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RESUMO

Aedes aegypti é o transmissor de diversas arboviroses, e uma das formas de diminuir as
incidéncias dessas doengas é por meio de controle do vetor com aplicacdo de inseticidas
sintéticos. Entretanto, A. aegypti adquiriu resisténcia a diversos inseticidas e, para contornar
esse problema, pesquisas buscam identificar plantas com atividade larvicidas por apresentarem
diversos compostos ativos. O objetivo desse estudo foi identificar plantas da Amazénia
Ocidental que possuam potencial larvicida contra A. aegypti. Foram obtidos extratos etandlicos
de 17 plantas para realizacdo do bioensaio larvicida. Em seguida, 100 ppm de cada extrato
etandlico foram testados em 20 larvas de A. aegypti no terceiro estagio, cuja taxa de mortalidade
foi analisada até 48 horas. Extratos promissores foram submetidos a particdo liquido-liquido
para semi-isolamento do principio ativo, testagem larvicida e prospecc¢éo fitoquimica. Nossos
resultados demonstaram que os extratos etandlicos de Protium heptaphyllum e Fridericia chica
apresentaram taxa de mortalidade de 70% e 36%, respectivamente, sendo que os particionados
de diclorometano da P. heptaphyllum e aquoso da F. chica, em 300 ppm, apresentaram taxas
de mortalidade com 60% e 53,3%, respectivamente. A prospeccdo fitoquimica desses
particionados indicou a presenca de taninos condensados, catequinas e o grupo das flavonas,
flavondis e xantonas. Portanto, as particGes de diclorometano de P. heptaphyllum e aquosa de
F. chica podem ser possiveis controles alternativos de A. aegypti, por apresentarem diversas
classes de metabolitos descritos na literatura como agente larvicida. Além disso, esse é 0
primeiro relato da atividade larvicida de F. chica contra A. aegypti.

Palavras-chave: Inseticida. Metabolitos Secundérios. Plantas Medicinais.



ABSTRACT

Aedes aegypti is a vector of several arboviruses. One means of reducing the incidence of these
diseases are the application of synthetic insecticides to vector control. However, A. aegypti has
acquired resistance to several insecticides. To overcome this problem, research seeking to
identify plants with larvicidal activity to various compounds. The aim of this study was to
identify plants of the Western Amazon that have larvicidal activity against A. aegypti. Ethanolic
extracts were obtained from 17 plants in order to conduct larvicidal bioassays. The initial screen
was performed with 100 ppm of each ethanolic extract using 20 A. aegypti larvae in the third
stage of development, and the mortality rate of the larvae was analyzed for up to 48 hours. The
most promising extracts were submitted to liquid-liquid partition for the semi-isolation of the
active principle, larvicidal assay and phytochemical prospecting. Our results showed that
ethanolic extracts of Protium heptaphyllum and Fridericia chica presented mortality rates of
70% and 36%, respectively. In the other hand, in 300 ppm of the dichloromethane partition of
P. heptaphyllum and aqueous partition of F. chica, presented mortality rates of 60% and 53.3%,
respectively. In the phytochemical prospecting test of these two partitions indicated the
presence of condensed tannins, catechins and the group of flavones, flavonols and xanones.
Therefore, dichloromethane partition of P. heptaphyllum and aqueous partition of F. chica may
provide possible alternative controls of A. aegypti, as well as present several classes of
metabolites described as larvicidal agents. This is the first report of the larvicidal activity of F.
chica against A. aegypti.

Keywords: Insecticide. Secondary metabolites. Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti € um problema de salde publica, por ser um vetor de
diversas arboviroses, tais como dengue, chikungunya e zika, que podem ocasionar sequelas
graves para os infectados, como microcefalias, sindrome de Guillain-Barré, reumatismo
inflamatdrio cronico pos-chikungunya e entre outros (CAO-LORMEAU et al., 2016;
KANTOR, 2016; SCHULER-FACCINI et al., 2016; MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-
BARBOZA, 2019). Para prevenir as incidéncias dessas infec¢des, o principal modo é o controle
do vetor por meio de aplicagdo de inseticidas sintéticos, principalmente os piretroides,
organofosforados e carbamatos (FARIAS et al., 2010; DAVID et al., 2013).

No entanto, os inseticidas podem causar graves problemas para a saide do homem,
como diabetes mellitus, alteragdes hormonais e funcional dos neutrofilos (QUEIROZ;
FERNANDES; VALADARES, 1999; HAN et al., 2008; VELMURUGAN et al., 2017). Além
disso, Aedes aegypti adquiriu mecanismos de resisténcia contra os inseticidas sintéticos, tais
como: modificacdo no sitio alvo, alteracdo metabdlica, comportamental e penetracdo reduzida,
que possibilitaram selecdo de espécies por pressdo seletiva (BRAGA; VALLE, 2007; DAVID
etal., 2013; LIU, 2015; BELLINATO et al., 2016; SMITH; KASAI; SCOTT, 2016).

Para solucionar a ineficacia de inseticidas sintéticos, estudos tém demonstrado
atividades inseticidas das plantas contra A. aegypti, pois seus metabdlitos secundarios conferem
caracteristicas inseticidas, sdo biodegradaveis, seletivo, e o surgimento de resisténcia é
demorado por serem constituidos de diversos principios ativos, sendo assim, uma alternativa de
controle de A. aegypti (BALANDRIN et al., 1985; KAUFMAN; MANN; BUTLER, 2010;
RATTAN, 2010; GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012; GARCEZ et al., 2013).

Dessa forma, a presente pesquisa buscou uma alternativa de controlar o vetor, e
consequentemente amenizar a frequéncia das arboviroses, através de aplicacdes de controles
qguimicos provenientes de substancias de origem vegetal, que podem ter um alto potencial
larvicida biodegradavel, combatendo na fase larvéria e interceptando a transmissdo do virus

que ocorre na fase adulta.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MOSQUITO Aedes aegypti

Aedes aegypti, da familia Culicidae, é encontrado em paises tropicais e subtropicais,
como Brasil, México, Cuba, costa do sudeste dos Estados Unidos, Africa central, sudeste da
Asia e leste da Oceania (DING et al., 2018). Habitando em &reas urbanas, sendo a prevaléncia
relacionada as péssimas condi¢des socioecondmicas e deficiéncia sanitaria, pode ser encontrado
nas areas florestais, desenvolvendo em recipientes com agua doce parada ou em plantas
(FORATTINI, 2002; MORRISON et al., 2008; BARBOSA et al., 2009; DAVID;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FREITAS, 2009; WHO, 2009; VAREJAO et al., 2005; DAVID
etal., 2013; CARVALHO; MOREIRA, 2017).

O ciclo biolégico do mosquito é composto por quatro fases de desenvolvimento: ovo,
larva, pupa e mosquito adulto (Figura 1) (FORATTINI, 2002; CARVALHO; MOREIRA,
2017). Na primeira fase, 0os ovos sdo elipticos e durante a oviposicao apresenta-se de cor palida
e minutos depois, de cor escura (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). O local onde ocorre as
oviposi¢Oes, na maioria das vezes sdo em superficies tmidas dos reservatorios, na qual pode
ocorrer sua eclosao apoés ter o contato com agua (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
2002). No entanto, 0s ovos sdo resistentes ao meio seco, sobrevivendo durante meses apos a
oviposicdo (VALDEZ; SIBONA; CONDAT, 2018).

Na segunda fase, a larva possui quatro estagios denominados de L1, L2, L3 e L4, que
sd0 aquaticos, e seu corpo € divido em cabeca, térax e abddomen (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
URDANETA-MARQUES; FAILLOUX, 2011). A sua alimentacdo nao é seletiva pelo tipo de
alimento, mas de acordo com o tamanho da particula (FORATTINI, 2002). Esta caracteristica
é uma das formas para controlar o vetor através da ingestdo dos inseticidas (FORATTINI, 1962;
FORATTINI, 2002).

A pupa é a fase em que ocorre a transformacdo da larva de Gltimo estagio (quarto
estagio) em mosquito adulto, saindo da etapa aquética para terrestre (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994; FORATTINI, 2002). Na ultima fase, encontra-se 0 mosquito adulto, onde somente a
fémea é apta como vetor de arboviroses, pois necessita do sangue para o desenvolvimento e
maturagdo dos seus ovos, ao contrario do macho, que sua nutricdo é proveniente somente de
alimentos doces (REIS et al., 2018).
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Figura 1. Ciclo Biologico de Aedes aegypti
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Fonte: CDC/ Dr. Harry D. Pratt, 1966 (modificado).

2.2 ARBOVIROSES

A. aegypti é um dos transmissores de arboviroses que tém ocasionado apreensao para
a saude publica, na qual mosquitos infectados por virus transmitem as doengas através de sua
picada para o vertebrado, sendo o principal vetor das doencas como a febre amarela, dengue,
chikungunya e zika (Apéndice A) (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FURTADO et al., 2005;
KANTOR, 2016). Estas doengas no Brasil, sdo notificadas compulsoriamente, de acordo com
a Portaria de Consolidag&o n°. 4, de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Saude (BRASIL,
2017).

2.2.1 Dengue
A dengue é a arbovirose que mais acomete os seres humanos (MURHEKAR et al.,

2019; SALDA et al., 2005). Anualmente, estima-se que 50 milhdes de pessoas sé@o infectadas

pelo virus da dengue, sendo que os paises mais afetados s&o da regifo sudeste da Asia e a regiio
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pacifico ocidental (WHO, 2009). No entanto, o Brasil se destaca como o0 pais que mais apresenta
casos de dengue na América, com 98,5% das notificacGes entre o periodo de 2001 a 2007
(WHO, 2009). Dados recentes mostram altos indices de casos provaveis de dengue no Brasil,
exceto nos anos de 2017 e 2018, em que houve diminuicdo dos casos de dengue no pais devido
ao maior controle do vetor (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; ARAUJO, 2018; BRASIL, 2018;
CAMPOS et al., 2018; BRASIL, 2019a, BRASIL, 2020), como mostra a figura 2.

Figura 2. Numero de casos provaveis de dengue no Brasil segundo o Ministério da

Saude entre 2015 a 2020
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Fonte: BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; BRASIL, 2018; BRASIL, 2019a.; BRASIL, 2020

A dengue é ocasionada por quatro sorotipos de virus da familia Flaviviridae, do género
Flavivirus, na qual sdo formados por fitas simples de RNA de polaridade positiva, denominados
de dengue tipo 1 (DEN-1), tipo 2 (DEN-2), tipo 3 (DEN-3) e tipo 4 (DEN-4) (SIMMONS et
al., 2012; WHO, 2009; SALDA et al, 2005; WILDER-SMITH et al. 2019).

O RNA do virus codifica trés proteinas estruturais: a proteina C do capsideo,
responsavel por envolver o material genético do virus; a proteina prM da pré-membrana tem
como fungéo coordenar a entrada do virus em células hospedeiras; e a proteina do envelope (E)
estd relacionada na ligacdo dos receptores celulares para a entrada do virus na célula e a
neutralizacdo dos anticorpos (WHO, 2009; HIGUERA; RAMIREZ, 2019; WILDER-SMITH
et al.,, 2019;). Alem das proteinas estruturais, 0 RNA também codifica sete proteinas nédo
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estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, as quais possuem a funcdo de
replicar o RNA viral no hospedeiro (WILDER-SMITH et al., 2019; WHO, 2009).

O virus dengue infecta primeiro as células dendriticas e dispersa em outras células, por
meio de ligacGes nos receptores da superficie celular e se interioriza na célula pela via
dependente de clatrina (CHEN, 2014; LIM, 2019). No citosol, 0 RNA do virus é liberado para
inicio da replicacdo do RNA viral e posterior sintese de novas proteinas virais para motagem e
maturacdo no complexo de Golgi de novos virus infectantes (CHATEL-CHAIX;
BARTENSCHLAGER, 2014; LIM, 2019).

Ap0s a transmissdo do virus para o0 homem, a doenca podera ficar em incubacgéo entre
4 a 10 dias, podendo apresentar os sintomas, como febre alta, eritema cutaneo, dor no corpo,
mialgia, dor de cabeca, nausea, trombocitopenia ou auséncia de sintomatologia (RIGAU-
PEREZ, 1998; SALDA et al., 2005; GREEN; ROTHMAN, 2006; WHO, 2009; LIM, 2019).
Porém, a doenca podera atingir a sua forma mais grave, chamada de dengue hemorrégica e
sindrome do choque da dengue, que consiste de extravasamento do plasma sanguineo,
trombocitopenia, derrame pleural e choque (KALAYANAROQ)J et al., 1997; HALSTEAD,
2007; LIM et al., 2013; GHOSH; DAR, 2015).

Pouco se sabe sobre a evolugdo da dengue até alcangar o estagio mais grave da doenga,
mas, muitos presumem a causa devido as respostas imunoldgicas dos individuos infectados
(JOHN; LIN; PERNG, 2015). Entretanto, além dos fatores imunolégicos do hospedeiro para o
agravamento da doenca, também esta relacionado o sorotipo do virus e a série de infeccdo do
virus, visto que esse agravamento esta relacionado a infeccdo secundaria do virus da dengue
com o sorotipo diferente da infeccdo primaria (GREEN; ROTHMAN, 2006; GHOSH; DAR,
2015).

Para diagnosticar a infeccdo pela dengue, tem sido utilizado o teste rapido para detectar
a proteina nao estrutural do virus (proteina NS1), ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) na deteccdo dos anticorpos IgG e IgM, e RT-PCR (reverse transcription polimerase chain
reaction) para identificacdo do RNA do virus da dengue no soro (LAN et al., 2008; LIM et al.,
2013; NHI et al, 2016). Entretanto, a dificuldade maior € a busca de atendimento médico no
inicio da infec¢do (LIM, 2019).

Ha um grande anseio para encontrar a vacina para dengue, contudo, o maior desafio é
encontrar vacina efetiva nos quatro sorotipos do virus (GHOSH; DAR, 2015; ROSE; SEKHAR,
2019). Em 2015, foi licenciada a primeira vacina tetravalente para o virus da dengue (CYD-
TDV ou Dengvaxia®, da empresa Sanofi Pasteur), sendo o seu grupo alvo individuos da faixa
etaria de 9 a 45 anos e residentes em areas endémicas (WHO, 2016; VANNICE et al., 2018).
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Porém, em 2017, a empresa divulgou um comunicado de imprensa sobre as avaliagdes quanto
a eficacia da vacina, e observou que os pacientes vacinados que nunca tinham entrado em
contato com o virus DEN, apds se infectarem, poderiam evoluir para o estagio mais grave da
doenga (SAFONI, 2017).

2.2.2 Chikungunya

O virus chikungunya foi descrito pela primeira vez em 1952, em epidemia acometida
no territério de Makonde Plateau, no sul da Republica Unida de Tanz&nia (ROBINSON, 1955).
A doenca acometia os paises africanos e asiaticos, porém, em 2005, ap0s o virus sofrer mutacéo,
surgiu outro vetor para a transmissdo da doenca, além do A. aegypti, o A. albopictus,
ocasionando a disseminacdo da doenga em outros territorios, como Europa, América e na regido
das ilhas do Oceano Indico (DEBBA et al., 2016; KAKARLA et al., 2019; MATEO; ROURE,
2019).

No Brasil, os primeiros casos de infec¢éo de chikungunya surgiram em 2014 na cidade
de Oiapogue, no Amapa, seguido de outros estados que apresentaram a presenca do virus
(DONALISIO; FREITAS, 2015). A Figura 3 demonstra os indices de casos provaveis no Brasil
segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; BRASIL, 2018, BRASIL,
2019a; BRASIL, 2020).
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Figura 3. Numero de casos provaveis de chikungunya no Brasil segundo o Ministério da

Saude entre 2015 a 2020
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Fonte: BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; BRASIL 2018; BRASIL, 2019a; BRASIL, 2020

O virus da chikungunya (CHIKV) pertence da familia Tagaviridae, do género alfavirus
(MATEO; ROURE, 2019). Sua molécula de RNA de fita simples codifica quatro proteinas nao
estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e trés proteinas estruturais (C, E1 e E2) (CAGLIOTI et
al., 2013). Sendo que as proteinas ndo estruturais possuem atividades na replicacdo viral
(DEEBA et al., 2016). A proteina estrutural E1 ¢ a facilitadora da entrada do virus, enquanto a
E2 realiza a ligacdo do virus com a célula (DEEBA et al, 2016).

Ap0s o repasto sanguineo por meio dos capilares subcutdneos, o CHIKV invade a
célula por meio de endossomo e inicia a replicacdo do seu material genético nos fibroblastos e
macrdéfagos (HORCADA; DIAZ-CALDERON; GARRIDO, 2015; DEEBA et al., 2016). Em
seguida, sdo transportados para os linfonodos, onde infecta outras células da regido
(HORCADA; DIAZ-CALDERON; GARRIDO, 2015). Com isso, 0 virus alcanca o sistema
circulatério, afetando os orgdos e tecidos do organismo, tais como figado, articulagdes, tecido
muscular, ganglios linfaticos e cérebro (HORCADA; DIAZ-CALDERON; GARRIDO, 2015;
DEEBA et al., 2016).

Ao terminar o periodo de incubacéo de 2 a 4 dias, os sintomas da doenga comegcam a

surgir com febre alta e dores nas articulagGes, erupc¢do cutanea, mialgia e astenia, causando no
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individuo a incapacidade nas suas atividades (HORCADA; DIAZ-CALDERON; GARRIDO,
2015; MATEO; ROURE, 2019). Esses sintomas tém a duracdo de 7 a 10 dias, e alguns
individuos, apds esse periodo, estabelecem a fase cronica com dores nas articulacGes que podem
estender por varios meses a anos, denominada de reumatismo inflamatorio crénico poés-
chikungunya, que também levam a dores musculares e tenossinovite (KAKARLA, 2019;
MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA, 2019).

Ainda podem ocorrer problemas neuroldgicos principalmente em criancas e idosos,
apresentando comportamentos anormais, como insdnia, alucinacdo, desorientacdo e
agressividade, encefalite, mielopatia, mieloneuropatia, encefolopatias e neuropatia, como a
sindrome de Guillain-Barré (CHANDAK et al., 2009; CROSBY et al., 2016; BRIZZI, 2017,
SINGH; JAIN, 2017). Ha relatos na literatura cientifica de transmissao vertical do virus
CHIKYV, como o estudo realizado em El Salvador, das 91 gestantes, 53 recém-nascidos foram
diagnosticados com a doenca, apresentando sintomas nas primeiras semanas de nascido
(TORRES et al., 2016).

O diagndstico, além de ser pelas sintomatologias, é também por meio RT-PCR e testes
imunolodgicos de IgM e IgG, imunofluorescéncia indireta e teste de ELISA (HORCADA,;
DIAZ-CALDERON; GARRIDO, 2015; MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA,
2019). Nao ha tratamento especifico, mas sdo utilizados medicamentos para amenizar 0s
sintomas como os analgésicos e anti-inflamatérios (DEEBA et al., 2016).

2.2.3 Febre amarela

A febre amarela é uma doenca de cardter hemorragico pertencente a familia
Flaviviridae, e que possui elevada taxa de mortalidade de aproximadamente de 50%, com maior
prevaléncia em paises sul-americanos e africanos (MONATH; VASCONCELOS, 2015;
BARRET, 2018; DOUAM; PLOSS, 2018; DOMPIERI et al., 2019).

Em 1990 houve a descoberta de que o mosquito é vetor da febre amarela, sendo que
0s principais vetores sdo dos géneros Haemagogus, Sabethes e Aedes (BURDMANN, 2019;
REED et al., 1990). A manutencdo do virus no ambiente se da por meio de transmisséo viral
entre mosquito e animal, sendo que pode infectar o homem por intermédio de um mosquito
silvestre infectado (febre amarela selvagem) ou pela relacdo entre humanos em que o
intermediario € mosquito, como A. aegypti (febre amarela urbana) (MONATH,;
VASCONCELOS, 2015).
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A estrutura do virus e constituida por RNA de fita simples polaridade positiva, possui
um tamanho de aproximadamente de 11 kb (VASCONCELOS, 2003). Assim como o virus da
dengue, o virus da febre amarela (YFV) codifica trés proteinas estruturais e sete proteinas ndo
estruturais, sendo essa ultima relacionada a resposta imune do hospedeiro e replicacéo viral
(HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

Ao penetrar o virus no hospedeiro por meio da picada do mosquito, o virus se replica
nas células dos ganglios linfaticos e se dissemina em outras 6rgdos, como no figado, baco e
medula 6ssea (MONATH, 2005; BEASLEY; MCAULEY; BENTE, 2015). E apds o periodo
de incubacdo de 3 a 6 dias, comeca apresentar a sintomatologia da primeira fase da doenca,
chamado de periodo infeccioso, manifestando febre alta, mal-estar, cefaleia, mialgia e artralgia
(VASCONCELOQOS, 2018). Em seguida, surge o periodo de remissdo, com auséncia de
sintomatologia (MONATH, 2001).

Ap0s o restabelecimento da satde, alguns individuos podem apresentar a terceira fase,
0 periodo toxémico, manifestando febre alta, calafrios, dores de cabeca e muscular
intensificadas, podendo levar a morte (VASCONCELOQS, 2003; VIEIRA et al., 2019). E nessa
fase ocorre os transtornos renais, hepaticos e cardiovasculares, hemorragias e ictericia
(MONATH, 2001; BEASLEY; MCAULEY; BENTE, 2015; VIEIRA et al., 2019). Na
literatura, j& foram relatadas manifestacfes clinicas ocasionadas por YFV como maculopatia
idiopatica aguda unilateral (DOMPIERI et al., 2019), bradicardia (PAIXAO et al., 2019),
retinopatia (BRANDAO-DE-REZENDE et al., 2019).

O seu diagndstico € por meio de métodos sorolégicos, como a ELISA na captura dos
anticorpos IgM especificos, inibicdo de hemaglutinacdo e neutralizacdo, além disso, € utilizado
o método molecular, como a utilizagdo de RT-PCR em tempo real (MONATH, 2001,
VASCONCELOS, 2002; VASCONCELOS, 2003; RIBEIRO; ANTUNES, 2009; NUNES et
al., 2011). Em relacdo ao tratamento, ndo ha medicamentos especificos, mas ha para tratar as
manifestacdes clinicas, como os analgésicos (VASCONCELOS, 2003). Para prevenir as
incidéncias de febre amarela, esta disponivel a vacina 17D, que possui duas sublinhagens:
17DD e a 17D-204 (LOPES et al., 2019). O Brasil dispde da vacina 17DD (VASCONCELOS,
2003).

2.3 CONTROLE E RESISTENCIA DE Aedes aegypti

O controle de A. aegypti € um dos meios de prevencdo de ocorréncias de arboviroses
(VONTAS et al., 2012; KASAI et al., 2014). A maneira mais facil de controlar & impossibilitar
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acesso aos criadouros, mas ha certas dificuldades, como a atuacdo da comunidade e encontrar
os locais de criacdo das fases imaturas que estejam disseminados no ambiente (MORRISON et
al., 2008; VONTAS et al., 2012). Com isso, o principal modo de controlar o vetor ¢ a utilizagdo
de controles quimicos, por meio de atividade larvicida e adulticidas (RODRIGUEZ; BISSET;
FERNANDEZ, 2007; CARVALHO; MOREIRA, 2017).

Na década de 1940, houve a descoberta do dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um
organoclorado, cujo modo de ac¢do no vetor € por meio dos canais de sédio dependentes de
voltagem, permitindo a entrada de ions sodio, assim, ocasionando o desequilibrio i6nico e
impossibilitando a transmissédo regular dos impulsos nervosos (ROZENDAAL; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997; BRAGA; VALLE, 2007). Esse composto foi eficaz no
combate aos vetores, pois sua atividade inseticida permanecia por muito tempo no ambiente e
possuia um custo reduzido (ROZENDAAL; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997).
Entretanto, surgiram casos de resisténcia do mosquito a esse inseticida e relatos de individuos
que foram expostos ao DDT que apresentavam alteracdes nos niveis de testosterona, elevacéo
de numeros de natimortos, alteracdes a nivel de sistema nervoso e risco de desenvolvimento de
cancer no figado (ABEDI; DUFFY; BROWN, 1963; JOODE et al., 2001; COCCO et al., 2005;
MCGLYNN et al., 2006; BORNMAN et al., 2018).

Em substituicdo ao DTT, outros inseticidas passaram a ser adotados, como 0s
organofosforados, carbamatos e piretroides (POLSON et al., 2011). Os organofosforados e
carbamatos inibem a acetilcolinesterase (AChE), ocasionando abundéncia de acetilcolina nas
sinapses, resultando na paralisia e morte do inseto (BRAGA; VALLE, 2007; GARCEZ et al.,
2013). O que diferencia entre as duas classes de inseticidas sdo que (a) enzima AChE
carbamilada por carbamato se regenera e a enzima fosforilada por orfanofosforado néo se
regenera em alguns casos; (b) a inibicdo da AChE por intermédio de organofosforado é
realizada por reacGes quimicas, em que a regido da hidroxila da serina do sitio ativo da AChE
é fosforilada, enquanto para o carbamato, ocorre a carbamilagdo da serina hidroxila do sitio da
AChE (FUKUTO, 1990).

Os piretroides sdo inseticidas sintéticos semelhantes a substancia piretrina, oriundas
das plantas chamadas de crisantemos (Chrysanthemum cinerariaefolium e C. coccineum), onde
agem nos canais de sodio dependente de voltagem, semelhante a atuacdo do DTT (BRAGA,;
VALLE, 2007; DAVIES et al., 2007; METCALF; HOROWITZ, 2014; SMITH; KASAI,
SCOTT, 2016). Sendo assim, os piretroides possuem uma atividade rapida e alta eficacia
(CHEN et al., 2019).
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Estudos mostram que surgiram casos de resisténcias nas trés classes de inseticidas, o
que se tornou preocupante, pois para que ocorra o controle é necessario maiores aplicacfes de
inseticidas, ocorrendo, assim, selecdo de espécies, ou seja, a morte dos susceptiveis e
sobrevivéncia dos resistentes (GEORGHIOU et al., 1987; DONALISIO, GLASSER, 2002;
BRAGA et al., 2004; CARVALHO et al., 2004; CUNHA et al., 2005; SA et al., 2019).

A resisténcia esta relacionada com a variacdo genética existente, pois as primeiras
populacdes que resistem a um determinado controle quimico sdo heterozigotos, de modo que
mantendo aplicacdo desse inseticida, surgem os homozigotos a partir da selecdo seletiva,
manifestando o gene de resisténcia (OMS, 1992; POWELL, 2018). Estudos j& detectaram
diversas mutagdes que expressam 0S mecanismos de resisténcia, e esses mecanismos S&o
diversos, como os de resisténcia metabodlica, alteracbes nos locais alvos, resisténcia
comportamental e penetracdo reduzida (HEMINGWAY et al., 2004; DAVID et al., 2013;
FAUCON et al., 2015; SATOTO et al., 2019).

A resisténcia metabdlica esta relacionada com atividade enzimatica de desintoxicacéo,
gue metaboliza e promove altera¢do conformacional no inseticida (HEMINGWAY et al., 2004;
FAUCON et al., 2015). Entretanto, essa resisténcia pode ocorrer em acdes diferentes, devido a
mutacdo genetica da enzima, ocasionando o aumento da atividade enziméatica ou mutagdo na
regido reguladora ndo codificadora, que acarreta 0 aumento da produgdo da enzima que
metaboliza o inseticida (MARCOMBE et al., 2009). A principal enzima referente essa
resisténcia é a monoxigenases dependentes do citocromo P450, mas ha outras enzimas como
carboxilesterases, atuando contra os inseticidas carbamatos e organofosforados, e glutationa-S-
transferases (GSTs) que atuam contra os organofosforados, piretroides e organoclorados
(RIVERO et al., 2010; DAVID et al., 2013).

Alteracbes nos locais alvos estdo associadas as mutacBes nos canais de sodio,
conhecida como knockdown (kdr), que € a insensibilidade do sistema nervoso aos inseticidas
piretroides e organoclorados, em que estudos observaram alteracGes nos codons dos canais de
sodio de A. aegypti, como no codon 1016 (substituicdo de valina para isoleucina) e no cédon
1534 (substituicdo de fenilalanina para cistéina) levando a formar resisténcia aos piretroides e
DTT (SODERLUND; KNIPPLE, 2003; HEMINGWAY et al., 2004; DONNELLY et al., 2009;
HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010).

Além dos canais de sodio, as alteracdes nos locais alvos também estdo relacionadas
ao acido y-aminoburitico (GABA) e a acetilcolinesterase (AChE), porém, esta Gltima nédo foi
detectada em A. aegypti (SEVERSON et al., 1997; HEMINGWAY et al., 2004; MARCOMBE
et al., 2009; GRISALES et al., 2013). A mutacdo do receptor GABA esta envolvida com a
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substituicdo de aminoécidos na regido de resisténcia a dieldrina (Rdl), como revela um estudo
que detectou no codon 885 a substituicdo de alanina por serina em A. aegypti resistentes ao
ciclodieno, um organoclorado (THOMPSON; SHOTKOSKI; FFRENCH-CONSTANT, 1993).
Esse inseticida (dieldrina) tem atuacdo de impedir o receptor GABA de permitir a
permeabilidade de ions de cloreto nos neurdnios, ocasionando a hiperexcitagdo do inseto
(NARAHASHI et al., 1992; BRAGA,; VALLE, 2007).

O mecanismo de penetracdo reduzida do inseticida é motivado pela alteracdo nas
cuticulas do inseto (NKYA et al., 2013; KASAI et al., 2014). Como demonstrado em A. aegypti
tolerante ao neonicotinoide, onde detectou aumento de transcri¢do de genes que codificam as
proteinas de cuticulas nas larvas e mosquitos adultos, indicando o aumento da espessura da
cuticula como ferramenta de defesa, promovendo, dessa forma, a diminuicdo da entrada do
inseticida no organismo do inseto (MAMIDALA,; JONES; MITTAPALLLI, 2011; RIAZ et al.,
2013).

J& 0 mecanismo de resisténcia comportamental se refere a aptiddo do mosquito
sobreviver a determinado inseticida (MAMIDALA; JONES; MITTAPALLI, 2011). No
entanto, esse artificio possui duas técnicas: por irritacdo ou por repeléncia, sendo que a irritagdo
é a evasao do mosquito apos aplicacdo de inseticida em uma determinada area; e a repeléncia é
o afastamento do mosquito de uma érea tratada com o inseticida, mas ndo havendo contato do
mosquito com o inseticida (ROMERO; POTTER; HAYNES, 2009). Em A. aegypti ja foi
demonstrado o mecanismo de irritagdo com o deltametrina, um piretréide (KONGMEE et al.,
2004).

2.4 ALTERNATIVAS DE CONTROLE DE A. aegypti

Devido a resisténcia aos inseticidas, foram adotados controles alternativos, como a
utilizag&o de microrganismos e reguladores de crescimento de insetos (IGRs) (FONTOURA et
al., 2012). Um exemplo de microrganismos utilizado como controle de vetores como A.
aegypti, € o Bacillus thuringiensis subsp. israelenses (Bti), uma bactéria gram-positiva
encontrada no solo, que possui atividade larvicida a partir da ingestdo de proteinas chamadas
de 6-endotoxinas, que danificam o intestino médio da larva (FRIDERICI, 1995; ESTRUCH et
al., 1996; LIMA; MELO; VALLE, 2005; LANCEY, 2007; FONTOURA et al., 2012). Essas
proteinas estdo localizadas nas inclusBes parasporais, onde sdo produzidas na esporulagédo da
bactéria (FRIDERICI, 1995; LANCEY, 2007). Uma vez que possui dois grupos de toxinas:
Cry, que sdo cristais de toxinas (Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl1Aa) e Cyt que sdo toxinas de cristais



24

(CytlAa) que possuem atividade citolitica e hemolitica, ambas agem em sinergismo para
destruicdo do intestino larval (LANCEY, 2007; KANG et al., 2017). Entretanto, as atividades
das toxinas Cry se distinguem de acordo com o género do vetor, por exemplo, CryllAa e
Cry4Aa sdo potencialmente toxicos em Aedes e Culex, e a toxina CryBa em Anopheles (KANG
etal., 2017).

Ap0s a ingestdo das inclusdes parasporais, as proteinas sdo solubilizadas no pH bésico
do intestino médio, onde sdo clivadas por proteases e ativadas, que se ligam as microvilosidades
do intestino médio e penetram na membrana superficial para elaborar poros inespecificos, para
que ocorra o desiquilibrio osmotico, assim, danificando as células e, consequentemente,
ocorrendo a morte larvaria (SCHNEPF et al., 1998; BELTRAO; SILVA-FILHA, 2007;
LANCEY, 2007; VACHON; LAPRADE; SCHWARTZ, 2012).

Exceto no Brasil, até hoje o Bti € utilizado para o controle de A. aegypti, possuindo
diversas formulagdes e efeito duradouro (ARMENGOL et al., 2006; VIANA-MEDEIROS et
al., 2017; MOLTINI-CONCLOIS et al., 2018). Como demonstrado por um estudo que observou
a eficacia do VectoBac WG, uma formulacao de Bti, durante semanas apds o tratamento em
recipientes secos e posteriormente submetidos ao armazenamento de agua, que verificou que a
taxa de mortalidade era de 100% ate a sexta semana (RITCHIE; RAPLEY; BENJAMIN, 2010).
Outro estudo que analisou duas formulacdes de Bti, Aquabac G e Vectobac G, verificou que a
Aquabac G registrava até 45 dias uma taxa de mortalidade de aproximadamente de 95%, e a
Vectobac G registrou até 101 dias a taxa de mortalidade mais de 95%, ambas em ambientes
laboratoriais; mas ao comparar no ambiente em ar livre, observou uma diferenca significativa
da eficécia de ambas formulag6es, em recipientes de amianto, plastico, cimento e ferro (LIMA,;
MELO; VALLE, 2005).

Além da durabilidade no ambiente, o Bti ndo é nocivo aos humanos e a dificuldade do
surgimento de resisténcia, em razdo dos dois grupos de toxinas com distintos modos de acédo
(POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 2003; PARIS; DAVID; DESPRES, 2011). Entretanto,
uma desvantagem de Bti é a exposicdo a luz solar, onde a sua atividade larvicida é reduzida
(MELO-SANTOS et al., 2001).

Ja os reguladores de crescimento de insetos impedem o desenvolvimento do mosquito,
como a metamorfose e a ndo reproducdo devido a esterilidade ou anomalias no sistema
reprodutor (FOURNET et al., 1995; TUNAZ; UYGUN, 2004). Esses reguladores sao divididos
em dois grupos quanto ao seu modo de ac¢do: inibidores da sintese de quitina e os analogos de
horménios juvenis (GRAF, 1993; TUNAZ; UYGUN, 2004).
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Os inibidores da sintese de quitina, que sdo compostos por benzoylurea, diflubenzuron,
novaluron e triflumuron, atuam impedindo a sintese de quitina, assim produzem uma quitina
delicada, causando o impedimento na emergéncia dos adultos e deformacdo estrutural
(MARTINS et al., 2008; SECCACINI et al., 2008; BELINATO et al., 2009; FARNESI et al.,
2012). No entanto, h& risco de desenvolver resisténcia cruzada com inseticidas que foram
usados para o controle de A. aegypti (FONTOURA et al., 2012).

Os anélogos de hormonios juvenis atuam como antagonistas na fase larvaria e
mosquito adulto, impedindo a metamorfose e a vitologénese, que sdo0 compostos por metopreno,
fenoxicarbe e pyriproxifen (MONDAL; PARWEEN, 2000; NORIEGA, 2004; SIHUINCHA et
al., 2005; SECCACINI et al., 2008). Entretanto, j& foi observado em larvas de A. aegypti uma

leve resisténcia em metopreno e moderado em pyriproxifen (SU et al., 2019).

2.5 PLANTAS E ATIVIDADES INSETICIDAS

Desde a Idade Antiga, as plantas sdo utilizadas como inseticidas, mas a partir da década
de 40 foram substituidos por inseticidas sintéticos (JUNIOR, 2003). Nos ultimos anos, 0s
inseticidas de origem vegetal vém se destacando como alternativa de controle de insetos na
agricultura, devido aos impactos negativos no ambiente e na salde dos seres vivos ocasionados
pelos inseticidas sintéticos (RATTAN, 2010). Estudos tém sido intensificados na busca de
plantas que possam controlar a proliferacdo de A. aegypti, pois tém apresentado especificidade
para os vetores alvos e baixa toxicidade para espécies nao alvos, além de serem biodegradaveis
e ndo toxicas para 0 homem e mamiferos (SIMAS et al., 2004; CAVALCANTI et al., 2004;
KAUFMAN; MANN; BUTLER, 2010; TORRES; GARBO; WALDE, 2014; MUNUSAMY et
al., 2016; SPINDOLA et al., 2016).

As plantas sdo constituidas de metabdlitos, que sdo divididas em duas classes:
metabolitos primarios e metabolitos secundarios (BOURGAUD et al., 2001; LUO, 2015;
FANG; FERNIE; LUO, 2019). Os metabdlitos primarios participam dos processos de divisdo
celular, respiracdo, armazenamento e reproducdo, que englobam os carboidratos, acidos
nucleicos, lipidios e proteinas (BOURGAUD et al., 2001; GARCEZ et al., 2013). Ja os
metabolitos secundarios sdo originados a partir dos metabdlitos primarios, cuja a funcéo é de
protecdo contra herbivoros e micro-organismos patogénicos, adaptacdo aos estresses e atracao
de polinizadores (BALANDRIN et al., 1985; ZAYNAB et al., 2018; TAKSHAK; AGRAWAL,

2019), sendo classificado em trés grandes grupos: terpenos, fendlicos e alcaloides
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(BOURGAUD et al., 2001; ZAYNAB et al., 2018). Sao esses metabdlicos responsaveis pela
atividade inseticida da planta (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012).

2.5.1 Terpenos

Os terpenos sdo a maior classe dos metabdlitos secundarios, possuindo cerca de 40 mil
compostos (DUDAREVA,; PICHERSKY; GERSHENZON, 2004; KABERA et al, 2014;
THOLL, 2015). S&o constituidos por unido de isopreno (2-metil-buta-1,3-dieno), como mostra
a Figura 4, que é derivado do isopentenil difosfato (IPP) e do isémero de difosfato de
dimetilalilo (DMAPP) (McGARVEY; CROTEAU, 1995; THEIS; LERDAU, 2003; CHENG
et al, 2007). Séo classificados de acordo com nimero de isopreno na molécula, por exemplo,
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos que contém 2, 3 e 4 isoprenos na sua estrutura,
respectivamente (DUDAREVA; PICHERSKY; GERSHENZON, 2004; FELIPE; BICAS,
2017). Apresentam variadas fungdes, tais como hormonais, pigmentos fotossintéticos,
transportadores de elétrons, reguladores das montagens de polissacarideos, integrante da
membrana celular e atracdo de polinizadores (McGARVEY; CROTEAU, 1995; THEIS;
LERDAU, 2003).

Figura 4. Estrutura do isopreno

Fonte: National Center for Biotechnology Information, 2020a.

Estudos tém demonstrado atividade dos terpenos como agente larvicida contra A.
aegypti, como foi observada a atividade larvicida do género Guarea, que sdo mais ativas em
espécies que contém maior quantidade de sesquiterpenos, especialmente os cariofilianos
(MAGALHAES et al., 2010). Outros estudos apontam que o sesquiterpeno E-nerolidol possui
atividade larvicida contra Aedes aegypti, como atestado nas espécies Myroxylon balsamum e
Braccharis sp. (CHANTRAINE et al., 1998; SIMAS et al., 2004).
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Existem outros terpenos que apresentaram, na literatura cientifica, atividade larvicida
contra A. aegypti, como o limoneno, B-mirceno, 3-careno, terpinoleno e y-terpineno extraido de
Clausena excavata; trans-nerolidol, geraniol, citronelol, geranil formato de Pelargonium sp. e
saponinas de Balanites aegyptiaca (CHAPAGAIN; SAHARAN; WIESMAN, 2008; CHENG
et al, 2009; ALl et al, 2013).

Um exemplo de terpeno que é utilizado como inseticidas é a piretrina, como citado
anteriormente, € extraido da espécie Chrysanthemum cinerariaefolium, cujo o mecanismo de
acao € nos canais de sodio dependente de voltagem (ISMAN, 2006; GUPTA; ENSLEY, 2007).
Entretanto, para contornar uma desvantagem das piretrinas, a rapida degradacdo do composto
na luz solar, foram produzidos os piretroides sintéticos (ISMAN, 2006; GUPTA; ENSLEY,
2007).

2.5.2 Fenblicos

Os compostos fendlicos possuem diversas estruturas, mas contém anéis aromaticos
hidroxilados (Figura 5) (KABERA et al., 2014). S&o originados de diversas vias, por exemplo,
pela condensacdo de acetato e de modificacdo dos anéis aromaticos dos aminoécidos
(BENNETT; WALLSGROVE, 1994). A sua funcdo é de protecdo contra herbivoros e
patdgenos, estd envolvido na pigmentacdo, crescimento e reproducdo da planta (APPEL, 1993;
BRAVO, 1998).

Figura 5. Exemplos de compostos fendlicos
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Pesquisas tém sido realizadas utilizando os compostos fendlicos para observar a sua
atividade larvicida, como mostra o estudo realizado com &cidos fenolicos extraidos de
Chaetomorpha antennina, onde revelou ser um potente larvicida contra Aedes aegypti
(VIMALADEVI et al., 2012). A investigacdo dos compostos fenolicos que compde o 6leo
essencial de Anacardium occidentale certificou que o acido anacérdico, cardanol e cardol
apresentou atividade larvicida contra Aedes aegypti (CARVALHO et al, 2019). Enquanto o
eugenol, extraido do 6leo essencial de Syzygium aromaticum e Myroxylon balsamum,
manifestou acdo contra as larvas de A. aegypti (SIMAS et al, 2004; BARBOSA et al., 2012).

O mesmo ocorreu com p-hidroxibenzoato de metila extraida de Vitex trifolia e
catequinas de Leucas aspera (KANNATHASAN; SENTHILKUMAR; VENKATESALU,
2011; ELUMALAI et al, 2016). E nesta Gltima, foi analisada, além da taxa de mortalidade, a
morfologia e comportamento larvario, onde apresentou agitacdo e seguida lentiddo apds a
exposicao do composto, lesdes no intestino médio e deterioracdo das papilas anais e cuticular
(ELUMALAI et al, 2016).

2.5.3 Alcaloides

Os alcaloides verdadeiros sdo constituidos de atomos de nitrogénio em anel
heterociclico, na qual os aminoéacidos sdo seu precursor (Figura 6), diferenciando dos
pseudoalcaloides e protoalcaloides, que sao compostos por &tomos de nitrogénio, porém, néo é
derivado dos aminoacidos e o anel heterociclico ndo contém &tomo de nitrogénio,
respectivamente (FESTER, 2010; DEBNATH et al., 2018). A funcéo dos alcaloides nas plantas
é de defesa contra os insetos, micro-organismos e herbivoros (LEVIN, 1976; BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2000). Contudo, nem todas as plantas produzem esse grupo de
metabolito, somente entre 20 a 30% das plantas produzem (FESTER, 2010).
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Figura 6. Exemplos de alcaloides

Nicotina Quinina
Fonte: National Center for Biotechnology Information, 2020d;

National Center for Biotechnology Information, 2020e.

Por muito tempo os alcaloides foram utilizados como inseticidas, por exemplo, a
nicotina, anabasina, veratrina e rianodina (BALANDRIN et al., 1985; JUNIOR et al., 2003,
PAVELA, 2016). Entretanto, a sua aplicacdo é cautelosa e de baixa dosagem, pois é danoso
para os vertebrados (RATTAN, 2010). Pesquisas ja identificaram outros alcaloides com
potencial inseticida de A. aegypti, como pipernonaline extraido de Piper longum, dicentrina de
Ocotea velloziana, piperina, pipercide, retrofractamide A, guineensina, pelitorine de Piper
negrum (PARK et al., 2002; YANG et al., 2002; GARCEZ et al., 2009; GULZAR et al., 2013).

2.6 PLANTAS DA REGIAO AMAZONIA E ATIVIDADE INSETICIDA

Amazonia comporta a maior floresta tropical do mundo, abrangendo a bacia amazonica,
com area de aproximadamente de 6.900.000 km?, sendo que 3.800.000 km? esta no territdrio
brasileiro (BRASIL, 2019b). Estima-se que na Amazodnia brasileira possua 10.674 espécies de
plantas, apresentando uma rica biodiversidade, onde estudos tém sido realizados na busca de
plantas que possuam propriedades inseticidas (SOUTO et al., 2012; SANTOS et al., 2016;
CARDOSO et al., 2017).

Uma breve revisdo sistematica, utilizando as palavras-chaves como Amazon, Plant e
Aedes aegypti nos bancos de dados PubMed, Science Direct, Scielo, Wiley Online Library e
Google Académico, resultou 27 estudos na regido amazodnica com 96 plantas. Dessas, 42
espécies apresentaram atividade inseticida contra A. aegypti, sendo a familia e espécie mais

explorada foram a Piperaceae e Piper aducum, respectivamente, como disposto no quadro 1.
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Isso evidencia que poucos estudos exploraram a rica biodiversidade das plantas amazonicas
contra A. aegypti.

O Brasil foi o pais em que mais ocorreram estudos para o controle de A. aegypti
utilizando material botanico, somente dois paises, Peru e Equador, realizaram estudos
verificando atividade inseticidas das plantas estudas de acordo com essa revisdo sistemaética.
Isso corrobora com fato de que o Brasil é o pais da América que mais investiga atividade

inseticida de plantas contra diversos artropodes que transmitem doencas (LEYVA et al., 2017).

Quadro 1. Plantas amazonicas com atividade inseticida contra A. aegypti

Espécie Familia Extrato/6leo essencial Referéncia
. . . . . ) FERREIRA et al., 2019
Siparuna guianensis Siparunaceae Oléo essencial das folhas FERREIRA et al,, 2019
Eugenia piauhiensis Myrtaceae
_P Isium myrsinites Myrtaceae Oleo essencial das folhas DIAS et al.,, 2015
Sioaruna camporum Siparunaceae
Lippia gracilis Verbenaceae
Ocotea cymbarum Lauraceae Burche_llln extranio do ‘ZaL?'G NARCISO etal., 2014
por meio da fragdo hexanica
. . Oleo essencial das partes
Piper aducum Piperaceae ) P ALMEIDA et al., 2009
aéreas
Acmella oleracea Asteraceae Bxtrato hli(r)e;lﬁznohco das ARAUJO et al., 2018
Cassia Leiandra Fabaceae Proteinas oriundas de sementes DIAS et al.,, 2017
Extrato etandlico das folhas e
Copaifera multijuga Fabaceae casca, e Oleo essencial do 0leo{ TRINDADE et al., 2013
resina
Lippia origanoides Verbenaceae Oleo essencial das folhas MAR et al., 2018
Piper guadichaudianum Piperaceae
P. humaytanum P!peraceae Oleo essencial das folhas MORAIS et al., 2007
P. permucronatum Piperaceae
P. hostmanianum Piperaceae
Tapura amazonica Dichapetalaceae
Croton cajucara Euphorbiaceae
C. lanjouwensis Euphorbiaceae
Tachia grandiflora Gentianaceae | Extratos com diferentes partes
Piper aduncum Piperaceae anatbmicas das plantas e POHLIT et al., 2004
P. tuberculatum Piperaceae solventes
Picrolemma sprucei Simaroubaceae
Simaba polyphylla Simaroubaceae
Simaba sp. Simaroubaceae
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Quadro 1. (cont.) Plantas amazonicas com atividade inseticida contra A. aegypti

Espécie Familia Extrato/6leo essencial Referéncia
Extrato metandlico e suas MONGELLI,
Pothomorphe peltata Piperaceae | fragGes de cloroformioe | COUSSIO; CICCIA,
etanol de folhas 2002
Copaifera reticulata Fabaceae Oleo-resina SILVA et al., 2007
Piper aduncum Piperaceae
P. arboreum Piperaceae | Oleo essencial das folnas | SANTANA et al., 2015
P. marginatum Piperaceae
Extrato etandlico e fracBes
. . . de hexano, acetato de
Piper nigrum Piperaceae o SIMAS et al., 2007
etila, diclorometano e
aquoso de fruta
P. aduncum Piperaceae Dillapiol e_xt raido do Oleo RAFAEL et al., 2008
essencial das folhas
Astrocaryum aculleatum | Arecaceae Extrato hexanico,
Oenocarpus bacaba Arecaceae | metanolico e fracBes de
Leopoldinia piassaba Arecaceae | cloroférmio e acetato de | HIDALGO et al., 2016
O. bataua Arecaceae |etila da semente e polpa da
Endopleura uchi Humiriaceae fruta
Derris urucu Leguminosae | Extrato metandlico da raiz GUSMAO 2002
. Dillapiol e seus derivados
P. aduncum Piperaceae P . PINTO etal., 2012
extraidos
Copaifera reticulata Fabaceae Oleo-re§|na € suas f,ra_tgoes OLIVEIRA et al., 2016
hexanica e metandlico
Guatteria blepharophylla | Annonaceae
G. friesiana Annonaceae | Oleo essencial das folhas | ACIOLE et al., 2011
G. hispida Annonaceae
. Extrato aquoso e
Eugenia caryophyllata Myrtaceae q MEDEIROS et al., 2013

metandlico das flores

Siparuna guianensis

Siparunaceae

Oleo essencial das folhas,
caules e frutos

AGUIAR et al., 2015

Oleo essencial das

Licaria puchury-major Lauraceae AZEVEDO etal., 2018
sementes

Ocimum campechianum Lamiaceae ko essencial das partes

Ocotea quixos Lauraceae ) SCALVENZI et al., 2019

P. aduncum Piperaceae aereas
Aniba duckei L auraceae Oleo essencial das folhas e TELES; FILHO;
galhos finos SOUZA, 2017
A. duckei Lauraceae | Oleo essencial de galhos SOUZA et al., 2007
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Um estudo avaliando a atividade larvicida contra A. aegypti com 55 espécies de plantas
localizadas no estado de Amazonas, detectou quatro plantas eficazes contra larvas de A. aegypti:
Tapura amazonica, Piper aduncum, P. tuberculatum e Simaba polyphylla (POHLIT et al.,
2004). Outra investigacao utilizando o 6leo essencial de plantas frequentes na Amazonia,
detectou atividade larvicida de Eugenia piauhiensis, Siparuna camporum, Lippia gracilis e
Psidium myrsinites (DIAS et al., 2015).

Algumas pesquisas ja exploraram o efeito dos extratos de plantas nas larvas, como
verificou um estudo com extrato metandlico da raiz de Derris urucu, onde observou danos no
intestino médio larvério de A. aegypti (GUSMAO et al., 2002). Todavia, algumas investigacoes
identificaram principios ativos larvicidas oriundas de plantas residentes na Amazoénia, por
exemplo, Piper negrum, onde os principios ativos larvicidas identificados foram a piperoleina-
A e piperina (SIMAS et al., 2007); o extrato hidroetandlico das folhas de Acmella oleracea,
cujo o principal componente do extrato foi o spilanthol (ARAUJO et al., 2018b).

Devido aos relatos apresentados, sobretudo da dificuldade de controlar A. aegypti frente
a diversos mecanismos de resisténcia, considerando ainda a diversidade vegetal presentes no
bioma amazoénico e a necessidade de ampliar a pesquisa na regido, o presente trabalho buscou
investigar espécies de plantas presentes na Amazoénia Ocidental para avaliar a atividade
larvicida contra A. aegypti, podendo ser uma alternativa de controlar o vetor e de modo a reduzir
casos de arboviroses.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE OVOS DO MOSQUITO

3.1.1 Local de coleta

As coletas de ovos de A. aegypti foram realizadas no municipio de Rio Branco, Acre,
em ambiente peridomiciliar nos bairros Loteamento Laélia Alcéntara, Vila Betel, Loteamento
Joafra, Mocinha Magalhées, Alto Alegre, Rui Lino, Esperanga e Universitario; e ambiente
domiciliar na residéncia dos pesquisadores dessa pesquisa, localizados nos bairros Santa
Helena, Santa Cecilia e Morada do Sol (Figura 7).

O periodo de coleta dos ovos incidiu entre os meses de junho de 2018 até maio de
2020, para realizacdo dos bioensaios larvicidas que ocorreram no Laborat6rio Intermediario
Fitoterapicos da Universidade Federal do Acre (UFAC).

Figura 7. Bairros de Rio Branco contemplados para a realizadas as coletas de ovos
de A. aegypti
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3.1.2 Instalagdo das armadilhas

O método utilizado na coleta dos ovos foi por meio de ovitrampas, por ser um método
sensivel e de pouco custo na deteccdo de A. aegypti (BRASIL, 2001). As ovitrampas foram
constituidas de vasos, medindo 8,5x14 cmz, de cor preta distribuidos nos bairros selecionados
na cidade de Rio Branco. Cada vaso tinha 420 ml de &gua, atrativo a base de levedo de cerveja
em solucéo a 0,04%, duas palhetas de eucatex (2 x 12 cm?) fixadas verticalmente por clipes no
interior do vaso e devidamente identificadas para as fémeas realizarem suas oviposicao
(NUNES; TRINDADE; SOUTO, 2011; COSTA et al., 2018), como mostra a figura 8.A.

A instalacdo ocorreu da seguinte forma:

a) Foram realizadas visitas nos locais de coleta e instaladas as ovitrampas proximas as
residéncias;

b) apds 5 dias, houve retornos nos locais para retiradas e substituicdes das paletas,
sempre tendo cuidado para ndo agitar a agua, para impedir a eclosdo dos ovos do mosquito;

c) retirada das ovitrampas usando 0s mesmos métodos aplicados no item b, porém sem
a substituicdo de paletas.

Ap0s estas etapas, as paletas foram encaminhadas ao laborat6rio para identificacdo e
contagem dos ovos de A. aegypti por meio de lupa estereoscopica. Em cada paleta foi
contabilizado o numero de ovos e registrado em formulario especifico utilizado pela Secretaria
Municipal de Satde com adaptacdes (Anexo A). Apds a contagem, foram verificados os indices
relativos ao ovo: indice de positividade de ovitrampas (IPO) e indice de densidade de ovos
(IDO), que verificam a porcentagem de ovitrampas positivas e a média de ovos por ovitrampa,
respectivamente (GOMES, 1998). Sendo que a IPO se refere a infestacdo de mosquito em
determinado local e o IDO, tempo de maior ou menor reproducdo da fémea (ZEIDLER, et al.,
2008).

Namero de armadilhas positivas
IPO = E

Numero de armadilhas examinadas

Numero de ovos

IDO = —DUMCIOACOVOS e e )

Numero de armadilhas positivas
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3.2 OBTENCAO DE LARVA DE A. aegypti

Seguindo as recomendacGes de Consoli e Oliveira (1994), as paletas de ovos de A.
aegypti foram colocados em recipiente de plastico contendo agua para eclosdo dos ovos e
liberagGes das larvas. Posteriormente, as larvas foram analisadas utilizando chaves de
identificacéo, cuja a cabeca da larva de A. aegypti possuissem cerdas 5-7 simples, no segmento
V111 possui o espinho longo com dentes bilaterais e pécten caracteristico no sifdio (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; BRASIL, 2001), onde foi visualizado por meio de microscépio trinocular
Olympus CX41RF, utilizando objetivas de 10X e 40X, registrado pelo programa de imagens
ToupView.

Para a nutri¢do das larvas, foram adicionados aproxidamente 0,141g de racédo de peixe
Alcon Basic® e verificado diariamente quanto a evolucdo até o estdgio de pupa, sendo
transferidas para gaiolas, medindo 40x40 cm?, para a criacdo de mosquitos, a fim de obter a
geracdo F1 para realizacédo do teste larvicida (Figura 8.B). A alimentagdo dos mosquitos foi por
meio de algoddo umedecido com acucar a 10% e para alimentacdo das (mosquitos) fémeas foi
utilizado o alimentador artificial, denominado Glytube, utilizando o sangue venoso, coletado
da prépria pesquisadora (COSTA-DA-SILVA et al., 2013).

Figura 8. Ovitrampas e gaiolas para criagdo dos mosquitos A. aegypti
: ‘
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(A) Ovitrampa e (B) gaiolas para criagcdo dos mosquitos A. aegypti.
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3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE PLANTAS

Para a realizacdo da coleta de plantas, foi obtido um comprovante de registro para
coleta de material botanico, fangico e microbiologico pelo SISBIO (Numero 69618-1) e
SISGEN (A505DA1) contendo as 26 plantas selecionadas, das quais somente 17 plantas foram
coletadas, como mostra a Quadro 2.

Quadro 2. Plantas coletadas para avaliagdo de atividade larvicida contra A. aegypti

Namero de

Nome cientifico Familia Parte usada Nome popular Identificacdo
Alternanthera brasiliana Amaranthaceae Folha Penicilina UFACPZ: 20740
Kalanchoe pinnata Crassulaceae Fola Corama, Folha da Fortuna |UFACPZ: 20741
Calycophyllum spruceanum Rubiaceae Folha Mulateiro *

Senna alata Fabaceae Fola Mangerioha UFACPZ: 20739
Euphorbia tirucalli Euphorbiaceae | Parte aérea Avelbs UFACPZ20440
Fridericia chica Bignoniaceae Fola Crajiru UFACPZ: 20562
Handroanthus impetiginosa Bignoniaceae Fola Ipé-roxo *
Handroanthus chrysanthus Bignoniaceae Folha Ipé Amarelo *
Jatropha gossypiifolia Euphorbiaceae Fola Pinhdo Roxo UFACPZ20558
Lippia alba Verbenaceae Folha Erva Cidreira *
Momordica charantia Cucurbitaceae Folha Meldo Séo Caetano UFACPZ20561
Morinda citrifolia Rubiaceae Folha Noni UFACPZ20557
Plectranthus barbatus Lamiaceae Fola Boldo da Terra UFACPZ20560
Protium heptaphyllum Burseraceae Folha Breu *
Psidium guajava Myrtaceae Fola Goiabeira *
Tagetes patula Asteraceae Parte aérea Cravo de Defunto UFACPZ20445
Uncaria tomentosa Rubiaceae Folha Unha de Gato *

* exsicatas confeccionadas para registro de identificagdo

Para aquisicdo dos extratos etanolicos brutos as plantas foram coletadas, selecionadas,
separadas e incubadas em estufa a 40°C para secagem, até obterem o aspecto quebradico, para
entdo serem trituradas em liquidificado, para obtencdo de aproximadamente 50g de material
(MACIEL; PINTO; JR. VIEGA, 2002; SILVA, 2004b).

O material triturado foi submetido a maceragdo exaustiva com etanol absoluto (99%)
em temperatura ambiente, depois foi filtrado e levado ao evaporador rotativo da marca
Quimis®, a temperatura de 55°C, para obtencdo do extrato etandlico (MACIEL; PINTO; JR.
VIEGA, 2002; MURUGAN et al., 2012). Esse procedimento de maceracdo exaustiva foi
repetido cinco vezes em intervalos de 1 a 3 dias. Ap0s esta etapa, o extrato obtido foi secado

em estufa a 40°C e liofizado (Liofilizador Enterprise 11 da marca Terroni®).
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Os rendimentos dos extratos foram calculados por meio da formula (RODRIGUES et
al., 2017):

. Peso do extrato seco
Rendimento (%) = @)

Peso das folhas secas ou frescas (g)

Os extratos foram transferidos para eppendorfs de 2 ml, onde foram armazenados 250
mg de extrato etandlicos.

O extrato etandlicos que apresentaram atividade larvicida foram submetidos a particdo
liquido-liquido com a solucéo inicial de 1:10 de metanol e agua destilada, posteriormente

particionado com os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila.

3.4 BIOENSAIO LARVICIDA

O bioensaio larvicida seguiu as recomendacdes de World Health Organization (2005)
e Consoli e Oliveira (1994) com adaptagdes. Primeiro, foi realizada a solubilizagdo do extrato
em dimetilsulfoxido (DMSO) e, em seguida, o extrato foi submetido ao homogeneizador
durante 24 horas.

Inicialmente, foi realizada a triagem inicial, para identificacdo dos extratos etandlicos
com biopotencial larvicida na concentracdo de 100 ppm. Uma vez que, cada extrato etandlico
solubilizado em DMSO, possuia 10 ml de &gua destilada e 20 larvas de A. aegypti no terceiro
estagio, para avaliacdo da letalidade em 24 e 48 horas. O bioensaio foi realizado em triplicada,
sendo gue cada teste era composto por controles negativos, contendo adgua destilada e DMSO,
numa concentracao final a 0,04%. E como controle positivo, o extrato etandlico de T. patula,
reconhecido pelas suas atividades inseticidas contra. A. aegypti (MACEDO et al., 1997; VIDAL
et al., 2009). Estes testes ocorreram em temperatura entre 25 a 28°C.

Apds a triagem inicial, as plantas com atividade larvicida acima de 30% foram
particionadas para o semi-isolamento do principio ativo. As parti¢ces foram solubilizadas em
uma concentracdo de 125 mg/mL e foram submetidas a triagem em 300 ppm, em triplicatas,
nas mesmas condicGes da triagem. No entanto, o controle negativo estava na concentracdo de
0,24% de DMSO.

As larvas foram analisadas em 24 e 48 horas para contagem e registro da taxa de
mortalidade. Foram consideradas larvas mortas, as que ndo apresentaram movimentos quando

estimuladas com pipeta de Pauster, inaptiddo de estar na superficie da agua ou quando
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perturbada a &gua, ndo houve a reacdo de mergulho. Se durante o bioensaio, as larvas atingissem
mais de 10% do estagio de pupa no teste controle, o teste era invalidado.

Os dados obtidos de todos os testes foram analisados pelo programa estatistico Sigma
Plot versdo 14.0, na qual foram realizados as médias e seus desvios padrdes, assim como, a

construcédo dos gréaficos apresentados nesta pesquisa.

3.5 ANALISE FITOQUIMICA

A andlise fitoquimica seguiu as recomendacGes descritas por Matos (2009) com
adaptacOes para identificacdo das classes dos metabdlitos, como descrito a seguir:

3.5.1 Taninos e fendis

Em 5 pL dos particionados solubilizados, foram adicionados 195 pL de solucédo
alcodlica de FeCls (cloreto de ferro 111) a 1%. Apoés a agitacdo, foi avaliado se ocorreu o
aparecimento da coloracao entre azul e vermelho, podendo indicar a presenca de fendis, e se 0
precipitado apresenta a cor verde ou azul, indicando a presenca de taninos flobafénicos (taninos
condensados ou taninos catéquicos) ou taninos hidrolisaveis (taninos pirogalicos),

respectivamente.

3.5.2 Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Foram diluidos 10 uL dos particionados em duas soluc@es contendo 390 pL de HCl a 1
mol/L (pH 3) e 390 pL de NaOH a 1 mol/L"* (pH 11), em tubo de ensios de vidro para porterior
aquecimento na lampada de alcool, por aproximadamente 2 minutos, para verificacdo da
mudanca de cor e identificadas, conforme disposto no quadro 3. Para indicar o pH

correspondente de cada reacdo, foi utilizado como controle o extrato de repolho roxo.

Quadro 3. Indicacdo de cores para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Metabdlitos Meio acido Meio alcalino
Leucoantocianidinas Vermelho -
Catequinas (taninos catequicos) Pardo-amarelado -
Flavanonas - Vermelho-laranja

Fonte: Matos (2009)
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3.5.3 Antocianinas, antocianidinas e flavonoides
Foram diluidos 5 pL dos particionados em duas solugdes contendo 195 pL de HCl a 1
mol/L™ (pH 3) e 195 pL de NaOH a 1 mol/L™ (pH 11), para posterior verificagdo da mudanga

de cor e comparacdo conforme com o quadro 4:

Quadro 4. Indicacdo de cores para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Cor
Metabolitos Meio acido Meio alcalino
(pH 3) (pH 11)
Antocianinas e antocianidinas Vermelho Azul-purpura
Flavonas, flavondis e
- Amarelo
xantonas
Cholconas e auronas Vermelho Vermelho-plrpura
Flavanonois - Vermelho-laranja

Fonte: Matos (2009)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OVOS COLETADOS DE A. aegypti

Antes de iniciar os bioensaios larvicidas, foram realizadas instalacGes de armadilhas,
as ovitrampas, em diferentes bairros de Rio Branco e em periodos distintos. As instalacGes
ocorreram em areas urbanas, proximos de residéncias, borracharias, oficinas mecanicas e de
plantas ornamentais, assim podendo obter grande nimero de ovos de A. aegypti e possibilitando
uma variabilidade genética da espécie (SUN et al., 2006).

Foram instaladas 337 ovitrampas com 17.692 ovos de A. aegypti coletados, cujo o
indice de positividade de ovitrampas (IPO) geral registrou 64,39% (Tabela 1). Os bairros de
Rio Branco analisados que obtiveram maiores indices de positividade foram: Loteamento Joafra
(92,85%), Laélia Alcantara (85,71%), Morada do Sol (83,72%), Mocinha Magalhé&es (67,85%)
e Santa Helena (66,24%).

Tabela 1. Coleta de ovos de A. aegypti nos bairros de Rio Branco, Acre
Total de Totalde Total de

. . . IPO
Bairros ovitrampas ovitrampas  0vO0S

i . (%)

instaladas positivas coletados
Esperanca 11 3 279 27,27
Alto Alegre/Cruzeirinho 14 6 155 42,85
Laélia Alcantara 14 12 647 85,71
Loteamento Joafra 14 13 1511 92,85
Mocinha Magalhaes 28 19 2610 67,85
Morada do Sol 43 36 3085 83,72
Rui Lino 14 4 71 28,57
Santa Helena 157 104 7745 66,24
Universitario 14 6 622 42,85
Vila Betel 14 6 406 42,85
Santa Cecilia 14 8 561 57,14
TOTAL 337 217 17692 64,39

Fonte: arquivo pessoal

Os ovos coletados foram postos em bacias contendo agua para que ocorresse a sua
eclosdo e o desenvolvimento das suas fases evolutivas (larva, pupa e mosquito adulto) (Figura

9), a fim de identificar a espécie e cria-los em ambiente laboratorial.
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Figura 9. Fases de desenvolvimento de Aedes aegypti em laboratdrio

5N ' e T T g

(A) Ovos. (B) Larvas no terceiro estagio. (C) Pupd. (D) Mosquito adulto

Figura capturada pelos membros desta pesquisa

Durante o processo de identificagdo, foram examinadas as larvas e identificadas como
pertencentes a espécie A. aegypti, de acordo com as chaves de identificacdo das larvas
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; BRASIL, 2001) (Figura 10). E importante destacar que durante
a identificacdo ndo foi detectado A. albopictus, vetor de arboviroses como dengue e
chikungunya, (PAUPY et al., 2009). O que enfatiza o que esta descrito na literatura, onde o
Acre é 0 Unico estado brasileiro da regido norte que ndo foi detectado o mosquito (FERREIRA-
DE-LIMA et al., 2020).
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Figura 10. Identificacdo de larvas de A. aegypti

A: escamas do pente no oitavo segmento (seta preta) e pécten do siféo (seta vermelha); amplia¢do dos detalhes da
escama pente do oitavo segmento, espinho longo mediano e com dentes bilaterais (B); e ampliacio dos detalhes
do pécten do siféo.

A proliferacdo do mosquito A. aegypti esté relacionado ao estilo de vida da populacéo,
as condi¢cdes domiciliares e saneamento basico (TAUIL, 2002; BEZERRA et al., 2009). Os
dados obtidos das coletas de ovos revelam que todos os bairros apresentaram infestacédo de A.
aegypti, onde alguns dos bairros analisados apresentam deficiéncia sanitaria, 0 que representa
a realidade de uma parte da populacéo rio-branquense, uma vez que na cidade de Rio Branco,
de acordo com o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), somente 56,7% das
moradias possui saneamento sanitario adequado (BRASIL, 2020b). Além do modo de vida da
populacdo, que podem contribuir para proliferacdo do mosquito, onde se tém os conhecimentos
béasicos para prevencao e controle de infestacdo de A. aegypti, porém nao os praticam (TAUIL,
2002).

Entretanto, pode-se observar que alguns bairros apresentaram IPO baixos em
comparagao a outros bairros, como o Esperanca (27,7%) e Rui Lino (28,57%), que sdo locais
urbanizados que possuem saneamento basico. Porém, esses dados podem ndo refletir a realidade
de infestacdo do mosquito nesses bairros, pois o local de instalacdo da armadilha poderia estar
com baixa taxa de infestacdo do mosquito, quando comparado com outros bairros que poderiam
apresentar alta taxa de infestacdo. Ou seja, 0s mosquitos podem estar mais disseminados em
determinados dos bairros analisados, visto que sua dispersao esta relacionada a disponibilidade
de alimento, reproducdo e meios adequados para oviposi¢do, com estudos mostrando que o
mosquito de A. aegypti podem se dispersar até 800 metros em 6 dias (HONORIO et al., 2003;
MACIEL-DE-FREITAS; CODECO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2007).
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Além dos fatores humanos, o clima pode atuar na proliferacdo de A. aegypti, pois a
infestacdo do mosquito esta associada a presenca de chuva, ocorrendo 0 aumento da populacdo
do mosquito (CONSOLLI; OLIVEIRA, 1994).

A regido norte do Brasil é caracterizada pelo clima tropical equatorial, tendo o estado
do Acre duas estagfes: chuvosa e seca (ABREU; MAIER, 1992; DUARTE;
MARCARENHAS, 2007). Em Rio Branco, a estagéo chuvosa abrange os meses de outubro a
abril, com a precipitacdo de chuvas na cidade variando entre 167 a 286 mm (DUARTE, 2005;
DUARTE; MARCARENHAS, 2007; CLIMATE-DATA.ORG, 2020). Entre junho e agosto,
se configura a estacdo seca, onde pode ocorrer precipitacdo entre 39 a46 mm (DUARTE, 2005;
DUARTE; MARCARENHAS, 2007; CLIMATE-DATA.ORG, 2020). Setembro é 0 més de
transicdo entre a estacdo seca para chuvosa, enquanto que o més de maio é da estacdo chuvosa
para seca, onde a precipitacdo é de 95 e 103 mm, respectivamente (DUARTE, 2005; DUARTE;
MARCARENHAS, 2007; CLIMATE-DATA.ORG, 2020).

De posse dessas informagdes, foi realizada a anélise por sazonalidade das coletas. Os
resultados indicam que no periodo chuvoso, 2018-2019 e 2019-2020 (Tabela 2), houve maior
IPO (70%), o que corrobora com dados da literatura, onde na estacdo chuvosa ocorre um
aumento da populagdo do mosquito, devido aumento da disponibilidade de criadouros
(ZEIDLER et al., 2008; MIYAZAKI et al., 2009).
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Tabela 2. Coleta de ovos de A. aegypti de acordo com estacdo no estado do Acre

Total de Total de Total de

Estacéo Més/ano ovitrampas ovitrampas 0vosS IPO IDO
i - (%)
instaladas  positivas  coletados
Seca junho de 2018 28 19 2610 67,85 137,37
Chuvosa  outubro/2018 - abril/2019 121 66 4853 5454 73,53
Transicdo maio de 2019 14 9 495 64,28 55
Seca junho/2019 - agosto/2019 42 13 860 30,95 66,15
Transicao setembro de 2019 12 9 859 75 95,44
Chuvosa  outubro/2019 - abril/2020 96 86 7545 89,58 87,73
Transicéo Maio de 2020 24 15 470 62,5 31,33
TOTAL 337 217 17692 64,39
AGRUPAMENTO DAS ESTACOES
Total de Total de Total de
x A . . IPO
Estacdo Més/ano ovitrampas ovitrampas 0VvO0sS (%) IDO
instaladas  positivas  coletados
Chuvosa  outubro/2018 - abril/2020 217 152 12398 70,04 81,56
Transicdo ~ maio/2019 - maio/2020 50 33 1824 66 55,27
Seca junho/2018 - agosto/2019 70 32 3470 45,71 108,43

Fonte: arquivo pessoal

Interessante destacar que, em dezembro de 2018, o Ministério da Saude alertou que 0s
18 municipios do Acre estavam em estado de alerta ou de risco para ocorréncia de arboviroses,
devido ao aumento de infestacdo de A. aegypti (BRASIL, 2020c). Inclusive, Rio Branco se
encontrava em situacdo de risco (BRASIL, 2020c). No mesmo periodo chuvoso no ano seguinte
(2019), até 30 de marco, houve crescimento de 219% de casos de dengue no estado em
comparagdo com o ano anterior, além do aumento consideravel de zika e chikunhunya
(BRASIL, 2020d). Neste ano (2020), até o dia 02 de maio, o Acre apresentou incidéncia de
dengue elevada (460 casos por 100 mil habitantes) em comparacdo com a incidéncia do Brasil
(322,2 casos por 100 mil habitantes) (BRASIL, 2020e). Isso indica que nesses periodos
chuvosos houve grande infestagdo de A. aegypti.

No entanto, pode-se observar que IPO na estacao seca foi 1,53 vezes inferior a estacdo
chuvosa, mas o indice de densidade de ovos (IDO) foi 1,32 vezes maior no periodo seco do que
no periodo chuvoso. Isso pode ser explicado, como apresentado no Apéndice B, pela
inferioridade de criadouros nesses bairros no periodo de seca, assim potencializando a captura
de ovos nas ovitrampas (MICIELI; CAMPQOS, 2003) ou possuem criadouros artificiais na

regido que possibilita a infestacdo do mosquito nos locais analisados nesse periodo.
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Apesar do numero de ovos coletados nos periodos de chuvas serem superiores aos
periodos de secas, 0s indices de densidades de ovos (IDO) demonstram que no periodo de seca
de 2018 e na transicao da estacdo seca para estacao chuvosa, em 2019, houve maior nimero de
reproducdo. Vale ressaltar que no periodo de seca de 2018 sé foi possivel analisar 0 més de
junho, indicando que o IDO pode nédo representar a realidade da estagéo seca de 2018. Em
relacdo ao periodo de transicdo, da estacdo seca para estagdo chuvosa, ocorre 0 aumento de
chuvas na cidade, possibilita, assim, o0 aumento de criadouros, elevando o ambiente apropriado
para reproducdo e desenvolvimento do mosquito (DUARTE, 2006; MONTEIRO;
CARVALHO; SOUTO, 2014).

4.2 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS ETANOLICOS

Para analisar a atividade larvicida de plantas medicinais cultivadas na Amazonia,
especialmente no estado Acre, foram obtidos 17 extratos etandlicos, como mostra a Tabela 3.
No entanto, as espéecies que obtiveram maiores rendimentos foram Calycophyllum spruceanum
com 11,79% e Senna alata com 7,99%, seguidos por Uncaria tomentosa (7,98%) e
Plectranthus barbatus (7,49%).

Tabela 3. Rendimento dos extratos

Espécie %

Alternanthera brasiliana 3,17
Kalanchoe pinnata 1,01
Calycophyllum spruceanum 11,79
Senna alata 7,99
Euphorbia tirucalli 3,06
Fridericia chica 4,33
Handroanthus impetiginosa 3,52
Handroanthus chrysanthus 2,22
Jatropha gossypiifolia 3,92
Lippia alba 4,39
Momordica charantia 3,08
Morinda citrifolia 5,25
Plectranthus barbatus 7,49
Protium heptaphyllum 2,77
Psidium guajava 3,40
Tagetes patula 2,57
Uncaria tomentosa 7,98

Fonte: arquivo pessoal
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Esses resultados divergem com os dados encontrados na literatura, principalmente
associado ao método de extracdo e solventes. Por exemplo, a extracdo de Calycophyllum
spruceanum por meio do banho de ultrasson adotado por Magrini (2016), utilizando 10 g de
triturado de folhas, obteve a massa de 2,8503 g de seu extrato hidroetandlico, ou seja, 0
rendimento foi de 28,5%.

Em relacdo ao extrato bruto etandlico de Senna alata, o rendimento foi superior quando
comparado ao realizado com solucdo etandlica a 50% que obteve o rendimento de 6,17%,
utilizando o método de maceracgdo no periodo de 72 horas (EDWIN et al., 2013). Outro artigo
relata o rendimento superior com diferentes solventes utilizados para extra¢es de metabolitos,
com rendimento de 16,6% para éter de petroleo, 26,6% para metanol e 27% para etanol
(OWOYALE; OLATUNJI; OGUNTOYE, 2005).

O método de extracdo e os solventes adotados influenciam o rendimento dos extratos de
plantas, além da temperatura, solvente, bem como a sua concentragdo e polaridade, influéncia
na quantidade de metabdlitos extraidos (PANDEY; TRIPATHI, 2014).

4.3 TESTE LARVICIDA SELETIVO

Para realizacdo dos testes larvicidas, é indispensavel a realizagdo da solubilizacdo dos
extratos etandlicos, que sdo constituidos de compostos de diferentes naturezas, como
hidrofobicos e hidrofilicos (ANDRADE, 2005). Para que ocorra essa solubilizacéo, o solvente
escolhido foi o DMSO, tendo sua eficacia associada a sua propriedade anfifilica (KIM et al.,
2007). No entanto, esse solvente, dependendo da concentracdo, pode ocasionar a morte dos
insetos quando combinado com os extratos ou 6leos (GUARIDO, 2009). Por esse motivo, foi
realizado teste de tolerancia em diferentes concentracdes (0.01%, 0.05%, 0.2%, 0.5% e 1%),
com 20 larvas no terceiro estagio larvario em cada concentracdo e analisados em 24, 48 e 72
horas, para verificar o potencial de toxicidade em A. aegypti (Tabela 4).

Pode-se observar que a partir de 72 horas ocorreu a presenca de larvas mortas na
concentracdo de 0,05% e 1%, onde foram registradas 3 (15%) e 14 larvas mortas (70%),
respectivamente. Isso implica dizer que a partir de 1% de DMSO, o solvente se torna inviavel
para realizacdo dos bioensaios larvicidas, pois além das mortes das larvas, foi verificada a morte
de 4 pupas. Na concentracdo de 0,05%, a mortalidade pode ter ocorrido devido a fragilidade
dessas larvas, pois em concentra¢Ges mais altas ndo houve observacdo de mortalidade, exceto

na concentracdo maxima adotada.
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Tabela 4. Teste de toxicidade de DMSO em
larvas de A. aegypti

Concentracao Mortalidade (n)
(%) 24h 48h 72 h
0,01 0 0 0
0,05 0 0 3
0,2 0 0 0
0,5 0 0 0
1 0 0 14

Fonte: arquivo pessoal

Nas racdes que foram utilizadas para alimentacao das larvas, também foram realizados
ensaios de tolerancia, analisando a racdo em floculada da Alcon Basic® e uma racdo granulada
(empresa ndo sera destacada nesse estudo). Observamos que durante os testes, com cerca de
0,008 g de racao de peixe em 10 mL de agua destilada, a marca Alcon Basic® registrou uma
morte larvaria em 24 horas e as larvas vivas estavam bastante ativas. Enquanto a racdo
granulada, no mesmo periodo de tempo, registrou uma taxa de mortalidade de 56,25%, porém,
as larvas vivas apresentavam lentiddao. E na leitura das 48 horas, foram observadas mais 37,5%
de morte larvaria. Esses resultados indicam que a racdo floculada era ideal para utilizacdo dos
bioensaios, apesar de registrar uma morte larvéaria, que pode ter ocorrido por ja estar debilitada,
pois as larvas vivas estavam bastante ativas.

Assim, ap0s a padronizacdo, foram analisados 17 extratos etanélicos em 100 ppm, cujo
o0 controle negativo estava na concentracao de 0,04% de DMSQO. Entre os extratos analisados,
duas plantas foram promissoras para atividade larvicida, cujas as taxas de mortalidades foram
superiores a 30% em 100ppm: Protium heptaphyllum (70%) e Fridericia chica (36,25%).
Enquanto Senna alata, Plectranthus barbatus e Psidium guajava apresentaram atividade
larvicida inferior a 25% (Figura 11). J& o controle positivo, o extrato etandlico de Tagetes
patula, registrou 48,75% de mortalidade larvaria e o controle negativo ndo apresentou morte

das larvas.
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Figura 11. Atividade larvicida de extratos brutos etandlicos contra A. aegypti em 100
ppm
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Extratos brutos etandlicos (100 ppm)

O género Tagetes é reconhecido pela variedade de atividades bioldgicas, inclusive
atividade inseticida em diversas espécies, como Anopheles gambie, A. stephensi, Culex
quinguefasciatus, Cimex lectularius, Tribolium castaneum e A. aegypti (PERICH et al., 1994;
PERICH et al., 1995; NIKKON et al., 2011; KYARIMPA et al., 2014; POLITI et al., 2017;
MA et al., 2018). Porém, nesse presente estudo T. patula, o controle positivo, apresentou baixa
atividade em comparacOes as outras pesquisas, como um estudo utilizando diversas plantas
contra larvas de Aedes fluviatilis, reportando uma taxa de mortalidade de 65,6% em 24 horas
na concentragdo de 100 ppm (MACEDO et al., 1997). Em outro experimento, utilizando os
extratos etandlicos das folhas, verificou que em 153,6 mg/L (153,6 ppm) a mortalidade das

larvas de A. aegypti em 48 horas alcangou 92% (VIDAL et al., 2009). O que contrasta com 0s
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resultados obtidos, onde média da taxa de mortalidade foi menor que 50%, apesar que esse
ultimo estudo a concentracéo foi maior.

No estudo realizado por Krzyzaniak et al. (2017), observou-se que o extrato bruto de
acetona da inflorescéncia de T. patula, na concentracdo de 300 mg/L (300 ppm), demonstrou
auséncia de atividade larvicida em 24 horas, mas a partir das 48 horas registrou uma taxa de
mortalidade de 4,4%, 22%, 26,7% e 31% em 48 horas, 72 horas e 120 horas, respectivamente.
Essas diferencas de taxas de mortalidade das larvas de A. aegypti em estudos distintos utilizando
T. patula, deve ser pelo solvente utilizado, a localizacdo da planta de estudo e a parte vegetal
coletada que interferem na quantidade e os tipos de metabolitos extraidos da planta (GLOBO-
NETO; LOPES, 2007; GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012).

Algumas plantas deste estudo apresentaram baixa ou auséncia de atividade larvicida
contra A. aegypti. Porém, na literatura cientifica ha ocorréncia de atividade dessas plantas em
diferentes solventes utilizados ou métodos de extracdo dos metabdlitos das folhas, como

apresentado no Quadro 5.

Quadro 5. Plantas que apresentaram atividade larvicida em pesquisas cientificas

Planta Extratos ou 6leo essencial Referéncia

Morinda citrifolia Hexanico, cloroférmio, | KOVENDAN et al., 2012.
acetona, metanol e aquoso

KAUSHIK; SAINI, 2009; LIMA
et al., 2011; MENDES et al.,

Psidium guajava Acetona e 6leo essencial

2017,
Lippia alba Oleo essencial SANTIAGO et al., 2006; VERA
et al, 2014, RIOS;
STASHENKO; DUQUE, 2017.
Senna alata Hidroetanolico e aquoso EDWIN et al., 2013.

Euphorbia turicalli

Eter de petroleo

RAHUMAN et al., 2008.

Momordica charantia

Metanolico e éter de petroleo

RAHUMAN; VENKATESAN,
2008; SAKTHIVADIVEL;
DANIEL, 2008.

Plectranthus barbatus

Aquoso e hexanico

MUSAU et al., 2016.

Esta analise demonstra a importancia da escolha do solvente para extracdo de
metabolitos secundarios, devido a polaridade de cada solvente. A escolha do solvente, bem
como o modo de extracdo e a parte da planta, interferem na extracdo de metabolitos secundarios
(NCUBE; AFOLAYAN; OKON, 2008). Alem da origem e natureza do material vegetal, teor
de umidade, tamanho da particula e o grau de processamento influéncia o efeito dos metabdlitos
das plantas (PANDEY; TRIPATHI, 2014).
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Dois estudos foram realizados avaliando atividade larvicida contra A. aegypti com
extratos etanolicos de folhas de P. heptaphyllum, porém os autores relataram que a mortalidade
foi inferior a 75% ou auséncia de atividade em diferentes concentracdes, sendo que um deles
estudos, a concentracdo mais alta avaliada foi de 500 ug/mL (500 ppm) (RODRIGUES et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2010). Além disso, 0 extrato etandlico da casca também apresentou
baixa mortalidade larvaria, até 72 horas, em uma concentra¢do de 50 ml/L (50.000 ppm), onde
a taxa de mortalidade alcancou 63,9% (AZEVEDO et al., 2019). Isso indica a maior eficacia
larvicida de P. heptaphyllum contra A. aegypti na presente pesquisa, que obteve a média de
mortalidade de 70% em 100 ppm nas 48 horas.

Um trabalho realizado com 0leo essencial de resina de P. hepataphyllum, registrou
100% de morte larvaria de A. aegypti, em 24 horas, na concentracdo de 100 ppm (FAUSTINO,
2018). Da mesma forma ocorreu com o O6leo essencial das folhas de T. patula
(DHARMAGADDA et al., 2005). Isso revela a maior eficacia do 6leo essencial em comparacéo
com o0s extratos etanolicos, porém pode ser devido as diferencas de constituintes quimicos
presente nos Gleos essenciais e extratos, pois o0 6leo essencial € composto principalmente por
terpenos, enquanto o extrato bruto é constituido de diferentes classes de metabolitos
secundarios (AZWANIDA, 2015; PANDEY; TRIPATHI, 2014; KOUL; WALIA;
DHALIWAL, 2008).

A espécie F. chica é conhecida pela medicina popular por possuir diversas atividades
bioldgicas, tais como: anti-inflamatdria, tratamento de colicas intestinais, anemia e hemorragia,
hemorroidas, hepatites, cicatrizante, protetor solar, repelente de insetos, corante para rituais de
indios brasileiros (BARBOSA et al., 2008; JORGE et al., 2008). Essas atividades foram
comprovadas em estudos cientificos, como agao anti-inflamatdrio, antibacteriana, antioxidante,
leishmanicida, cicatrizante, antifungica e tripanocida (BARBOSA et al., 2008; JORGE et al.,
2008; TORRES et al., 2018; LIMA et al., 2020; VIOLANTE et al., 2020). Contudo, esse é 0
primeiro relato de atividade larvicida contra A. aegypti, segundo os bancos de dados PubMed,
Scielo, Wiley Online Library, Google Académico e ScienceDirect.

4.4 AVALIACAO DOS PARTICIONADOS CONTRA LARVAS DE A. aegypti E A
PROSPECCAO FITOQUIMICA DE F. chica e P. heptaphyllum

Para avaliacdo dos particionados contra larvas de A. aegypti, foi empregado o método
particdo liquido-liquido para isolamento de classes de compostos presentes nos extratos

etanolicos por meio da polaridade dos solventes (FILHO; YUNES, 1998). Foi solubilizado o
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extrato em metanol e &gua destilada (1:10), em seguida, utilizado os solventes hexano,
diclorometano, acetato de etila para obter os particionados (Tabela 5) com seus rendimentos a

partir dos extratos etanolicos.

Tabela 5. Rendimento das particfes de
F. chica e P. heptaphyllum
Particbes de F. chica

Solvente Rendimento (%0)
Hexano 10,73
Diclorometano 1,66
Acetato de etila 1,81
AQu0sOo 27,44
Particdes de P. heptaphyllum
Solvente Rendimento (%)
Hexano 5,15
Diclorometano 1,98
Acetato de etila 1,29
AQu0so 24,55

Arquivo pessoal

Em seguida, foram analisadas as particGes de hexano, diclorometano, acetato de etila e
aquoso de P. heptaphyllum e F. chica em 300 ppm, apresentando uma taxa de mortalidade de
60% (DP = +35,3) na particdo de diclorometano da P. heptaphyllum e 53,3% (DP = +20,8) na
particdo aquoso da F. chica (Figura 12).



52

Figura 12. Bioensaio dos particionados de Fridericia chica e Protium heptaphyllum contra A.
aegypti em 300 ppm
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No entanto, as particdes que ndo foram promissoras de F. chica e P. heptaphyllum,
apresentaram taxa de mortalidade inferior a 20%, o que pode estar relacionado ao isolamento
das classes dos compostos, na qual metabolitos podem perder sua atividade quando é adotado
0 método de separacdo, pois existem sinergismo entre 0s compostos que ocasiona atividade
inseticida (SHAALAN et al., 2005).

Pode-se também observar a falta de estabilidade da atividade larvicida da particdo de
diclorometano de P. heptaphyllum com desvio padréo superior a 25%, que pode ser devido a
perda da viabilidade dos compostos, que é uma das caracteristicas das plantas inseticidas, a sua
rapida degradacdo dos compostos (POTENZA, 2004). Visto que, apds a solubilizacdo em
DMSO da particao de diclorometano de P. heptapphyllum, verificou que durante as realizagdes
dos bioensaios que perdurou por 13 dias, desde a eclosdo dos ovos ao registro da taxa de
mortalidade das larvas nas 48 horas, houve decréscimo da taxa de mortalidade nas suas
triplicatas. Como foi observado em um estudo do extrato de Piper retrofractum solubilizado
em agua destilada e acetona, armazenado até 8 dias em uma temperatura de 4°C e 25°C,
verificou que houve perda de atividade larvicida (CHANSANG et al., 2005).
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Na prospeccéo fitoquimica das parti¢des de hexano, diclorometano, acetato de etila e
aquosa, foram detectados diversos metabolitos secundarios: fendis, grupo flavonas, flavonois e

xantonas, flavanonois, catequinas e taninos condensados (Quadro 6 e Figura 13).

Quadro 6. Prospeccéo fitoquimica de Fridericia chica e Protium heptaphyllum

Metabolitos Fridericia chica Protium heptaphyllum
H|DJ|AC|AQ | H| D | AC | AQ

Fendis - + - - - - - -
Antocianinas el - - - - - - - -
Antocianidinas
Flavonas, flavondis e | - - - + + + - -
xantonas
Chalconas e auronas - - - - - - - -
Flavanonois + - - - - - + ¥
Leucoantocianidinas - - - - - - -
Flavanonas - - - - - - -
Catequinas - - + - - + +
Taninos hidrolisaveis - - - - - - - -
Taninos condensados + + + + + + +
H: parti¢do hexanica; D: parti¢do de diclorometano; AC: parti¢do de acetato de etila; AQ: particdo

aquosa.
(+) positivo e (-) negativo
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Figura 13. Anélise fitoquimica das parti¢des de Fridercia chica e Protium heptaphyllum

Fridericia chica Protium heptaphyllum
H D AC AQ H D AC AQ

Fenois e
Taninos
(FeCI3)

Antocianinas,
antocianidinas e
flavonoides(HCI)

Antocianinas,
antocianidinas e

flavonoides (NaOH)

Leucoantocianidinas,
catequinas e flavanonas
(HCI) — por aquecimento

Leucoantocianidinas,
catequinas e flavanonas
(NaOH) — por
aquecimento

H: hexano; D: diclorometano; AC: acetato de etila; AQ: aquoso
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Durante os ensaios fitoquimicos, foram realizados testes para saponinas e agucares
redutores (reagente de Benedict), nas quais os particionados de ambas espécies foram negativos
(dados ndo demonstrados). E importante enfatizar que alguns compostos ndo foram detectados
durante os testes fitoquimicos, o que podem ter ocorrido o mascaramento de alguns
constituintes que pode ocasionar a ndo revelacédo da cor indicativa (MATQOS, 2009). O que pode
ter ocorrido com as antocianidinas de F. chica, um constituinte caracteristico da espécie devido
a cor vermelha das folhas, e que ndo foi detectado em nossos ensaios (ZORN et al., 2001;
DEVIA et al., 2002; SCHIOZER et al., 2008; ALVES et al., 2010; SA et al., 2010).

No tocante a prospeccéo fitoquimica dos particionados promissores, a particdo aquosa
de F. chica, indicou presenga de catequinas, taninos condensados e o grupo das flavonas,
flavonois e xantonas; e na particdo de diclorometano de P. heptaphyllum demonstrou a cor
indicativa para taninos condensados e o grupo das flavonas, flavondis, xantonas.

Entre as classes de metabolitos detectadas nas partigdes promissoras contra A. aegypti,
ha na literatura descricdo desses constituintes manifestando atividade inseticida. Como o0s
taninos que sdo reconhecidos como pesticidas, inclusive contra larvas de A. aegypti (SILVA et
al., 2004). Estudos apontam que 0s taninos atuam na oxidacdo no intestino dos insetos e
consequentemente originando radicais de semiquinona e quinonas, que podem ser absorvidas
pelos tecidos intestinais ocasionando danos celulares (SILVA et al., 2004; BARBEHENN;
MABEN; KNOESTER, 2008; BARBEHENN; CONSTABEL, 2011). Como foi verificado nos
taninos condensados (ou taninos catéquicos) da Magonia pubescens contra larvas de A. aegypti,
onde foi observado mudancas morfoldgicas e histologicas nas larvas, tais como, a expulsdo do
tubo digestorio e da matriz peritrofica, destruicdo celular e presenca de vacuolos
citoplasmaticos (VALOTTO et al., 2010). Porém, mais pesquisas devem ser realizadas para
identificar os mecanismos de acdo desse metabdlito nas larvas de A. aegypti.

Alguns metabdlitos do grupo das flavonas, flavondis e xantonas identificados na analise
fitoquimica de F. chica e P. heptaphyllum apresentaram atividade inseticida na literatura. A
flavona 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato extraido de Helicteres velutina apresentou atividade
larvicida contra A. aegypti, na qual o estudo propde que o grupo O-sulfato na posi¢cdo C-8, por
intermédio da ligacdo de hidrogénio, pode atuar contra a proteina transportadora de esterol-2
localizada no intestino das larvas (FERNANDES et al., 2019). Em outro estudo analisando
esse mesmo composto, demonstrou aumento de producdo de Oxido nitrico nas larvas de A.
aegypti, devido ao recrutamento de hemacitos (FERNANDES et al., 2020). Uma vez que 0s
hemacitos elevam a producdo de 6xido nitrico quando as larvas sofrem lesGes, ocasionado a
sua citotoxicidade (FARALDO et al., 2005; NUNES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016).
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As xantonas possuem atividade larvicida contra larvas de A. aegypti, como dulxantonas
e alfa-mangostin extraidos de Garcinia mangostana, cuja a concentracao letal em 50% foram
de 8,81ppm e 23,3ppm, respectivamente (KANDASAMY; GHOSH, 2017). Um estudo
avaliando alfa-mangostin contra larvas de A. aegypti, 0s autores acreditam que essa xantona
diminui a ingestdo de alimentos e o metabolismo lipidico, pois as larvas expostas a esse
composto tinham baixa massa corporal quando comparado com o controle (LARSON et al.,
2010).

No que se refere aos flavonois, estudo associa que essa classe de metabdlito possui
atividade contra A. aegypti, na qual pressupde que a patuletina, extraido da inflorescéncia de T.
patula, esteja associada a atividade larvicida, pois a fragdo que apresentou maior atividade tinha
maior concentracdo desse composto em comparacdo com outras fracbes (KRZYZANIAK et
al., 2017). Ha também registro de atividade larvicida das catequinas, extraido de Leucas aspera,
contra larvas de A. aegypti, Anopheles stephensi e C. quinquefasciatus, em que foi observada,
além das mortes larvarias, alteracbes morfologicas e histoldgicas, como alteracdo nas papilas
anais e injurias no tecido epitelial do intestino médio (ELUMALAI et al., 2015).

Apesar de todas essas informacdes de atividade larvicidas desses metabolitos, no
entanto, ndo podemos afirmar que as diversas classes de metabdlitos detectados nas particdes
de P. heptaphyllum e F. chica apresentam 0s mesmos principios ativos responsaveis pela
atividade larvicida contra A. aegypti, descritos na literatura. Entretanto, ao analisarmos o0s
demais particionados, de ambas as plantas, podemos observar que todas as particOes
apresentaram baixa atividade larvicida, sugerindo assim um sinergismo entre 0s constituintes,
potencializando a acdo larvicida no extrato etanolico bruto. Portanto, estudos devem ser
realizados para isolamento e identificagdo desses compostos ativos.

6. CONCLUSAO

Nesse estudo foram coletados 17.692 ovos de A. aegypti nos bairros de Rio Branco,
onde maior nimero de ovos capturados foram nos periodos chuvosos. O que enfatiza a
importancia do controle do mosquito, pois no mesmo periodo, o Acre registrava aumento de
casos de dengue.

No tocante aos ensaios larvicidas, dentre os 17 extratos etanolicos analisados, somente
2 plantas foram promissoras para atividade larvicida contra A. aegypti, sendo que o P.
heptaphyllum apresentou maior atividade, enquanto a F. chica € o primeiro relato de atividade

larvicida contra A. aegypti.
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Entre os particionados das plantas promissoras, a particdo aquosa de F. chica e
dicloromentano de P. heptaphyllum apresentaram melhor atividade larvicida contra A. aegypti,
cujas as suas prospeccdes fitoquimicas identificaram diversas classes de metabdlitos vegetais,
na qual a literatura as descrevem contendo atividade larvicida. Portanto, F. chica e P.
heptaphyllum podem ser potenciais larvicidas contra A. aegypti, porém, estudos devem ser

realizados para identificagdo do composto ativo e seu mecanismo de agéo.
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RESUMO

Zika € uma arbovirose que se destacou mundialmente pelas ocorréncias de sindrome de
Guillain-Barré e microcefalias, tornando um grande problema para saude publica no Brasil
e ao redor do mundo. O objetivo desse estudo foi abordar os aspectos epidemiolégicos,
estrutura do virus, ciclo viral, manifestacdes clinicas, diagnostico e tratamento. A doenca
teve seu primeiro relato em 1947 em macacos rhesus e em 1954 foi relatado em humanos,
e a partir de 2007 obteve notoriedade em surtos acarretando complicacfes em adultos e
recém-nascidos, inclusive no Brasil. A sintomatologia geralmente apresenta erupcdes
cutaneas, febre moderada, cefaleia, mialgia, conjuntivite e artralgia. No entanto, pode
acometer anomalias, desde o sistema nervoso central ao sistema reprodutor. O seu
diagnéstico se estende aos testes sorolégicos e moleculares, mas, pesquisas tém sido
realizadas para evitar interferéncias e diagnésticos erréneos. Nao ha tratamento especifico,
entretanto, estudos apontam que determinados medicamentos comerciais para outras
patologias poderao ser utilizados para minimizar o quadro clinico, assim como hé busca por
novos farmacos.

Palavras-chave: Arbovirus, microcefalia e satde publica.

ABSTRACT

Zika virus is an arbovirus that stood out due to the occurrences of Guillain-Barré syndrome
and microcephaly, becoming a major public health problem in Brazil and worldwide. The aim
of this review was to evaluate the epidemiological profile, virus structure and cycle, clinical
manifestations, diagnosis and treatment. The zika virus was first reported in 1947 in rhesus
monkeys, and was reported in humans in 1954. Since 2007, the zika virus has gained
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notoriety due to the outbreaks in adults and newborns, including in Brazil. The
symptomatology of zika virus infection usually presents as a pruritic rash, low-grade fever,
headache, myalgia, conjunctivitis and moderate arthralgia. However, it may cause
anomalies in central nervous systems until reproductive system. The zika virus diagnosis is
done through serological test and nucleid acid tests, but researches have been carried out
to avoid misdiagnosis and other interferences. There is no specific treatment, however,
studies demonstred that commercial drugs for other pathologies may be used to minimize
the clinical manifestations and as well as there are searches for new drugs.

Keywords: Arbovirus, microcephaly and public health.

1. INTRODUCAO

As principais arboviroses circulantes no Brasil, como Dengue, Zika e Chikungunya séo
doencas virais transmitidas principalmente pelo Aedes aegypti. (FIGUEIREDO, 2007;
MUSSO; CAO-LORMEAU; GUBLER, 2015). Além desse artrépode, outras espécies do
mesmo género ja foram relatadas como transmissores de zika, como A. africanus, A.
luteocephalus, A. furciffer, A. taylori e A. albopictus (WONG et al., 2013; DIALLO et al.,
2014).

O zika virus (ZIKV) por muito tempo ndo era preocupante para saude publica, pois
os sintomas ndo eram graves (CHAN et al., 2016). Entretanto, surgiram casos de sindrome
de Guillain-Barré na Polinésia Francesa e microcefalias no Brasil (CAO-LORMEAU et a.,
2016; SCHULER-FACCINI et al., 2016). E com essas ocorréncias, a Organizagcdo Mundial
de Saude declarou estado de emergéncia (WHO, 2019). Para elucidar as caracteristicas
dessa arbovirose, este trabalho tem como objetivo abordar os aspectos epidemioldgicos,

estrutura do virus, ciclo viral, manifestacdes clinicas, diagnostico e tratamento.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 EPIDEMIOLOGIA NO MUNDO
A zika teve seu primeiro relato em 1947, na floresta chamada Zika em Uganda, na

qual foi encontrado o virus em macaco rhesus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). E em
1954 foi relatado homens infectados pelo virus (MACNAMARA, 1954). Todavia, ocorréncias
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da doenga eram eventuais no continente africano e asiatico (POND, 1963; MOORE et al.,
1975; OLSON et al., 1981).

Relatos na literatura, revela que o primeiro surto aconteceu no ano de 2007 em Yap
Island, Estados Federados da Micronésia (DUFFY et al., 2009). E o segundo, aconteceu na
Polinésia Francesa em 2013 (CAO-LORMEAU et al., 2014), onde verificou ocorréncia de
sindrome de Guillain-Barré em 42 pacientes apés a infeccdo com o Zika virus (CAO-
LORMEAU et a., 2016). Em New Coledonia foram notificados os primeiros casos da doenca
em 2013, e no ano seguinte 2014 foi anunciado estado de surto, onde foram confirmados
1.385 casos de infeccdes por zika virus (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015).

Na Ameérica, o primeiro registro ocorreu no Chile na llha de Pascoa em 2014 e
propagou para a América Latina (DYER, 2015; TOGNARELLI et al., 2016). Os paises
americanos que constataram o virus foram: Brasil (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015),
Colombia e Suriname (ENFISSI et al., 2016), Porto Rico (THOMAS et al., 2016), Equador
(ZAMBRANO et al., 2016), Estados Unidos (LIKOS et al., 2016), Haiti (LEDNICKY et al.,
2016), México, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicardgua, Panama, Cuba, Republica
Dominicana, Guiana Francesa, Guadalupe, Haiti, Martinique, Sdo Bartolomeu, llha de S&o
Martinho, Bolivia, Venezuela, Argentina, Peru, Paraguai, Anguilla, Antigua e Barbuda,
Aruba, Bahamas, Barbados, Bonaire, Ilhas de Cayman, Curacdo, Dominica, Granada,
Guiana, Jamaica, Santa Lucia, Sao Vicente e Granadinas, Trindade e Tobago, Turks e
Caicos (PAHO, 2016).

No continente europeu, as incidéncias de zika foram relacionadas pessoas que
teriam viajado para areas endémicas (TAPPE et al., 2014; ZAMMARCHI et al., 2015).

2.2 EPIDEMIOLOGIA NO BRASIL

Em 2015, houve uma onda de surtos de zika no Brasil, principalmente na regido
Nordeste, como os estados da Bahia, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Maranh&o,
Paraiba, Piaui, Alagoas e Ceara, mas outras regides foram afetadas, tais como Norte e
Sudeste, como Para, Roraima e Sdo Paulo (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015;
ZANLUCA et al., 2015; FREITAS et al., 2016; MELO et al., 2016).

Porém, surgiram ocorréncia de microcefalia em bebés nascidos onde as maes
moravam em territorios atingidos pelo surto ou tinham percorrido para regiées que possuia

a presenca do virus (SCHULER-FACCINI et al., 2016). Devido a esse fato, o governo
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brasileiro passou a considerar como doenca de notificacdo compulséria de acordo com a
Portaria de Consolidagdo n°. 4, de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Saude
(BRASIL, 2019). Como demonstra a Figura 1, o numero de casos provaveis de febre pelo
virus da zika no pais nos ultimos trés anos (BRASIL, 2018; BRASIL, 2019).
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Figura 1. Numero de casos provaveis de febre pelo virus da zika no Brasil segundo
0 Ministério da Saude entre 2016 a 2018.

Entretanto, antes de surgir o surto no Brasil, ja havia individuos contaminados com
o0 virus da zika, como aponta um estudo ao analisar soros congelados do ano de 2013 de
pacientes da cidade de Rio Janeiro, em que verificaram a presenca do virus em 21 amostras
(PASSOS et al., 2017).

Existem diversas teorias que abordam a introducéo do zika virus no Brasil, a partir
de eventos esportivos, em virtude do aumento de visitantes no pais, como no periodo da
Copa do Mundo de 2014 (ZANLUCA et al. 2015), a corrida de canoagem Va’a World Sprint
Championship em 2014 no Rio de Janeiro (MUSSO, 2015a) ou na Copa das Confederacdes
em 2013 (FARIA et al., 2013). Porém, a teoria que a entrada do virus no pais seria no
periodo da Copa do Mundo nado foi sustentada em razdo dos paises epidémicos nao
participaram do evento (PETERSEN et al., 2016a).

No entanto, a pesquisa realizada sobre a possivel trajeto do virus para entrada na
Ameérica do Sul, indica que o caminho percorrido foi da Asia e para Oceania, em seguida,
para América Central e Caribe, especificamente Haiti (CAMPOS et al., 2018), na qual foi

detectado em 2014 individuos infectados pelo zika antes do surto que ocorreu no Brasil
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(RAWLINSON et al., 2014; LEDNICKY et al., 2016). Vale ressaltar que na analise
filogenética das cepas do zika no Haiti e Brasil apresentaram similaridade, porém, os
estudos sugerem que as infec¢des pelo Zika, em ambos os paises, podem ser importadas
diretamente da Polinésia Francesa, pois no Haiti ndo dispunha de alta capacidade viral para
introducéo do virus no Brasil em 2014 (MASSAD et al., 2017), além disso, entre maio e
dezembro de 2013 coincide com o aumento das viagens de brasileiros para areas
endémicas e com surtos do virus da zika no Oceano Pacifico (FARIAS et al., 2016).

2.3 ESTRUTURA DO VIRUS E CICLO VIRAL

O zika virus pertencente a familia Flaviviridae, é constituido por uma fita simples de
RNA de polaridade positiva, possui uma regido de leitura aberta (Open Reading Frame -
ORF) contendo 10.272 nucleotideos e uma regido nao codificadora em 5’ (5’UTR) composta
por uma estrutura cap 5’metilada e na regido 3’(UTR) ndo apresenta cauda poli (A),
terminando com CUoH (YUN et al., 2016; GOERTZ et al., 2018; OESER; LADHANI, 2019).

A regido de leitura aberta codifica uma poliproteina em que resulta, a pés-traducao,
em trés proteinas estruturais (C, prM e E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) (YUN et al., 2016; MAY; RELICH, 2016; KHONGWICHIT et al, 2018;
MAJEROVA et al., 2019).

Por meio do repasto sanguineo do mosquito, o virus da Zika infecta as células da
pele, como os fibroblastos, queratinécitos e dendriticos imaturos (HAMEL et al, 2015;
PLOURDE; BLOCH, 2016), onde penetra por meio de receptores celulares presentes nas
superficies das células, tais como DC-SIGN, AXL, Tyro-3, na qual se ligam com proteina E,
resultando na interiorizagdo do virus na célula do hospedeiro (PERERA-LEICON et al.,
2014; HAMEL et al, 2015; RELICH; LOEFFELHOLZ, 2017). A proteina E na sua forma de
mondmero possui trés dominios denominados de DI, DIl e DIll. O dominio DI age como
ponte entre os dominios DIl e DIll, em que DIl contém o loop de fuséo que é inserido na
membrana do endossomo da célula do hospedeiro, e DIll possuem sitios de ligacdo com
receptor das células hospedeiras (LIN et al., 2018; BARZON et al., 2016a). As articulacdes
de DI-DIll s&o importantes para exibicdo dos loops de fusdo contidas na DIl
(KOSTYUCHENKO et al., 2016). Para infec¢céo do virus na célula, modificacdes na proteina
E sé@o importantes para que a proteina E na forma de dimeros se transforma em trimeros
para que tenha estabilidade (STIASNY et al., 2001; ZHANG et al., 2016). Além disso, na
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forma de trimeros, o dominio DIll sofre mudanc¢as na sua configuracdo, dessa forma, ocorre
a uniao do virus da zika com a membrana do endossomo (ZHANG et al., 2016).

Com a internalizacao do virus na célula hospedeira, em seguida, ocorre a liberacéo
do RNA viral no citoplasma da célula, que usard a maquinaria de traducdo da célula
hospedeira para traducdo da poliproteina nos ribossomos do reticulo endoplasmatico
(HODGE et al., 2019; LEE et al., 2019). Essa poliproteina sera clivada pelas proteases do
hospedeiro e a NS3 protease viral, permitindo a obtencdo das proteinas estruturais e as
proteinas ndo estruturais (LEI et al., 2016).

Em relacao as proteinas nao estruturais, as NS1, NS3 e NS5, sdo as proteinas que
apresentam fungBes conhecidas bem definidas entre os flavivirus. As proteinas nao
estruturais estao envolvidas na resposta do sistema imune inato, no processo de replicagéo,
incluindo o encapsulamento (DAVIDSON, 2009; SIROHI et al., 2016). Uma vez que a
proteina NS1 estd envolvida na replicacdo viral e na fuga viral do sistema imune do
hospedeiro, inclusive células infectadas pelo zika virus liberam a proteina na conformacao
de hexdmeros servindo como marcador de diagndéstico (HILGENFELD, 2016). A NS3 é uma
proteina multifuncional em que na porcdo N-terminal possui o dominio protease (NS3Pro)
qgue cliva a poliproteina viral, para formac¢do do complexo de replicacdo e a estrutura do
virus; e o dominio C-terminal compreende as atividades RNA trifosfatase (NS3RTPase),
envolvida no capeamento do RNA viral na 5°cap e da RNA helicase (NS3Hel) atuando na
sintese do RNA viral (BOLLATI et al., 2010). J4 a proteina NS5 possui no dominio N-
terminal a metiltransferase (NS5MTase) que atua promovendo a metilacdo da 5 cap do
RNA viral e o dominio de RNA polimerase dependente de RNA no dominio C-terminal
(NS5RdRp) que atua na sintese na nova fita de RNA viral (BOLLATI et al., 2010; ZHAO et
al., 2017).

Entretanto, o processo de replicagdo e as etapas seguintes ocorrem em secdes
distintas, para que nao haja intervencao no ciclo viral (PAUL; BARTENSCHLAGER, 2013).
No caso da replicagao viral, acontece nos pacotes de vesiculas, no reticulo endoplasmatico,
em que sao compostas pelas proteinas virais ndo estruturais e as proteinas do hospedeiro
ligados & membrana, denominadas de complexo de replicacdo (DAVIDSON, 2009;
SELISKO et al., 2014; SHAILY; UPADHYA, 2019).

Esse RNA recém-sintetizado sera envolvido pela proteina C, que forma o capsideo
viral, e no lumen do reticulo endoplasmatico adquirem as proteinas E e prM (BARZON et
al., 2016a; SAIZ et al., 2016; HASAN et al., 2018). As proteinas E e prM constituem o
envelope do virus (KOSTYUCHENKO et al.,, 2016; HU; SU, 2019) e produz os virus
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imaturos, que serdao encaminhados, por meios das vias de secrecdes celulares, para rede
de trans-Golgi (BARZON et al., 2016a; SAIZ et al., 2016; HEINZ; STIASNY, 2017). Estudos
demonstram que na formagéo do virus na rede trans-Golgi, a prM € clivada em peptideo pr
e proteina M por protease da célula hospedeira. Com essa clivagem o virus que se encontra
na forma imatura na célula, com o peptideo pr da proteina prM protegendo o loop de fuséo
da proteina E, torna-se num virus maturo, com a exposi¢éo do loop de fusdo (SIROHI et
al., 2016). Ja a proteina M fica encoberto pela proteina E, visto que esta Ultima esta
envolvida na ligacdo e unido com o receptor da célula hospedeiro (KOSTYUCHENKO et
al., 2016), e internamente, o virus € constituido pela proteina C e o material genético
(MARTIN-ACEBES; VASQUEZ-CALVO; SAIZ, 2016). No formato ecosaédrico, o virus da
zika serd liberado para o meio extracelular por meio da via secretora celular
(KOSTYUCHENKO et al., 2016; LIU et al., 2018).

Estudos j& detectaram presenca do virus ZIKV no liquido amniotico (CALVET et al.,
2016), tecido cerebral do feto, placenta, membranas fetais, corddo umbilical (DRIGGERS
et al, 2016), urina (GOURINAT et al., 2015; KORHONEN et al., 2016), saliva (MUSSO et
al.,, 2015b), sangue total de doacdes sanguineas (MAGNUS et al.,, 2018), soro
(KORHONEN et al., 2016), mucosa anorretal (BOTTO-MENEZES et al., 2019), secrecéo
vaginal (MURRAY et al., 2017) e sémen (MUSSO et al, 2015c). E este ultimo, sugerindo
gue ocorra transmisséo do virus mediante a relacdo sexual (FOY et al. 2001; MUSSO et
al., 2015c; VENTURI et al. 2016).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

Apés a inoculagao do virus por meio da picada do mosquito, o periodo de incubacao
varia de 3 a 12 dias para apresentar os primeiros sintomas (LISSAUER; SMIT; KILBY, 2016;
OESER; LADHANI, 2019). Porém, a maioria das pessoas nao manifestam os sinais clinicos
(OESER; LADHANI, 2019), e quando manifesta tem a tendéncia de ser leve e limitada com
curta durabilidade, apresentando erupc¢fes cutaneas, febre moderada, cefaleia, mialgia,
edema, vomitos, conjuntivite e artralgia (HAYES, 2009; GOURINAT et al., 2015;
PETERSEN et al, 2016; DECOCKER, 2019; SHREVE et al., 2019).

No entanto, a infec¢do pelo virus da zika pode se complicar ocasionando sindrome
de Guillain-Barré e transmissao perinatal (BESNARD et al., 2014; EPPES et al., 2017). No

caso da sindrome de Guillain-Barré, os pacientes infectados pela zika apresentam fraqueza
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muscular, paralisia facial, incapacidade de andar, diminuicdo de reflexos e acelerada
evolucao da sindrome (CAO-LORMEAU et al., 2016).

J& a transmissao perinatal € por meio da via placentéria, no momento do parto e
possivelmente pela amamentacdo (BESNARD et al. 2014; DUPONT-ROUZEYROL et al.,
2016); podendo apresentar microcefalia, ventriculomegalia, calcificagcbes, anomalias
corticais, reducédo do volume cerebral, problemas de visdo e audicdo e entre outras
anomalias, quando a infeccdo se instala nos primeiros meses de vida, que é o periodo de
desenvolvimento do cérebro (LINDEN et al., 2016; KING; TEIXEIRA; MAHALINGAM, 2017;
DECOCKER, 2019).

Pesquisa aponta que a microcefalia pode estar relacionada a infeccdo do virus da
zika em células progenitoras neuronais ativando caspase-3, ocasionando morte celular por
meio de apoptose (TANG et al., 2016). O virus também estimula os receptores Toll-like-
Receptor 3 (TLR3) das células progenitoras a promover apoptose e desajustar a rota celular
(DANG et al., 2016). Esse agravamento da doenca de acarretar problemas neuroldgicos,
pode estar relacionado a mutacdo na prM do virus e contribuir para microcefalia fetal (YUAN
et al., 2017).

Recentemente um estudo realizado em filhotes de camundongos infectados por zika
que apresentavam fraqueza, estatura menor e paralisia, demonstrou a existéncia de
infeccéo na porcao da substancia cinzenta da medula espinhal (ZHANG et al., 2019). O que
reflete em achados em bebés infectados pelo virus zika, em que os exames histolégicos
mostravam alteracdes na medula espinhal (RAMALHO et al., 2017).

Além disso, a infeccdo pelo ZIKV pode acarretar alteracdes morfoldgicas e funcionais
no sistema reprodutor, como demonstrado na pesquisa realizada em camundongos, que
observou modifica¢do na cor do testiculo, diminuicdo do comprimento dos testiculos e na
vesicula seminal, e diminuicdo de testosterona (MA et al., 2016). Foi observado a reducao
no nimero de espermatozoides moveis, assim como a diminuicdo de gravidez e fetos
invidveis, onde os camundongos machos estavam infectados pelo virus no momento do
acasalamento (GOVERO et al., 2016).

Ha também relato de uma crianga de 10 meses infectada pelo virus, em que foi
acometido por infarto da artéria cerebral média, porém, a crianga nao tinha problemas
cardiovasculares (LANDAIS et al., 2017).
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2.5 DIAGNOSTICO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2016) o diagnostico de infeccédo pelo
virus da zika, pode ser realizado por intermédio dos liquidos biolégicos, como sangue total,
soro e urina. Contudo, podera realizar coleta de outras amostras biologicas a partir de
suspeita de transmissdo sexual e ocorréncias de disturbios neurologicos (Organizacdo
Mundial da Saude, 2016).

Testes sorologicos podem ser realizados para detecgédo de IgM anti-ZIKV por meio
do método de ensaio imunoenzimético (ELISA) no periodo de 4 a 7 dias depois de
manifestar a sintomatologia, e conferido no teste de neutralizagdo por reducdo de placa
(Plague Reduction Neutralization Test - PRNT), pois pode ocorrer o falso positivo de
pacientes infectados com virus da familia Flaviviridae, por exemplo, o virus da dengue
(ABUSHOUK; NEGIDA; AHMED, 2016; RABE et al., 2016CHEN; HAMER, 2016; LANDRY;
GEORGE, 2017; VENTURI et al., 2019; COLLINS, 2019).

A literatura cientifica indica outros métodos que podem ser utilizados para
diagnéstico, como aplicacdo da quimioluminescéncia eletrogerada (ECL) para revelar a
presenca do virus (ACHARYA et al., 2016), pontos quanticos para captar IgG anti-ZIKV
(RIBEIRO et al., 2019), CRISPR-Cas13 baseado pelo método de SHERLOCK e associado
ao método de HUDSON (MYHRVOLD et al., 2018), biosensor eletroquimico fundamentado
em nanoestruturas de 6xido de zinco (ZnO) (FARIA; MAZON, 2019).

A RT-PCR em Tempo Real € o método mais usado ao redor do mundo devido a sua
sensibilidade e especificidade, pois detecta e quantifica a presenca do RNA viral no material
biolégico (SHAN et al., 2016a). Entretanto, a deteccdo do virus da zika nos liquidos
bioldgicos varia em relacdo ao tempo, como na urina é detectavel até 20 dias (GOURINAT
et al., 2015; BINGHAM et al., 2016), no soro até 5 dias (GOURINAT et al., 2015; MOULIN
et al., 2016), no sémen de 27 a 62 dias (ATKINSON et al., 2016), na saliva até 29 dias
(BARZON et al.,, 2016b), sangue total até 81 dias (MURRAY et al.,, 2017) depois dos

primeiros sintomas.

2.6 TRATAMENTO E VACINA

N&o existe tratamento especifico para zika (SAXENA et al., 2016). E utilizado
paracetamol para amenizar os sintomas (SAXENA et al., 2016; SILVA et al., 2018).

Contudo, estudos procuram modos de impedir a infeccdo por meio de
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reaproveitamento de farmacos, triagem fenotipica de inibidores fundamentada na
replicacdo viral ou descoberta de drogas (ZOU; SHI, 2019).

Em relagdo ao reaproveitamento de farmacos, um exemplo é cloroquina,
medicamento antimalarico (LEVY et al., 1991; SILVA et al., 2018), na qual apresenta efeito
inibitorio para infeccdes em células infectadas pelo ZIKV, incluindo células-tronco neuronais
(DELVECCHIO et al., 2016).

Existem diversas pesquisas que indicam farmacos comercializados em farmécias ou
restritos para uso hospitalar que podem ser utilizados para tratar a infec¢cao de zika, como
ivermectina, acido micofendlico (MPA), daptomicina, ciclosporina A, bortezomib e sertralina
(BARROWS et al., 2016), niclosamida (XU et al., 2016), azitromicina (RETALLACK et al.,
2016) e bromocriptina (CHAN et al., 2017).

No tocante da triagem fenotipica de inibidores fundamentada na replicacao viral, um
dos métodos é o ensaio de infec¢éo pelo virus, onde capta a instalacéo da infeccao viral na
célula para identificar os provaveis inibidores (ZOU; SHI, 2019). Um exemplo é cDNA
infeccioso para zika, seria capaz de ser utilizado em estudos para vacinas e esse material
genético contendo gene Renilla luciferase (Rluc), poderia ser utilizado para testagem de
drogas antivirais (SHAN et al., 2016b).

Atualmente ndo existem vacinas para zika, mas ha pesquisas para 0 seu
desenvolvimento (ABBINK; STEPHENSON; BAROUCH, 2018; FERRARIS; YSSEL,;
MISSE, 2019). Essas pesquisas abrangem com uso de cDNA codificando proteinas de
ZIKV e virus inativado (LAROCCA et al., 2016; ABBINK et al., 2016), RNA mensageiro
modificado (RICHNER et al., 2017), virus atenuado (SHAN et al., 2017) e com adenovirus
recombinante (ABBINK et al., 2016; XU et al., 2018) .

3 CONSIDERACOES FINAIS

O Zika virus é uma arbovirose emergente responsavel por epidemias em diversos
paises, inclusive no Brasil. Por muito tempo essa doenca foi negligenciada, mas mediante
as graves anomalias provocadas em recém-nascidos, se destacou mundialmente e passou
a ser considerada um problema para saude publica, pela a complexidade do diagndstico, a
falta de tratamento especifico, as sequelas que ocasionam nos individuos acometido pela
infeccéo e a dificuldade de controlar o vetor.

Muitas pesquisas vém sendo realizadas para compreender como a doencga ocorre e

suas manifestacoes clinicas. Com isso, estudos tém avancado em relacdo ao diagndstico,
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intervencdo médica por meio de reaproveitamento de farmacos e buscas por novos
compostos. Também ha procura de vacinas eficazes, para que ocorra a prevencdo de
novos casos de infecgdes pelo virus da zika e suas complicagbes, como microcefalia e

sindrome de Guillain-Barré.
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Introducao:

Cerca de 82% dos individuos residem em areas suspceptiveis as doencas transmissiveis por
vetores (GOLDING et al., 2015). Entre esses vetores, se encontra Aedes aegypti, que € umas das
espécies responsaveis pelas transmissdées de doencas como dengue, chikungunya e zika
(HONORIO et al., 2015; LIMA-CAMARA, 2016;).

A. aegypti vive em ambientes urbanos, onde h& reservatérios prépicios ao seu
desenvolvimento e nutricdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; VAREJAO et al., 2005; ZARA et al., 2016).
Além disso, ha uma relacdo direta do mosquito com a estag&o chuvosa, devido a eclosdes dos ovos
de A. aegypti ao entrar em contato com a dgua (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

No Acre, os dados alertam o aumento exacerbado do numero de casos de dengue, zika e
chikungunya em 2018 em comparagdo com o ano anterior (Ministério da Saude, 2018a). Nesse
mesmo ano, segundo o Levantamento Répido de indices de Infestacéo pelo Aedes aegypti (LIRAa),
as cidades que apresentavam risco de surto dessas doencas foram Rodrigues Alves, Brasiléia, Rio
Branco, Epitaciolandia, Sena Madureira, Bujari, Acrelandia, Mancio Lima e Feijo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018b). Com isso, 0 objetivo deste estudo foi verificar a infestacdo de A. aegypti em
diferentes bairros de Rio Branco, Acre.

Material e Métodos:

Para verificar a presenga do mosquito, optou-se pela coleta de ovos de A. aegypti. Os
bairros submetidos a coleta foram: Laélia Alcantara, Vila Betel, Loteamento Joafra, Mocinha
Magalhaes, Cruzeirinho, Rui Lino, Conjunto Esperanca e Universitario. O periodo de coleta ocorreu
no més de junho de 2018 até margo de 2019. Porém, em cada bairro, a coleta durou duas semanas.

Para captura dos ovos, 0 método utilizado foi a instalagio de ovitrampas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001). As ovitrampas s&o preparadas em vasos de cores escuras (para atracdo do
mosquito), juntamente com a solu¢do contendo agua e levedo de cerveja a 0,04% e paleta de
eucatex para oviposi¢cdo do mosquito adulto fémea.

Estas ovitrampas foram instaladas préximos de borrachararias, marcenarias, oficinas
mecanicas e em residéncias. O material ficava no imével durante 10 dias. Neste periodo, ocorria a
substituicdo do contetdo do interior dos vasos, para evitar o desenvolvimento do mosquito, caso
ocorresse a eclosdo dos ovos.

As paletas eram encaminhadas para o Laboratério Intermediarios de Fitoterapicos da
Universidade Federal do Acre (UFAC), para identificagdo e contabilizacdo em lupa estereoscopica.
Para andlise da presenca de A. aegypti, foi verificado o indice de Positividade de Ovitrampas (IPO)
para indicar nivel de infestacdo do local por A. aegypti (GOMES, 1998; SILVA; LIMONGI, 2018).

Resultados e Discusséo:

Foram capturados 5.881 ovos somente de A. aegypti nos bairros selecionados, com o IPO de
54,21%. Os bairros que possuiram maiores nameros de oviposi¢des ocorreu no Mocinha Magalhaes
(2.190 ovos) e Loteamento Joafra (1.511 ovos). Ambos os bairros obteram o IPO de 78,57%. No
entanto, a coleta aconteceu em periodos distintos, ou seja, o bairro Mocinha Magalhdes ocorreu no
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periodo de seca e o Loteamento Joafra, decorreu no periodo de chuva.

Sabe-se que a difusdo de A. aegypti é motivada pelo clima (GLASSER; GOMES, 2002).
Como demonstra estudo realizado na cidade de Costa Rica no Mato Grosso, em que numero de
oviposi¢cdes aumentavam no periodo de chuva, devido ao armazenamento de agua em recipiente
(ALMEIDA et al., 2013).

A deteccdo de oviposicbes no periodo de seca pode estar relacionada a caréncia de
criadouros nos locais, fazendo que haja maior afinidade do mosquito adulto fémea com as
ovitrampas (MICIELI; CAMPQOS, 2003), como demonstrado no bairro Mocinha Magalhées, na qual os
locais instalados ndo havia criadouros para A. aegypti.

Em outros bairros, o numero de ovos registrados foi inferior a 700, como no bairro Laelia
Alcantra (647 ovos), Universitario (622 ovos), Vila Betel (406 ovos), Conjunto Esperanca (279 ovos),
Cruzeirinho (155) e Rui Lino (71 ovos).

Conclusodes:

Verificou-se que em todos os bairros investigados foram detectados ovos de A. aegypti. Os
altos indices apresentados nos bairros analisados mostra a necessidade de uma atengdo maior nas
condi¢cbes ambientais e das medidas de controle de vetores.

E preciso que os estudos sejam intensificados, estendendo a todos os bairros da cidade, para
avaliar os indices de infestagdo deste vetor, e que medidas de controles eficazes sejam adotados
para diminuir as incidéncias de arboviroses.

Palavras-chave: Insetos vetores; indice de positividade de ovitrampas; ovitrampas.
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ANEXO A
Formulario de localizagdes de ovitrampas e contabilizacio de ovos de A. Aegypti
Endereco 12 Instalagdo 2% Instalacao Retirada Numero de ovos Total
/ / / / / /
Paleta | Obs. Paleta | Obs. Obs. 12 Inst. 22 Inst.

Observagoes:

a) Retirada das paletas ultrapassou mais de 5 dias;

b) Presenca de ovos na paleta;
c) Auséncia de ovos na paleta;

d) Ovitrampa/paleta removida;

e) Ovitrampa seca,;
f) Ovitrampa cheia d’agua;

g) Ovitrampa/paleta danificada;
h) Ovitrampa/paleta desaparecida.




