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RESUMO

As arboviroses sdo um problema de salde publica. No Brasil, destacam-se a dengue,
chikungunya e a zika, transmitidas aos humanos por fémeas dos mosquitos Aedes aegypti L.
O controle desse vetor se da principalmente por meio da aplicacdo de produtos quimicos, no
entanto, seu uso desenfreado tem trazido sérios problemas como danos ao meio ambiente, as
espécies ndo alvo e a resisténcia das cepas deste mosquito a tais produtos. Assim, objetivou-se
com este estudo realizar a prospecc¢éo fitoquimica e avaliar a atividade larvicida de extratos de
latex de Himatanthus drasticus contra A. aegypti. Os extratos foram obtidos por maceracgéo de
5 g de latex em p6 concentrado separadamente em 100 mL dos solventes metanol, acetato de
etila e hexano. As concentracfes de 100, 200, 300, 400 e 500 ppm de cada extrato foram
testadas em triplicata com uma solugdo de piriproxifeno como controle positivo e agua
destilada e dimetilsulfoxido como controle negativo. A prospeccdo fitoquimica do extrato
metanolico mostrou a presenca de compostos fenolicos, como antocianinas, antocianidinas,
catequinas, chalconas, auronas, leucoantocianidinas e taninos condensados. A bioatividade
inseticida foi mais significativa para o extrato metandlico. As concentrac@es letais (CL) do
extrato metanolico de 50 e 90% foram 190,76 e 464,74 ppm, respectivamente. Apds 48 horas
de exposicdo, os extratos utilizando metanol, acetato de etila e hexano em suas maiores
concentragdes (500 ppm) causaram mortalidade larval de 100, 73,33 e 66,67%,
respectivamente. Esses extratos também promoveram alteragdes na morfologia externa das
larvas, como danos as papilas anais, escurecimento do corpo e reducdo do nimero de cerdas.
O extrato metandlico apresentou maior expressividade para alteracdes morfoldgicas. O latex
de H. drasticus possui atividade larvicida contra larvas de terceiro estadio de A. aegypti e é
mais significativa quando obtido por maceragdo em metanol. O extrato metanolico do latex de
H. drasticus contém compostos fendlicos com atividade inseticida contra larvas de A. aegypti.

Palavras-chave: Biolarvicida; Arboviroses; Dengue; Compostos fendlicos.



ABSTRACT

Arboviruses are a public health problem. In Brazil, dengue, chikungunya and zika stand out,
transmitted to humans by female mosquitoes Aedes aegypti L. The control of this vector is
mainly through the application of chemical products, however, its unbridled use has brought
serious problems such as damage to the environment, non-target species and the resistance of
this mosquito strains to such products. Thus, the aim of this study was to carry out
phytochemical prospecting and evaluate the larvicidal activity of Himatanthus drasticus latex
extracts against Aedes aegypti. The extracts were obtained by maceration from 5 g of latex
powder concentrated separately in 100 mL of methanol, ethyl acetate, and hexane solvents.
The concentrations of 100, 200, 300, 400, and 500 ppm of each extract were tested in
triplicate with a solution of pyriproxyfen as the positive control and distilled water and
dimethylsulfoxide as the negative control. The phytochemical prospection of the methanolic
extract showed the presence of phenolic compounds, such as anthocyanins, anthocyanidins,
catechins, chalcones, aurones, leucoanthocyanidins, and condensed tannins. The insecticidal
bioactivity was most significant for the methanolic extract. The methanolic extract lethal
concentrations (LC) of 50 and 90% were 190.76 and 464.74 ppm, respectively. After 48 hours
of exposure, the extracts using methanol, ethyl acetate, and hexane at their highest
concentrations (500 ppm) caused larval mortality of 100, 73.33, and 66.67%, respectively.
These extracts also promoted changes in the external morphology of the larvae, such as
damage to the anal papillae, darkening of the body, and reduction in the number of bristles.
The methanolic extract showed greater expressivity for morphological changes. The latex of
H. drasticus has larvicidal activity against third-stade larvae of A. aegypti and it is more
significant when obtained through maceration in methanol. The methanolic extract of H.
drasticus latex contains phenolic compounds with insecticidal activity against A. aegypti
larvae.

Keywords: Biolarvicide; Arboviruses; Dengue; Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti L. € um mosquito de grande importancia em paises tropicais, uma vez
que é transmissor de arboviroses como a febre amarela urbana, a chikungunya, a zika e a
dengue (CHANTAWEE; SOONWERA, 2018). A dengue apresenta maior impacto
epidemioldgico, com uma estimativa de 400 milhdes de infecgBes por ano em todo 0 mundo,
dos quais aproximadamente 100 milhdes se manifestam clinicamente (EXCLER et al., 2021).

Nos paises das Américas a urbanizacdo ndo planejada, o crescimento populacional
desordenado e a intensa migracdo humana aliados a um abastecimento de &gua precério e
descarte inadequado de residuos sélidos tém comprometido as a¢fes para o controle do vetor.
Esse conjunto de fatores aliado as condi¢cbes climaticas caracteristicas dos paises tropicais
levaram uma série de alteracbes no ambiente que favoreceram a proliferacdo do A. aegypti
(GREGIANINI et al., 2017; SILVA et al., 2020).

As plantas usam substancias de seu metabolismo secundario na sua defesa contra
insetos. Esses compostos naturais sdo divididos em trés grandes grupos: terpenos, compostos
fenolicos e compostos nitrogenados 0s quais sao armazenados em estruturas dos vegetais,
como em tricomas glandulares, vactolos, canais resiniferos e laticiferos (TAIZ et al., 2017).
Os laticiferos sdo estruturas celulares especializadas na producdo de um conteudo
citoplasmatico chamado de latex. Esse fluido é exsudado por alguns grupos de vegetais
guando estes sofrem algum dano mecéanico em seus tecidos (KITAJIMA et al., 2018). De
forma geral, o latex possui um aspecto leitoso e seu papel fisioldgico esta associado a defesa
vegetal contra herbivoros, incluindo insetos, bem como, contra o ataque por microrganismos
(RAMOS et al., 2019).

A segunda maior familia botanica em nimero de espécies laticiferas é a Apocynaceae
(LEWINSOHN, 1991). Essa familia é conhecida pela abundancia de plantas ricas em
compostos bioativos (RAPINI, 2012). Além disso, o latex de espécies pertencentes a esse
taxon tem se mostrado como fonte promissora de material com atividade larvicida frente ao A.
aegypti, a exemplo de Calotropis procera (Ait.) R.Br. (RAMOS et al., 2006), Criptostegia
grandiflora R. Br e Plumeria rubra L., (RAMOS et al., 2009), Plumeria rubra L. (PATIL et
al., 2012b), Pergularia daemia (Forsk.) Chiov., (PATIL et al., 2012a) e Tabernaemontana sp.
L. (AFFELDT et al., 2016).

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (Apocynaceae) é uma espécie laticifera, de
habito arbdreo, presente em varias regides brasileiras (ALMEIDA et al., 2019). No estado do

Ceara é conhecida popularmente como janaguba, sendo encontrada frequentemente na
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chapada do Araripe, extremo sul do estado. A espécie é bastante procurada pela populacéo
devido ao uso popular de seu latex na medicina popular para o tratamento de gastrite,
hemorroidas, anemia, inflamacdes e até mesmo cancer (MORAIS et al., 2020).
Cientificamente é comprovado que o latex tem atividade antibacteriana (NASCIMENTO et
al., 2018), gastroprotetora (COLARES et al., 2008; LEITE et al., 2009) antinflamatoria
(ALMEIDA et al., 2019) cicatrizante (SANTOS et al., 2017) e antitumoral (SANTOS et al.,
2018).

Apesar da escassez de estudos relacionados a atividade larvicida do latex de H.
drasticus, latex de espécies pertencentes ao género Himatanthus Willld. ex. Schult., incluindo
H. drasticus, é relatado como sendo rico em triterpenos (LUCETTI et al., 2010), esterdides
(LUZ et al., 2014), taninos condensados, catequinas, flavonas, flavonois e flavononas
(NASCIMENTO et al., 2018). Esses metabolitos secundarios sdo produzidos através do
mecanismo de defesa dos vegetais, atuando principalmente contra a herbivoria provocada por
insetos (SILVA et al., 2017; TAIZ et al., 2017).

Durante décadas, o controle do A. aegypti no Brasil tem sido feito por meio da
aplicacdo dos inseticidas sintéticos (OLIVEIRA et al., 2017). No entanto, 0 uso continuo e em
doses cada vez mais altas ttm gerado problemas como a poluicdo ambiental, o risco de
toxicidade para organismos ndo-alvos, como p. ex., 0s humanos, além da selecdo de cepas de
vetores resistentes a esses produtos (FERNANDES et al., 2019). Tal fato tem despertado o
interesse de varios paises por pesquisas que busquem alternativas para o controle desse vetor,
inclusive com a utilizacdo de compostos bioativos de origem vegetal, visto que estas
substancias ndo estdo associadas aos problemas supracitados (PERUMALSAMY et al.,
2015).

Esses registros evidenciam a importancia da busca por alternativas mais sustentaveis
para o controle desse vetor, que aléem de eficientes, apresentem maior especificidade e ndo
causem danos ao meio ambiente, aos seres humanos e as espécies nao alvos. Diante disso, a
prospeccao de substancias naturais é de grande importancia para o controle deste mosquito e,

consequentemente, das doencas por ele transmitidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACAO ANTROPICA, DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL E SAUDE

Desde que o ser humano descobriu suas habilidades e criou os primeiros instrumentos,
0 ambiente natural tem sido alvo de continuos ataques. Isso ndo significa que o homem pré-
historico ndo influenciava o meio, mas que essa influéncia era minima, tendo em vista a
reduzida atividade desempenhada naquele tempo. Sabe-se que nessa época a sua preocupacao
era restrita a sua sobrevivéncia a partir daquilo que conseguia obter naturalmente das
florestas, além de serem desprovidos de conhecimentos e meios avancados para exploracédo
dos recursos naturais (RODRIGUES, 2009).

Com o passar do tempo, o homem desenvolveu novas habilidades, aprimorou suas
ferramentas e comecou a cultivar parte de seus alimentos, utilizando-se de recursos da
natureza como fonte fornecedora. A partir de entdo, o ser humano passou a intervir no planeta
com mais intensidade, submetendo a natureza as suas necessidades, alterando as
caracteristicas originais e promovendo uma degradacdo que se tornou cada vez mais crescente
até os dias atuais (RODRIGUES, 2009).

O capitalismo levou 0 homem a se apropriar da natureza na busca humana e social do
“desenvolvimento” alicercado pela ideologia do progresso, sendo neste contexto o termo
desenvolvimento tratado de forma equivocada como sinénimo de crescimento econdmico
(JACOBI, 2005; VEIGA, 2008; CAMPOS et al., 2018b). Dessa forma, a exploracédo
desenfreada dos recursos naturais para alimentar um crescimento econémico sem limites, teve
como consequéncia a rapida degradacdo do meio ambiente, levando a crise socioambiental.
Essa exploracdo acelerada ultrapassa a capacidade de suporte dos ecossistemas, impedindo
sua regeneracdo e, consequentemente, o desenvolvimento do potencial ambiental de cada
ecossistema para um desenvolvimento sustentavel (SILVA, 2006).

Apesar de as alteragdes antropicas na natureza ndo serem recentes, a discussao sobre a
questdo ambiental somente teve inicio na década de 1970 (POTT; ESTRELA, 2017). Temas
como alteragBes climéticas, aquecimento global, crise hidrica, desmatamento, migracéo
humana e outros problemas dessa natureza levaram pesquisadores a se dedicarem
cientificamente a questdo ambiental (CAMPOS et al., 2018b).

A primeira grande discussdo sobre desenvolvimento sustentavel ocorreu na
conferéncia sobre Desenvolvimento Humano e Meio Ambiente realizada no ano de 1972, em

Estocolmo, em que foi destacada a intrinseca relacdo entre desenvolvimento econdmico e
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conservacao dos recursos naturais, onde se percebeu uma necessidade de reaprender a viver
com o planeta. Em 1987, o documento “O nosso futuro comum” tratava do desenvolvimento
sustentavel na perspectiva de serem alterados os padrbes de producéo e de consumo (POTT,;
ESTRELA, 2017).

Desde entdo, outras conferéncias foram realizadas, a exemplo da Conferéncia das
Nacdes Unidas sobre Meio Ambiente e o Desenvolvimento (CNUMAD) que aconteceu no
Rio de janeiro em 1992; o Protocolo de Kyoto, tratado que resultou de uma Conferéncia da
Convencdo das NacOes Unidas sobre Mudancas Climaticas, realizada em Quioto (Japdo), em
1994 e a Conferéncia das NacBes Unidas sobre Desenvolvimento Sustentavel (CNUDS),
conhecida por Rio + 20, que ocorreu em 2012, porém, muitos problemas e impasses ainda
persistiram (CAMPQOS, et al., 2018b).

Em termos gerais, o termo desenvolvimento sustentavel insere trés componentes
principais da existéncia humana: dimens&o econdmica, ambiental e social. Nesse contexto, o
objetivo central do desenvolvimento sustentavel busca a satisfacdo das necessidades humanas
ndo somente para a geracao atual, mas para que as geragdes futuras também tenham condicgdes
para satisfazer suas proprias necessidades. Essa definicdo aponta para uma tarefa complexa
que exige ampla colaboracdo coordenada entre os diversos setores da sociedade (ACOSTA,
2016).

O conceito de desenvolvimento sustentdvel é o resultado da conscientizacdo da
intrinseca relacdo entre degradacdo ambiental crescente, questBes socioeconémicas
relacionadas a pobreza, desigualdade e preocupacdes com um futuro saudavel para a
humanidade (HOPWOOD, MELLOR, O'BRIEN, 2005).

E perceptivel que a preocupagdo com um problema de sustentabilidade n&o dissocia os
sistemas ecoldgicos dos sociais, de maneira oposta, integra-os e por estarem inter-
relacionados, exigem solugbes integradas. Isso é esclarecido no plano de acdo da agenda
2030, onde sao propostos 0s 17 Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e suas 169
metas, integradas, indivisiveis e equilibradas em trés dimensdes: questdes ambiental,
econdmica e social (DJONU et al., 2018).

A salde, objetivo 3 na agenda 2030, revela sua importancia e sua inter-relacdo com as
problematicas da falta de saneamento basico (objetivo 6) e cidades e comunidades
sustentaveis (objetivo 11). Contribuinte para o crescimento econdémico da sociedade, a saude
é um indicador do progresso das na¢des no alcance ao desenvolvimento sustentavel, uma vez
que sua promocdo em todas as idades insere beneficios que pode se difundir através das

geragBes (DJONU et al., 2018). Portanto, as consequéncias trazidas pela degradacdo do meio
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ambiente tém merecido atencdo e muitos estudos, especialmente nos desdobramentos para o
setor social, sobretudo, para a area da saide (CAMPOS et al., 2018b).

Pesquisadores da area de saude tém apontado as consequéncias das mudancas
ambientais nas condicGes de vida da populacdo, especialmente em paises pobres e em
desenvolvimento. Neste sentido, estudiosos do tema afirmam que a saude é determinada por
fatores genéticos, bioldgicos e psicossociais, sendo resultado da interacdo entre o
desenvolvimento social e 0 meio ambiente e esta relacionada ao modo de viver das pessoas e
a sua relacdo com o ambiente em que vivem (ZOMBINI; PELICIONI, 2014).

As situacOes de risco ambiental e de salde sdo decorrentes de relagdes insustentaveis
do homem com o meio que lhe d& as condi¢cBes materiais para seu desenvolvimento, assim, 0
meio ambiente deve ser compreendido como condicdo intrinseca ao campo da salde, ou seja,
faz parte do todo que se realiza a vida humana e do qual ndo pode ser separado (ASSUNCAO
FILHO et al., 2010).

E perceptivel que as alteracbes ambientais causadas pelo homem provocaram
desequilibrio dos ecossistemas e, como consequéncia, trouxeram sérios danos a saude
(MCMICHAEL et al., 2008). Um dos problemas que tem se tornado importante para a satde
publica em todo o mundo nas ultimas décadas é a proliferacdo de organismos vetores e
reservatorios de patdgenos em ambientes antropizados (ALHO, 2012).

O processo de expansdo urbana desenfreada e a exploracdo dos recursos naturais sem
limites trouxe como consequéncia a diminuicdo das florestas e a aproximacdo de vetores ao
ser humano, criando condic¢des ideais para o surgimento de doencas infecciosas de origem
viral e por outros microrganismos que passaram da forma selvética para formas urbanas,
levando o ser humano a fazer parte da cadeia de transmissdo de vérias doencas que acometem
a populacdo atualmente (SANTOS, 2009).

Estudos recentes revelaram o efeito da perda de biodiversidade na modulacéo,
dispersdo e dindmica na transmissdao de patdgenos, sobretudo nas doencas transmitidas por
artrépodes (KEESING; HOLT; OESTFELD, 2006; XAVIER et al., 2012; POULIN;
FORBERS, 2012; STEPHENS et al., 2016).

O risco de contrair doencas transmitidas por estes agentes, além de esta estreitamente
relacionado com a dindmica ambiental dos ecossistemas, como temperatura, umidade relativa
do ar, vegetacdo e uso do solo, também esta ligado aos fatores socioecondmicos como coleta
deficiente de lixo, condi¢BGes precarias de saneamento béasico, auséncia de rede de agua

potével, baixas condi¢cBes de renda e aqueles fatores relacionados ao vetor, como a
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proximidade das habitagfes, o fluxo populacional e 0 aumento das viagens intercontinentais
(BARCELLOS et al., 2009).

Dentre as doencas de transmissao vetorial podemos citar a dengue, zika e
chikungunya, principais arboviroses da atualidade transmitidas ao homem por mosquitos do

género Aedes, sendo 0 A. aegypti o principal vetor destas doencas no Brasil (CATAO, 2012).
2.2 ASPECTOS BIOECOLOGICOS DO Aedes (Stegomyia) aegypti (LINNAEUS, 1762)

O A. aegypti pertence ao Filo Arthropoda, Subfilo Hexapoda, Classe Insecta, Ordem
Diptera, Subordem Nematocera, Familia Culicidae, Subfamilia Culicinae, Tribo Aedini,
Género Aedes e Subgénero Stegomyia (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FUNASA, 2001).

2.2.1 Ciclo de vida do Aedes aegypti

O ciclo de vida do A. aegypti (Figura 1) é caracterizado por metamorfose completa
(holometabolismo), o qual, de acordo com as condi¢des climaticas, disponibilidade de
alimentos e quantidade de larvas por criadouro, pode se completar no periodo de 8 a 12 dias.
Seu desenvolvimento compreende quatro estadios: ovo, larva, pupa e adultos, sendo a fase
larval dividida em quatro estadios (L1, L2, L3 e L4) (OLIVEIRA; CALEFFE; CONTE, 2017;
LOWE et al., 2021).

Figura 1: Ciclo biologico do Aedes aegypti.
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Fonte: Adaptada de Souza et al. (2021). Disponivel em:
https://api.intechopen.com/media/chapter/75244/media/F1.png

2.2.2 Caracteristicas dos ovos de Aedes aegypti

Os ovos do A. aegypti tem formato fusiforme, com aproximadamente 1 mm de
comprimento e apresentam uma grande capacidade de resistir a dessecacdo, podendo manter-
se viaveis por um periodo de até 450 dias fora da &gua. A postura dos ovos é feita nas paredes
dos recipientes, depositados de forma individual imediatamente acima da superficie da agua.
No momento da postura sdo de coloragdo branca, adquirindo coloracdo negra e brilhante apds
alguns minutos devido ao contato com o oxigénio (FUNASA, 2001; TAUIL, 2002;
MARQUES et al., 2013). O nimero de ovos estd diretamente relacionado com a quantidade
de sangue ingerido, onde cerca de 3,5 mg é o suficiente para o desenvolvimento ovariano.
Neste contexto, uma fémea produz em média 120 ovos por postura. Sob condicdes ideais, de
temperatura e umidade o embrido esta apto para eclodir entre 4 e 7 dias (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994).

2.2.3 Caracteristicas das larvas de Aedes aegypti

O estadio larval é uma fase de intensa atividade de alimentacdo e crescimento,
alimentando-se de substancias organicas presentes na agua e alguns tipos de algas, sendo a
filtracdo a forma mais comum de alimentacdo. Sob condicGes favoraveis de temperatura (25 a
29°C), pH neutro e alimentos suficientes, a duracdo desta fase se da por volta de 5 a 7 dias
(FUNASA, 2001).

Morfologicamente a larva tem corpo alongado, vermiforme e dividido em cabeca,
torax e abdémen, sendo o ultimo dividido em 8 segmentos. No oitavo segmento estdo
presentes quatro branquias de formato lobular e o sifdo respiratério que Ihe permite respirar
na superficie da 4gua. Sua movimentagio se da em forma de serpente, como um “S”. E
sensivel a movimentos bruscos na agua e apresentam fotofobia, deslocando-se para o fundo
do recipiente quando estes estimulos lhes séo aplicados (ANJOLETTE; MACORIS, 2016).

2.2.4 Caracteristicas das pupas de Aedes aegypti
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A fase de pupa do ciclo de vida representa a transicdo entre 0 meio aquético para o
terrestre, tendo duracdo de um a dois dias. Nesse estadio os insetos ndo se alimentam e
possuem movimentacdo limitada, no entanto, quando estimulada move-se com bastante
agilidade. As pupas possuem cabeca e cefalotérax unidos o que da a pupa aparéncia de
virgula. O final da fase pupal é caracterizada pelo aparecimento de asas, proboscide e pernas,
aspectos préprios dos mosquitos adultos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; BRASIL, 2001).

2.2.5 Caracteristicas do mosquito adulto de Aedes aegypti

O adulto que emerge da pupa tem coloracdo marrom médio, apresentando faixas
brancas pelo corpo. No dorso (mesonoto) estd presente um desenho que se assemelha a uma
lira, podendo ser percebido mesmo a olho nu, o que facilita a identificacdo do mosquito. O
abddémen possui manchas brancas e as pernas apresentam anéis também brancos, contrastando
com sua cor escura (REY, 2010). O macho se diferencia da fémea por apresentar um par de
antenas aristadas plumosas e palpos longos, enquanto as fémeas possuem palpos curtos,
antenas aristadas nuas e genitalia menos complexa que os machos (ANJOLETTE;
MACORIS, 2016).

2.2.6 Introducéo e expansdo do Aedes aegypti no Brasil frente a transmisséao de

arboviroses

O A. aegypti é um mosquito domesticado, antropofilico, com atividade diurna e realiza
sua oviposicao principalmente em reservatorios artificiais de agua, incluindo vasos de plantas,
pneus descartados, tanques, dentre outros, porém, podem também realizar a postura em
reservatorios naturais como em bambus, bromélias ou folhas caidas no solo (CANDIDO;
BESERRA, 2015; OLIVEIRA; CALEFFE; CONTE, 2017).

Machos e fémeas adultos alimentam-se de substancias agucaradas de origem vegetal,
entretanto, as fémeas necessitam realizar a hematofagia, para maturacdo dos ovarios e
consequente formagédo dos ovos (REIS et al., 2018; ANJOLETTE; MACORIS, 2016). Um
unico acasalamento garante a fecundidade para todos os ovos que a fémea venha produzir ao
longo de sua vida, sendo 0s espermatozoOides armazenados numa estrutura chamada de
espermateca (REY, 2010).

Ao realizar o repasto sanguineo (Figura 2) em um ser humano virémico, 0 mosquito

pode adquirir o virus e permanecer infectado por toda sua vida, tornando-se apto a transmitir
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0 virus depois de 8 a 12 dias de replicacdo em suas glandulas salivares, processo conhecido
como periodo de incubagdo extrinseco (LOWE et al., 2021). Entretanto, a transmissdo pode
ocorrer tanto de forma mecanica, se o repasto for interrompido e 0 mosquito, imediatamente,
se alimentar em outro hospedeiro susceptivel préximo, quanto pela transmissdo vertical
transovariana, neste caso, a fémea transmite o virus diretamente para a sua progénie através

dos ovos, onde parte dos seus descentes ja nascem infectados (MENDEZ et al., 2006).

Figura 2: Fémea do Aedes aegypti.

i

Fonte: https://www.cdc.gov/museum/images/gathany-300px.jpg

O A. aegypti foi importado da Africa para a América e acredita-se que este inseto
tenha se espalhado para os demais continentes através da migragdo humana, permanecendo
em locais onde as acdes antropicas favoreceram sua proliferacdo. E um mosquito
cosmopolita, ocorrendo principalmente em regifes tropicais e subtropicais. Foi disseminado
passivamente pelo ser humano, fato que tornou sua distribuicdo geografica descontinua,
sendo, portanto, encontrado com mais frequéncia em locais para onde o homem o levou em
embarcacdes, trens, automoveis, avibes etc., e onde 0 mosquito encontrou condi¢cdes que
favoreceram sua multiplicacdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

A introducdo do A. aegypti no Brasil ocorreu no periodo colonial, possivelmente na
época do trafego de escravos. Em 1955, dada sua importancia na transmissao da febre amarela
urbana, o mosquito foi erradicado do pais. No entanto, em paises circunvizinhos como, por
exemplo, as Guianas, Venezuela, Estados Unidos, Cuba e outros paises Centro-Americanos,
ndo o erradicaram, fato que permitiu que o Brasil sofresse uma nova invasdo pelo mosquito

em 1967 no Para, mais tarde, em 1977, no Rio de Janeiro e em Roraima no ano de 1980
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(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). A partir de entdo, este vetor estd presente em todos 0s
estados brasileiros (LOWE et al., 2018).

A adaptacdo e expansao do A. aegypti pelo territdrio brasileiro é explicada por varios
fatores, como o crescimento urbano, o aumento dos transportes de cargas e pessoas,
problemas relacionados ao abastecimento de agua, 0 manejo precério dos residuos solidos,
especialmente pela presenca de pneus, latas, garrafas, plasticos, dentre outros recipientes que
sdo descartados de forma inadequada pelo ser humano, permitindo o acumulo de pequenas
quantidades de agua oriunda da chuva, criando assim, possiveis focos para a sua proliferacao
(NOWAK; RAGONHA, 2018). Além disso, o clima tropical predominante no pais é
favoravel ao vetor (ALMEIDA; COTA; RODRIGUES, 2020).

2.3 DENGUE

A dengue é uma doenca reemergente, com rapida expansao em paises tropicais e
subtropicais (CAMPOS et al., 2018a). Em todo o mundo € estimado que ocorram cerca de
400 milhdes de infeccbes e aproximadamente 22.000 mortes anualmente (EXCLER et al.,
2021). Caracteriza-se como uma doenca aguda, infecciosa, ndo contagiosa e sistémica,
causada por um arbovirus pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, com quatro
sorotipos amplamente conhecidos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV- 4. Além desses, no
ano de 2007 um novo sorotipo denominado DENV- 5 foi identificado em uma epidemia
ocorrida na Malasia (MUSTAFA et al., 2015; ARAUJO et al., 2017). A transmissdo desses
arbovirus se da pela picada de fémeas infectadas das espécies Aedes albopictus (Skuse, 1894)
e A. aegypti, sendo este ultimo considerado o principal vetor nas Américas (STAUFT et al.,
2018).

A infeccdo por determinado sorotipo viral confere imunidade duradoura para tal,
entretanto, o individuo continua suscetivel para os demais. Infeccdes por diferentes sorotipos
podem aumentar o risco para desenvolvimento da dengue grave, sobretudo em pessoas que
residem em éareas endémicas, uma vez que estdo mais susceptiveis a sofrerem infeccdes
sucessivas ao longo da vida (GUZMAN; HARRIS, 2015). Entretanto, a severidade clinica
pode também estar relacionada a outros fatores como o subtipo viral infectante e aspectos
individuais do paciente, a exemplos de idade, etnia e presenca de comorbidades (MACIEL;
SIQUEIRA JUNIOR; MARTELLLI, 2008; GUZMAN; KOURI, 2008).

A infeccdo pelos diferentes sorotipos pode apresentar um amplo espectro de

manifestacdes clinicas, que variam desde formas assintomaticas aos quadros de dengue com
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sinais de alarme e dengue grave, esta Gltima, apesar de representar uma pequena por¢do dos
casos, possui maior relevancia clinica, incluindo hemorragias e alteragdes neuroldgicas, que
em alguns casos, pode evoluir para obito. Diante da gama de sintomas provocados pela
infeccdo por virus da dengue, o diagnostico laboratorial se torna essencial para o manejo
adequado do paciente (MULLER; DEPELSENAIRE; YONG, 2017; WILDER-SMITH et al.,
2019).

A partir de janeiro de 2014, uma nova classificacdo para os casos de dengue adotada
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foi implantada no Brasil. Nesta atualizacdo, as
formas clinicas admitidas sdo: i) dengue ou dengue sem sinais de alarme (o individuo
acometido apresenta febre alta, dor retro-orbitéaria, mialgia, artralgia, petéquias, entre outros);
i) dengue com sinais de alarme (caracteriza-se pelo agravamento dos sintomas anteriores e
ocorréncia de processo hemorragico, sobretudo nas mucosas) e iii) dengue grave (forma mais
grave da doenca, na qual o individuo entra em estado de choque, podendo algumas vezes,
evoluir para 6bito) (BRASIL, 2016).

A elevada ocorréncia de dengue nos Gltimos anos no pais revela o grande potencial
epidémico que a doenca possui, tendo em vista que mesmo apo6s introducdo e disseminacao
dos virus da zika e chikungunya, a dengue continua se destacando entre estas, permanecendo
entre as grandes preocupacbes de saude publica, acometendo todas as regiGes do Brasil
(OLIVEIRA; ARAUJO; CAVALCANTI, 2018).

2.4 ZIKA

Também pertencente & familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, o virus Zika
(ZIKV) foi isolado pela primeira vez no ano de 1947, na floresta Zika, em Uguanda, durante
um estudo sobre febre amarela de uma espécie de macaco (Macaca mulata) (Zimmermann,
1780). Em 1948, também foi isolado do mosquito africano Aedes africanus (Theobald, 1901)
na mesma floresta (HAYES, 2009). Em seres humanos o virus ZIKV foi descoberto no ano de
1954, depois de um surto de ictericia na Nigéria (SONG et al., 2017).

Durante quase meio século, o virus ficou confinado na Asia e Africa, no entanto, em
2007 surgiu pela primeira vez fora desses continentes em forma de um grande surto na ilha do
Yap, Micronesia. Posteriormente, a disseminagdo do virus estendeu-se até a Polinésia
Francesa e outras ilhas do Pacifico entre 2013 e 2014, alcangando em seguida as Américas
(PAIXAO et al., 2016; KINDHAUSER et al., 2016).
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No Brasil, apesar de estudos filogenéticos apontarem para uma introducao do virus ja
em 2013, o primeiro caso confirmado no pais foi relatado em 2015, na regido Nordeste,
especificamente no municipio de Camacari, no estado da Bahia (CAMPOS; BANDEIRA,;
SARDI, 2015; LOWE et al., 2018). Em 2016, um ano depois da confirmacdo laboratorial no
pais, 0 ZIKV ja tinha se disseminado para 21 estados brasileiros: Alagoas, Amazonas, Bahia,
Ceard, Distrito Federal, Espirito Santo, Goiés, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Para, Paraiba, Parand, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, Rondonia,
Roraima, Sdo Paulo e Tocantins (LIMA-CAMARA, 2016). Atualmente o ZIKV encontra-se
disseminado em todos os estados da federagdo (CUNHA et al., 2020).

O zika virus é transmitido aos seres humanos pela picada das fémeas de A. aegypti e A.
albopictus infectadas pelo virus (BOYER et al., 2018). A maioria dos infectados pelo virus
sdo assintomaticos ou desenvolvem apenas sintomas leves da doenca, como febre, cefaleia,
mialgia, erupcao cutanea, dores nas articulacdes e conjuntivite (NDEFFO-MBAH; PARPIA,;
GALVANI, 2016).

Apesar de a doenca ser muitas vezes autolimitada, a infeccdo pelo virus tem sido
associada ao desenvolvimento de doencas congénitas, incluindo a microcefalia e doencas
neuroldgicas como a sindrome de Guillain-Barré (CAO-LORMEAU et al., 2016).

2.5 CHIKUNGUNYA

Uma outra arbovirose com crescente incidéncia € a chikungunya. O nome
“chikungunya” significa, em lingua Makonde, “aquele que é contorcido” fazendo referéncia
ao fato de os pacientes apresentarem aparéncia encurvada devido a artralgia intensa que
caracteriza a doenca (TAUIL, 2014). Foi descrita pela primeira vez em 1952, durante um
surto na Tanzania. Ha registros da doenca em mais de 60 paises da Asia, Africa, Europa e
Américas, com registros de 1.379,788 casos suspeitos nas ilhas do Caribe, paises da América
Latina e Estados Unidos, causando 191 mortes da doenca nos primeiros meses de 2015
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

A doenga é causada por um virus da familia Togaviridae, género Alphavirus,
transmitida pela picada de fémeas dos mosquitos A. aegypti e A. albopictus infectadas pelo
CHIKV (RALAPANAWA; KULARATNE, 2020). As principais manifestagdes clinicas da
doenca na fase aguda é uma febre alta acompanhada de artralgias e erupcgdo cutanea. Apos a
fase aguda alguns pacientes podem apresentar persisténcia das artralgias por semanas ou até

anos, caracterizando a fase cronica da doenga (TORII et al., 2020).
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Os primeiros casos de chikungunya no Brasil foram registrados em setembro de 2014,
na regido Norte, cidade de Oiapoque (Amapa), onde, a partir de entdo, até o ano de 2015 tinha
atingido o Distrito Federal e os estados da Bahia, Mato Grosso do Sul, Roraima e Goias
(HONORIO, 2015). Desde entdo, em um curto periodo a doenca se disseminou por todos 0s
estados brasileiros (SILVA et al., 2018).

2.6 CONTROLE VETORIAL

De um modo geral, em relacdo a prevencao de arboviroses transmitidas pelo mosquito
A. aegypti, o Brasil conta desde o ano de 2002 com o Programa Nacional do Controle de
dengue (PNCD), cujo objetivo principal é o combate ao vetor tanto pela populacdo quanto por
profissionais, e desde 2016, com o Programa Nacional de Apoio ao Combate as Doencas
Transmitidas pelo Aedes (PRONAEDES) que tem como finalidade, o financiamento de
projetos para o controle de doencas transmitidas por esse vetor, ambos apoiados pelo governo.
Entretanto, é notdria a baixa efetividade dos programas na reducdo da populacdo do vetor a
niveis que interrompa a propagacgdo das arboviroses transmitidas por ele, tendo em vista a
permanéncia de altos indices de tais doencas no pais (ARAUJO et al., 2015; ANDRADE et
al., 2016).

O controle do mosquito € baseado em ac¢des integradas como manejo ambiental que
vise a destruicdo de potenciais criadouros do vetor, melhoria da qualidade do saneamento
basico, coleta efetiva dos residuos sélidos, conscientizacdo da populagdo sobre cuidados com
a infestacdo domiciliar e controle quimico, porém, cada uma dessas intervencdes é
acompanhada de desafios para sua execucdo (GENTZ et al., 2009).

As medidas atuais de controle do A. aegypti no Brasil ttm se mostrado pouco
eficientes, tendo em vista os problemas relacionados a infraestrutura deficiente dos centros
urbanos, sendo esses os principais desafios a implementacdo dos programas tradicionais de
controle do vetor (TIMERMAN; NUNES; LUZ, 2012).

Dentre as medidas supracitadas, a utilizacdo de inseticidas quimicos continua sendo a
forma de controle mais utilizada, porém, além das implicacGes para a satde e meio ambiente,
esses produtos tém potencial de exercer pressdo seletiva e, consequentemente, aumentar a
populacéo de mosquitos resistentes (CHAREONVIRIYAPHAP et al., 2013; GARCIA et al.,
2020).

O principal inseticida quimico utilizado a partir da Segunda Guerra Mundial para

controle de insetos foi o Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT). Apesar de apresentar boa



27

eficiéncia e baixo custo, sua utilizacdo desenfreada trouxe inUmeras consequéncias para a
época, como por exemplo, a resisténcia dos insetos a tal produto, poluicdo ambiental e
bioacumulacdo ao longo da cadeia alimentar. Por causa esses efeitos, em 1998 o uso deste
inseticida foi proibido em campanhas de satde no Brasil (VAN DEN BERG, 2009).

Devido aos problemas supracitados relacionados ao controle do A. aegypti, 0 PNCD
vem ao longo do tempo fazendo substituicdes de produtos utilizados no combate ao vetor. Os
primeiros inseticidas quimicos a substituir os DDTs foram os organofosforados (malation e
fenitrotiona) (MACORIS et al.,, 1999). Posteriormente, 0s piretroides (cipermetrina e
deltametrina) passaram a ser utilizados como substitutos dos organofosforados, por
apresentarem alta eficiéncia contra mosquitos adultos, sendo necessarias menores quantidades
de principio ativo (ZARA et al., 2016).

A partir de 2019, um novo inseticida aprovado pela OMS comecou a ser utilizado no
Brasil contra o A. aegypti em substituicdo ao malation. Trata-se de um adulticida com nome
comercial Cielo®, do grupo dos neonicotindides + piretroides, contendo em sua composi¢do
imidacloprida + praletrina. E necesséario, portanto, cuidado em seu uso, uma vez que a
indicacdo € somente em situacGes de emergéncia, quando o controle preventivo ndo for
suficiente. Vale ressaltar que esse adulticida, assim como os demais que j& vinham sendo
utilizados, possui eficiéncia limitada, considerando os habitos de vida do inseto, a exemplo da
preferéncia por ambientes intradomiciliares, sendo que somente o0s insetos adultos que
estiverem em v6o no momento da pulverizacdo serdo atingidos (BRASIL, 2020).

No que diz respeito ao controle larval com larvicidas sintéticos, na literatura existe
uma série de estudos realizados em vérias regides do Brasil que tém relatado baixa eficiéncia
do uso do temefos, principal larvicida quimico utilizado no controle do A. aegypti desde a
década de 1980 até meados de 2014. Tais estudos apontam para o desenvolvimento de
resisténcia em populacdes de A. aegypti tratadas com esse produto (LIMA et al., 2006;
BELLINATO; MARTINS; VALLE, 2012; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014; CHEDIAK
etal., 2016; VALLE et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

A resisténcia do A. aegypti ao temefds fez com que o ministério da satde do Brasil
recomendasse a substituicdo por produtos alternativos. A partir de 2014, um outro larvicida
sintético de nome comercial SumiLarv®, que tem como principio ativo um regulador de
crescimento, o piriproxifeno, que passou a ser utilizado para o controle do vetor no Brasil,
sendo aplicado em forma de granulos em reservatorios de agua (BRASIL, 2017). Atualmente
0 ministério da satide recomenda o uso do larvicida Natular™ que tem como principio ativo o

espinosade, em substituicdo aos larvicidas a base de piriproxifeno, atendendo as
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recomendacdes de manejo para prevenir a resisténcia a inseticidas (BRASIL, 2021). No
entanto, sabe-se que o controle do vetor por meio de inseticidas sintéticos ndo é uma
estratégia sustentavel, visto que a longo prazo pode trazer consequéncias irreparaveis (LIMA
NETO et al., 2016).

Diante dos problemas ambientais e a saude humana provocados pela utilizagéo
indiscriminada dos inseticidas quimicos, bem como por episédios de resisténcia de
populacdes de A. aegypti, medidas alternativas sustentaveis para o controle do mosquito tém

sido amplamente discutidas, incluindo a utilizacdo de bioinseticidas de origem boténica.

2.7 INSETICIDAS DE ORIGEM BOTANICA NO CONTROLE VETORIAL

O emprego de produtos de origem vegetal para o controle de insetos ndo é uma técnica
nova. Ha relatos de que estratégias semelhantes ja eram utilizadas ha pelo menos 4.000 anos
na India, enquanto na China e no Egito os povos utilizavam inseticidas botanicos para
controlar pragas que infestavam grdos armazenados ha cerca de 3.200 anos (OLIVEIRA et al.,
2014).

Os inseticidas vegetais podem atuar contra os insetos de varias formas, dentre elas esta
a repeléncia, impedimento da alimentacdo, inibicdo da oviposicdo, retardamento de
crescimento, esterilizacdo de adultos, alteracbes morfolégicas e mortalidade de adultos e de
imaturos (DIETRICH et al., 2011; HIKAL; BAESHEN; SAID-AL AHL, 2017).

O interesse em estudos com inseticidas de origem boténica se da pela necessidade de
se buscar novas alternativas mais sustentaveis para o controle de insetos, que diminuam o0s
efeitos danosos ao ambiente, a saude humana, a espécies ndo-alvo e que ndo induza
resisténcia, fatores observados no uso de inseticidas sintéticos. Esse Gltimo aspecto esta
relacionado ao fato que os inseticidas boténicos apresentam uma maior amplitude de
moléculas que sdo toxicas para insetos, diminuindo a probabilidade do desenvolvimento de
resisténcia, visto que nestes compostos, geralmente estdo presentes mais de um principio ativo
(GALLO et al., 2002).

Uma outra vantagem da utilizacdo de inseticidas de origem vegetal é que esses
demandam menor custo na sua produgdo em relacdo aos inseticidas sintéticos, fato que
reforca o interesse pela busca de tais produtos (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000).

A pesquisa de produtos de origem boténica contra mosquitos vetores de doencas ao
homem tem sido de grande importancia na saude publica em paises industrializados,

inclusive, no Brasil. O pais possui uma rica biodiversidade vegetal, com cerca de 56 mil
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espécies, 0 que corresponde a aproximadamente 22% do total de plantas do mundo,
apresentando grande potencial como fonte de compostos vegetais biologicamente ativos.
Diante disso, este tipo de estudo vem se desenvolvendo largamente no pais (MACIEL et al.,
2010).

A maioria dos estudos existentes a partir de produtos naturais oriundos de plantas que
revelaram atividade larvicida contra o A. aegypti foram realizados com extratos e 0Oleos
essenciais (GARCEZ et al., 2013), sendo ainda muito escasso 0 conhecimento de tal atividade
a partir de outros produtos bioativos, a exemplo do latex vegetal. Entretanto, nas ultimas
décadas, pesquisas sobre a atividade larvicida contra esse mosquito foram constatadas para o
latex de Calotropis procera (Ait.) R.Br., (RAMOS et al., 2006; RAMOS et al., 2009),
Criptostegia grandiflora R. Br., Plumeria rubra L., Eufhorbia tirucalli L., (RAMOS et al.,
2009); Pergula daemia (Forsk.) Chiov. (PATIL et al., 2012a); Euphorbia milii DesMoul.,
Euphorbia hirta L., Ficus racemosa L., Jatropha curcas L., (BORASE et al., 2014),
Euphorbia pulcherrima Willd. Ex Klotzsch., Tabernaemontana sp. L., (AFFELDT et al.,
2016) e Euphorbia antiquorum L. (VIMAL; DAS, 2014; RAJKUBERAN et al., 2017),

revelando assim a importancia desta linha de estudo.

2.8 ASPECTOS GERAIS DAS PLANTAS LATICIFERAS

Ao longo do seu ciclo de vida, as plantas mantém relacfes com uma série de fatores
bioticos e abidticos que podem afetar de forma positiva ou negativa o seu desenvolvimento.
Sendo organismos sésseis, ndo possuem habilidade para fugir ou escapar quando sao atacadas,
assim, desenvolveram sofisticados mecanismos de defesa a fim de reduzir os impactos da
herbivoria ou invasdes por fitopatdégenos, bem como, quando sdo submetidas as condicdes
ambientais desfavoraveis (MITHOFER; BOLAND, 2012). Alguns tipos de defesa dos
vegetais incluem a presenca de estruturas anatbmicas como o0s tricomas, 0s espinhos
(DEUNER et al., 2015) e a cuticula (STANGARLIN et al., 2011). Por outro lado, existe a
defesa quimica, baseada na producdo de substancias oriundas do metablismo secundario, a
exemplo das que estdo presentes no latex (KITAJIMA et al., 2018).

O latex vegetal possui em sua composicdo uma mistura complexa e bastante
diversificada, podendo conter proteinas e agUcares, bem como, metabolitos secundarios
toxicos ou repelentes (TAIZ et al., 2017). Dentre as substancias relacionadas a defesa dos
vegetais encontradas no latex estdo os alcaldides, terpenos, taninos, esterdis, além de uma

grande variacdo de enzimas como as proteases, quitinases e glucosidases (KONNO, 2011).
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Apesar de o latex desempenhar uma funcdo em comum de defesa entre os organismos que 0
produzem, seus constituintes quimicos sdo bastante variados entre as espécies (KITAJIMA et
al., 2012).

O latex foi encontrado em 12.500 espécies de plantas, pertencentes a 22 familias,
incluindo monocotiledéneas e dicotiledéneas, no entanto, ha uma estimativa de que este
fluido esteja presente em pelo menos 20.000 espécies de 40 familias, o que corresponde a
aproximadamente 10% das angiospermas conhecidas (KITAJIMA et al., 2018; AGRAWAL,
HASTINGS, 2019). As familias com maior numero de espécies lactiferas sdo Euphorbiaceae,
seguida por Apocynaceae (LEWINSOHN, 1991).

Apocynaceae encontra-se dividida em cinco subfamilias: Rauvolfioideae,
Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (RAPINI, 2012).
Compreende aproximadamente 400 géneros e cerca de 3.700 espécies, com distribuicdo
predominantemente pantropical, porém, também possui representantes em regides temperadas
(VITAL; SOUZA; MANSANARES, 2017). No Brasil, estima-se uma catalogacdo de 95
géneros e 850 espécies, distribuidas principalmente nas regifes Sudeste e Sul (SOUZA,;
LORENZI, 2008). Essa familia abrange plantas com uma grande variacdo de habitos como
ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras, apresentando como caracteristica marcante a
presenca de latex (GIULIETTI et al., 2009).

O latex de espécies pertencente a Apocynaceae geralmente apresenta uma coloragao
branco leitoso, porém, também pode ser avermelhado ou amarelado. A composicdo quimica
de espécies dessa familia compreende hidrocarbonetos, poliisoprénicos (borracha),
triterpenos, acidos graxos, fitoesterdis, alcaldides, dentre outros. Devido a presenca de
moléculas como essas no latex, algumas espécies desta familia botanica tém despertado
grande interesse econdmico e/ou medicinal (DEMARCO; KINOSHITA; CASTRO, 2006).

Himatanthus é um dos géneros pertencente a Apocynaceae, com distribuicdo por
regides tropicais e subtropicais da América do Sul (FRANCA et al., 2011). A dltima revisdo
para este género reconheceu nove espécies: Himatanthus articulatus (Vahl) Woodson
(sinonimia heterotipica de H. sucuuba), Himatanthus attenuatus (Benth.) Woodson,
Himatanthus bracteatus (A. DC.) Woodson, Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel,
Himatanthus obovatus (Mull Arg.) Woodson, Himatanthus phagedaenicus Woodson (Matr.),
Himatanthus semilunatus Markgr, Himatanthus tarapotensis (Schum Ex Markgr) Plumel e
Himatanthus revolutus (Huber) Spina & Kinoshita (Spruce) Woodson (SPINA; BITTRICH;
KINOSHITA, 2013).
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Esse género possui uma grande escassez de estudos relacionados ao seu potencial
larvicida, entretanto, existem trabalhos que retratam em espécies deste género, a presenca de
metabolitos secundarios que tem atividade inseticida conhecida na literatura, como
flavonoides, taninos, esterdides, triterpenos e alcaldides (RODRIGUES; DUARTE-
ALMEIDA; PIRES, 2010; LUZ et al., 2014; SPRENGER et al., 2016). Tanto os flavonoides
quanto os taninos sdo metabolitos secundarios das plantas com funcéo essencial de protecdo
contra a herbivoria (SCHALLER, 2008). Os esteroides sdo substancias venenosas que podem
repelir ou causar espasmos que levam a morte de insetos herbivoros (TAIZ et al., 2017). Os
triterpenos sdo potentes repelentes com acdo também inseticida (GONZALEZ-COLOMA,
2011), j& os alcaldides séo altamente toxicos para insetos (GE et al., 2015).

Nesse contexto, espécies vegetais produtoras de latex, especialmente as pertencentes
ao género Himatanthus revelam grande importancia em estudos de seu potencial biologico, de
modo a vir agregar conhecimentos, sobretudo, evidenciar potenciais larvicidas frente a insetos

transmissores de doencas ao homem, como € o caso do mosquito A. aegypti.

2.9 Himatanthus drasticus (MART.) PLUMEL (APOCYNACEAE)

De acordo com Spina (2004), a espécie Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel
apresenta a seguinte classificagcdo taxonémica:

- Reino: Plantae

- Filo: Tracheophyta

- Classe: Magnoliopsida

- Subclasse: Asteridae

- Ordem: Gentianales

- Familia: Apocynaceae

- Género: Himatanthus

- Espécie: Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel.

Morfologicamente H. drasticus (Figura 3) possui porte arboreo, podendo alcancar sete
metros de altura. A extremidade dos ramos apresenta uma folhagem densa, folhas ovais,
subcoreaceas, brilhantes, glabras, coloracdo verde escuro, com apice arredondado a robusto e
peciolos curtos. Tém flores brancas, aromaticas, frutos tipo foliculo em forma de chifre com
dimensdes variando entre 15 e 20 cm de comprimento por 2,5 de largura e sementes com alas

concéntricas (LUCETTI, et al., 2010). Na floresta do Araripe a floragdo ocorre de setembro a
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outubro, com frutificacdo iniciando em novembro (SILVA, 2013). A casca tem aspecto
rugosa e exsuda um latex de cor branca bastante utilizado pela populagdo, em especial pelos
habitantes da regido do Cariri, Sul do Ceara (AMARQO et al., 2006).

Figura 3: Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (Apocynaceae).

Legenda: A = Individuo adulto na Chapada do Araripe em Crato-CE, Brasil. B =
caule com destaque do latex. C = flor. D = folhas e frutos.
Fonte: Autor (2021).

A espécie laticifera H. drasticus pertence a familia Apocynaceae e apresenta
distribuicdo geogréafica restrita ao Brasil, ocorrendo principalmente em vegetacdo de Cerrado,
Caatinga e Carrasco (LUCETTI et al., 2010). E encontrada na regido Norte, Centro Oeste,
Sudeste e Nordeste, com distribuicdo nos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso,
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceard, Paraiba, Piaui, Maranh&o,

Tocantins, Para e Roraima. Esta espécie pode receber diferentes nomes vernaculares de
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acordo com a regido que se encontra, tais como: tiborna, jasmim-manga e raivosa em Minas
Gerais e Bahia, pau-de-leite no Piaui e joanaguba no Rio Grande do Norte (ALMEIDA et al.,
2017).

No estado do Ceara € conhecida popularmente como janaguba, sendo mais
frequentemente encontrada na Chapada do Araripe, extremo sul do estado, onde hd muitos
anos é explorada pela comunidade local para fins medicinais e econémicos (LUCETTI et al.,
2010). Portanto, a espécie representa uma fonte de renda para a comunidade extrativista da
regido do Cariri, sendo seu latex exportado para todas as regides brasileiras e também para
outros paises (BALDAUF, 2013).

H4 registros de que a janaguba ja era utilizada como cicatrizante pelos indios Cariris
desde o periodo de colonizacdo. O seu latex quando adicionado a agua € conhecido na regido
do Cariri como “leite de janaguba” sendo extraido pela populacdo desde a década de 1970,
depois de o medico cearense José Ulisses Peixoto ter afirmado que tal composto possuia
atividade imunoldgica contra alguns tipos de céancer, tendo ele acompanhado durante quatro
anos o tratamento de pacientes cancerosos que consumiram ou aplicaram o leite de janaguba
sobre as enfermidades (SOARES et al., 2016; ALMEIDA et al., 2019). Posteriormente, o tal
leite de janaguba passou a ser utilizado empiricamente pela populagéo local e posteriormente
em outras regifes no tratamento de Ulceras gastricas, gastrite, hemorréidas, anemia, febre,
diabetes, leucemia, reumatismo, tuberculose, doengas sexualmente transmissiveis, micoses,

inflamacao, cicatrizacdo de feridas e vermes intestinais (LUZ et al., 2014).

2.9.1 Atividades biologicas e caracteristicas fitoquimica de Himatanthus drasticus

H. dastricus é uma importante espécie utilizada na medicina popular para o tratamento
de enfermidades. Conforme mostrado na Tabela 1, ha& registros na literatura de estudos
farmacoldgicos com o latex de H. dastricus comprovando cientificamente efeito
gastroprotetor (COLARES et al., 2008; LEITE et al., 2009), anti-inflamatério (LUCETTI et
al., 2010; ALMEIDA et al., 2019), antitumoral (MOUSINHO et al., 2011; SANTOS et al.,
2018), cicatrizante (SANTOS et al.,, 2017), antinociceptiva (ALMEIDA et al., 2019) e
antidiabética (MORAIS et al., 2020) que em partes justificam alguns usos populares desse
composto.

Além das propriedades farmacoldgicas supracitadas, mais recentemente, Morais et al.

(2021) avaliaram a acéo inseticida do latex de H. dastricus contra a infestacdo de feijao-caupi
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por Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae) e confirmaram o efeito dos
compostos do latex contra a infestacdo do gorgulho em sementes armazenadas (Tabela 1).

Em relacdo a caracterizacdo fitoquimica do latex de H. drasticus, estudos qualitativos
por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) retratam a presenca de varios metabolitos
secundarios tais como terpenos (triterpenos, monoterpenos, sequisternos), fendis, esterdides,
alcaloides, glicosideos, taninos, catequinas, &cidos graxos, saponinas, flavonoides (flavonas,
flavonois, xantonas, flavononas) (SANTOS et al., 2017; SANTOS et al., 2018; MOURA et
al., 2020). Morais et al. (2020) atraves de estudos fitoquimicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) com o latex desta espécie, reportaram a presenga de a-etil glicosideo,
acido protocatecuico, acido 3-O-cafeoilquinico, acido 15-desmetilplumierideo, &cido 5-oxo-
ocoilquindico, acido cafeico, acido vanilico, plumierideo e catequina. Outros pesquisadores
fizeram o isolamento de substancias como acetato de lupeol (LUCETTI et al., 2010), B-
amirina e lupeol (ALMEIDA et al., 2019) e plumieridio (MORAIS et al., 2021) (Tabela 1).
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Tabela 1: Atividades biologicas e fitoquimica de Himatanthus drasticus em ordem cronoldgica crescente de publicacdo. Continua...

Organismos utilizados no
experimento

Solvente utilizado na
extracao

Atividade bioldgica

Fitoquimica Referéncias

In vivo: Camundongos machos Swiss

In vivo: Camundongos machos Swiss

In vivo: Camundongos machos Swiss
In vitro: neut6filos humanos

In vivo: camundongos fémeas Swiss

In vitro: células tumorais HL-60
(leucemia), MDA-MB-435
(melanoma), SF-295 (cérebro) e HCT-8
(colon)

In vivo: camundongos fémeas Swiss

In vivo: camundongos Swiss

In vitro: cepas multirresistentes de
Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Klebsiella pneumoniae.

In vivo: camundongos Wistar e suigos

Extracdo aquosa
Extracdo aquosa
Extracdo em acetato de

etila

Extracdo aquosa

Extracdo em acetato de
etila

Extracdo em acetato de
etila

Extracdo em acetato de
etila

Extracdo em hexano,

cloroférmio e acetato de

etila

Gastroprotetora
Gastroprotetora

Anti-inflamatoria

Antitumoral

Cicatrizante

Antitumoral

Antibacteriano

Antinociceptiva e Anti-

inflamatoéria

- COLARES et al., 2008
- LEITE et al., 2009

Acetato de lupeol isolado LUCETTI et al., 2010

- MOUSINHO et al., 2011

Fendis, flavonoides, flavonadis e
esteroides livres

SANTOS et al., 2017

Fendis, flavonoides, flavondis,
flavanonas e esteroides livres

SANTOS et al., 2018

Taninos
condensados, catequinas, flavonas,
flavanois, xantonas, flavananois e

flavanonas

NASCIMENTO et al., 2018

B -amirina e lupeol isolados ALMEIDA et al., 2019
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Tabela 1: Atividades biologicas e fitoquimica de Himatanthus drasticus em ordem cronoldgica crescente de publicacdo. Conclusao.

Organismos utilizados no Solvente utilizado na Atividade bioldgica Fitoquimica Referéncias
experimento extracdo
In silico: Enzimas a-amilase e  Extracdo em Etanol a 70% Antidiabética a-etil glucosideo, acido MORAIS et al., 2020
a-glucosidase protocatecuico, &cido 3-O-

cafeoilquinico, acido 15-
desmetilplumieride, acido 5-O-
cafeoilquinico, &cido cafeico,
acido vanilico, plumieride e
catequina
In vivo: larvas de Extracdo em Etanol a 70% Inseticida Plumerideo isolado MORAIS et al., 2021

Callosobruchus maculatus

O simbolo (-) significa a auséncia de realizacdo de analise fitoquimica.
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3 JUSTIFICATIVA

As dificuldades enfrentadas no combate as arboviroses transmitidas pelo A. aegypti
reforcam a necessidade de se investigar novas formas de controle desse vetor. A baixa
eficiéncia das medidas existentes atualmente pode resultar em sérios problemas de
transmissdo dos diferentes virus propagados por ele, sobretudo em paises em
desenvolvimento, a exemplo do Brasil.

Diante de uma nova mentalidade ecologicamente correta existe grande interesse em
explorar substancias com atividade larvicida oriundas dos vegetais que sejam efetivas contra
tal inseto. Desta forma, pode-se reduzir os impactos causados pelo atual uso extensivo dos
produtos sintéticos no controle a esse vetor, visando diminuir as populacdes resistentes a tais
produtos e, consequentemente, a ocorréncia das doencas transmitidas por ele.

Vale destacar a importancia de pesquisas com H. drasticus, espécie bastante explorada
na regido do Cariri cearense e que possui poucos dados cientificos sobre o papel bioldgico dos
seus compostos. Um estudo aprofundado de uma determinada espécie gera conhecimento,
favorece a preservacdo da mesma e facilita a producéo de produtos biotecnolégicos.

Assim, a presente pesquisa oferece destacada contribuicdo cientifica em relacdo as
informagdes quimicas e biologicas do latex de H. drasticus, de modo a se ter uma
compreensdo a respeito desse composto natural como alternativa no controle do A. aegypti.

Diante disso, a espécie vegetal H. drasticus foi escolhida para o estudo de sua
potencial acdo contra larvas do A. aegypti por apresentar uma excelente fonte de latex, ser
facilmente encontrada na regido, especialmente na Chapada do Araripe, porém, sem relatos na
literatura da atividade larvicida do seu latex sobre esse vetor.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

= Avaliar a atividade larvicida de extratos do latex de Himatanthus drasticus sob

condicdes de laboratdrio em larvas de terceiro estadio do mosquito Aedes aegypti.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Verificar a eficicia dos extratos metandlico, acetato de etila e hexanico do latex de H.
drasticus no controle de larvas do A. aegypti;

= Determinar o nivel de suscetibilidade das larvas do A. aegypti expostas aos extratos do
latex de H. drasticus;

= Verificar a acdo dos extratos do latex de H. drasticus na morfologia externa das larvas
do A. aegypti;

» Determinar a composicdo fendlica do extrato do latex de H. drasticus com maior

atividade larvicida contra o A. aegypti.
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5.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO
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O latex de H. drasticus foi coletado no inicio da manha (entre 6 e 7 h) na comunidade
rural do Sitio Catolé (07°27'07”’S ¢ 39°28'51”W), a uma altitude de 942 m, numa &rea de

Cerrado na Chapada do Araripe, situada no municipio de Moreilandia, Pernambuco, Brasil

(Figura 1). A coleta foi realizada por um extrativista especializado, conforme orientacdo do
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIO), seguindo a

metodologia de Nascimento et al. (2018), sendo obtido através de insercdes longitudinais na

casca da planta e gotejamento em tubos estéreis do tipo Falcon.

Figura 4: Localizacdo da coleta de H. drasticus na comunidade Catolé, Moreilandia,

Pernambuco, Brasil.
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5.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Apos a coleta, o latex foi conduzido ao Laboratério de Entomologia Agricola da
Universidade Federal do Cariri-UFCA, no Centro de Ciéncias Agrarias e da Biodiversidade
(CCAB), no municipio de Crato, para a preparacdo dos extratos e em seguida a realiza¢éo do
bioensaio.

Conforme a metodologia de Rajkuberan et al. (2018) o latex foi disperso em placas de
Petri de 100 x 95 cm e mantido em estufa de esterilizacdo e secagem Modelo SSD
SOLIDSTEEL® a 45°C por 120 horas. Em seguida, o latex seco foi triturado em
liquidificador, para obtencdo do p6. Os extratos foram obtidos por maceracdo, € 5 g do po
foram dissolvidos separadamente em 100 mL de cada um dos solventes metanol, acetato de
etila e hexano por um periodo de 72 horas. Apos esse tempo, cada extrato foi homogeneizado
em agitador magnético Modelo 257 FANEM® por 30 minutos.

As misturas foram filtradas em algoddo e funil, em seguida concentradas em
evaporador rotativo Modelo FISATOM® com pressdo reduzida, rotacdo a 40 rpm e
temperatura a 40°C para a remoc¢do dos solventes. Apds esse processo, 0s extratos foram
transferidos para Becker e deixados em banho-maria por 24 horas, a fim de garantir a
eliminagdo completa dos solventes. Os extratos brutos foram entdo armazenados
separadamente em frascos tipo ambar e mantidos sob refrigeragdo em geladeira por

aproximadamente 48 horas, até o uso nos experimentos.

5.3 COLETA E CONTAGEM DOS OVOS

Os ovos foram obtidos a partir de armadilhas do tipo ovitrampas instaladas em
residéncias no municipio de Moreilandia, Pernambuco, Brasil. As armadilhas foram
constituidas por um vaso para planta de polietileno preto, com capacidade para 400 mL,
contendo no seu interior, 200 mL de agua e extrato aquoso de feno a 10% fermentado durante
sete dias. Este extrato foi usado para atracdo das fémeas de A. aegypti conforme método
descrito por Reiter et al. (1991). No interior do vaso foi inserida uma palheta de Eucatex ®
(tipo Platex®) com dimensdes de 3 x 11 cm com textura porosa util para aderéncia dos ovos
do mosquito. Esta palheta foi presa na posicdo vertical da parede do vaso com um clipe
(MONTEIRO et al., 2014).

As armadilhas foram instaladas em locais estratégicos para focos, proximo a caixas

d"aguas, esgotos e pneus. A cada cinco dias de instalacdo, as palhetas e a solugdo aquosa eram
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substituidas e as palhetas eram levadas ao Laboratério de Entomologia Agricola da UFCA.
Com auxilio de lupa estereoscopica foi realizada a contagem dos ovos viéveis do inseto em

cada palheta.

5.4 OBTENCAO DAS LARVAS DE Aedes aegypti

As palhetas contendo os ovos foram colocadas em bandejas brancas de 22 x 19 cm
contendo 3 L de agua da rede de abastecimento. Em seguida, as bandejas foram levadas para
uma estufa do tipo BOD (Demanda Bioquimica do Oxigénio) marca Eletrolab®, EL202, Sdo
Paulo, Brazil, em condi¢Ges controladas de temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70
+ 10% e fotoperiodo de 12 horas. ApGs 24h, as palhetas foram retiradas e as larvas foram

alimentadas com ragdo para peixe até atingirem o terceiro estadio.

5.5 BIOATIVIDADE LARVICIDA

Para avaliagdo da bioatividade larvicida de cada um dos extratos, as concentragdes
utilizadas foram preparadas em microtubos tipo Eppendorf com capacidade de 1.500 pL,
conforme o método adotado por Pereira-Torres (2018). Os extratos apresentaram baixa
solubilidade em &gua, diante disso foi utilizada uma solugdo de DMSO (Dimetilsulfoxido).
Para a preparagédo de cada solucao-estoque, por¢des de 50, 40, 30, 20 e 10 mg de cada extrato
foram pesadas em balanca analitica Modelo Shimadzu AX 200®, em seguida, 0s extratos
foram acrescidos de 1.000 pL de DMSO a 1%.

Antes da realizacdo do experimento foi feita a calibracio do DMSO em cinco
concentracdes (1 a 5%), a fim de verificar se 0 DMSO nao teria influéncia na mortalidade das
larvas.

Para o experimento foram utilizados recipientes de polietileno com capacidade de 50
mL. Cada recipiente recebeu 9.900 pL de &gua destilada, alimento larval e 100 pL das
respectivas solucdes-estoque nas concentracdes de 50.000, 40.000, 30.000, 20.000 e 10.000
ppm, obtendo as concentragdes de 500, 400, 300, 200 e 100 ppm, respectivamente. Um grupo
de dez larvas de terceiro instar foi retirado das bandejas com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur e colocadas em cada um dos recipientes.

O experimento também foi conduzido em uma estufa do tipo BOD e foram mantidas
as mesmas condicdes do processo de eclosdo das larvas. O delineamento experimental

adotado foi realizado em esquema fatorial 3 x 5, correspondendo aos trés tipos de extratos do
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latex de H. drasticus e nas cinco concentracdes, e cada concentracdo acompanhada de
triplicatas, totalizando 45 unidades experimentais. Os experimentos foram acompanhados de
um controle positivo composto do inseticida SumiLarv® que tem como principio ativo o
piriproxifeno, na concentracdo usual recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude de
100 ppm (Brasil 2014) e um controle negativo, contendo &gua destilada + DMSO na
concentracdo de 1 %. A leitura dos testes foi realizada com 24 h e 48 h ap6s a exposicéo das
larvas aos tratamentos, sendo consideradas mortas aquelas que ndo reagiram ao estimulo
mecanico provocado pelas cerdas de um pincel fino.

A eficiéncia de mortalidade das larvas foi determinada em porcentagem por meio da
férmula de Abbott (1925).

E(%) = ~—=x 100 (1)

Onde: E% = Eficiéncia de mortalidade; Nc = NUmero de individuos vivos no

tratamento controle; Nt = NUumero de individuos vivos nos tratamentos.
5.6 ANALISE MORFOLOGICA DE LARVAS DO Aedes aegypti

Apos o teste de bioatividade larvicida, foram retiradas aleatoriamente cinco larvas
submetidas aos trés extratos e dos grupos controle para serem montadas em laminas e
posteriormente observadas em microscopio éptico Motic® modelo BA210, acoplado a uma
camera 3Mp-Moticam®. As fotos foram registradas através do software Motic versdo 3.0
(HUBER; REIS 2011).

5.7 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO LATEX DE Himatanthus drasticus

Os testes para a caracterizagdo fitoquimica foram realizados no Laboratério de
Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA). O latex
de H. drasticus foi submetido a uma série de testes utilizando reagentes especificos seguindo
0 método descrito por Matos (2009), com o intuito de elucidar as classes de fenois totais e
flavonoides totais. Esse método baseia-se na observacao visual de variagdo e/ou intensificacdo

colorimétrica ou presenca de precipitado apos a adi¢ao de reagentes especificos.
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5.7.1 Determinacéao de taninos

Para o teste de taninos, em um recipiente, foi preparada uma solugdo contendo 30 mg
do extrato metandlico de H. drasticus, onde foram adicionados 3 mL de cloreto de ferro
(FeCls). Apos agitacgdo foi verificado se houve variagdo de cor ou formagéo de precipitado. A

formacéo de precipitado verde indicava a presenca de taninos condensados.

5.7.2 Determinacdo de antocianidinas, antocianinas

Para detectar a presenca de antocianidinas e antocianinas, em recipientes separados,
foram preparadas duas solucBes contendo 30 mg do extrato metandlico de H. drasticus. O
primeiro foi acidulado com adicido de Acido cloridrico (HCI) a pH 3 e o segundo foi
alcalinizado a pH 8,5 com adicdo de Hidrdxido de sodio (NaOH). No recipiente com pH3, a
tonalidade em vermelho indicava a presenca de antocianidinas e no recipiente com pH 8,5, a

tonalidade em lilas indicava a presenga de antocianinas.

5.7.3 Determinacao de leucoantocianidinas e catequinas

Para determinagdo de leucoantocianidinas e catequinas, em um recipiente, foi
preparada uma solucdo contendo 30 mg do extrato metandlico de H. drasticus. Essa solucéo
foi acidulada por adicdo de Acido cloridrico (HCI) até pH 3. Em seguida foi aquecida
cuidadosamente com auxilio de uma lampada a alcool durante 2 a 3 minutos. A cor vermelha
indicava a presenca de leucoantocianidinas e a cor pardo-amarelado indicava a presenca de

catequinas.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi calculada a propor¢do de mortalidade média das larvas e seus desvios padrdo para
cada experimento. As medias foram comparadas pelo teste de Tukey, em nivel significancia
de 95%. Foram determinadas as CL50 e 90 com intervalos de confianca de 95% para cada
extrato. Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) para avaliar a interagdo entre as
variaveis dependentes e independentes. Como variavel dependente no presente estudo tem-se
0 namero de larvas mortas, e como variaveis independentes: o extrato utilizado no tratamento,

dividido em trés categorias, extrato metandlico, extrato acetato de etila e extrato hexanico; o
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tempo de exposicao de 24 e 48h; e a concentragdo dos extratos dividido em cinco categorias,
100, 200, 300, 400 e 500 ppm/l. Para o tratamento dos dados foi utilizado o programa R
CORE TEAM, 2022.
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6 RESULTADOS

6.1 TOXICIDADE DOS EXTRATOS DO LATEX DE Himatanthus drasticus SOBRE
LARVAS DE Aedes aegypti

O controle positivo a base de piriproxifeno matou 100% das larvas na concentracao
recomendada pelo fabricante (100 ppm/L), enquanto que o controle negativo (agua + DMSO)
ndo causou mortalidade larval.

Para a concentracdo de 500 ppm e 24 horas de exposi¢do, o porcentual de mortalidade
larval ocasionado pelo extrato metandlico do latex de H. drasticus atingiu 56,66%, enquanto
que os extratos acetato de etila e hexanico apresentaram-se menos eficientes, com 33,33% e
30% de mortalidade, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Mortalidade (%) das larvas de Aedes aegypti tratadas com diferentes concentracdes
dos extratos metanolico, acetato de etila e hexanico de Himatanthus drasticus ap6s 24 h de

exposicao.

Mortalidade (Propor¢do média + desvio padrao)

Concentracéo (p.p.m)

Metanolico Acetato de etila Hexanico
Agua destilada + DMSO 0+0°? 0+0? 0 +0®
100 10 + 0% 3,33 +0,58% 0+ 0%
200 16,67 + 0,58% 10 + 0% 3,33 + 0,58%
300 23,33 + 0,58 13,33 + 0,58% 13,33 + 0,582
400 33,33 + 0,58 20 + 1% 16,67 + 0,582%¢
500 56,66 + 1,73¢ 33,33+ 1,53 30+1°
Piriproxifeno — 100 100,0 + 0,0¢ 100,0 + 0,0° 100,0 + 0,0¢

Letras diferentes (> P & 9) nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Decorrido o periodo de 48 horas ap6s exposicdo das larvas, foi verificado que o
extrato metandlico causou mortalidade de 100% das larvas na concentracdo de 500 ppm,
enguanto que na exposicdo aos extratos acetato de etila e hexanico, essa mortalidade foi

menos expressiva, com 73,33% e 66,67% respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3: Mortalidade (%) das larvas de Aedes aegypti tratadas com diferentes concentragdes

dos extratos metanolico, acetato de etila e hexanico de Himatanthus drasticus apos 48 h de

exposicao.
~ Mortalidade (Proporcdo média e desvio padrao)
Concentragdo (p.p.m) Metandlico Acetato de etila Hexanico
Agua destilada + DMSO 0+0? 0+0? 0+ 0?
100 23,33 +0,58° 16,67 + 0,582 13,33 + 0,582
200 46,67 + 0,58° 26,67 + 0,58° 23,33 + 0,58%¢
300 66,67 + 0,58¢ 43,33 +1,15° 36,67 + 0,58
400 83,33 + 0,58° 56,67 + 0,58 46,67 + 1,53
500 100 + O 73,33 + 1,53 66,67 + 0,58°
Piriproxifeno — 100 100,0 + 0,01 100,0 + 0,0° 100,0 + 0,0¢

Letras diferentes (* > © % © 1) nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Foi observado que independente do extrato, a concentracdo de 500 ppm promoveu a
maior mortalidade. Percebeu-se também que o aumento da concentracdo foi proporcional ao
aumento de larvas mortas. A concentracdo de 500 ppm e o periodo de 48 horas de exposicao
foram as condicGes mais adequadas para causar a maior taxa de mortalidade de larvas do A.
aegypti.

De acordo com a Tabela 4, nota-se que houve resultados significativos em todos os
efeitos individuais, bem como entre as interacfes das variaveis independentes, exceto entre
extrato e concentracdo, e extrato, periodo e concentracdo, que tiveram seus valores de p =
0,458 e 0,752, respectivamente. Em todos os casos com resultados significativos o p-valor €

inferior a 0,001, manifestando assim, diferenca estatistica.

Tabela 4: Anélise de variancia do efeito entre extratos, periodo de exposi¢do e concentracao.
Quadrado

Fator de variacéo Graus de liberdade médio P-valor
Extrato 2 30,53 <0,001
Periodo de exposicao 1 208,54 <0,001
Concentracao 4 58,63 <0,001
Extrato x Periodo 2 4,58 <0,001
Extrato x Concentracéo 8 0,64 0,458
Periodo x Concentragéo 4 7,46 <0,001
Extrato x Periodo x Concentragao 8 0,41 0,752
Residuo 60 0,66

Apo6s 24 horas de exposi¢cdo foi verificado que o extrato que apresentou maior

toxicidade contra as larvas do A. aegypti foi 0 metandlico com CLso = 743,96 € ClLgo =
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1.386,44. O extrato com acetato de etila mostrou CLso = 857,42 e CLgo = 1.751,48. Enquanto
que o extrato hexanico obteve-se CLso = 987,65 e CLgo = 1549,61. Para o periodo de 48 horas
de exposicdo, 0 extrato que apresentou menor concentracdo letal (CL) sobre o A. aegypti
também foi o extrato metandlico com CLsp = 190,76 ppm e ClLgo = 464,74, tendo sido
considerado o extrato de maior toxicidade quando comparado aos demais. O extrato acetato
de etila apresentou CLso = 321,24 ppm e ClLoo = 1.188,78 ppm. Ja para larvas expostas ao
extrato hexanico a CLso foi = 390,65 e CLgo = 1.549,61 (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentragdes letais (CLs) dos extratos metandlico, acetato de etila e hexanico do

latex de Himatanhtus drasticus sobre as larvas do Aedes aegypti apos 24 e 48 h de exposicao.

Extratos Tempo (h)  CLso (p.p.m) (IC 95%) CLgo (p.p.m) (IC 95%)
Metandlico 24 743,96 (490,4 - 926,52)  1.386,44 (1106,25 - 1865,31)
48 190,76 (154,13 - 224,66) 464,74 (377,23 - 651,94)
Acetato de etila 24 857,42 (586,05 - 1263,32) 1.751,48 (1510,42 - 2532,39)
48 321,24 (257,79 - 423,57)  1.188,78 (747,99 - 1483,66)
Hexéanico 24 987,65 (541,89 - 1063,32)  1.851,48 (987,19 - 2732,39)
48 390,65 (309,55 - 575,9) 1.549,61 (887,12 - 2740,22)

6.2 ALTERACOES MORFOLOGICAS DAS LARVAS DO Aedes aegypti SUBMETIDAS
AOS EXTRATOS DE Himatanthus drasticus APOS 48 HORAS DE EXPOSICAO

No grupo controle contendo 4gua + DMSO as larvas se apresentaram ativas, com
aspecto vermiforme, caracteristico de larvas do Aedes sp. As regides da cabeca, térax e
abdémen apresentaram-se bem definidos, com cerdas laterais e papilas anais integras, corpo
transparente e segmentos visiveis (Figura 5 [a-b]).

Nos grupos teste com os extratos do latex de H. drasticus, foi observado que além da
mortalidade, os extratos utilizados causaram alteracdes morfoldgicas externas nas larvas
(Figura 5, [c-h]). Na exposicdo ao extrato metandlico as larvas exibiram forte escurecimento
na capsula cefalica e no siféo respiratério, além de uma forte reducdo do nimero de cerdas ao
longo do corpo (Figura 5 [c, d]). Enquanto que na exposicdo ao extrato de acetato de etila, as
larvas apresentaram moderado escurecimento da cépsula cefélica e redugdo do nimero de
cerdas, além da destruicdo das papilas anais e estreitamento da regido posterior (Figura 5 [e,

f]). J& para o extrato hexanico, as larvas apresentaram um leve escurecimento da regido
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cefélica e posterior, bem como, danos as papilas anais e uma leve redugdo do nimero de

cerdas (Figura 5 [g, h]).

Figura 5: Aspectos morfoldgicos das larvas de A. aegypti expostas a concentracdo de 500
ppm dos extratos do latex de H. drasticus. Legenda: A, B - Controle + DMSO, C, D - extrato

metanolico, E, F - extrato de acetato de etila, G, H - extrato hexanico.

6.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EXTRATO METANOLICO DO LATEX DE

Himatanthus drasticus

O extrato metanolico do latex de H. drasticus foi escolhido para ser analisado por ter
apresentado maior atividade sobre as larvas do A. aegypti. Desse modo, a andlise fitoquimica
do extrato metandlico de H. drasticus revelou a presenca de algumas classes de metabolitos
secundarios, como antocianinas, antocianidinas, catequinas, chalconas, auronas,

leucoantocianidinas e taninos condensados.
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4. DISCUSSAO

Os resultados mostraram que 0s extratos do latex de H. drasticus preparados com
diferentes solventes afetaram de modo diferente as larvas do A. aegypti, sendo mais
significativo quando essas foram expostas ao extrato metanolico. O efeito toxico de H.
dastricus sobre o A. aegypti encontrado neste estudo corrobora o trabalho realizado por
Azevedo et al. (2019) onde foi verificado que o extrato etanodlico das cascas e das folhas dessa
espécie foram capazes de causar mortalidade em 94,4 e 83,3% das larvas de terceiro instar do
A. aegypti, respectivamente.

Os mesmos autores observaram que o maior efeito nas larvas do A. aegypti expostas
ao extrato das cascas de H. dastricus, possivelmente estd relacionado a presenca de
flavonoides e taninos, como relata Luz et al. (2014), ao realizar a triagem fitoquimica do
extrato hidroalcodlico das cascas dessa espécie e revelar a presenca destes compostos. No
presente estudo, também foi verificada a presenca das duas supracitadas classes de
metabdlitos no extrato metandlico do latex. Esses dados sugerem que 0s compostos quimicos
da casca e do latex dessa espécie apresentam certa similaridade em sua composi¢do, o que
poderia explicar a semelhanca entre os resultados encontrados por esses autores e 0s do
presente estudo.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos avaliando a atividade inseticida de
outras espécies do género Himatanthus sobre larvas ou outros estadios do ciclo bioldgico do
A. aegypti, no entanto, Silva et al. (2017) ao investigarem a atividade inseticida do extrato
etanolico das folhas de H. articulatus (Vahl) Woodson., sobre o pulgdo-da-couve
(Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera: Aphididae) observaram mortalidade de 97,6% das
ninfas desse inseto. Morais et al. (2021) avaliaram a acdo inseticida de uma fracéo
hidroalcodlica do latex de H. dastricus sobre a infestacdo de feijdo-caupi pelo caruncho
Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae) e verificaram que esse composto
provocou atrasos no desenvolvimento larval desse inseto, causando mortalidade de até 100%
das larvas. Esses dados apontam para o potencial toxico de espécies desse género sobre
diferentes insetos.

Em relacdo ao modo de agdo de extratos vegetais sobre o A. aegypti, Roel (2001)
aponta que pode ocorrer desde repeléncia, inibicdo de oviposicdo e alimentacdo, distirbios
hormonais, alteracdes do desenvolvimento, deformagdes, infertilidade e mortalidade nas
diversas fases do ciclo de vida. Adicionalmente, Chakkaravarthy et al. (2011) afirmam que

bioprodutos oriundos dos vegetais podem causar alteracbes como interferéncia no
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funcionamento adequado das mitocdndrias, especialmente na transferéncia de prétons. Além
disso, alguns fitoquimicos podem afetar a superficie epitelial do intestino médio (meséntero),
causando vacuolizacdo das células colunares, danos as microvilosidades, liberacdo do
conteudo citoplasmatico das células epiteliais no limen do intestino médio e eventual morte
celular, bem como, danos aos cecos gastricos e aos tubulos de Malpighi das larvas dos
mosquitos (SUTININGSIH et al., 2018).

Apesar de esse ser o primeiro relato da atividade larvicida do extrato do latex de H.
drasticus sobre A. aegypti, outros autores em trabalhos com extratos de latex de outras
espécies vegetais avaliaram os seus efeitos toxicos sobre esse vetor e demostraram que o latex
vegetal de diferentes espécies possui propriedades letais contra 0 mosquito.

Somani et al. (2017), aos testarem o extrato metandlico do latex de Euphorbia
caducifolia Haines, sobre larvas do A. aegypti, encontraram valores de CLso de 282 ppm e
CLgo de 743 ppm, corroborando assim, os dados encontrados no presente estudo. Rajkuberan
et al. (2018) em seu estudo também verificaram atividade larvicida do extrato metandlico do
latex de Carica papaya L. sobre A. aegypti e obtiveram CLso de 187,81 e CLgo de 810, 83
ppm/l. Considerando os valores de CLso e ClLgo do extrato metanolico, estes estudos
apresentaram valores muito préximos aos encontrados no presente estudo, demonstrando que
0 potencial larvicida do extrato metanolico do latex de H. drasticus sobre A. aegypti
apresentados aqui, estdo de acordo com os achados na literatura.

A reducdo do numero de cerdas verificada no presente estudo das larvas também foi
relatada por Sutiningsih et al., (2018) ao estudarem o efeito larvicida da buceina, isolada de
sementes de Brucea javanica (L.) Merr. As cerdas tém funcdo sensorial e auxiliam na
flutuacdo no meio aquatico. Portanto, a diminuicdo na quantidade dessas estruturas pode ter
interferido na sobrevivéncia das larvas, uma vez que nesta fase a larva precisa se manter na
superficie da agua para respirar através do sifdo respiratorio e espiraculos (CONSOLLI;
OLIVEIRA, 1994).

Nas larvas do A. aegypti, o segmento posterior e anal do abddémen tem quatro
branquias lobuladas para a regulacdo osmdtica, mais conhecidas como papilas anais. O efeito
dos extratos nas larvas pode ocorrer por via de ingestdo de compostos quimicos por essas
estruturas, causando asfixia. Por outro lado, esse produto pode causar uma desorganizagédo
celular das branquias, contribuindo para uma desordem na regulagdo osmética do mosquito, o
que pode levar a um desequilibrio na absorcao de ions da agua (ANDRADE et al., 2021).

Danos as papilas anais do A. aegypti provocados por extratos vegetais ja foram

relatados em estudos anteriores. Kumar et al. (2010) observaram altera¢fes das papilas anais
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em larvas expostas ao extrato etanolico de trés espécies de pimenta-do-reino. Warikoo et al.
(2010) observaram que extratos de Argemone mexicana L. também causaram alteragcdes nas
papilas anais de larvas do A. aegypti.

Chaithong et al. (2006) apontam que danos nas papilas anais levam a sua
disfuncionalidade, que pode resultar em uma interrupcdo de osmose e regulagdes idnicas.
Além disso, 0 extrato rompe a estrutura interna do aparelho espiracular e causa a destruicdo
da superficie hidrofobica da placa estigmal fazendo com que a agua entre na traqueia,
prejudicando o sistema respiratdrio das larvas (NEVES FILHO et al., 2009).

O escurecimento do corpo das larvas também foi observado por Oliveira et al. (2013)
ao expor larvas do A. aegypti ao 6leo essencial de folhas de Piper aduncum L. Além disso,
Ramanibai et al. (2016) constataram 0 escurecimento das regifes do corpo de larvas de A.
aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus, submetidas ao extrato aquoso de
sementes de Annona squomosa L. Possivelmente, esse escurecimento ocorreu devido a agao
do extrato no sistema enddcrino das larvas destes mosquitos, 0 que afeta a secrecdo da
ecdisona. A auséncia desse hormdnio impede que ocorra a ecdise, a0 passo que ocorre a
sobreposicao das cuticulas, dando um aspecto enegrecido ao corpo larval (ABED et al., 2007).

Existem poucos estudos que retratem sobre o efeito de extratos vegetais no
estreitamento do abddémen de larvas de A. aegypti, no entanto, Barreto et al. (2006) relataram
tal acdo em seus estudos através de avaliacfes morfo-histologicas em larvas de A. aegypti
submetidas ao extrato etandlico de Sapindus saponaria Lin., onde foram observados um
estreitamento do tubo digestivo com formacéo de constricdes que separavam as regides do
mesentério, dando um aspecto segmentado a0 mesmo, ou ainda se restringiam a apenas uma
regido.

Para Barreto et al. (2006) o estreitamento do corpo pode se tratar de um mecanismo de
defesa da larva na tentativa de isolar o agente toxico em pequenas porc¢des, impedindo que o
mesmo atinja outros locais do tubo digestivo, de forma que um menor nimero de danos
celulares seja provocado neste tubo. J& Abed et al. (2007) mencionam que esse estreitamento
seria causado por movimentos peristalticos realizados pela larva, para a extrusdao do agente
agressor do seu tubo digestivo.

Com excecéo das catequinas e taninos condensados, os fitoquimicos identificados no
presente estudo sdo subclasses de flavonoides, sendo amplamente encontrados no reino
vegetal. Os flavonoides estdo presentes em todas as plantas, desde musgos até as
angiospermas, atuando na protecdo contra raios ultravioleta, coloracdo das flores, interagéo
entre as espécies e defesa contra patdgenos e herbivoros (MARTENS; MITHOFFER, 2005).
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Flavonoides também foram encontrados por Santos et al. (2017) em estudos de
triagem fotoquimica e avaliagdo da atividade cicatrizante do extrato acetato de etila do latex
de H. drasticus sobre camundongos. Além disso, Santos et al. (2018) avaliaram a atividade
antitumoral de extrato acetato de etila do latex de H. drasticus sobre camundongos e na
prospeccao fotoquimica, esses autores também verificaram a presenca de flavonoides no
extrato testado. Ambos 0s autores encontraram efeitos significativos nas atividades bioldgicas
avaliadas, o que sustenta que flavonoides presentes no latex da espécie vegetal em questao
apresentam-se como potentes fitoquimicos.

Os taninos condensados e catequinas também foram encontrados por Nascimento et al.
(2018) que ao avaliarem a atividade antibacteriana do extrato acetato de etila do latex de H.
drasticus, encontraram efeitos significativos na inibicdo de cepas multirresistentes de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae.

Os taninos possuem a capacidade de inibir o crescimento de fungos, bactérias e insetos
(NASCIMENTO et al. 2018). S&o bastante conhecidos pela sua atividade inseticida, atuando
contra o ataque de herbivoros invertebrados e vertebrados. Apresentarem sabor adstringente e
dificil digestdo, sendo prejudiciais a dieta dos insetos, pois estdo relacionados a interacdes
com proteinas alimentares que formam complexos responsaveis pela baixa digestibilidade do
alimento ingerido (CAVALCANTE, 2006).

Varios autores ja relataram o efeito inseticida de taninos sobre mosquitos. Silva et al.
(2004) avaliaram o efeito de taninos isolados de cascas da planta Magonia pubescens St. Hil
sobre larvas do A. aegypti, constataram que esses compostos apresentaram atividade larvicida
significativa, com CLso e CLgo de 3,1 e 36,6 ppm, respectivamente. Valotto et al. (2011)
utilizaram extrato do cortex do caule da planta M. pubescens e evidenciaram que uma fracao
rica em taninos causou morte das larvas do A. aegypti através da destruicdo de células do
intestino médio.

A atividade larvicida da catequina j& foi isolada de Leucas aspera (Willd.) Link. e
testada sobre larvas do A. aegypti, A. stephensi Listen e C. quinquefasciatus (Say). Nestes
testes foi observado, além da morte das larvas, danos nas papilas anais e no tecido epitelial do
intestino médio (ELUMALAI et al., 2016). No estudo de Silva et al. (2014) em que foi
avaliado a atividade larvicida do extrato etandlico do caule de Croton linearifolius Mull. Arg.,
sobre larvas do A. aegypti, foi observada mortalidade de 50% das larvas em 24 horas de
exposicdo. Na prospeccéo fitoquimica dos extratos dessa espécie esses autores evidenciaram,
dentre outros compostos, a presenca de catequina, apontando para o efeito toxico desse

composto sobre larvas do A. aegypti.
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Como limitagdes deste estudo destacam-se a restrita observacédo do efeito dos extratos
de H. drasticus em apenas um estadio larval do A. aegytpi, bem como, a avaliagdo do modo
de acdo somente na morfologia externa das larvas. Além disso, a analise fitoquimica foi

restrita ao nivel de classes de compostos fendlicos.

7. CONCLUSOES

O latex de H. drasticus tem atividade larvicida contra larvas de terceiro estadio do A.
aegypti.

A bioatividade inseticida do extrato do latex de H. drasticus sobre as larvas do A.
aegypti € mais significativa quando expostas ao extrato obtido através da maceracdo em
metanol.

Os extratos do latex de H. drasticus utilizando metanol, acetato de etila e hexano
promovem alteracbes na morfologia externa das larvas do A. aegypti, com mais
expressividade para o extrato metanolico.

O extrato metanolico do latex de H. drasticus contém compostos fenélicos com

atividade inseticida contra larvas do A. aegytpi.
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