ¢ ainda mais bem visualizada quando se
compara os resultados entre os derivados mono e dissubstituidos do cardol, onde se observa um
aumento de 11 vezes da atividade larvicida, com diminui¢do da CLso de 9,2 para 0,8 ppm,
devido a presenca de um segundo grupo tiofosforado, valor esse menor que o apresentado pelo

larvicida comercial Temefos (CLso = 3,2 ppm).
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Tabela 1 - Valores de CLso do LCC técnico, cardanol, cardol e dos derivados
organofosforados e piridinico.

Larvicida CLso (ppm)
LCC técnico 50,03 +0.61
Cardanol 28,90 + 0.36
Cardol 13,10 £ 0.61
CD-mP >100

CD-dP >100
CD-mPS 9,2+0.41
CD-dPS 0,8 +0.30
CDN-BrP >100
Temefos 3,2

Esses resultados podem ser compreendidos a partir de estudos encontrados na literatura
(BHARATE et al., 2010) que compararam as lipofilicidades de compostos tioato (-P=S) e seu
metabolico ativo, oxon (-P=0), e relacionaram-nas com a atividade larvicida apresentada por
ambos. Foi observado que os compostos paration (fosforotioato) e paraoxon (fosfato)
apresentaram distintos valores de coeficiente de parti¢do (Log Pwo), 3,0 e 1,6, respectivamente.

Apesar de ndo apresentar atividade na forma de tioato, a maior lipofilicidade do paration
facilita sua penetracdo na célula em comparagao com o paraoxon. Uma vez dentro da cé€lula, o
fosforotioato é facilmente oxidado pelo citocromo P450 (CYP) em fosfato, composto de alta
atividade inibidora da AChE, provocando os efeitos neurotdxicos observados pelo acimulo do
neurotransmissor acetilcolina (Figura 27) (VERHEYEN; STOKS, 2019). Isso explica a

excelente atividade larvicida do composto CD-dPS.

Figura 27 - Oxidac¢do enzimética do paration a paraoxon pelo citocromo CYP.
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Outra classe de compostos utilizados atualmente no combate ao Aedes aegypti, sdo os
piridinicos, como o piriproxifen, disponiveis comercialmente. Em vista disso, com o objetivo
de potencializar ainda mais a atividade larvicida dos derivados do LCC, realizou-se a sintese
do derivado piridinico do cardanol (CDN-BrP). Vale salientar que, o cardanol foi escolhido
pois € obtido mais facilmente e em grande quantidade comparado ao cardol.

De forma geral, o CDN-BrP nao apresentou atividade satisfatoria, ou seja, sua
concentracdo letal (CLso) superou o limite de referéncia de 100 ppm (Tabela 1). Esperava-se
que esse composto apresentasse 0 mesmo comportamento do larvicida comercial, piriproxifen,
inibindo o desenvolvimento do mosquito mantendo-o na fase larval.

A atividade larvicida das microcdpsulas de cardol e cardanol foi avaliada durante 7 dias.
Ao final desse periodo observou-se que, todas as formulagdes mataram cerca de metade das
larvas adicionadas. No entanto, as formula¢des de 10% mataram uma maior quantidade
comparada as de 20 %. Isso se deve ao fato de que nos sistemas CDN-10 e CD-10, ha presenca
de nucleo exposto na superficie, facilitando a liberagdo e consequentemente melhorando a

atividade larvicida.

2.4.5.1 Alteragdes morfologicas

Apoés avaliagdo da atividade larvicida dos compostos sintetizados e dos sistemas
microencapsulados, verificou-se as possiveis modificagdes causadas na estrutura externa das
larvas apos exposigdo aos larvicidas. As larvas foram inicialmente analisadas em microscopio
(Microscope micrometer 300X), e em seguida por meio de Microscopia Eletronica de
Varredura, onde as micrografias foram obtidas em um Microscopio modelo JEOL, JSM -
6390LV, pertencente ao Laboratorio LIVEDIH da FioCruz, Rio de Janeiro. As imagens obtidas

estdo ilustradas na Figura 28.
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Figura 28 - Morfologia das larvas do Aedes aegypti. (I) Microscopio e (II) MEV: (a) controle,
(b) LCC técnico, (c) CD, (d) CD-dPS, (e) CDN e (f) CDN-BrP.

Fonte: Préprio autor.
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De acordo com a Figura 28, as imagens obtidas no microscopio corroboram com as
obtidas no MEV. Foi possivel observar alteragdes nas estruturas externas de todas as larvas,
ap6s 24 horas de exposicdo aos larvicidas. Comparando todas as imagens ao grupo controle
(Figura 28a), o LCC técnico (Figura 28b) causou destruicao total da estrutura interna da larva.
A exposicao ao cardol (Figura 28c) causou perda de cerdas e encolhimento do exoesqueleto.

Vale ressaltar que, o derivado do cardol, CD-dPS (Figura 28d) paralisou as larvas ap0s
1 h de contato, levando ao endurecimento e contra¢do do exoesqueleto em 24 h. O cardanol
(Figura 28e), além de causar o encolhimento do exoesqueleto, causou perda de cerdas e
destruigdo total da estrutura interna da larva. O que pode ser evidenciado pela imagem do MEV,
em que parte da cabeca foi destruida.

O cardanol piridinico, CDN-BrP, (Figura 28f) ndo causou danos severos na estrutura da
larva, foi possivel notar perda de cerdas e leve encolhimento do exoesqueleto. Portanto, todos

os compostos avaliados causaram alteragdes na estrutura externa das larvas.

2.4.6 Estudo da citotoxicidade em macrofagos

Apo6s andlise da atividade larvicida, avaliou-se a toxicidade do CD, CD-dPS e CDN-

BrP. Para isso, realizou-se o estudo da citotoxicidade em células de macrofagos (Figura 29). O

CDN nao foi avaliado, pois € insolivel em DMSO 1%, meio em que os testes foram realizados.
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Figura 29 - Estudo da citotoxicidade em macréfagos: a) CD, b) CD-dPS e ¢c) CDN-BrP.
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Fonte: Préprio autor.

Observou-se que o cardol ¢ téxico na concentragdo 25 pg.mL!, pois de acordo com o

gréfico, a barra referente a essa concentragdo estd bem menor comparada a barra do controle

(células vivas de macréfagos), indicando que o cardol, nessa concentragao, matou praticamente

todas as células. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura (BEZERRA et al.,

2022).

O derivado tiofosforado do cardol, CD-dPS, ndo apresentou toxicidade em nenhuma das

concentragdes testadas, assim como o derivado piridinico do cardanol, CDN-BrP. Observou-se

que este tltimo estimula o crescimento dos macréfagos nas concentragdes 5 a 50 pg.mL™.

Vale ressaltar que, com base nos resultados dos testes larvicidas, o CDN- BrP

apresentou CLso > 100 ppm. Sabendo que 100 ppm equivale a 100 pg.mL"!, pode-se considerar

que esse composto pode ser usado como potencial larvicida, pois nessa concentracao 0 mesmo

nao € toxico.
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2.4.7 Ensaio da atividade anticolinesterase

Os compostos organofosforados utilizados como larvicidas atuam, basicamente, como
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), bloqueando sua func¢do de hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) em acetato e colina. O acimulo desse neurotransmissor
provoca uma série de efeitos neurotoxicos, colapso do sistema nervoso central, levando a
paralisia e, consequentemente, a morte da larva (HORN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018).

Segundo LOPEZ e FERNANDEZ-BOLANOS (2011), a reagdo de hidrélise entre ACh
e AChE ocorre em trés estagios, como mostrado na Figura 30: (1) formacdo do complexo de
Michaelis entre o substrato, acetilcolina e AChE; (2) acetilacao da enzima e formacao de colina;

e (3) hidrdlise da enzima acetilada para produzir enzima livre e 4cido acético.

Figura 30 - Reacao de hidrdlise da acetilcolina (ACh) pela enzima AChE.
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Fonte: (Lopez e Fernandez-Bolanos, 2011).

Sabendo disso, avaliou-se o comportamento, frente a AChE, do derivado fosforado do
cardol que apresentou melhor atividade larvicida, o CD-dPS. Para o teste de inibi¢do da enzima
AChE foi usado a Eserina, medicamento com atividade anticolinesterase, como controle
positivo.

Durante o experimento, a formacdo de um halo branco (método Ellman) ao redor das
manchas nas placas de CCD ¢ uma indicacdo da inibicao da AChE. O didmetro dos halos (cm)
foi comparado com o padrdo positivo de Eserina. Conforme mostrado na Tabela 2, o composto
CD-dPS apresentou o maior didmetro (1,1 cm), seguido pelo Temefos (1 cm) e o CD-mPS (0,9
cm). O CD- dPS foi o que apresentou didmetro do halo mais proximo do controle (1,5 cm), e,

portanto, o mais eficiente.
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Tabela 2 - Diametro do halo dos larvicidas com inibi¢ao da AChE.

Inibidor da AChE Resultado Diametro do halo
CD-mPS positivo 0,9
Temefos positivo 1,0
CD-dPS positivo 1,1
Eserina positivo 1,5

A atividade anticolinesterase dos derivados do LCC técnico, estudada anteriormente por
OLIVEIRA et al. (2011), mostrou que o cardol e o cardanol apresentaram didmetros de halo de
1,2 e 0,8 cm, respectivamente. Apesar da maior inibicdo da AChE do cardol in vitro, o composto
CD-dPS tem melhor interacdo com a membrana celular, agindo assim de forma mais rdpida e
eficiente in vivo. Essa acdo ¢ comprovada no teste larvicida, onde o valor de CLso do cardol
(13,10 ppm) € quase 18 vezes maior que o do CD-dPS (0,8 ppm). E, isso comprova que a adi¢ao
do grupo fosforotioato a estrutura do cardol foi exitosa.

Dessa forma, foi possivel verificar que os compostos sintetizados, com exce¢ao apenas
do CD-mP, CD-dP e CDN-BrP, apresentaram propriedades eficientes para serem usados como
larvicidas, com valores de CLsp < 100 ppm. Vale destacar que, CD-dPS foi o mais eficiente
tanto como larvicida como inibidor da AChE, além de ndo apresentar toxicidade em cé€lulas de
macrofagos em nenhuma das concentracgdes testadas, assim como o CDN-BrP. Assim, o uso de
compostos derivados da biomassa, além de sustentdveis, minimiza o impacto sobre o meio

ambiente.
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3 EFEITO ANSIOLITICO EM ZEBRAFISH (DANIO RERIO)

3.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.1 Zebrafish (Danio rerio)

Modelos animais tém sido utilizados para ajudar a entender os efeitos de toxicidade
aguda de inumeros compostos quimicos, além de avaliar seus possiveis mecanismos de ag3o.
Estudos recentes colocaram o zebrafish adulto (Danio rerio) (Figura 31), um peixe usado em
testes in vivo, em uma posi¢io atraente para uso como modelo toxicoldgico (MAGALHAES et
al., 2018). O animal ¢ assim chamado pois apresenta listras lineares distintas, que se

assemelham as listras da zebra (KATOCH; PATIAL, 2021).

Figura 31 - Zebrafish adulto (Danio rerio).
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Fonte: Préprio autor.

O zebrafish, popularmente conhecido como paulistinha, ¢ um pequeno peixe tropical de
agua doce, cujo comprimento é de cerca de 3 a 5 cm. Nativo do Norte da India, Norte do
Paquistdo e algumas regides do Sul da Asia, foi descoberto nos rios do Norte do Himalaia
(india). Exibe dimorfismo sexual marcante com expectativa de vida entre 2 e 4 anos e alta
producdo de ovos por fémea (aproximadamente 200 ovos/postura) (GEBAUER et al., 2011;
SIMONETTI et al., 2015; CABALLERO; CANDIRACCI, 2018).

Por ser de baixo custo e devido aos seus mecanismos genéticos e bioquimicos
conservados, o zebrafish vem sendo utilizado como alternativa ao uso de roedores. Diversos
estudos confirmam que os perfis entre zebrafish e mamiferos sdo surpreendentemente
semelhantes, ou seja, apresentam aproximadamente 70-80% de homologia genética humana
(HOWE et al., 2017, CABALLERO; CANDIRACCI, 2018). Além disso, seu pequeno porte

requer baixas quantidades de amostra a ser analisada, possibilidade de realizar maior niimero
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de testes e diminuig¢do dos gastos operacionais da pesquisa (FACCIOL et al., 2017; TAYLOR
etal.,2017).

Em 2007, a Academia Nacional de Ciéncias dos EUA publicou um relatério intitulado:
Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and a Strategy (Testes de Toxicidade no Século
21: Uma Visao e uma Estratégia), anunciando mudangas na forma como os testes de toxicidade
eram realizados. De acordo com a academia, o teste de toxicidade em roedores e coelhos tem
sido o padrdo para avaliar a toxicidade aguda desde a década de 1950. No entanto, o
procedimento além de caro é demorado, levando a atrasos nos testes quimicos (KREWSKI et
al., 2010). Devido a essas limitacOes, a necessidade do uso de outros modelos animais
alternativos aumentou.

George Streisinger, biologo e professor da Universidade de Oregon (EUA), ¢
considerado o introdutor do zebrafish como modelo animal na pesquisa cientifica. Streisinger
estudou as vantagens da utilizagdo do peixe para estudos genéticos e, em 1981 publicou um
artigo, considerado um marco na medicina translacional. Desde entdo, os estudos envolvendo
zebrafish cresceram significativamente (STREISINGER et al., 1981).

A Figura 32 ilustra o grafico, retirado do banco de dados do Scopus, com o nimero de
publicacdes envolvendo o zebrafish, de 1981 a julho de 2022. E notdvel o crescente aumento
nas publicagdes, em 2021 foram 4.727 artigos cientificos publicados, e, até julho de 2022, esse
numero ja chegou a 2.842 (SCOPUS, 2022). Desta forma, a praticidade e a eficiéncia tornam o
zebrafish um modelo ideal para pesquisas em toxicologia, cujo objetivo ¢ identificar os efeitos

adversos da exposicao ou uso de substancias quimicas.

Figura 32 - Numero de publica¢gdes com zebrafish, de 1981 a 2022.
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Além da toxicologia, outra principal linha de pesquisa realizada com zebrafish é a
analise de comportamento. Nessa andlise, o peixe é usado como modelo para avaliar a
seguranca e eficicia de compostos com a¢ao ansiolitica (NOWICKI et al., 2014; GAWEL et
al., 2020; JHA et al., 2020; TIRABOSCHI et al., 2020). Os testes comportamentais podem
ajudar na compreensdo da acdo desses compostos, e acelerar o ritmo da descoberta de novos
medicamentos ansioliticos (GEBAUER et al., 2011).

O comportamento do zebrafish pode ser avaliado por meio do teste de campo aberto, o
qual ¢ utilizado principalmente quando se tem o objetivo de analisar manifestagdes
comportamentais sugestivas de ansiedade, estresse e, também, o efeito de possiveis farmacos
(RESENDE; SOCCOL, 2015). O teste foi adaptado por AHMAD e RICHARDSON (2013),
em placas de Petri, para avaliar a atividade locomotora do zebrafish sob a¢do de drogas
analgésicas.

Objetivando aprimorar o teste, MAGALHAES et al. (2017) simplificaram a técnica.
Ap0s o tratamento com drogas, os peixes foram adicionados em placas de Petri, marcadas com
quatro quadrantes e a atividade locomotora foi analisada por meio da contagem do nimero de

cruzamentos de linhas, durante 5 minutos (Figura 33).

Figura 33 - Ilustracdo do teste de campo aberto.

Zebrafish tratado com droga
via intraperitoneal (i.p)

Placas de Petri
marcadas em quadrantes
Fonte: Préprio autor.

O uso do zebrafish como modelo alternativo de animais em pesquisas na neurociéncia
vem crescendo consideravelmente nos dltimos anos. Estudos comportamentais associados a
analise de ansiedade foram realizados por vérios autores, onde avaliaram o efeito ansiolitico,
em zebrafish, de diversas chalconas (FERREIRA et al., 2019; FERREIRA et al., 2020;
MENDES et al., 2022).
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3.1.2 Analise de ansiedade em zebrafish

A ansiedade é um transtorno mental caracterizado por preocupagdo ou medo excessivo,
resultando em inquietacdo, fadiga, falta de concentracdo, irritabilidade e insOnia
(SANTOMAURO et al., 2021; SILVA et al., 2021). Segundo a Organizacao Mundial da Satude
(OMS), em 2017, cerca de 3,6% da populagdo mundial sofreu desse transtorno, e o Brasil
representou 32,33% de todos os problemas relacionados a ansiedade no continente americano.

Em 2020, o mundo enfrentou o surgimento da pandemia do COVID-19, que levou a
muitas perguntas sobre seus efeitos a longo prazo nos problemas de saude mental. Estima-se
agora que 76,2 milhdes de casos em todo o mundo tenham uma prevaléncia de 4.800 casos por
100.000 habitantes (SANTOMAURO et al., 2021). As estratégias impostas para reduzir a
disseminag@o do Sars-Cov-2 interferiram diretamente no acesso ao tratamento e medicamentos
adequados para os transtornos mentais.

O tratamento da ansiedade atualmente € baseado na ingestdo didria de
benzodiazepinicos (BZD), um agonista do dcido gama-aminobutirico (y-GABA) (FERREIRA
et al., 2019). O complexo proteico GABAA € um ligante endégeno de y-GABA, o principal
neurotransmissor inibitério no sistema nervoso central. O BZD se liga as subunidades alfa (a)
e gama (y) do receptor GABAA, bloqueando uma conformacdo que tem maior afinidade ao
GABA, levando a efeitos sedativos e ansioliticos mais rdpidos e fortes (JUNIOR et al., 2018;
BUXERAUD; FAURE, 2019).

Os BZDs, ansioliticos sintéticos ou ndo, como alprazolam, bromazepam, clonazepam e
diazepam (DZP) (Figura 34), sdo usados para sedacdo e anestesia geral, no entanto, essa classe
de medicamentos estd relacionada a alta variabilidade na resposta individual e efeitos colaterais
duradouros, o que aumenta as preocupagdes com o uso diario (CORNETT ez al., 2018). Assim,
a descoberta de novas drogas sintéticas ou naturais com propriedades BZD e, menor toxicidade,

¢ primordial para futuros tratamentos de ansiedade (SILVA et al., 2021).
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Figura 34 - Exemplos de benzodiazepinicos.

[ Alprazolam ][Bromozepam] | Clonazepam | [ Diazepam ]

N H O
=N H O s
\Nr\/gN N\g O N\g O N\é
5 O O2N =N |l

—N Br =N

Ol O Qul N

Fonte: Préprio autor.

Uma analise amplamente utilizada em roedores e atualmente adaptada para peixes, com
o objetivo de avaliar ansiedade, ¢ o teste claro/escuro (Figura 35). Este teste baseia-se no
paradigma da aversdo inata do zebrafish a &reas iluminadas, similar aos roedores e
camundongos (MAXIMINO et al., 2010). Dessa forma, os animais sao tratados com a droga e
adicionados na zona clara do aqudrio. O efeito ansiolitico € quantificado com base na

porcentagem de permanéncia na zona clara (%PZC), durante 5 minutos.

Figura 35 - Tlustracdo do aqudrio onde € realizado o teste claro/escuro.

Zebrafish tratado com droga, Aquario
via intraperitoneal (i.p)

Fonte: Préprio autor.

Esta cientificamente comprovado que medicamentos a base de extratos vegetais sao
eficazes no tratamento de transtornos de ansiedade (BEZERRA et al., 2020; SILVA et al., 2020;
SILVA et al., 2021). O efeito ansiolitico dos constituintes do LCC foi estudado por JUNIOR ez
al. (2018) em camundongos, onde mostraram que os dcidos anacdrdicos do LCC tém efeito
sedativo mediado pelo receptor GABAAa.

Com base nessas consideracdes e sabendo que os compostos sintetizados no trabalho
foram avaliados quanto a atividade larvicida, faz-se necessdrio analisar, também, a toxicidade

desses compostos, uma vez que serdo aplicados em ambientes onde podem estar presentes
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outros organismos aquaticos, além das larvas do Aedes aegypti. Assim, o estudo tem como
objetivo avaliar a toxicidade e o potencial ansiolitico dos constituintes do LCC (cardol, cardanol

e dcido anacardico) e dos derivados fosforado e piridinico.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Geral

Avaliar a toxicidade e o efeito ansiolitico dos constituintes do LCC e dos derivados
fosforado e piridinico em zebrafish adulto (Danio rerio), e seus mecanismos de interacdo com

os receptores GABAa, por meio do docking molecular.

3.2.2 Especificos

e Avaliar a toxicidade aguda (96h) dos constituintes do LCC (CD, CDN e AA), e dos
derivados tiofosforado (CD-dPS) e piridinico (CDN-BrP);

e Analisar a agdo dos compostos no sistema locomotor do zebrafish por meio do teste de
campo aberto;

e Averiguar o efeito ansiolitico € 0 mecanismo de a¢@o ansiolitica dos compostos por meio
do teste claro/escuro;

e Realizar o estudo in silico de docking molecular a fim de verificar possiveis interagdes dos

compostos com os receptores GABAA.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Materiais

Os reagentes e farmacos utilizados foram acetato de etila e n-hexano (Vetec Quimica®),
Diazepam (DZP) (Neo Quimica®), Flumazenil (Sandoz®) e Dimetilsulféxido (DMSO)
(Dynamic®).

Zebrafish (Danio rerio) (60-90 dias de idade, peso de 0,4 + 0,1 g e comprimento de 3,5
+ 0,5 cm), selvagens e de ambos os sexos, foram obtidos da Bio Pet Comércio de Produtos

Veterinarios LTDA (Fortaleza, Brasil).

3.3.2 Procedimento experimental

3.3.2.1 Obteng¢do do 4cido anacdrdico a partir do LCC natural

Cardanol e cardol foram isolados a partir do LCC técnico, de acordo com a metodologia
descrita na secao 2.3.3.1.

O 4cido anacardico (AA) foi obtido a partir do LCC natural de acordo com metodologia
previamente relatada, com algumas modificacdes (RIBEIRO et al., 2013). Diluiu-se 10 g de
LCC natural em uma mistura de metanol (45 mL) e dgua destilada (5 mL), em um balao de
reacdo acoplado a um condensador. Em seguida, hidréxido de célcio (5 g) foi adicionado para
precipitar o AA como anacardato de cdlcio (AC). A reacdo foi mantida a 50 °C por 90 minutos,
resultando em um precipitado de coloragdo rosa, que foi filtrado e lavado com metanol. O AC
foi seco em estufa a 60 °C por 2 horas. O p6 de AC foi diluido em uma solugdo de acido
cloridrico a 5% (HCl) (50 mL), a qual foi transferida para um funil de separacdao contendo
acetato de etila (50 mL). Em meio 4cido, o AC sofre protonagdo, formando o AA, que devido
a sua polaridade passa para o acetato de etila. O residuo aquoso foi neutralizado e descartado,
e a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e, em seguida, concentrada em evaporador

rotativo para obtengio do AA, que foi submetido a caracterizacdo por RMN 'H e '°C, e FTIR.

AA: RMN 'H (500 MHz, CDCl3) &: 10,70 ppm (COOH); 7,37 ppm (1H,t); 6,87 ppm
(1H, d); 6,78 ppm (1H, d); 5,82 ppm (2H, m); 5,43 ppm (4H, tq); 5,07 ppm (1Ha, dd, cis); 5,00
ppm (1Hb, dd, trans); 2,99 ppm (2H, t); 2,80 ppm (4H, dq); 2,04 ppm (2H, tt); 1,62 ppm (2H,
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t); 1,34 ppm (8H, m); 0,91 ppm (3H, t). RMN 13C (500 MHz, CDCl;) &: 175,92 ppm (COOH).
FTIR: 61646 cm™ v(C = O).

3.3.2.2 Sintese do derivado tiofosforado do cardol.

O composto CD-dPS foi obtido de acordo a metodologia descrita na secdo 2.3.3.2 e

caracterizado por CG/EM e RMN (‘H e *'P).

3.3.2.3 Sintese do derivado piridinico do cardanol

O composto CDN-BrP foi obtido de acordo a metodologia descrita na secdo 2.3.3.3 e
caracterizado por CG/EM, RMN 'H, FTIR e TGA.

3.3.2.4 Zebrafish adulto (Danio rerio)

Os peixes foram mantidos em um aquério de vidro (10 L, 30 cm x 15 cm x 20 cm)
contendo 4gua desclorada ProtecPlus® em pH 7,0, filtros submersos e uma bomba de ar. A
temperatura foi mantida em 25 °C e o ciclo circadiano foi fixado em 14:10 horas claro/escuro.
A alimentacido foi oferecida, a vontade, 24 horas apds o experimento. Apds 0s experimentos,
os peixes foram sacrificados por imersdo em dgua gelada (2-4 °C) por 10 min. até a perda dos
movimentos operculares.

Os testes com o zebrafish foram realizados no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais da UECE - Campus Itaperi, coordenado pela Profa. Dra. Jane Eire Bezerra de
Menezes. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no

Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE nimero 04983945/2021).

3.3.2.5 Toxicidade aguda (96 horas)

O teste de toxicidade aguda (CLs0-96h) foi realizado de acordo com as diretrizes da
Organizacdo para Cooperacdio e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) (ARELLANO-
AGUIAR et al., 2015; AMALI et al., 2019). Os animais (n = 6/grupo) foram tratados
intraperitonealmente (i.p.) (Figura 36) com os compostos: CD, CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPS
(20 puL) (Figura 37) nas doses 4, 20 e 40 mg/Kg. DMSO 3% foi usado como controle negativo
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(20 pL; i.p.). A mortalidade, em cada concentracdo, foi registrada apés 24, 48, 72 e 96 horas.
O ndmero de peixes mortos foi submetido a andlise estatistica, estimando-se a dose letal para
matar 50% (CLso) pelo método Trimmed Spearman-Karber com intervalos de confianca de
95%. Os tratamentos via intraperitoneal (i.p.) foram realizados com seringas de insulina (0,5

mL; UltraFine® BD) com agulha de calibre 30G.

Figura 36 - Injecdo, via intraperitoneal (i.p.), das amostras no zebrafish.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 37 - Compostos avaliados nos testes com o zebrafish.
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3.3.2.6 Teste de campo aberto

Os animais (n = 6/grupo) foram tratados intraperitonealmente (i.p.) com 20 uL de CD,
CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPS nas doses de 4, 20 e 40 mg/Kg, veiculo DMSO (3%) e DZP
(40 mg/Kg). Em seguida, foram submetidos ao teste de campo aberto para avaliar alteragdes na
coordenacio motora, seja por sedacio e/ou relaxamento muscular (MAGALHAES et al., 2017).
Ap6s 30 minutos de tratamento, os peixes foram colocados individualmente em placas de Petri,
contendo a mesma dgua do aquério e divididas em quatro quadrantes. A atividade locomotora
foi analisada contando o numero de cruzamentos de linha durante 5 minutos. Os animais que
nao receberam tratamentos (Naive) foram considerados como linha de base (100% de atividade

locomotora).

3.3.2.7 Teste claro/escuro

O teste claro/escuro foi realizado para investigar o comportamento ansiolitico dos
compostos (Figura 35). O estudo foi baseado na metodologia proposta por GEBAUER et al.
(2011). Os animais (n = 6/grupo) foram tratados intraperitonealmente (i.p.) com 20 uL. de CD,
CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPS a 4, 20 e 40 mg/Kg, veiculo DMSO (3%) e DZP (40 mg/kg).
Um aquario de vidro (30x15x20 cm) foi dividido em duas zonas, clara e escura, e preenchido
com agua da torneira (pré-tratada com anticloro) até atingir 3 cm de altura. Ap6s 30 minutos de
tratamento, os peixes foram colocados individualmente na zona clara e o comportamento
ansiolitico foi observado através do tempo de permanéncia na zona clara durante 5 minutos.

Um grupo nio tratado (Naive) foi avaliado.

3.3.2.8 Participacgdo do sistema GABAérgico

A participagdo do sistema GABAérgico foi avaliada através do teste claro/escuro,
conforme metodologia proposta por BENNEH et al. (2017). Inicialmente, os animais (n =
6/grupo) foram tratados i.p. com flumazenil (4 mg/Kg; 20 uL), um antagonista do GABA. Apds
15 min, os peixes foram tratados i.p. com CD, CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPS, na dose efetiva
mais baixa (4 mg/Kg, 20 uL) e DZP (4 mg/Kg; 20 uL). Como grupo controle, outros peixes (n
= 6/grupo) foram tratados i.p. com DMSO (3%; 20 puL), e um grupo ndo tratado (Naive) foi

incluido. Apés 30 minutos de tratamento, os animais foram adicionados individualmente a zona
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clara do aqudrio. O efeito ansiolitico foi quantificado como a porcentagem de permanéncia na

zona clara (%PZC) durante 5 minutos.

3.3.2.9 Docking molecular

As interagdes entre os receptores GABAA e os compostos foram analisadas por meio da
andlise de docking molecular. A estrutura quimica bidimensional dos ligantes, CD, CDN, AA,
CDN-BrP e CD-dPS, foi desenhada usando o codigo  MarvinSketch
(https://chemaxon.com/products/marvin) (CSIZMADIA, 2019). As conformacdes de menor
energia foram salvas e otimizadas usando ciclos de 50 intera¢des do algoritmo steepest descente
e campo de forca Merck Molecular Force Field (MMFF94) (HALGREN, 1996) a partir do
codigo Avogadro (HANWELL et al., 2012). Os ligantes foram nomeados pelo grau de
insaturacdo, saturado (CisHsi), monoinsaturado (CisHag), di-insaturado (CisHz7) e tri-
insaturado (CisHas).

A estrutura tridimensional do receptor GABA\ foi obtida no repositério Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/), estd identificada como “CryoEM structure of human full-length
alphalbeta3gamma2l GABA(A)R in complex with diazepam (Valium), GABA and megabody
Mb38” (PDB ID 6HUP), depositada com resolucdo de 2,58 A e determinada por microscopia
eletronica. Os residuos presentes na estrutura da proteina foram removidos e os dtomos de
hidrogénios polares foram adicionados (YAN et al., 2014).

Para a realizacao das simulagdes de docking molecular, foi utilizado o c6digo AutoDock
Vina (versdo 1.1.2) (TROTT; OLSON, 2009). O espaco de simula¢do foi determinado a partir
do grid box, que foi centralizado no alvo englobando toda a proteina, usando os eixos x, y € z:
125,281, 139,534, 136,018 respectivamente, com pardmetros de 126A (x), 100A (y) e 126A
(z). Cinquenta simula¢des independentes foram realizadas, obtendo-se 20 poses por simulagdo.

Para a selecdo de simulacdes com melhores poses (Best Pose), foi utilizado o desvio
quadratico médio, do inglés Root Mean Square Deviation (RMSD), onde valores menores que
2 A sdo considerados ideais (YUSUF et al., 2008).

A estabilidade dos complexos proteina-ligante formados foi avaliada utilizando a
energia de afinidade (AG) (Equagdo 1), que tem como parametro de idealidade valores iguais
ou inferiores a -6.0 kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER, 2014). A partir dos valores de energia
de afinidade, foram determinados os valores das constantes de inibi¢do (K;) (Equacdo 2) de

cada complexo (KADELA-TOMANEK et al., 2021).


https://www.rcsb.org/

75

AG = —RTLn K @
Ki = e(46/RT) @)

Onde AG é a energia livre de ligacdo em kJ.mol™!, R (8.32 J.mol'K'!) ¢ a constante dos
gases, T (298K) € a temperatura absoluta e Ki € a constante de inibicao.

Foram utilizados valores das distancias entre os dtomos doadores e receptores para
avaliar a forca das ligacdes de hidrogénio (H-bond), onde as interacdes que ficaram entre 2.5 A
e 3.1 A sdo classificadas como Strong (forte), entre 3.1 A e 3.55 A sdo consideradas Average
(média) e distancias superiores a 3.55 A sio classificadas como Weak (fraca). Os resultados
foram analisados e visualizados usando os cdédigos Discovery Studio Visualizer e UCSF

Chimera (PETTERSEN et al., 2004).

3.3.2.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao da média, para testes in
vitro (n = 3), e média + erro padrao da média, para testes in vivo (n = 6/grupo). Apds
confirmacdo da distribuicdo de normalidade e homogeneidade dos dados, as diferengas entre os
grupos foram submetidas a analise de variancia (one-way ANOV A), seguida do teste de Tukey,
utilizando o software GraphPad Prism v. 7.0. O nivel de significancia estatistica foi de 5%

(p<0,05).
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Obtencao e caracterizaciao dos constituintes do LCC

Cardanol e cardol foram obtidos a partir do LCC técnico e caracterizados por CG/EM,
RMN de 'H e 1°C e FTIR (Apéndices A e B).

Acido anacérdico (6,8 g) foi obtido como um liquido escuro e caracterizado por RMN
('H e *C) e FTIR. O espectro de FTIR do AA (Apéndice H) apresentou os estiramentos da
cadeia lateral de 15 carbonos com insaturagdes, $3010 cm’! v(-CH=CH-), 62925 cm’! v(-CH3),

52854 cm™! v(-CH2), e o estiramento 81646 cm™ v(C=0). Os espectros de RMN ('H e °C)

(Apéndice H) foram utilizados para complementar a caracterizagdo do AA. Todos os espectros

indicaram que hd uma mistura dos homoélogos mono, di e triinsaturados.

3.4.2 Sintese e caracterizacido do derivado organofosforado do cardol

Apo6s a sintese e purificagdo em coluna, o composto CD-dPS foi caracterizado por

CG/EM e RMN ('H e *'P). Os respectivos espectros estdo apresentados no Apéndice F.

3.4.3 Sintese e caracterizacao do derivado piridinico do cardanol

ApOs a sintese e purificacdo em coluna, o composto CDN-BrP foi caracterizado por
meio das técnicas CG/EM, RMN 'H, FT-IR e TGA. Os respectivos espectros estdo apresentados
e discutidos na secao 2.4.3 (Figuras 14, 15, 16 e 18).

3.4.4 Toxicidade aguda (96 horas)

O zebrafish vem sendo usado como modelo animal complementar ao uso de roedores
em testes genéticos, neurobiologicos e toxicoldgicos (RESENDE; SOCCOL, 2015). Além
disso, também ¢ utilizado para avaliar a toxicidade de compostos farmacéuticos, bem como
biomonitoramento toxicoldégico no desenvolvimento de medicamentos (CABALLERO;
CANDIRACI, 2018).

Desde muito tempo vem sendo empregado em testes de toxicidade no monitoramento

de contaminantes ambientais. Como por exemplo, HUANG et al. (2014) utilizaram o zebrafish
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para avaliar a agdo de um agente agroquimico (Deltametrin), empregando o comportamento
locomotor e a mortalidade (CLs0) em 24 horas como parametros de toxicidade aguda.

Nesse contexto, o zebrafish foi usado como modelo animal para avaliar a toxicidade
aguda do CD, CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPs. Como resultado, constatou-se que todos os
compostos se mostraram seguros, pois nao foram toxicos para o zebrafish até 96 horas de
analise (LCso > 40 mg/kg) (Tabela 3). Permitindo assim, o uso desses compostos em testes

farmacoldgicos in vivo.

Tabela 3 - Resultados dos testes de toxicidade aguda dos compostos frente ao zebrafish.

Mortalidade 96h

Composto CN D1 D2 D3 CLso (mg/mL) / IV
AA 0 1 0 0 > 40
CDN 0 0 1 0 > 40
CD 0 0 0 0 > 40
CDN-BrP 0 0 0 1 > 40
CD-dPS 0 0 1 0 > 40

CN - Grupo controle negativo: DMSO 3%. D1 - Dose 1 (4 mg/kg). D2 - Dose 2 (20 mg/kg). D3 - Dose 3 (40
mg/kg). IV - Intervalo de confianga.

Esses resultados comprovam a eficiéncia dos compostos avaliados, tornando-se
excelentes candidatos para serem usados como larvicidas, uma vez que nao sao toxicos e nao
irdo causar danos a outros animais marinhos que possam estar presentes no mesmo ambiente

das larvas do Aedes aegypt.

3.4.5 Teste de campo aberto

A andlise da atividade locomotora através do teste de campo aberto € um parametro de
andlise comportamental que permite avaliar substancias quimicas que atuam no Sistema
Nervoso Central (SNC) do zebrafish (GUPTA et al., 2014), podendo causar comprometimento
locomotor ou ndao (GEBAUER et al., 2011; TAYLOR et al., 2017). O comportamento natural
do zebrafish em campo aberto € caracterizado por atividade natatoéria constante e manifestacdes
de imobilidade (CACHAT et al., 2011).

Diferentes parametros podem ser avaliados a partir da andlise da atividade locomotora

realizada em campo aberto, como por exemplo a hiperatividade, usada como indicativo de
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ansiedade (RESENDE; SOCCOL, 2015). Segundo diversos autores, os benzodiazepinicos
utilizados no tratamento da ansiedade atuam no sistema nervoso central do zebrafish, induzindo
um efeito sedativo e causando altera¢des locomotoras (GEBAUER et al., 2011; BENNEH et
al., 2017).

Desta forma, avaliou-se a acdo do CD, CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPS, sob o sistema
locomotor do zebrafish (Figura 38). Onde: Naive - animais ndo tratados. DZP (40 mg/kg; 20
uL; i.p.). Veiculo - DMSO 3% (20 pL; i.p.). Os valores representam a média + erro padrao da
média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey p<0,0001; <0,001 e 0,1 vs.
naive; " p<0,0001; #p<0,01 e *0,1 vs. Veiculo. Os nlimeros acima de cada coluna indicam a

porcentagem da atividade locomotora (%AL).



Figura 38 - Efeito do CDN, CD, AA, CDN-BrP e CD-dPS sob a atividade locomotora do

zebrafish no teste de campo aberto.
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O teste de campo aberto mostrou que todos os compostos, em todas as doses testadas,

causaram efeito sedativo e diminuiram a atividade locomotora, comportamento similar ao DZP,

resultando em uma redu¢do no numero de cruzamentos de linha, resultado significativamente

diferente do controle veiculo (p<0,0001; p<0,01 e 0,1 vs. veiculo) e do grupo naive (p<0,0001;

<0,001 e 0,1 vs. naive). Esses resultados foram semelhantes aos obtidos com drogas ansioliticas

que causaram efeito sedativo e diminui¢do da atividade locomotora em animais (GUPTA et al.,

2014; BENNEH et al., 2017).
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3.4.6 Teste claro/escuro

O teste claro/escuro em zebrafish confirmou o possivel efeito ansiolitico do CD, CDN,
AA, CDN-BrP e CD-dPS, observado no teste de campo aberto. Nesse teste, o tempo gasto na
regido clara € aumentado por agentes ansioliticos, como o diazepam. Em condi¢des normais, o
zebrafish tem aversao a areas iluminadas, comportamento semelhante ao dos camundongos e
roedores (GEBAUER et al., 2011; STEWART et al., 2012).

A Figura 39 ilustra o efeito ansiolitico dos compostos em zebrafish no teste claro/escuro.
Os nimeros acima de cada coluna indicam a porcentagem de permanéncia do zebrafish na zona
clara do aquério, durante 5 minutos de andlise. Naive - grupo sem tratamento. Controle - DMSO
3% (20 pL i.p). DZP (4 mg/kg; 20 puL i.p). Os valores representam a média + erro padrao da
média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey. **p< 0,01; ****p< (0,0001

vs Controle e Naive; "p< 0,01 ##p< 0,0001 vs veiculo.



81

Figura 39 - Efeito ansiolitico do CDN, CD, AA, CDN-BrP e CD-dPS em zebrafish no teste
claro/escuro.
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Constatou-se que CD, CDN, AA, CDN-BrP, CD-dPS e DZP tiveram efeitos
semelhantes sobre o zebrafish, apresentando comportamento ansiolitico nas trés concentragoes
testadas. Todos os compostos (****p<0,0001 vs veiculo) aumentaram o tempo gasto pelo peixe
na zona clara do aquério, comportamento semelhante ao do DZP, com destaque para o CDN,
na concentracao 40 mg/Kg, que foi mais eficiente que o DZP, com porcentagem de permanéncia
na zona clara (%PZC) de 91,16%, seguido do CD-dPS com %PZC de 86,50%, na mesma

concentragao.
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Segundo JUNIOR et al. (2018), os derivados do LCC também tiveram o mesmo efeito
em camundongos. CHO et al. (2012) estudaram o efeito ansiolitico da fisostigmina, um inibidor
da enzima acetilcolinesterase, no zebrafish. Os autores observaram que os peixes tratados com
fisostigmina, apresentaram preferéncia pela zona clara no teste claro/escuro, comprovando a
acdo ansiolitica deste inibidor.

Vale ressaltar que, os constituintes do LCC (CD, CDN e AA) carregam em sua estrutura
grupos hidroxila, os quais estao entre os substituintes mais comuns em drogas ansioliticas, que
também incluem grupos metoxi, metil, dimetilamina, halogénios e nitro (HIGGS et al., 2019;

ERTL et al., 2020).

3.4.7 Participacao do sistema GABAérgico

CD, CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPS podem atuar no sistema GABAérgico, assim, para
investigar esse possivel mecanismo ansiolitico, um novo teste claro/escuro foi realizado com
flumazenil (FMZ). Este € um antagonista especifico do 4cido gama-aminobutirico (GABA) do
complexo receptor do tipo A. Ele antagoniza os efeitos de benzodiazepinicos, tais como o
diazepam, incluindo os efeitos ansioliticos, sedativos e hipnéticos. O FMZ liga-se as
subunidades a [1-3, 5] B e y desses receptores e ¢ considerado uma excelente ferramenta para
estudos nesta area (BENTUE-FERRER etal., 1996; PENNINGA et al.,2016; SEELHAMMER
etal., 2018).

A Figura 40 ilustra o efeito do flumazenil (FMZ) sob o efeito ansiolitico do CDN, CD,
AA, CDN-BrP e CD-dPS no teste claro/escuro. Onde: DZP (4 mg/kg; 20 ul; i.p.). FMZ (4
mg/kg; 20 pl; i.p.). Os valores representam o erro médio + média para 6 animais/grupo.
ANOVA seguida por Tukey (** p <0,01 **** p <0,0001 vs veiculo; ##p <0,0001 vs FMZ +
DZP ou FMZ + CDN ou FMZ + CD ou FMZ + AA ou FMZ + CDN-BrP ou FMZ + CD-dPS).
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Figura 40 - Efeito do flumazenil (FMZ) sob o efeito ansiolitico do CDN, CD, AA, CDN-BrP
e CD-dPS no teste claro/escuro.
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Fonte: Préprio autor.

Como resultado, o pré-tratamento com FMZ reverteu significativamente (p<0,0001) o
efeito ansiolitico de todos os compostos estudados, bem como reverteu significantemente
(*#¥5<0,0001) o efeito ansiolitico do diazepam (4 mg/kg; 20 uL; i.p.), indicando que a atividade
ansiolitica dos compostos atua através do sistema GABA. Houve uma redugdo significativa na
permanéncia na zona clara dos peixes tratados com FMZ e os compostos: (PZCgmz + con = 37,44
90; PZCemz + coN-Bip = 24,77 %0; PZCrvz + cp-aps = 44,61%; PZCemz + cp = 32,77 %; PZCrmz + AA
=22,27%), significantemente (p>0,05) semelhante aos animais tratados com flumazenil e

diazepam (PZC gmz + pzp = 14,7 %).
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3.4.8 Docking molecular

Para estudar a atividade ansiolitica do CD, CDN, AA, CDN-BrP e CD-dPS no sistema
GABAérgico, foram realizadas simulacdes de docking molecular com o receptor GABAA. O
docking revela os mecanismos estruturais de inibi¢do dos ligantes e do receptor (proteina),
identificando os modos de interagao molecular com o sitio ativo da proteina (GABA) (DUONG
et al., 2020).

As simulagdes de docking molecular realizadas na proteina y-GABA aminotransferase
comprovaram a atividade ansiolitica de todos os ligantes estudados. A Tabela 4 apresenta os
valores de energia de afinidade, constante de inibicao e RMSD para todos os ligantes. De acordo
com a tabela, todos os valores estdo dentro do pardmetro ideal, RMSD menor que 2 A e energia

de afinidade préximo a 6,0 kcal/mol (YUSUF et al., 2008; SHITYAKOV; FORSTER, 2014).

Tabela 4 - Energia de afinidade e valores de RMSD dos complexos formados apds simulagdes
de docking frente ao receptor GABAA, organizados por energia de afinidade.

Ligante GABA
Energia de Afinidade Ki pKi  RMSD (A)
(kcal/mol)
CDN-BrP di-insaturado -8,4 7,01 x 107 6,15 0,839
CD di-insaturado -1,8 1,92 x 10° 5,72 0,813
CDN-BrP mono-insaturado -7,8 1,92 x 10° 5,72 1,233
CDN-BrP saturado -1,7 2,27 x 10° 5,64 0,968
CD tri-insaturado 1,7 2,27 x 10 5,64 1,653
CD-dPS di-insaturado -7,6 2,69 x 10°° 7,57 1,440
CDN tri-insaturado -1,5 3,18 x 106 5,49 1,404
CD-dPS tri-insaturado -1,5 3,18 x 10 5,49 1,766
AA di-insaturado -7.4 3,77 x 10°° 5,42 1,244
CD-dPS mono-insaturado -7,4 3,77 x 10°° 5,42 1,689
Diazepam* 7,3 4,46 x 10°° 5,35 0,719
CD-dPS saturado -6,9 8,77 x 10°° 5,05 1,630
CD mono-insaturado -6,9 8,77 x 10°° 5,05 1,942
CDN-BTrP tri-insaturado -6,8 1,04 x 109 4,98 1,608
AA mono-insaturado -6,6 1,45 x 107 4,84 1,956
AA tri-insaturado -6,5 1,72 x 109 4,76 1,932
CDN di-insaturado -6,5 1,72 x 107 4,76 1,892
CDN mono-insaturado -6,3 2,41x 107 4,62 1,758

*ligante co-cristalizado (re-docking).
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Com a selecdo da melhor pose, seguindo os parametros do menor valor para o desvio
quadrético médio das posi¢des atomicas (RMSD), que é a medida da distdncia média entre os
atomos dos complexos ligante-proteina sobrepostos, e energia de afinidade, foi possivel
determinar que o CDN-BrP di-insaturado (-8,4 kcal/mol), CD di-insaturado (-7,8 kcal/mol),
CDN-BrP mono-insaturado (-7,8 kcal/mol), CDN-BrP saturado (-7,7 kcal/mol) e CD tri-
insaturado (-7,7 kcal/mol) possuem energias mais favordveis que o diazepam, ambas acopladas
em uma regido préxima do firmaco de referencia (DZP) (-7,3 kcal/mol). Na simulacio de re-

docking, o complexo DZP-GABA apresentou RMSD na ordem de 0,719 A. (Figura 41).

Figura 41 - Resultados do docking molecular: energia de afinidade (a), complexos ligante-
receptor formados (b). *ligante co-cristalizado (re-docking).
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Fonte: Préprio autor.
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Para refinar esta andlise (docking molecular) avaliou-se a constante de inibi¢do (Ki) e o
pKi, onde quanto menor o valor de Ki, maior o pKi, e maior serd a afinidade do ligante pela
proteina, logo, menor serd a concentracdo do ligante necessdria para inibir a atividade
enzimdtica (KADELA-TOMANEK ef al., 2021). Desse modo, foi possivel observar, a partir
da Tabela 4, que o CDN-BrP di-insaturado, CD di-insaturado, CDN-BrP mono-insaturado,
CDN-BrP saturado, CD tri-insaturado, CD-dPS di-insaturado, CDN tri-insaturado, CD-dPS tri-
insaturado, AA di-insaturado e CD-dPS mono-insaturado necessitam de uma menor
concentragdo para inibir o receptor GABAa, pois apresentaram menor Ki comparado ao
diazepam (Ki = 4,46 x 10 e pKi = 5,35), com énfase para o ligante CDN-BrP di-insaturado
(Ki=7,01x 10" e pKi = 6,15).

O tipo de interacdo entre os ligantes e os residuos de aminodcidos do receptor GABAA4,
bem como as distancias entre essas interacdes, sao mostrados na Tabela 5 e Figura 42. Sabe-se

que quanto menor a distancia, mais favordaveis sdo as interacoes.

Tabela 5 - Interagdes dos ligantes com os receptores GABAA.

Ligante Residuo Interacao Distancia (A)
CDN-BrP di-insaturado TYRS58C Hydrofobic 3,68
ALA79C Hydrofobic 4,90

GLU189C H-Bond 3,57

SER205D H-Bond 2,14

SER205D H-Bond 2,45

THR207D H-Bond 2,31

TYR160D n-nt Stacked 5,38

TYR210D n-1t Stacked 3,97

CD di-insaturado TYRS58C Hydrofobic 4,48
ALA79C Hydrofobic 5,41

VAL203D Hydrofobic 4,95

TYR210D Hydrofobic 3,75

TYR210D Hydrofobic 3,88

SER205D H-Bond 2,88

TYRS8C n-1t Stacked 5,28

SER206D Unfavorable Donor-Donor 1,73

CDN-BrP mono-insaturado PHE77C Hydrofobic 3,92
ALA79C Hydrofobic 5,30

LEU140C Hydrofobic 3,67

TYR210D Hydrofobic 3,57

SER206D H-Bond 2,63



CDN-BrP saturado

CD tri-insaturado

CD-dPS di-insaturado

CDN tri-insaturado

CD-dPS tri-insaturado

AA di-insaturado

PHE77C
TYRS8C
PHE77C
ALA79C
SER205D
SER205D
THR207D
TYR160D
TYR210D
TYRS8C
VAL203D
VAL203D
ASN60C
ALA79C
LYS156D
VAL203D
TYR210D
LYS156D
HIS102D
TYRS8C
ALA79C
SER205D
SER206D
TYRS58C
TYRS8C
PHE77C
ALA79C
HIS102D
VAL203D
TYR210D
TYRS8C
LYS156D
GLN204D
TYRS8C
TYRS8C
PHE77C
VAL203D
LYS156D
HIS102D
HIS102D

n-1 Stacked
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
H-Bond
H-Bond
n-n Stacked
n-nt Stacked
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Unfavorable Donor-Donor
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
H-Bond
n-nt Stacked
Hydrofobic
H-Bond
H-Bond
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
H-Bond
H-Bond
n-nt Stacked
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
m-Anion

Attractive Charge

5,19
3,53
3,99
4,88
2,18
2,53
2,46
5,40
4,28
5,17
4,52
5,37
0,98
4,05
4,66
3,87
3,52
5,36
4,18
4,49
4,96
2,52
2,65
5,28
5,32
4,74
3,72
4,58
4,97
3,52
1,98
581
3,79
4,28
3,94
3,68
3,77
4,26
3,68
4,26
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CD-dPS mono-insaturado

Diazepam*

CD-dPS saturado

CD mono-insaturado

CDN-BTrP tri-insaturado

AA mono-insaturado

AA tri-insaturado

LYS156D
LYS156D
TYRS8C
TYRS8C
LYS156D
VAL203D
LYS156D
TYRS8C
TYRS8C
PHE77C
HIS102D
VAL203D
VAL203D
SER205D
GLN204D
TYR210D
ALA79C
LYS156D
VAL203D
VAL203D
TYRS8C
ASN60C
LYS156D
TYRS58C
GLU189C
GLN204D
SER206D
TYRS8C
ILE239D
VAL243D
LEU297E
VAL65C
ILE68C
ALA67C
GLN200C
GLN200C
PHE201C
LYS279D
VAL65C
ALA67C

Attractive Charge
Unfavorable Donor-Donor
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
n-n Stacked
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
H-Bond
n-nt Stacked
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
H-Bond
H-Bond
n-nt Stacked
H-Bond
H-Bond
H-Bond
n-nt Stacked
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
Hydrofobic
H-Bond
H-Bond
H-Bond
n- T-shaped
Salt Bridge
Hydrofobic
Hydrofobic

4,23
2,30
4,53
5.45
4,40
3,91
3,09
4,59
4,62
5,10
4,35
4,88
5,15
2,89
3,35
4,18
4,12
4,57
3,73
4,99
3,67
3,57
2,55
4,78
2,11
2,32
2,46
3,64
542
4,40
3,66
4,83
5,03
2,32
2,81
3,19
5,04
4,09
4,91
5,39
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LYS279D Hydrofobic 4,39

ALA67C H-Bond 2,34

GLN200C H-Bond 2,38

GLN200C H-Bond 2,78

PHE201C n-t T-shaped 5,04

LYS279D Salt Bridge 4,28

CDN di-insaturado TRP246D Hydrofobic 4,64
TYR304E Hydrofobic 4,96

PHE431E n-t T-shaped 4,77

CDN mono-insaturado VAL65C Hydrofobic 4,56
TYRI199C H-Bond 1,90

GLN200C H-Bond 2,78

PHE201C n- T-shaped 4,88

VAL65C  Unfavorable Donor-Donor 1,38

*ligante co-cristalizado (re-docking).

Com relagdo as interacdes envolvidas na formacdo dos complexos proteina-ligante
(Tabela 5) foi possivel identificar que o complexo AA-GABA mono-insaturado apresentou
duas interacdes hidrofébicas com VAL65C (4.83 A), ILE68C (5.03 A), trés H-bond envolvendo
os residuos ALA67C (2.32 A), GLN200C (2.81 e 3.19 A), uma n-n T-shaped com PHE201C
(5.04 A) e uma Salt Bridge com LYS279D (4.09 A). O complexo AA-GABA di-insaturado
apresentou tré€s interagdes hidrofébicas com TYRS8C (3.94 A), PHE77C (3.68 A), VAL203D
(3.77 A), uma H-bond envolvendo o residuo LYS156D (4.26 A), uma n-Anion com HIS102D
(3.68 A), duas Attractive Charge com HIS102D (4.26 A), LYS156D (4.23 A) e uma
Unfavorable Donor-Donor com LYS156D (2.30 A). O complexo AA-GABA tri-insaturado
apresentou trés interagdes hidrofébicas com VAL65C (4.91 A), ALA67C (5.39 A), LYS279D
(4.39 A), trés H-Bond com ALA67C (2.34 A), GLN200C (2.38 ¢ 2.78 A), uma 7- © T-shaped
com PHE201C (5.04 A) e uma Salt Bridge com LYS279D (4.28 A).

O complexo CDN-GABA mono-insaturado apresentou uma intera¢do hidrofébica com
VALG65C (4.56 A), duas H-Bond com TYR199C (1.90 A), GLN200C (2.78 A), uma n- © T-
shaped com PHE201C (4.88 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com VAL65C (1.38 A). O
complexo CDN-GABA di-insaturado apresentou duas interacdes hidrofébicas com TRP246D
(4.64 A), TYR304E (4.96 A) e uma n-n T-shaped com PHE431E (4.77 A). O complexo CDN-
GABA tri-insaturado apresentou uma interacao hidrofobica com ALA79C (4.96 A) e duas H-
Bond com SER205D (2.52 A), SER206D (2.65 A).
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O complexo CD-GABA mono-insaturado apresentou trés H-Bond com GLU189C (2.11
A), GLN204D (2.32 A), SER206D (2.46 A) e uma n-n Stacked com TYRSS8C (3.64 A). O
complexo CD-GABA di-insaturado (Figura 37C) é formado predominantemente por interacdes
hidrofébicas envolvendo os residuos TYRS58C (4.48 10%), ALA79C (5.41 A), VAL203D (4.95
A), TYR210D (3.75 e 3.88 A), uma H-Bond com SER205D (2.88 A), uma n-n Stacked com
TYRS58C (5.28 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com SER206D (1.73 A). O complexo CD-
GABA tri-insaturado apresentou trés interacdes hidrofébicas com TYRS8C (5.17 A),
VAL203D (4.52 ¢ 5.37 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com ASN60C (0.98 A).

O complexo CDN-BrP-GABA saturado apresentou trés intera¢des hidrofébicas com os
residuos TYRS8C (3.53 A), PHE77C (3.99 A), ALA79C (4.88 A), trés H-Bond com SER205D
(2.18 € 2.53 A), THR207D (2.46 A) e duas n-n Stacked com TYR160D (5.40 A), TYR210D
(4.28 A). O complexo CDN-BrP-GABA mono-insaturado (Figura 37B) apresentou quatro
interagdes hidrofébicas com os residuos PHE77C (3.92 A), ALA79C (5.30 A), LEU140C (3.67
A), TYR210D (3.57 A), uma H-Bond com SER206D (2.63 A) e uma n-r Stacked com PHE77C
(5.19 A). O complexo CDN-BrP-GABA di-insaturado (Figura 37C) ¢é formado
predominantemente por H-Bonds envolvendo os residuos GLU189C (3.57 A), SER205D (2.14
e 2.45 A), THR207D (2.31 A), apresentou também duas interacdes hidrofébicas com os
residuos TYR58C (3.68 A), ALA79C (4.90 A) e duas n-n Stacked com TYR160D (5.38 A),
TYR210D (3.97 A). O complexo CDN-BrP-GABA tri-insaturado € formado por trés interagcdes
hidrofébicas envolvendo os residuos ILE239D (5.42 A), VAL243D (4.40 A) e LEU297E (3.66
A).

O complexo CD-dPS-GABA saturado apresentou quatro intera¢des hidrofébicas com
os residuos ALA79C (4.12 A), LYS156D (4.57 A), VAL203D (3.73 e 4.99 A), trés H-Bond
com TYR58C (3.67 A), ASN60C (3.57A), LYS156D (2.55 A) e uma n-n Stacked com TYR58C
(478 A). O complexo CD-dPS-GABA mono-insaturado apresentou quatro interacdes
hidrofébicas com os residuos TYRS8C (4.53 ¢ 5.45 A), LYS156D (4.40 10%), VAL203D (3.91
A), uma H-Bond LYS156D (3.09 A) e uma n-r Stacked com TYRS58C (4.59 A).O complexo
CD-dPS-GABA di-insaturado apresentou quatro interacdes hidrofébicas com os residuos
ALAT9C (4.05 A), LYS156D (4.66 A), VAL203D (3.87 A), TYR210D (3.52 A), duas H-Bond
LYS156D (5.36 A), HIS102D (4.18 A) e uma n-n Stacked com TYR58C (4.49 A). O complexo
CD-dPS-GABA tri-insaturado € formado predominantemente por interacOes hidrofébicas
envolvendo os residuos TYR58C (5.28 e 5.32 A), PHE77C (4.74 A), ALA79C (3.72 A),
HIS102D (4.58 A), VAL203D (4.97 A), TYR210D (3.52 A), o complexo também apresentou
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trés H-Bond com TYRS8C (1.98 A), LYS156D (5.81 A), GLN204D (3.79 A) e uma n-n
Stacked com TYRSSC (4.28 A).

O complexo DZP-GABA (co-cristalizado) é formado predominantemente por
interacoes hidrofébicas envolvendo os residuos TYRS8C (4.62 A), PHE77C (5.10 A),
HIS102D (4.35 A), VAL203D (4.88 ¢ 5.15 A), o complexo também apresentou duas H-Bond
com SER205D (2.89A), GLN204D (3.35 A) e uma n-n Stacked com TYR210D (4.18 A).

A andlise da formacdo do complexo mais estdvel, com destaque para o CDN-BrP di-

insaturado, mostrou que os ligantes se complexam na mesma regido do inibidor co-cristalizado

(DZP) entre as cadeias C e D do receptor GABAA (Figura 42A).

Figura 42 - Complexo de interacdo do receptor GABAA com os ligantes (A); Mapas de
interacdo do CDN-BrP mono-insaturado (B), CDN-BrP di-insaturado (C), CD di-insaturado
(D) e do inibidor co-cristalizado Diazepam (E).
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Fonte: Préprio autor.

Portanto, a formacdo dos complexos supracitados é demonstrada in silico, do ponto de
vista energético, espacial e quimico, e a estabilidade conferida ao receptor GABAA pela
interagdo com os compostos estudados esta diretamente relacionada com a atividade ansiolitica

confirmada in vivo.
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4 CONCLUSAO

O trabalho relatou a sintese e caracterizacdo de compostos pertencentes a classe dos
organofosforados e piridinicos, derivados do LCC, além da microencapsulagdo, utilizando
pectina citrica, do CDN e CD. Os materiais obtidos foram avaliados quanto a atividade larvicida
e quanto ao potencial ansiolitico em zebrafish.

As microparticulas de CDN e CD foram obtidas com elevados rendimentos (acima de
72%) e eficiéncia de microencapsulagdo acima de 65%. Os sistemas microencapsulados
apresentaram microestruturas parecidas, formatos semiesféricos, sem poros, fissuras e
imperfeicoes.

O larvicida CD-dPS apresentou CLso = 0,8 ppm, quatro vezes mais eficiente que o
larvicida comercial Temefos (CLso = 3,2 ppm). No teste da atividade anticolinesterase, este
derivado apresentou diametro do halo (1,1 cm) mais proéximo do controle Eserina (1,5 cm), e,
portanto, o mais eficiente tanto como larvicida, como inibidor da AChE. CD-dPS nao
apresentou toxicidade em células de macréfagos em nenhuma das concentragdes testadas, assim
como o CDN-BrP.

As modificagdes causadas na estrutura externa das larvas do Aedes aegypti, ap0s
exposicao aos larvicidas, foram observadas por meio da anélise em microscépio e MEV. Com
base nessas andlises, concluiu-se que todos os compostos avaliados causaram alteragdes na
morfologia das larvas.

Nos testes com o zebrafish, CDN, CD, AA, CDN-BrP e CD-dPS, nao foram téxicos,
alteraram o sistema locomotor do peixe e mostraram efeito ansiolitico mediados pelo sistema
GABA¢érgico. As interacdes desses compostos com os receptores GABA 4 foram confirmadas
por meio do estudo de docking molecular. Em relacdo a estrutura-atividade, o estudo mostrou
que o CDN-BrP di-insaturado foi o mais eficaz, pois foi necessdria uma menor concentragao
para inibir o receptor GABAA. Além disso, o complexo CDN-BrP-GABA di-insaturado foi o
mais estdvel, com menor valor de energia de afinidade comparado ao diazepam. A auséncia de
toxicidade e a acdo dos compostos no sistema nervoso central do zebrafish comprovam o
potencial farmacoldgico desses materiais.

Diante do exposto, os resultados obtidos permitem concluir que o uso de larvicidas
naturais derivados do LCC em substituicdo aos larvicidas sintéticos, contribuem para o
desenvolvimento sustentavel, estimulando a criacdo de materiais ecoldgicos e de baixo custo.
Além disso, os compostos estudados também podem atuar como drogas ansioliticas no

tratamento do transtorno de ansiedade.
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APENDICE A - CARACTERIZACAO DO CDN: (A) CROMATOGRAMA, (B)
ESPECTROS DE MASSA, (C) RMN 'H, (D) RMN *CE (E) FT-IR.
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APENDICE B — CARACTERIZACAO DO CD: (A) CROMATOGRAMA, (B)
ESPECTRO DE MASSA, (C) RMN 'H, (D) RMN *CE (E) FT-IR.
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APENDICE C — CARACTERIZACAO DO CD-MP: (A) ESPECTRO DE MASSA E (B)

RMN 'H.
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APENDICE D — CARACTERIZACAO DO CD-MPS: (A) ESPECTRO DE MASSA E
(B) RMN 'H.
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APENDICE E - CARACTERIZACAO DO CD-DP: (A) ESPECTRO DE MASSA E (B)
RMN 'H.
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APENDICE F - CARACTERIZACAO DO CD-DPS: (A) ESPECTRO DE MASSA E
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APENDICE G — CARACTERIZACAO DO CDN-BR: (A) ESPECTRO DE MASSA E
(B) RMN 'H.
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APENDICE H — CARACTERIZACAO DO AA: (A) RMN 'H, (B) RMN BC E (C) FT-
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