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APRESENTACAO

A colecédo “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2” é
uma obra composta de quatro volumes que tem como foco as bases e as interfaces
multidisciplinares dos trabalhos desenvolvidos em diversos locais do pais que
compde os diversos capitulos de cada volume. De forma categorizada os trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e revisdes tentardo demonstrar ao leitor os principios de
cada area da saude assim como suas peculiaridades.

Nesse primeiro volume apresentamos de forma clara diferentes estudos
desenvolvidos em varias instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Os capitulos
transitaram principalmente entre fundamentos da farmacologia, nutricdo, educacéo e
pesquisa basica abordando: Uso da maconha, hiperémese gravidica, Saude Publica,
Diabetes Mellitus, Qualidade De Vida, Idoso, Tratamento Farmacoldgico, Cancer
de boca, Doenca celiaca, Educacédo em Saude, Formacéo em Saude, Toxoplasma
gondii, Nefrose lipoide, Atividade antioxidante, interacdo medicamentosa, Ansiedade,
Terapia Cognitivo-Comportamental, Reprodu¢cdo Humana, Glicose sanguinea,
Doencas crdnicas nao transmissiveis e Atencao farmacéutica.

A fundamentacao, e o estabelecimento de conceitos e padrbes basicos é muito
importante na ciéncias da saude uma vez que novos estudos e pesquisas tanto de
revisdo quanto experimentais sempre se baseiam em técnicas e fontes ja publicadas.
Assim, destacamos a relevancia deste material com informag¢des recentes sobre
diversas tematicas da saude.

Deste modo a obra “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2”
oferece ao leitor teoria bem fundamentada aliada a resultados praticos obtidos pelos
diversos grupos de pesquisa em saude do pais, que arduamente desenvolveram seus
trabalhos aqui apresentados de maneira concisa e didatica. A divulgacéo cientifica
de qualidade, em tempos de fontes ndo confidveis de informacéao, € extremamente
importante. Por isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confidvel para estes pesquisadores
apresentarem e divulguem seus resultados.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 21

TOXICIDADE ORAL AGUDA DO SEMISSINTETICO
ETER N-BUTIL DILAPIOL EM CAMUNDONGOS

Daniel Luis Viana Cruz

Programa de P6s-Graduacao em Genética,
Conservacéo e Biologia Evolutiva — PPG GCBEv
/ Laboratorio de Citogenética, Genémica e
Evolucéo de Mosquitos Vetores da Malaria e
Dengue, Coordenacao de Sociedade, Ambiente e
Saude — COSAS, Instituto
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Manaus, AM
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RESUMO: O éter n-butil dilapiol (1KL43-C)
€ um derivado semissintético do dilapiol com
potencial efeito inseticida em Aedes aegypti e

Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2

BALB/C

Aedes albopictus e, portanto, pode ser utilizado
em acles estratégicas para o controle destes
mosquitos, que sao vetores do virus da dengue
e apresentam resisténcia aos inseticidas
sintéticos. Porém o efeito toxico deste composto
em mamiferos ainda é desconhecido. O presente
estudo teve como obijetivo avaliar a toxicidade
oral aguda do 1KL43-C em camundongos
Balb/C. Os resultados deste estudo indicam
que o 1KL43-C em altas concentragdes é toxico
na espécie avaliada, sendo necessarias novas
avaliagcOes sobre a genotoxicidade do composto
e sua aplicacdo em agua potavel, em baixas
concentracoes.

PALAVRAS-CHAVE: Controle  biolégico,

Aedes aegypti, Roedores, Toxicidade aguda.

ACUTE ORAL TOXICITY OF THE
SEMISYNTHETIC DILLAPIOLE N-BUTYL
ETHER IN BALB/C MICE

ABSTRACT: The n-butyl
(1KL43-C) is a semisynthetic derivative of

dillapiole ether

dilapiol with a potential insecticidal effect in
Aedes aegypti and Aedes albopictus and can
therefore be used in strategic actions to control
these mosquitoes, which are vectors of the
dengue virus and are resistant to synthetic
insecticides. But the toxic effect of this compound
on mammals is still unknown. The present study
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aimed to evaluate the acute oral toxicity of 1KL43-C in Balb / C mice. The results
of this study indicate that 1KL43-C in high concentrations is toxic in the evaluated
species, being necessary new evaluations on the genotoxicity of the compound and its
application in drinking water, in low concentrations.

KEYWORDS: Biological control, 1KL43-C, Aedes aegypti, rodents, Acute toxicity.

11 INTRODUCAO

Aedes aegypti e Aedes albopictus sao vetores de varias arboviroses, como a
febre amarela urbana, chikungunya virus (CHIK), zika virus (ZIKV) e dengue virus
(DENV) (HONORIO, et al., 2015). A primeira espécie é encontrada em areas urbanas,
enquanto que a segunda sdo localizadas em areas peri-urbanas (CUSTODIO, et al.,
2019).

A transmissao vetorial de arbovirus ocorre por meio do o hospedeiro, o virus e
o vetor. Sendo que no caso do CHIK, ZIKV e DENV ainda nao existe a producéo de
vacinas eficazes para uso em larga escala e drogas especificas. Portanto, estratégias
voltadas ao controle de vetores de mosquitos séo atualmente as principais formas de
combate a esses problemas de satde (SAN MARTIN, et al., 2010).

Embora o Brasil apresente diretrizes gerais do Ministério da Saude, os gestores
publicos e a iniciativa privada de diferentes regides realizam diferentes pressdes
sobre as populacdes de vetores. Além disso, estes mosquitos possuem diferentes
origens genéticas a depender da regido em que habitam. Portanto, provavelmente,
varios mecanismos de resisténcia a inseticidas sintéticos podem ser selecionados
em diferentes regides geograficas (AZAMBUJA GARCIA, et al., 2018).

No Brasil, o organofosforado temefés e o piretrdide deltametrina foram bastante
empregados no combate ao A. aegypti (BELLINATO, et al., 2016). Entretanto, a
constante utilizacdo destes inseticidas resultou em pressédo seletiva (AZAMBUJA
GARCIA, et al.,, 2018). Uma vez que o emprego de controle quimico confere a
fixac&o de alelos de resisténcia, o resultado desta agdo esta no aumento acentuado
nos niveis de resisténcia (GARCIA, et al., 2009). Além disso, a crescente utilizacao
destes inseticidas contamina o meio ambiente causando danos a saude de humanos
e demais animais, contribuindo para o surgimento de novas doencas (MARONI, et
al., 2000; NASCIMENTO; MELNYK, 2016).

Piper aduncum L. (Piperaceae), € um arbusto chamado popularmente de
“pimenta-de-macaco” (Figura 1). A espécie é predominantemente encontrada nas
Ameéricas Tropicais, com predominéncia em locais com alto teor de matéria e umidade.
(FAZOLIN, et al., 2006, LORENZI; MATOS, 2008). Esta planta possui interesse
econdmico devido a alta quantidade de Oleo essencial (2,5 a 4,0%) contido em suas
folhas, que proporciona propriedades biologicas uteis (GAIA, et al., 2010, SILVA, et
al., 2013). A aplicacéo do dilapiol em larvas de A. aegypti culminou em anormalidades
nucleares e alta mortalidade (RAFAEL, et al. 2008). Estas propriedades podem ser
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atribuidas ao fenilpropanoide dilapiol, componente de maior abundancia no 6leo
essencial desta espécie. Estudos com larvas de A. aegyptie A. albopictus mostraram
o potencial de derivados semissintéticos do dilapiol como inseticida (DOMINGOS, et
al., 2014; LIMA, et al. 2015; MEIRELES, et al., 2016; SILVA et al., 2019).

Figura 1: Planta da espécie Piper aduncum.

Entretanto, dentre os diferentes derivados testados em larvas de A. aegypti e
A. albopictus, o éter n-butil dilapiol (1KL43-C) apresentou melhor atividade inseticida
(DOMINGOS, et al., 2014; MEIRELES, et al., 2016) e, portanto, é de extrema
importancia estudos relacionados a aplicabilidade desta substancia em agua potavel
para consumo humano. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a toxicidade
oral aguda do 1KL43-C em camundongos Balb/C.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Quimica

O semissintético 1KL43-C foi sintetizado a partir de reagao de mercuriacdo do
dilapiol (Figura 02) e caracterizado por ressonancia magnética nuclear (RMN) de
acordo com Pinto, 2008.

OMe
OMe 1. THF / Hg(AcO), oMo
0 OMe n-BuOH 0 OCH,CH,CH,CH,
( - <
0 X 2. NaBH4 / KOH(aq) o

Figura 02: Processo reacional do dilapiol na preparacéo do derivado 1KL43-C. Fonte: Pinto,
2008.

2.2 Animais

Camundongos Balb/C de ambos os sexos com 8 semanas de idade e
pesando aproximadamente 25 g no inicio dos experimentos foram obtidos a partir
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do Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA). Todos
0s procedimentos experimentais em animais foram realizados conforme protocolos
aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) do INPA, por meio
do parecer n° 020/2017. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
de 22°C, umidade relativa de 60 + 10%, com um ciclo de 12 horas claro/escuro.
Alojados em microisoladores de polissulfona com acesso a agua e racao ad libitum,
exceto pelo curto periodo de jejum antes e depois da administracdo oral do extrato.

2.3 Ensaio de toxicidade oral aguda

Foram escolhidos aleatoriamente 42 machos e 42 fémeas nuliparas e néo
gravidas, divididos em sete grupos, cada grupo com 6 machos e 6 fémeas. Foi
realizado um tratamento unico, por meio de sonda esofagica (gavagem). O volume
de tratamento foi de 0,1 mL para cada 10 gramas de peso corporal. O periodo de
jejum foi de uma hora antes e uma hora depois da administracdo do composto. O
primeiro grupo recebeu apenas agua filtrada e foi denominado controle negativo. No
segundo grupo foi administrado o solvente/veiculo de diluicdo do 1KL43-C, o DMSO a
5% e foi denominado controle solvente. Do semissintético 1KL43-C foram usadas as
concentracdes de 50, 100, 200, 400 e 600 mg/kg. Apds o tratamento, os animais foram
observados por um periodo de 14 dias. A observagao das unidades experimentais
foi realizada no tempo de 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 24 horas e diariamente até o 14°
dia para sinais e sintomas téxicos ou morte. A intensidade dos eventos foi semi-
quantificada de acordo com Brito (1994). Os animais foram pesados diariamente. No
final do periodo experimental os sobreviventes foram eutanasiados e uma necropsia
completa foi feita. Na necropsia, anormalidades macroscépicas foram registradas.

A determinacgao da DL, DL_ e DL, foi obtida de acordo com Litchfield e Wilcoxon

257
(1949) e o “Screening Hipocratico”, conforme Malone e Ribichaud (1962).

2.4 Analise estatistica

A analise de regressao linear por meio do software R, versdo 3.5.1. A analise

de probit para a determinagédo da DL,,, DL, e DL, foi feita por meio do software
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PoloPlus1.0. A avaliacdo ponderal foi realizada por meio de analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Tukey a 5% para comparacao multipla. O Screening
hipocratico foi realizado por meio do Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn para
comparagdes multiplas. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software

R, versdo 3.5.1. O p <0,05 valor foi considerado estatisticamente significante.

31 RESULTADOS

Utilizando o 1KL43-C (50, 100, 200, 400 e 600 mg/kg), registrou-se a morte de
16,67%, 33,33%, 50%, 83,33%, e, por fim, 100% dos animais, respectivamente. Nao
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houve diferenca de mortalidade entre machos e fémeas. A partir dos resultados de

mortalidade foram obtidos os valores da analise probit, referentes as DL, DL e
DL,,, com os seus respectivos limites de confianga (Tabela 1).
Dose letal (DL) (mg/kg) Limite de confianca (mg/kg)
DL,, 80,100 38,913 a 117,156
DL,, 149,983 99,029 a 216,276
DL,, 328,061 226,051 a 653,077

Tabela 01: valores da analise probit referentes as DL,.,DL, e DL e respectivos limites de
confianga do 1KL43-C, administrado via oral em camundongos Balb/C, de ambos os sexos.

Foi realizada a analise da regressao linear, cujo coeficiente de correlacéo (R?)
demonstrou correlacdo positiva entre 0 numero de 6Obitos e a dose utilizada (R? =
0,9670) (Figura 3).

100
|
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R*=0.97
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60
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Figura 3: percentual de mortalidade de camundongos Balb/C, em relacao a dose de 1KL43-C
(mg/kg).

Em relacéo a avaliacdo ponderal, em ambos os sexos, observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os animais dos grupos controle negativo e solvente
e 0s animais que receberam o 1KL43-C, nas concentra¢des de 50, 100 mg/kg e 200
mg/kg. Notou-se acentuada reducéo de peso nos grupos (meédia + DP) tratados com
as diferentes concentragdes do 1KL43-C, principalmente nos primeiros dias apés o
tratamento, recuperando parcialmente o peso ao longo dos dias. O grupo referente
a concentracao de 400 mg/kg néao foi incluido na analise de comparacao de médias,
pois ndo possui erro padrdo da média, uma vez que néo teve repeticbes desse
grupo. O grupo da concentracdo de 600 mg/kg também néo foi incluido na analise,
pois todos os animais morreram antes do final do experimento.

Os camundongos tratados com o 1KL43-C apresentaram sinais de intoxica¢ao
dose-dependentes, no estado de consciéncia e disposi¢ao (aparéncia geral), atividade
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e coordenacdo do sistema motor (atividade geral, resposta ao toque, resposta
ao aperto de cauda, contorcdo abdominal, marcha e reflexos de endireitamento),
tbnus muscular (tbnus das patas, tbnus do corpo, forca para agarrar e ataxia)
reflexos (corneal e auricular), atividades sobre o sistema nervoso central (tremores,
estimulagdes, sedacéo, hipnose, anestesia e paresia) e sobre 0 sistema nervoso
autbnomo (lacrimacgao, ptoses, piloerecéo, diarreia, hipotermia e respiracéo). Apos
a aplicacdo da substancia teste, os sinais de toxicidade surgiram nos primeiros 20
minutos e desapareceram a partir do 8° dia nos machos e 6° dia nas fémeas. A
elevada quantidade de Obitos, nas concentra¢des de 400 e 600 mg/kg do 1KL43-C,
impossibilitou a inclusdo de dados estatisticos dos grupos testados.

4 | DISCUSSAO

Neste estudo, a DL, do 1KL43-C em camundongos Balb/C tratados por via oral
foi de 150 mg/kg , a qual foi inserida na categoria 3, de substancias com toxicidade
aguda média, segundo a Associagao Brasileira de Normas Técnicas, para o sistema
de classificacao de perigo (ABNT, 2009). Essa substancia apresentou um aumento
significativo da toxicidade, se comparado ao seu precursor, o 0leo essencial da P.
aduncum, cuja DL, calculada por Sousa et al. (2008) é de 2.400 mg/kg. Tal resultado
ressalta a melhor atividade do dilapiol combinado a algumas moléculas sintéticas,
citado por Gaertner et al. (1998), no que tange o aumento da toxicidade.

Costa et al. (2010), estudaram o efeito tdxico de P. aduncum em larvas de A.
aegypti e, registraram que a CL_, foi de 30,19 pug/mL. Além desses autores, Santana
et al. (2015), demonstraram que o efeito do 6leo essencial da P. aduncum em larvas
de A. aegyptina CL,, foi de 46 ug/mL e na CL,, de 156 ug/mL. Domingos et al. (2014)
analisaram os efeitos téxicos do 1KL43-C, nas concentragbes de 12,5, 20, 25, 30
e 40 pg/mL. Apbs 24 horas de exposicao, foi observado que 100% dos ovos foram

inviabilizados, mesmo nas menores concentragbes. A CL,, e CL,,, em larvas de 3°

90’
estadio, ap6s 24 horas de exposicao, foram de 18 e 27 ug/mL, respectivamente,
para o 1KL43-C. O mesmo derivado foi estudado por Meireles et al. (2016) em ovos
e larvas de A. albopictus, cuja toxicidade foi de 100% em ovos. A CL,, foi de 25 pg/
mL, enquanto que a CL,, foi de 41 ug/mL. Portanto, os resultados obtidos nas CL
e CL,, e demonstraram a eficacia da atividade do dilapiol combinado a sintéticos.
Em relacdo ao desenvolvimento ponderal, com excecdo dos machos
tratados com a menor concentracao (50 mg/kg), no geral, observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os animais tratados com o 1KL43-C e os animais
do grupo controle negativo e solvente. Todavia, nossos resultados mostram que este
parametro ndo é dose-dependente. Tais resultados sao reforcados por Sousa et al.
(2008), que evidenciaram diferenca significativa no desenvolvimento ponderal de
camundongos Swiss albinos, tratados com 120 e 240 mg/kg do 6leo essencial da P,

aduncum mostrando, também, que este 6leo essencial ndo é dose-dependente.
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Nossos achados apontam que o 1KL43-C, em altas concentracdes, afetou o
sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso autbnomo (SNA) de camundongos
Balb/C. Resultados similares sédorelatados naliteratura, pelo uso de organofosforados,
cujo mecanismo de acado ocorre pela inibicdo de varias enzimas, dentre elas a
acetilcolinesterase, que catalisa a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. Sem
a acao da acetilcolinesterase, ha um acumulo de acetilcolina, gerando um colapso
no SNC, ataxia, convulsdes e morte (CREMLYN, 1991). Entretanto, o mecanismo de
acao do 1KL43-C ainda é desconhecido.

Além dos testes de toxicidade em mosquitos vetores, utilizando semissintéticos
do dilapiol, estudos relacionados a expresséo dos genes de resisténcia a inseticidas
sdao de extrema importancia. Lima et al. (2015) testaram o efeito do derivado
semissintético isodilapiol quanto a expressao dos genes Glutationa S transferases
(GSTE?) e Citocromo P450 (CYP6N12), em larvas de A. aegypti, expostas durante
quatro horas, nas concentragoes de 20 e 40 yg/mL, por quatro geragdes sucessivas.
A maior concentracao de 40 pyg/mL gerou diminuicao dos niveis de expressao destes
genes neste mosquito, sugerindo que as larvas podem ter sofrido estresse metabdlico
dessa substéncia de origem vegetal.

Sousa et al. (2008), estudaram a toxicidade sub-aguda do 6leo essencial da P.
aduncum em ratos albinos de ambos os sexos, durante 30 dias, os quais receberam
as doses de 1/10 e 1/20 da DL, (2.400 mg/kg), constataram que n&o houve
alteracao no comportamento, nem na alimentacao dos mesmos. Tais resultados néao
corroboram com os resultados encontrados no presente estudo, uma vez que houve
alteracbes comportamentais e na alimentagéo dos individuos. Estes mesmos autores
testaram a toxicidade aguda do 6leo essencial da P. aduncum em camundongos
Swiss albinos, machos, receberam por via oral doses de 1000, 2000, 2350, 2500,
2700 e 3000 mg/kg, provocaram perda de equilibrio e auséncia de coordenacgéo
motora em todas as doses. Tal estudo é consistente com os nossos dados, uma vez
gue os camundongos Balb/C apresentaram todos os sintomas acima descritos.

O usointensificado dos organofosforados no controle de insetos esta associado a
problemasde saudeemhumanoseanimais,demonstrados porsintomasde hipotenséo,
bradicardia, bronco constricao e acumulo de liquido brénquico, incapacidade contratil
dos musculos respiratérios, cianose, depressao, neurotoxicidade, arritmia e morte
por asfixia (KALLEL et al., 2007). E extremamente necessario o desenvolvimento
de produtos com atividade ovicida e larvicida, que reduzam os danos causados em
outros organismos e ao meio ambiente (GUILHERMINO et al., 2016).

51 CONCLUSOES

O 1KL43-C é téxico em altas concentragdes, em camundongos Balb/C. Porém,
€ necessario o desenvolvimento de estudos sobre a genotoxicidade e aplicabilidade
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desta substédncia em &agua potavel, em baixas concentragbes, para ampliar o
entendimento sobre os riscos a saude humana, de outros animais e seu impacto ao
meio ambiente.
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