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RESUMO

Aedes aegypti € o principal vetor de arboviroses, como Dengue, Zica Virus,
Chicungunya e Febre Amarela, representando uma preocupacdo de saude publica
global, principalmente em paises tropicais e subtropicais, devido a sua alta
adaptabilidade a ambientes quentes e com disponibilidade hidrica. Dentre as
arboviroses, a Dengue é considerada a mais relevante. A utilizacdo de inseticidas
quimicos é uma das estratégias mais comumente empregadas para controlar esse
vetor. No entanto, o surgimento de resisténcia dos mosquitos aos inseticidas quimicos
tem levado os pesquisadores a explorarem alternativas para o seu controle, e
substancias derivadas de plantas tém mostrado um potencial promissor como
bioinseticidas. Entre as espécies de plantas destaca-se a Varronia curassavica. Essa
planta é nativa da Mata Atlantica e é predominante nas areas de restinga, apresentando
caracteristicas de arbusto, pioneira e heliéfila. A V. curassavica possui substancias
bioativas de grande valor econdmico devido ao seu potencial biol6gico. Nas suas folhas
estdo presentes estruturas secretoras, tais como 0s tricomas que armazenam 0S
metabdlitos secundarios, como os Oleos essenciais, que apresentam atividades
biol6gicas diversas. Portanto, este estudo investigou 0s aspectos estruturais,
anatdmicos e histoquimicos dos tricomas folha de V. curassavica e identificou
substancias com potencial toxico contra larvas de A. aegypti, indicando métodos
alternativos para o seu controle a ser utilizado no combate do mosquito A. aegypti. As
folhas foram coletadas na restinga, na RPPN Caruara em S&o Jodao da Barra, RJ.
Fragmentos foliares foram submetidos as técnicas usuais em anatomia vegetal para
microscopia optica (MO), microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e histoquimica.
Para as analises histoquimicas, foram submetidos aos reagentes: Azul Brilhante de
Coomassie, Cloreto Férrico, NADI, Reagente de Wagner, Sudan IV e Vermelho de
Ruténio. As folhas foram secas em estufa, moidas em moinho de facas e submetidas a
maceracgdo a frio com MeOH; a solucdo obtida foi destilada a presséo reduzida em
evaporador rotativo para a obtencdo do extrato bruto. Foi feita a particéo liquido-liquido
do extrato utilizando solventes de polaridades crescentes (CH2Cl,, AcCOET, ButOH e
H.O). Foram aplicadas técnicas cromatograficas classicas e foi utilizada a
Espectrometria de Massas acoplada a Cromatografia Gasosa (CG/EM) para identificar
as substéancias nas fracées mais ativas. Foi realizado ensaio larvicida com larvas de A.
aegytpti de 3° instar, em triplicata por 24h. e posteriormente as larvas submetidas a
fracdo toxica foram analisadas em MEV para investigar as alterac6es morfolégicas
causadas pela fracdo. As analises realizadas com MO e MEV demonstraram que as
folhas de V. curassavica, possuem tricomas glandulares do tipo globular e reniforme,
tricomas tectores longos na face abaxial e tricomas curtos cénicos na face adaxial. Por
meio de andlises histoquimicas verificou-se a presenca de 6leos essenciais,
substancias fendlicas, lipidios e alcaloides na cabeca do tricoma glandular globular. Por
meio de CG/EM identificamos substancias das classes dos terpenos (diterpenos e
sesquiternos) na fracdo ativa, sendo essas substancias constituintes dos o6leos
essenciais, estes, que foram evidenciados nos testes histoquimicos, indicando que o
tricoma glandular globular é o sitio de producdo e armazenamento dessas substancias
bioativas. Os ensaios larvicidas dos extratos (em conformidade com normas da OMS)
mostrou atividade larvicida positiva e foi possivel verificar danos na epiderme, seco
géastrico, desorganizacdo e ruptura da camada cuticular que recobre as larvas
submetidas a fragdo mais ativa (LCsp = 61,25), através de andlise em MEV. Os
resultados obtidos demonstram que o0s extratos obtidos a partir das folhas de V.
curassavica apresentam um grande potencial biotecnolégico que pode ser utilizado no
combate do mosquito A. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Bioprospecc¢éo e Testes histoquimicos
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ABSTRACT

Aedes aegypti is the main vector of arboviruses, such as Dengue, Zica Virus,
Chicungunya and Yellow Fever, representing a global public health concern, mainly in
tropical and subtropical countries, due to its high adaptability to hot environments and
water availability. Among arboviruses, Dengue is considered the most relevant. The use
of chemical insecticides is one of the most commonly used strategies to control this
vector. However, the emergence of mosquito resistance to chemical insecticides has led
researchers to explore alternatives for their control, and plant-derived substances have
shown promising potential as bioinsecticides. Among the plant species, Varronia
curassavica stands out. This plant is native to the Atlantic Forest and is predominant in
restinga areas, presenting shrub, pioneer and heliophilous characteristics. V.
curassavica has bioactive substances of great economic value due to its biological
potential. Secretory structures are present in its leaves, such as trichomes that store
secondary metabolites, such as essential oils, which have diverse biological activities.
Therefore, this study investigated the structural, anatomical and histochemical aspects
of V. curassavica leaf trichomes and identified substances with toxic potential against A.
aegypti larvae, indicating alternative methods for its control to be used to combat the A.
aegypti mosquito. The leaves were collected in the restinga, at RPPN Caruara in Sao
Jodo da Barra, RJ. Leaf fragments were subjected to the usual techniques in plant
anatomy for optical microscopy (OM), scanning electron microscopy (SEM) and
histochemistry. For histochemical analyses, the reagents were subjected to: Coomassie
Brilliant Blue, Ferric Chloride, NADI, Wagner's Reagent, Sudan IV and Ruthenium Red.
The leaves were dried in an oven, ground in a knife mill and subjected to cold maceration
with MeOH; the solution obtained was distilled under reduced pressure in a rotary
evaporator to obtain the crude extract. The extract was liquid-liquid partitioned using
solvents of increasing polarities (CH2Cl,, AcOET, ButOH and H:0). Classical
chromatographic techniques were applied and Mass Spectrometry coupled to Gas
Chromatography (GC/MS) was used to identify the substances in the most active
fractions. Larvicidal assay was carried out with 3rd instar A. aegytpti larvae, in triplicate
for 24h. and subsequently the larvae subjected to the toxic fraction were analyzed in
SEM to investigate the morphological changes caused by the fraction. The analyzes
carried out with MO and SEM demonstrated that the leaves of V. curassavica have
glandular trichomes of the globular and reniform type, long tector trichomes on the
abaxial side and short conical trichomes on the adaxial side. Through histochemical
analysis, the presence of essential oils, phenolic substances, lipids and alkaloids was
verified in the head of the globular glandular trichome. Using GC/MS, we identified
substances from the terpene classes (diterpenes and sesquiternes) in the active fraction,
these substances being constituents of essential oils, which were evidenced in
histochemical tests, indicating that the globular glandular trichome is the site of
production and storage of these bioactive substances. The larvicidal tests of the extracts
(in accordance with WHO standards) showed positive larvicidal activity and it was
possible to verify damage to the epidermis, gastric dryness, disorganization and rupture
of the cuticular layer covering the larvae subjected to the most active fraction (LC50 =
61.25) through SEM analysis. The results obtained demonstrate that the extracts
obtained from the leaves of V. curassavica have great biotechnological potential that can
be used to combat the A. aegypti mosquito.

Keywords: Aedes aegypti, Bioprospection and Histochemical test
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti é o vetor de importantes arboviroses, como a Dengue,
Zica Virus, Febre Amarela e Chicungunya, representando preocupacdo de saude
publica principalmente em paises de clima tropical, como o Brasil. Este mosquito é
cosmopolita e sobrevive facilmente em meio urbano, obtendo recursos necessarios para
o seu desenvolvimento, principalmente oriundos da ac¢éo antrépica, como acumulo de
objetos com &gua limpa e parada, que geralmente estdo proximos as areas de
residéncias, tais como, os vasos de plantas, latinhas, caixas d’agua, pneus e também
em plantas que possuem locais que podem armazenar 4gua, como nas bromélias
(Fiocruz, 2021). Nestes locais, a fémea do mosquito deposita 0s seus ovos nas paredes
dos objetos, apos a chuva, o ovo que foi depositado € molhado e retorna ao seu ciclo
de desenvolvimento que tem inicio com ovo que ao eclodir da origem a uma larva e
depois a um mosquito, em até dez dias, o mosquito jA € capaz de se reproduzir
(Organizacéo Pan-Americana da Saude 2021).

Devido a sua reproducao rapida e abundéancia de recursos para a sua sobrevivéncia
em meio urbano, o A. aegypti é considerado dificil de ser controlado. Devido a
resisténcia de seus ovos que sobrevivem durante meses sem agua até que o local
em que estd depositado receba novamente agua e o ciclo continue (Zara et al.,
2016). Dessa forma, as arboviroses causadas por esse vetor espalham-se
rapidamente em todo o mundo. A dengue é uma das principais arboviroses e tem
como sintomas, febre alta, dores de cabeca, musculares, olhos e ossos, manchas
avermelhadas no peito e hos membros superiores, em casos mais severos pode
evoluir para dengue hemorragica, ou até mesmo ser assintomatica (Brasil,
Ministério da Saude 2023). Estima-se que a dengue podera atingir 3,9 bilhdes de
pessoas em 129 paises, 40.000 mortes por ano e 96 milhes de formas
assintomaticas da doenca (OMS, 2021).

Apesar de existirem vacinas contra a dengue, as estratégias de controle da
proliferacdo do mosquito continuam sendo uma das formas de prevencdo. A
principal forma de controlar a proliferacdo do A. aegypti é através da utilizacdo de
inseticidas quimicos organoclorados (Braga & Valle, 2007). No entanto, ao longo dos
anos, o A. aegypti tem se tornado resistente a esses produtos quimicos, sendo
necessario a substituicdo das formulagbes (Nauem, 2008; Zheng et al., 2019). Outra
questao importante é criar formulagdes com substancias que agridam menos o0 ambiente
(Halsteade et al. 2015; Bertonceli et al., 2022).
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Sendo assim, tem crescido os estudos para o descobrimento de novas substancias
extraidas de espécies vegetais nativas com aplicacdo em diversas areas, tais como, na
medicina popular e medicina convencional, agricultura, bioinseticidas, industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética, dentre outras (Vieira et al., 2015, Garcez, 2013;
Sé& et al., 2022; Bertonceli et al., 2022).

O Brasil é considerado um dos paises mais biodiversos do planeta, muito em funcao
das grandes variacfes latitudinais, longitudinais e altidudinais que moldam as
caracteristicas microclimaticas e edéficas de cada bioma e ecossistemas que compdem
a sua paisagem florestal (Galindo-Leal & Camara 2003; Ribeiro et al. 2009). A Mata
Atlantica em especial é considerada um dos biomas mais biodiversos do planeta, sendo
o reduto de aproximadamente 20 mil espécies vegetais, o que corresponde a ~35% das
espécies existentes no Brasil (Brasil, Ministério do Meio Ambiente 2023). A alta
diversidade de espécies vegetais da Mata Atlantica é considerada um repositério natural
de compostos bioativos com potencial biotecnoldgico ainda obscuro que precisam ser
revelados a fim de trazer avangos e bem-estar a sociedade.

A familia Boraginaceae apresenta potencial para estudos de prospecgdo de
compostos bioativos devido a grande presenca de tricomas glandulares produtores de
secrecgdo rica em Oleos essenciais e compostos fendlicos (Gilbert, 2012). A espécie
Varronia curassavica, popularmente conhecida como erva-baleira, € uma representante
dessa familia que vem sendo utilizada na medicina popular devido suas propriedades
anti-reumaticas, anti-inflamatérias, analgésicas (Sertié et al., 2005). Esta espécie vem
sendo explorada pala industria farmacéutica para producédo de produtos terapéuticos
(Rosa et al., 2008). O potencial biotecnoldgico de V. curassavica, assim como de outras
espécies de Boraginaceae, estdo vinculadas as caracteristicas dos metabdlitos
secundarios produzidos pelos seus tricomas glandulares (Ventrella et al., 2008).

Os tricomas glandulares sdo estruturas secretoras caracterizadas por apresentar
uma cabeca secretora e um pedunculo fixado a superficie dos diferentes 6rgaos
vegetativos e reprodutivos das plantas (Evert & Esau 2013). Os tricomas glandulares
sdo especializados na sintese e armazenamento de secrecdo que pode ser composta
por diferentes metabdlitos, tais como: alcaloides, 6leo essencial, substancias fendlicas,
lipidios (Simdes et al., 2010; Vieira et al., 2015). E importante destacar que o0s
metabdlitos secundérios constituintes das secre¢fes dos tricomas glandulares podem
variar entre diferentes espécies e em fungdo das condicbes ambientais onde a planta
esta localizada (Ferreira et al., 2019). De forma geral, esses metabdlitos apresentam
grande potencial biotecnolégico para ser aplicado em estudos que buscam o

estabelecimento de formulagBes de produtos que contribuem para a saude do ser
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humano e do ambiente (Alves et al., 2010). Nesse sentido, estudos fitoquimicos e
histoquimicos s@o necessérios para identificar os sitios de producédo e os tipos de
metabdlitos presentes nas plantas.

Para V. curassavica as analises fitoquimicas e histoquimicas apontaram a presenca
de diversos metabdlitos secundarios como 6leo essencial, acidos graxos, flavonoides,
monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos. Muitos estudos tém demonstrado a eficacia
dos metabdlitos produzidos por V. curassavica contra Leishmania
brasiliensis e Trypanosoma cruzi (Pereira et al., 2021), Staphylococcus aureus (Matias
et al.,, 2013), Candida albicans e Candida krusei, Bacillus cereus e Escherichia coli
(Rodrigues et al., 2012). No entanto, muito pouco se sabe sobre a eficiéncia desses
metabdlitos no combate a proliferacdo do mosquito A. aegypti. Nesse sentido, este
estudo busca identificar as principais classes quimicas produzidas pelos tricomas
glandulares presentes na folha de V. curassavica e identificar moléculas com atividade
larvicida, bem como, identificar os efeitos téxicos dessas moléculas sobre as larvas de

terceiro instar do mosquito A. aegypti.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica é um bioma muito extenso (1.131.460 km2) e heterogéneo, sendo
constituido por um mosaico composto por diferentes fitofisionomias: Florestas
Ombrdfilas Densas e Mistas, Florestas Estacionais Semideciduias e Deciduais, Campos
de Altitude e ecossistemas primarios como as restingas e manguezais (Joly et al., 1991).
Devido sua grande variacao latitudinal (-29.98127 a 0.91789), longitudinal (-55.33475 a
-28.84777), e altitudinal (0 a 2.791 m) é comum encontrar fitofisionomias com
caracteristicas climaticas diferentes, com clima tropical e subtropical, e com regimes
pluviométricos distintos (500 a 2500 milimetro anuais) (Galindo-Leal & Camara 2003;
Ribeiro et al., 2009).

A heterogeneidade topografica e climéaticas de cada fitofisionomia da Mata Atlantica
tem impacto direto sobre a alta diversidade e endemismo de espécies vegetais.
Segundo o Instituto Brasileiro de Florestas (2023) a Mata Atlantica apresenta cerca de
20 mil espécies de plantas, sendo 8 mil consideradas endémicas. Essas caracteristicas
colocam a Mata Atlantica como um dos principais “hotspots” mundiais em termos de
prioridade de conservacao (Rezende et al., 2018). No entanto, a importancia da Mata

Atlantica ndo se resume apenas ao ambito ecossistémico, mas também a questdes
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sociais e econdmicas, visto que 72 % da populacéo brasileira e 70 % do PIB nacional
estdo concentrados sob seus dominios (SOS Mata Atlantica, 2023).

A sua grande biodiversidade floristica faz da Mata Atlantica um relevante repositério
genético, bioldgico e quimico, com importancia significativa para o desenvolvimento de
pesquisas e produtos obtidos a partir de suas espécies nativas (Sousa et al., 2017).
Alguns estudos tem demonstrado que muitas espécies nativas da Mata Atlantica
possuem compostos quimicos com propriedades bioativas e antioxidantes (Borges et
al., 2011, Silva et al., 2022), antibacterianas (Rodrigues et al., 2021; Perigo et al., 2022),
antifingicas (Neto et al.,, 2018; Almeida-Silva et al., 2022), anti-Leishmania e
Trypanosoma (Santos et al., 2018; Londero et al., 2020), antitumoral (Suffredini et al.,
2007; Almeida et al., 2020), cosméticas (Biaviatti et al., 2007) e larvicida (Lima et al.,
2019; Carneiro et al., 2020).

Nesse quesito a familia Boraginaceae é uma das principais representantes, pois sao
caracterizadas por apresentar espécies com diferentes propriedades bioativas (Erdogan
et al., 2020; Jabbar et al., 2022).

2.2 Familia Boraginacea Juss. e Género Varronia P. Browne

A Familia Boraginaceae Juss. possui 200 géneros e cerca de 2.600 espécies
distribuidas nas regides tropicais, subtropicais, temperadas pelo mundo (Smithi et al.,
2004). No Brasil sdo 129 espécies distribuidas em quatro subfamilias e nove géneros:
Cordioideae (Cordia, Varronia), Ehretioideae (Lepidocordia, Rotula), Heliotropioideae
(Euploca, Heliotropium, Tournefortia) e Boraginoideae (Moritzia, Thaumatocaryon)
(Melo et. al., 2014).

As espécies pertencentes a familia Boraginaceae sao caracterizadas por
apresentarem habitos: herbaceos, arbustivos ou arbéreos; ciclo de vida: anual ou
perenes; folhas: geralmente alternas e raramente opostas; inflorescéncia: cimeira
escorpidide ou helicoidal; flores: axilares ou terminais, bissexuais, gamopétalas,
prefloragdo imbricada ou contorta, célice partido ou dentado, corola glabra, actinomorfa
ou zigomorfa, ovéario supero multilocular, estilete terminal ou ginobésico; frutos:
esquizocarpico em nuculas ou drupaceo (Miguel et al., 2010).

As espécies dessa familia possuem significativa representagdo do ponto de vista
quimico, sendo utilizadas na medicina popular, pelo ramo farmacéutico e cosmético, por
serem fontes de substancias bioativas com diversas atividades biologicas (Oliveira,
2016). Através de estudos fitoquimicos em representantes da familia Boraginaceae

foram encontrados como classes majoritarias de substancias &lcoois terpénicos,
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esterdides, flavonoides, hidroquinonas, quinonas, substancias fendlicas, compostos
hidrogenados, saponinas, taninos (Garcez, 2013).

O género Varronia P. Browne € um dos mais representativos da familia
Boraginaceae. Vale ressaltar que o género Varronia é resultante da reclassificagéo de
algumas espécies que antes eram pertencentes ao género Cordia (APG IV 2016). O
género possui em torno de 320 espécies (Judd et al., 2002) caracterizadas por
apresentar habito: herbaceo, arbustivo e arbéreo; folhas: alternas, pecioladas ou
sésseis, pubescentes, com tricomas simples e ocasionalmente estrelados; flores:
terminais e intermodais, célice tubuloso, corola afunilada ou tubular cilindrica, ovario
carpelar e multilocular; frutos: drupas, ovoéides, elipsoidal; sementes: uma a duas por
fruto, embrido cotiledonares plicados (Leite, 2006).

Do ponto de vista quimico, o género Varronia possui as classes quimicas: alcoois
terpénicos, esterdides, flavonoides, hidroquinonas, quinonas, substancias fendlicas,
compostos hidrogenados, saponinas, taninos (Gibbs, 1974) que conferem diversas
atividades bioldgicas: antimicrobiana, antioxidante (Okusa et al., 2007), antitumoral
(Parisotto et al., 2011) analgésica, antitlcera (Roldao et al., 2008), larvicida do 6leo
essencial (Santos et al., 2006) entre outras. Dentre as espécies do género, a Varronia
curassavica Jacq., € uma das mais conhecidas devido sua importancia fitoterapica e

farmacoldgica (Brasil 2021).

2.3 Espécie Varronia curassavica

Varronia curassavica Jacq., (Boraginaceae) € uma espécie nativa da Mata Atlantica
e possui como sinonimias Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. e Cordia
verbenacea (DC.) (Falkenberg, 2012), e é popularmente conhecida como erva-baleeira
(Melo et al., 2008; Falkenberg, 2012).

Varronia curassavica € uma espécie arbustiva, heliéfila, medindo até 3 metros de
altura, com ramos flexiveis, folhas simples e alternas com até 10 cm de comprimento,
apice pontudo e forma simétrica, lamina foliar ovalada e lanceolada com margens
irregulares com dentes e ondas, flores pequenas com corolas brancas e inflorescéncias
vistosas (Lorenzi e Matos, 2002; Montanari et al., 2011) (Figura 1 A — C). Os caracteres
anatdbmicos das folhas sdo apresentados como hipoestomética, epiderme
uniestratificada com grande densidade de tricomas tectores e glandulares (Ventrella et
al., 2008; Leal-Costa et al., 2017). (Lorenzi e Matos, 2002; Montanari et al., 2011).
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Figura 1. Aspectos gerais da espécie Varronia curassavica Jacq. A - Visao geral de um
individuo de V. curassavica com porte arbustivo. B. Morfologia e filotaxia das folhas de

V. curassavica. C. Detalhe da inflorescéncia. (Acervo pessoal).

De acordo com a literatura, foram isoladas substancias a partir dos extratos das
folhas e das raizes que apresentam atividades biol6gicas importantes, tais como, anti-
inflamatdrias, antifingicas, analgésicas, larvicidas (Sertié et al., 1991; Schlempet et al.,
2000; Santos et al., 2006).

Os componentes identificados do 6leo essencial mais caracteristicos de V.
curassavica sdo o0 a-humuleno (Carvalho Junior et al., 2004; Santos et al., 2007;
Sciarrone et al., 2017), a-pineno (Carvalho Janior et al., 2004; Santos et al., 2007,
Sciarrone et al., 2017; Alves et al., 2019), a-santaleno (Sciarrone et al. 2017; Alves et
al., 2019), trans-cariofileno (Carvalho Junior et al., 2004; Santos et al., 2006; Sciarrone
et al., 2017), alo-aromadendreno (Carvalho Junior et al., 2004; Santos et al., 2006).

A espécie apresenta alto valor econdmico, sendo uma espécie de interesse de
estudos botanicos e fitoquimicos, devido ao elevado potencial medicinal, esté inclusa
no Formulario Nacional de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (Brasil 2021). Outro
dado importante sobre a espécie é a sua presenca na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS), listada entre as 71 espécies
de plantas para uso nos servigos publicos de saude, como medicamento fitoterapico
nacional com atividade anti-inflamatéria e cicatrizante produzido a partir de extratos
vegetais (Basile et al., 1989) com o0 objetivo de avancar na producdo de produtos
naturais de interesse do SUS (Brasil 2009).
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Os estudos anatdmicos e histoquimicos de seus tricomas séo importantes para
auxiliar na identificacdo e na localizacdo das estruturas secretoras, bem como das
substancias nelas produzidas e armazenadas que podem ser utilizadas na formulacdo

de produtos que beneficiem a sociedade.

2.4 Estruturas secretoras: Tricomas

O interesse dos botéanicos pelo estudo das estruturas secretoras surgiu a partir da
chegada da microscopia Optica, no século XVII (Ascensdo, 2007). As estruturas
secretoras em plantas sdo definidas como tecidos ou células especializadas na
producdo de substancias quimicas exsudadas a partir do protoplasto com destino aos
vacuolos das células ou para o meio externo (Fahn, 1979; Esau, 2013). Essas estruturas
podem ser internas e externas, como exemplo de estruturas secretoras internas tem-se
as células secretoras, cavidades e canais secretores, laticiferos e os idioblastos, como
exemplo de estruturas externas, destacam-se 0s nectarios florais e extraflorais,
coléteres, osmaforos, hidropoétios e hidatddios e os tricomas (Esau, 2013; Apezzato-da-
Gldria; Carmello-Guerreiro, 2012; Dias, 2014).

A mesma estrutura secretora pode estar localizada em todos ou em apenas um
6rgao da planta e se apresentarem de diferentes tipos em diferentes partes do vegetal
(Fahn, 1979). As estruturas secretoras internas e externas exercem diferentes funcdes
nas plantas, tais como, defesa contra herbivoria e patdgenos, atragdo de polinizadores
e adaptacdo ambiental (Esau, 2013; Fahn, 1979). Essas func¢fes estdo relacionadas a
producdo de secreg¢do, um fendmeno de sintese e isolamento de substancias do
protoplasto da célula secretora, para os espacos intercelulares ou para a superficie
externa do corpo da planta (Pinheiro et al., 2019).

As substancias secretadas, denominadas exsudatos, apresentam natureza quimica
diversificada com mudltiplos constituintes, denominados metabdlitos priméarios e
metabdlitos secundarios, que podem ser constituidos por solugdes aquosas ricas em
sais, aminoacidos, acUcares, 0Oleos essenciais, resinas, latex, mucilagem, gomas,
proteinas, enzimas proteoliticas, alcaloides, glicosideos (Dickison, 2000; Ascensao,
2007; Castro e Machado, 2009). Os metabdlitos primarios sao as substancias que atuam
essencialmente na fungéo estrutural e na manutencéo das atividades bioquimicas. Em
contrapartida, os metabdlitos secundarios, estdo mais diretamente ligados ao
crescimento e desenvolvimento do vegetal e permitem que a planta reaja aos estimulos
do ambiente em que se encontra, estabelecendo a relacdo de interacéo entre planta e
0 ambiente (Raven; Eichhorn; Evert, 2007; Taiz & Zeiger, 2013).
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O alvo de estudo nesse trabalho, sdo as estruturas secretoras denominadas
tricomas, uma vez que a espécie V. curassavica apresenta multiplos tricomas tectores
(Figura 2 A) e glandulares (Figura 2 B) distribuidos nas folhas. Os tricomas tectores tem
um importante papel na tolerancia a estresses abidticos e bidticos, uma vez que atuam
na ampliacdo da area de reflexdo dos raios solares, diminuigdo da temperatura foliar, e
defesa da planta contra herbivoria (Fahn, 1986; Evert, 2013). J& os tricomas glandulares
sao especializados no armazenamento e secrecdo de substancias que irdo proteger as
plantas contra a radiacdo UV-B, organismos patogénicos e insetos fitofagos (Ventrella
et al., 2008; Leal-Costa & Amélia, 2017). Além disso, a secrecao produzida pelos
tricomas glandulares podem apresentar importante valor econdmico, pois tem sido
demonstrado que o0s constituintes da secrecdo desses tricomas apresentam
propriedades antibibticas, antifingicas e antivirais (Chagas et al., 2002; Monteiro;
Andreata; Neves, 2007; Fumagali et al., 2008).
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Figura 2. Tricomas. A. Tricomas tectores; B. Tricoma glandular. Fontes: Duarte &
Siebenrock (2016); Ventrella & Marinho (2008).
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As principais substancias do metabolismo secundario descritas na literatura sdo as
substancias fendlicas, terpénicas, esterdides e alcaloides, sendo os terpenos e 0s
alcaloides as principais classes de metabdlitos vegetais, essas substancias
representam alto valor econdmico, pois, sdo utilizadas na industria farmacéutica e
cosmeéticas (Verpoorte, 2000; Castro; Pereira; Paiva, 2009).

Os estudos sobre as estruturas secretoras sdo de grande importancia pois permitem
relacionar os aspectos morfoanatémicos, histoquimicos e quimicos a identificagdo dos
principais sitios de producdo de metabdlitos secundérios com grande potencial

biotecnoldgico.
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2.5 Revisado quimica do género Cordia e Varronia

Como mencionado anteriormente o género Varronia € resultado da reclassificacao
de algumas espécies que eram agrupadas anteriormente ao género Cordia, por isso
muitas das revisbes trazem 0s nomes antigos das espécies quando ainda eram
classificadas como Cordia spp.

O género Cordia e Varronia apresentam caracteristicas quimicas peculiares. A
maioria das espécies apresentam uma forma reduzida de quinona composta por apenas
uma Unica unidade terpénica (meroterpendides e hidroquinonas) que receberam o nome
de cordiaquinonas, fazendo alusédo ao nome do género (Silva, 2013). As cordiaquinonas
apresentam um “core” principal constituido por dois anéis aromaticos ligado a uma
ramificacdo linear com um grupamento -OH terminal (cordiaquinona A) ou a uma

ramificacado ciclica com uma funcgéo ester (cordiaquinona B) (Figura 3).

Cordiaquinona A Cordiaquinona B

Figura 3. Representacéo da estrutura molecular da cordiaquinona A e cordiaquinona B
(Adaptado de Silva, 2013).

As cordiaquinonas sdo caracterizadas por serem moléculas altamente reativas e
apresentarem atividades citotoxicas, antifingicas, larvicidas e tripanomicida (Parks et
al., 2010; loset et al., 2000; loset et al., 1998; Dtrakul et al., 2009; Freitas et al., 2012;
Marinho Filho et al., 2010; Vieira et al., 2008). As espécies de Cordia que apresentam
as cordiaquinonas sdo: C. linnaei e C. curassavica (Loset et al., 1998 e 2000); C.
corymbosa (Bieber et al.,, 1990 e 1994); C. polycephala (Freitas et al., 2012); e C.
leucocephala (Diniz et al., 2009).

Outras substancias caracteristicas do género sédo as benzoquinonas globiferina
isoladas de C. globifera (Silva 2013) importantes por apresentarem atividades
antimicrobianas e citotdxicas (Parks et al., 2010). As hidroquinonas isoladas de C.
fragrantissima também merecem destaque por possuem atividade leishmanicida (Mori
et al., 2008). Outro grupo importante sdo as benzoquinonas chamadas de cordiacromos
gue foram isoladas de C. millenii e apresentam atividade antimicrobianas (Kipo et al.

2023). Os cordiacromos apresentam dez isoformas classificadas de A a J (Moir e
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Thomson, 1972; Mori et al., 2008; Manners e Jurd, 1977; Dettrakul et al., 2009). A Figura

4 apresenta as estruturas moleculares das isoformas A e B de cordiacromos.

Cordiacromo A Cordiacromo B

Figura 4. Representacdo da estrutura molecular do cordiacromo A e cordiacromo B
(Adaptado de Silva, 2013).

Os triterpenos € outra classe quimica majoritaria em espécies pertencentes ao
género Cordia e Varronia. Os triterpenos foram encontrados em C. spinescens
(Nakamura et al., 1997), C. piauhiensis (Santos et al., 2005), C. verbenacea (Vincent et
al., 1982) e C. multispicata (Kuroyanagi et al., 2003; Kuroyanagi et al., 2001). Esses
triterpenos foram classificados em 27 grupos diferentes, sendo dez com esqueletos
damarano (cordiandis A-l e cordialina A) (Figura 5), seis de esqueleto ursano, e sete
gque apresentam esqueleto diversificado (acido lantandlico, acido 3- epipomalico, acido
lantico, icterogenina, lantadeno A, lantadeno B, acido ursémico e acido pomonico)
(Silva, 2013).

Cordianol A Cordianol B
Figura 5. Representacao da estrutura molecular dos triterpenos de esqueleto damarano

do tipo cordianol A e cordianol B (Adaptado de Silva, 2013).

Adicionalmente, foram isolados diterpenos com atividade nematicida em C. latifolia
(Bina et al., 2006); sesquiterpenos com atividade anti-inflamatéria em C. trichotoma e C.
verbenacea (Medeiros et al., 2007; Menezes et al., 2005); saponinas e derivados das

vias dos fenilpropandides com atividades antifungica e larvicida em C. piauhiensis, C.
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alliodora e C. globosa (Loset et al., 2000; Da-Silva et al., 2004; Menezes et al., 2005;
Santos et al., 2005); alcaloides pirrolizidinicos e glutarimidicos com atividade citotdxica
em C. myxa e C. globifera (Afzal et al., 2007; Parks et al., 2010), e alguns flavonoides
com atividades anti-inflamatérias em C. multispicata (Kuroyanagi et al., 2001), C.
polycephala (Freitas et al., 2012), C. trichotoma, C. dichotoma e C. sinensis (Nawal et
al., 2011). A Figura 6 apresenta as estruturas moleculares dos flavonoides mais
comumente encontrados em representantes do género Cordia e Varronia: 5,3’-Dihidroxi-
3,7,4’-trimetoxiflavona e 5,3’-Dihidroxi-3,6,7,4’-trimetoxiflavona.

5,3’-Dihidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona 5,3’-Dihidroxi-3,6,7,4’-trimetoxiflavona

Figura 6. Representacao da estrutura molecular de dois dos flavonoides majoritéarios de
Cordia e Varronia (Adaptado de Silva, 2013).

2.6 Revisao quimica da espécie Varronia curassavica

As principais classes quimicas identificadas para V. curassavica sdo os acidos
graxos, flavonoides, monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos (Gilbert et
al., 2022).

Alguns estudos realizados com folhas frescas demonstraram uma alta diversidade
de terpenoides, como por exemplo a-pineno, trans-cariofileno, alo-aromadendreno e a-
humuleno, B-felandreno, acetato de citronelol, [(-elemeno, [B-gurjuneno,
biciclogermacreno, &-cadineno, espatulenol e epoxicariofileno (Carvalho Jr. et al., 2004);
monoterpenos, sesquiterpenos, ccccc-pineno, B-pineno, biciclogermacreno (Santos et
al., 2006); a-santaleno, (E)-a-santalal e (E)-a-bergamotenal (Sciarrone et al., 2017).
Segundo Gomes et al. (2019) o a-humuleno é terpenoide de maior importancia
encontrada no 6leo essencial de V. curassavica, sendo considerado um dos seus
principais marcadores quimicos (Figura 6).

Os terpenos possuem a maior e mais diversificada classe de produtos naturais, que
incluem as estruturas tipo C-10 (monoterpenos), C-15 (sesquiterpenos), C-20
(diterpenos), C-30 (triterpenos) e C-40 (tetraterpenos) (Felipe e Bicas 2017). Destes
apresentados, 0s monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0s responsaveis pelo aroma

caracteristico da V. curassavica (Farkas & Mohacsi-Farka, 2014). Os diterpenos séo os
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principais constituintes de oleoresinas (resina e 6leo), utilizado nas industrias
cosméticos, na fabricacdo de perfumes (Hartmann, 2007), os tetraterpenos ou
carotendides déo cores as plantas (Yan et al., 2015; Ferreira, 2019).

Alguns triterpenos, como a cordialina A e B, e o trans-cariofileno também foram
isolados de V. curassavica (Velde et al., 1982; Fernandes et al., 2022). Gomes et al.
(2019) consideram o trans-cariofileno (Figura 7) como o segundo marcador quimico

mais importante para espécie e destaca a sua importancia para fins dermatol6gicos.

CH3 CH,

H
CC:;_Ig H,C TINE \

H,C
H3C

a-humuleno trans-cariofileno

Figura 7. Representacdo da estrutura molecular dos dois principais marcadores

quimicos de V. curassavica (Adaptado de Gomes et al. 2019).

As classes dos flavonoides também foram identificadas, representada principalmente
pela flavona artemetina (Sertié et al., 1990; Bayeux et al., 2009) e isoflavonas 7,4’-
dihidroxi-5’-carboximetoxi- e 7,4’-dihidroxi-5’-metil-isoflavona (Lameira et al., 2009). Os
fenilpropanoides, como o &acido rosmarinico foram extraidos das suas folhas (Hage-
Melim, 2009), enquanto, o acido cafeico foram encontrados das sementes (Seigler et
al., 1970). A presenca de acidos graxos, acido gama-linolénico, e lipidios cianogénico
diéster graxo de hidroximetilacroleina-cianidrina foram extraidos a partir das sementes
da espécie (Seigler et al., 1970; Arrebola et al., 2004; Gilbert et al., 2022).

Fernandes et al. (2022) por meio de analises de cromatografia gasosa, acoplada a
espectrometria de massas (HS-CG-EM) conseguiu identificar dezessete substancias da
folha de V. curassavica: a-pineno; p-pineno; B-cariofileno; y-adineno; a-gurjuneno; -
mirceno; germacreno B; aloaromadendreno; copaeno; B-bourboneno; B-elemeno; a-
humuleno; silvestreno; eucaliptol; hex-2-enal; canfeno; 3-ocimeno.

A presenca de compostos monoterpenos oxigenados, hidrocarbonetos
monoterpenos, sesquiterpenos oxigenados, hidrocarbonetos sesquiterpenos e

hidrocarbonetos néo terpenos sdo comumente encontrados em V. curassavica, 0 que
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segundo Fernandes et al. (2022) sdo bons indicativos do potencial biotecnoldgico da

espécie em questao.

2.7 Potencial Biotecnol6gico da espécie Varronia curassavica

O potencial biotecnologico da espécie V. curassavica é evidenciado através do
depdésito de patentes e de relatos na literatura. Ao realizar-se busca na Base de Patentes
PatentScope e Internacional World Intellectual Property Organization (WIPO) com as
palavras chaves: Varronia curassavica, Cordia curassavica e Cordia verbenaceae,
foram encontrados os depdsitos de patentes da ACHE LABORATORIOS
FARMACEUTICOS S/A, relacionados aos processos de obtencdo de extratos ativos e
de processo de isolamento cromatogréafico de a-humuleno do 6leo essencial da espécie,
através da palavra-chave Cordia curassavica.

A patente BR 122014000828-7 B1 descreve o processo de obtengdo de um extrato
metanolico ativo de C. curassavica, utilizando as folhas frescas, secas a sombra e
armazenadas em potes escuros, posteriormente foram processadas, e a partir da
realizacdo dos processos, obtiveram diferentes concentragdes de extratos metandlicos
que apresentaram propriedades anti-inflamatorias, antinociceptivas e
imunomodulatorias.

A patente BR 122014000807-4 B1 descreve o processo de obtengéo de extrato ativo
de C. curassavica a partir do acetato de etila, utilizando folhas frescas, secas a sombra
e armazenadas em potes escuros e processadas, em seguida foram obtidas diferentes
concentracdes de extratos de acetato de etila com propriedades anti-inflamatérias,
antinociceptivas e imunomodulatorias.

A patente Pl 0203068-3 B1 descreve o processo de obtencdo de um extrato
hidroalcoolico ativo de C. curassavica, utilizando folhas secas a sombra e armazenadas
em potes escuros, posteriormente processadas, a partir da realizacdo dos processos,
onde obtiveram diferentes concentracdes de extratos hidroalcoolicos, metandlicos e
acetato de etila que apresentaram propriedades anti-inflamatérias, antinociceptivas e
imunomodulatérias.

A patente P1 0300600-0 B1 descreve os processos de isolamento cromatografico de
a-humuleno do 6leo essencial da C. curassavica e composi¢ado farmacéutica, utilizando
folhas secas a sombra e armazenadas em potes escuros, posteriormente processadas,
a partir da realizagdo dos processos, € isolado do 6leo essencial, o seu constituinte a-
humuleno que apresenta propriedade anti-inflamatérias, antinociceptivas e

imunomodulatérias, e os produtos obtidos a partir dele.
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Diversos estudos também descrevem as atividades bioldgicas dos 6leos essenciais
e dos extratos obtidos da espécie V. curassavica, e suas respectivas atividades

biol6gicas como pode ser verificado na Tabela 1.

Tabela 1: Atividades bioldégicas descritas para Varronia curassavica utilizando

diferentes tipos de solventes extratores. (Adaptada de Basting 2018).

Extratos hidroalcéolico

Atividade Biolégica Referéncia

1. Nao apresentou efeitos toxicos ou mudancas nos parametros do o
plasma sanguineo e na fung&o cardiaca apés 30 dias da 1. Oliveira et al., 1998
) ad_mlnlstraggq oral, s_ugerlndo um e_felto nao tqm_co ) 2 Sertié et al., 1991
2. Acdo anti-inflamatoria, administrado por via oral ou topica. Agdo
protetora da mucosa gastrica

Extratos etandlicos

Atividade Biol6gica Referéncia
1.Schlemper et al.,
- o 2000
1. At|V|d_ade antniur)glca 2.Rold3o et al.,
2. Antiulcerogénica 2008
3. Atividade antifangica moderada sobre Candida albicans e C. krusei e .
) . . . ) , . 3.Oliveira et al.,
gue possui alta toxicidade em bioensaios realizados com Artemia salina 2010
4. Antioxidante Lo
~ ~ . ) A L 4 Michielin et al.,
5.Reducédo da secrecao de histamina em células mastdcitas de ratos em 2011
modelos in vitro e in vivo, demonstrando um efeito antialérgico I
5.Costa de Oliveira
etal, 2011
Extratos metanolicos
Atividade Biolégica Referéncia

1. Diminuicdo na formagéo de edemas e diminuigdo da miotoxicidade
induzida pelo veneno de Bothrops jararacugu
2.Eficécia no tratamento de infec¢gBes causadas por bactérias, com agéo
fototoxica contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli
3.Atividade antibacteriana moderada para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

1.Ticli et al., 2005
2.Matias et al., 2010
3.Matias et al., 2016

Extratos obtidos por fluido supercritico

Atividade Biologica Referéncia

1.Atividade anticancer, citotoxicidade e a apoptose de células de carcinoma
de Ehrlich 1.Kviecinski et al., 2010

2.Atividade in vitro antitumoral na reducgéo, viabilizacdo e proliferacdo de 2.Parisotto et al., 2012
células tumorais e reducéo na expressdo de COX-2

Acheflan®
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Atividade Biologica

Referéncia

O fitoterapico Acheflan® demonstrou propriedades terapéuticas para
cicatrizacao de feridas in vivo, provavelmente devido ao seu envolvimento
com o aumento da angiogénese e remodelagéo dérmica.

Perini et al., 2015

Oleos essenciais

Atividade Biolégica

Referéncia

1. Atividade antifungica
2. Antibacteriana para bactérias Gram positivas
3. Larvicida para Aedes aegypti
4. Compostos isolados do 6leo essencial: a-Humuleno e trans-
Cariofileno apresentaram atividade anti-inflamatdria e antialérgica
contra veneno de abelha
5. Os compostos isolados do 6leo essencial a-Humuleno e trans-
Cariofileno apresentaram reducdo do edema de pata em ratos
induzido por bradicinina e carragenina, redugéo da atividade
plaquetéria. Também reduziram a producéo de prostaglandina E2
(PGE2), inducéo da sintase de oxido nitrico (iNOS) e expressao de
Ciclooxigenase (COX-2).
6. O composto a-Humuleno apresentou reducéo do edema de pata
induzido por histamina, prevencdo da geracdo do TNF-a e da IL-13
na geracao do edema
7. O composto trans-Cariofileno diminui a liberagdo do TNF-a na
geracdo do edema de pata
8. Os compostos a-Humuleno e trans-Cariofileno inibiram a ativacdo
do NFkB induzida por LPS e migracéo de neutrofilos em modelo de
inflamagao aguda na pata induzido por LPS, embora apenas a-
Humuleno teve a capacidade de impedir a producéo de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-a e 11-13)1.
9. Antibacteriana para as gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC
6538 e Enterococcus faecalis ATCC 29212
10. Formulagc&o em gel base provocou o aumento de fibroblastos em
pele de ratos Wistar, sem aumento do niumero de leucécitos,
sugerido a reducao da reacao inflamatodria
11. Antimicrobiana e antifingica, apresentando resultados positivos
para a inibicdo de Candida albicans e C. krusei e para as linhagens
de bactérias gram-positivas e gram-negativas multirresistentes
12. Diminuig&o da reabsorcéo alveolar do osso, em modelo de
periodontite em ratos, além de reduzir a frequéncia de deteccao de
P. gingivalis

1. Schlemper et al.,
2000
2. De Carvalho et
al., 2004
3. Santos et al.,
2006
4. Passos et al.,
2006
5. Fernandes et al.,
2007
6. Fernandes et al.,
2007
7. Fernandes et al.,
2007
8. Medeiros et al.,
2007
9. Meccia et al.,
2009
10. Leonardi et al.,
2010
11. Rodrigues et al.,
2012
12. Pimentel et al.,
2012

Tendo como base a Tabela 1 é evidente a atividade biologica de V. curassavica

contra diferentes agentes patogénicos e demais finalidades. No entanto, poucos sdo 0s

estudos que buscam avaliar os efeitos biolégicos da espécie contra larvas do mosquito

A. aegypti.
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2.8 Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti, pertence a familia Culicidae subfamilia Culinae, da
ordem Diptera, subordem Nematocera, classe Insecta e ao filo Arthropoda (Gadelha &
Toda, 1985). E conhecido mundialmente por ser o principal transmissor de importantes
arboviroses, responsavel por assiduas epidemias e considerado um dos grandes
motivos de preocupacdo de Saude Publica em todo o mundo, apresentando maior
ocorréncia nos paises subtropicais e tropicais (WHO 1997; WHO 2004), fato que se
deve a preferéncia da espécie aos ambientes de elevadas temperaturas e agua
acumulada, por serem fatores que proporcionam melhores condi¢des para a ecloséo de
seus ovos (BRASIL. Ministério da Saude 2023).

O ciclo de vida do mosquito A. aegypti, consistem em quatro estagios: ovo, larva,
pupa e a forma adulta (Figura 8). O ciclo é influenciado por condi¢cdes, como
temperatura, recursos alimentares e o quanto de larvas foram depositadas num mesmo
recipiente. Esse ciclo pode acontecer de 7 a 10 dias, por isso, recomenda-se a limpeza
dos possiveis criadouros do mosquito, como recipientes gue armazenam agua parada

e limpa, dentre outros. (Fiocruz, 2021).

As pupas vivem na agua os mosquitos fémeas depositam

e demoram de 2 3 e dias para se seus ovos em qualquer recipiente

transformarem em mosquitos que contenha agua.

adultos com capacidade de

As larvas vivem na agua quando os ovos se

encontram em meio aquoso,
ocorre o processo de incubag3o,

e se convertem em
pupas em apenas 5 dias.
que pode durar de alguns dias

a meses

Figura 8. Ciclo de vida do Mosquito Aedes aegypti. Fontes: Instituto Oswaldo Cruz

(IOC/Fiocruz) e Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

O mosquito possui como caracteristica a cor preta com listras brancas pelo tronco,
na cabeca e nas pernas, as asas sao transparentes. A fémea é quem deposita 0s ovos,

sendo assim, ela se alimenta de sangue para que aconte¢ca o amadurecimento dos ovos



32

gue ela deposita em superficies com agua parada e limpa. Por outro lado, o macho da
espécie tem as frutas como recurso alimentar. O tempo de vida médio em que o
mosquito pode viver é de trinta dias e a fémea pode colocar de 150 a 200 ovos (Zara et
al.; 2016). A transmisséo das arboviroses, como a dengue, se d& por meio do depésito
de ovos, por uma fémea contaminada por um dos sorotipos da dengue, causando as
epidemias (Ministério da Saude, 2021).

As epidemias recorrentes causadas pelo A. aegypti sdo referentes as arboviroses,
Dengue, Chicungunya, Febre amarela e Zica Virus (Consoli & Lourengo-de-Oliveira,
1994; Lozovei, 2001; Foranttini, 2002). Destas, a dengue € uma das mais relevantes
mundialmente, sendo conhecidos quatro sorotipos antigeneticamente diferentes: DEN-
1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (Nhantumbo et. al., 2012).

Segundo a Organizacao Pan-Americana de Saude (OPAS), nas Américas, estima-
se que em torno de 500 milhdes de pessoas estdo em risco de contrairem dengue, no
ano de 2013 registraram 2 milh8es de casos, sendo 37.692 casos da forma grave e
1.280 mortes. A incidéncia global da doenga subiu significativamente nas ultimas
décadas, onde meio mundo corre risco eminente de contrair a dengue. Ainda de acordo
com a OPAS, a deteccdo precoce reduz para 1% as chances de mortalidade por
dengue, as medidas adotadas para o controle do vetor, representam papel fundamental
na prevencao da dengue (Organizagdo Pan-Americana da Saude 2021).

Dada a importancia para a salde publica mundial, diversos estudos com
substancias extraidas de plantas, estdo sendo realizados como alternativa ao combate
do mosquito A. aegypti, representando métodos de controle larvicida e inseticida de
origem natural, orgénica ou inorgénica (Rose, 2001; Macoris, 2007). Por representarem
fontes de recursos renovaveis e mais ecolégicos, podem diminuir os residuos quimicos
no meio ambiente (Roel, 2001) por meio da substituicdo de inseticidas quimicos que sao
ainda bastante utilizados (OMS, 2021) e que vem acarretando no desenvolvimento de
resisténcia pelo mosquito.

Devido a essa resisténcia aos inseticidas quimicos, os organoclorados presentes
nos inseticidas, foram trocados pelos organofosforados e posteriormente, foram
trocados pelos piretréides (Nauen, 2008). Contudo, esta sendo relatada a resisténcia
pelo mosquito a essa substancia (Zheng et al., 2019). Dessa forma, € crescente a busca
por substancias a base de plantas, com objetivo de aumentar o controle do mosquito e
propiciando usos alternativos de diversos inseticidas que inibam a resisténcia desse
vetor (Bertoncelli et al., 2022).

Garcez et al. (2013), descrevem substancias de origem vegetal com atividades

larvicidas contra A. aegypti, em sua maioria, oriundas de extratos de raizes. Foram
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descritas dezoito substancias da familia Fabaceae, treze substancias da familia
Rutaceae, onze substancias da familia Piperaceae e oito substancias da familia
Boraginaceae. As demais substancias bioativas estdo distribuidas em 16 familias
(Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Erythroxylaceae, Lauraceae,
Meliaceae, Monimiaceae, Moraceae, Phrymaceae, Simaroubaceae, Sterculiaceae,
Targionaceae, Taxodiaceae e Zingiberaceae).

Ainda segundo Garcez et al. (2013), na familia Boraginaceae, as oito substancias
com potencial larvicida foram obtidas do género Cordia (Varronia), mais
especificamente de trés espécies: C. curassavica; C. linnaei; C. alliodora. C.
curassavica, apresentou cordiaquinona A, cordiaquinona B, cordiaguinona J,
cordiaquinona K. Em Cordia linnaei, foram identificadas as substancias cordiaquinona
E, cordiaquinona G, cordiaquinona F. Nessas duas espécies as substancias
identificadas como quinonas. Para a terceira espécie, a Cordia alliodora, foi identificada
a classe de substancias Fenilpropanoide e a substancia 2,4,5-trimetdxi-dihidro-
cinamoato de metila.

Os Oleos essenciais da espécie V. curassavica, foi descrito por Santos et al. (2006)
por sua acao larvicida contra A. aegypti, os autores utilizaram o 6leo essencial das folhas
da espécie que foram obtidos através de hidroestilacdo e foram identificados
monoterpenos (47,3%) e sesquitepenos (43,9%), entre os quais a-pineno (20,5%), B-
pineno (13,1%), (E)-cariofileno (12,4%) e biciclogermacreno (13,8%).

2.9 Anatomia externa e anatomia interna da larva do Aedes aegypti

Os estagios larvais sdo chamados de instares e correspondem a quatro: primeiro
instar; segundo instar; terceiro instar e quarto instar. A anatomia externa da larva possui
aspecto vermiforme e corpo dividido em cabega, térax e abdémen (Figura 9). (Consoli
& Lorengo-de-Oliveira, 1998).
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Figura 9. Esquema demostrando a anatomia externa da larva de terceiro instar de A.

aegypti. Adaptado de (Lemos, 2016).

Na figura 10 é apresentada a anatomia interna da larva de A. aegypti, onde A
corresponde a boca, para onde vao os materiais em suspensdo na agua através de um
movimento gerado a partir das escovas orais, que possuem como funcdo o
direcionamento do alimento até a boca da larva, esse tipo de alimentag&o é por filtragdo.
(Consoli & Lorenco-de-Oliveira, 1998). A boca (A), faringe (B), o esbéfago (C) e o
proventriculo (D) encontram-se no intestino anterior (estomodeu) (Christophers, 1960).
A absorcéo de nutrientes ocorre no intestino médio (meséntero), é formado por cecos
gastricos (E) e se estende até o comego do ileo nos tubulos de Malpighi (F) (Cristophers,
1960; Nation, 2008). O intestino posterior (proctodeu) comeca nos tubulos de Malpighi
(F), formado por ileo, célon (H) e reto (G), finalizando na regido de abertura anal
(Cristophers, 1960; Clements, 1963).
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Figura 10. Anatomia interna de larva de Aedes aegypti. Trato digestorio. A. Boca;
B. Faringe; C. Eséfago; D. Proventriculo; E. Cecos gastricos; F. Tubulos de Malpighi;
G. Reto; H. Cdlon; I. Glandulas salivares. Fonte: Christophers, 1960. Adaptado por
(Lemos, 2016).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo gerais

Caracterizar os atributos anatdmicos e histoquimicos dos tricomas da folha de
Varronia curassavica (Jacq.) (Boraginaceae), e identificar substancias com potencial
téxico contra larvas de terceiro instar de Aedes aegypti e alterac6es morfoldgicas das

larvas.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a anatomia e a composi¢céo quimica dos tricomas;

e |dentificar os atributos micromorfologicos e a distribui¢cdo dos tricomas;

e Obter extrato bruto metandlico das folhas;

e Realizar particdo liquido-liquido do extrato utilizando os solventes em
diferentes polaridades: Diclorometano, Acetato, Butanol e Agua;

¢ Avaliar a toxicidade dos extratos e fracfes frente a larvas de terceiro instar
de A. aegypti;

e |dentificar substancias da fracdo mais téxica através de cromatografia
gasosa acoplada a detector de espectrometria de massas (GC-EM) de folhas

de V. curassavica;
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e Investigar possiveis alteracBes morfolégicas no exoesqueleto das larvas de
terceiro instar de A. aegypti tratadas com as substancias toxicas isoladas

através de microscopia eletrénica de varredura.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1  Areade estudos

O estudo foi realizado em area de restinga da Mata Atlantica, na Reserva Particular
do Patriménio Natural (RPPN) Fazenda Caruara, localizada no municipio de S&o Joao
da Barra — RJ (21°79'71" S, 41°04'25" W). Considerada a maior area de restinga do
Complexo Lagunar de Grussai/lquipari, com aproximadamente 5.000 ha. O clima da
regido é do tipo Aw (Alvarez et al., 2013), com inverno seco e verao chuvoso, apresenta
precipitacdo média anual que varia entre 800 e 1200 mm, temperatura média anual que
varia entre 20 e 30 °C, umidade relativa do ar de 58%, e déficit de pressao de vapor
elevado = 2.2 (KPa). A area de coleta da espécie compreende uma fitofisionomia de
moitas espagadas, sem formacgao de dossel, com irradiancia média de 1368,8 (umol m™
s 1) (Pireda et al., 2019). O solo é arenoso, com baixa capacidade de retencéo de agua
e pobre em nutrientes (Pireda et al., 2019).

4.2  Selecdo de espécie e coleta de material

A escolha da V. curassavica como espécie de estudo foi baseada em inventarios
realizados pela Empresa Prumo para a RPPN Fazenda Caruara, como também através
de reconhecimento das espécies na area de estudo, demostrando uma alta ocorréncia
da espécie na regido. Além disso, levou-se em consideracdo a quantidade de estudos
na literatura sobre a quimica da espécie. Para estudos da anatomia, estrutura e
histoquimica da folha da espécie, foram coletadas folhas aparentemente saudaveis do
individuo, nos meses de outubro de 2021 e abril de 2022. Cabe ressaltar que exsicata
da espécie se encontra depositada no Herbario HUENF, pertencente ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, sob o seguinte registro: HUENF 00013477.

4.3 Microscopia 6ptica

Para avaliar a anatomia dos tricomas presentes na folha, foram coletadas folhas
adultas e aparentemente sem sinais de herbivoria. As folhas foram seccionadas em
apice, terco mediano, base e bordo. Os diferentes fragmentos foliares foram fixados em
solucdo aquosa contento glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e tamp&o cacodilato

de sodio 0,05M em pH 7.2, a temperatura ambiente (Karnovsky, 1965 modificado por
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Da Cunha et al., 2000). Em seguida, os fragmentos foram lavados ho mesmo tampao e
pos-fixados em tetroxido de Osmio 1% e tampé&o Cacodilato de Sodio 0,05M e pH 7,2.
Em seguida os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de acetona,
embebidos e emblocados em resina epdxi (Epon® Leica). Seccdes transversais
semifinas de ~ 0.7 ym foram obtidas usando um ultramicrétomo (Reichert Ultracuts
Leica Instruments®) e coradas com azul de Toluidina 1% em tampado de Bérax 1%
(Johansen, 1940). Laminas permanentes foram montadas em Entellan® (Merck, EUA).
Todas as imagens foram obtidas em microscépio Optico de campo claro (Axioplan,
ZEISS, Alemanha), acoplado a um sistema de captura de imagens (Moticam Pro 282B,

Hong Kong).

4.4 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar a micromorfologia dos tricomas presentes na folha, os fragmentos
foliares do apide, do terco mediano, da base e do bordo, foram fixados, pos-fixados e
desidratados seguindo a mesma metodologia descrita no tépico 4.3. Microscopia Optica.
Em seguida as amostras foram submetidas a secagem em ponto critico de CO, (CPD
030, Baltec). Os fragmentos foram entdo fixados em suportes metalicos com fita de
carbono e cobertos com camada de ouro de aproximadamente 20 nm (SCD 050, Baltec,
Suica). As imagens foram obtidas em microscopio eletrdnico de varredura ZEISS EVO
40 (Alemanha) com voltagem de 15 kV.

4.5  Testes histoquimicos dos tricomas glandulares

Para analisar a composicao quimica dos tricomas, os fragmentos foliares do apice,
terco médio, base e bordo, foram fixados em solugdo aquosa de glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% e tampé&o cacodilato de sédio 0,05 M em pH 7,2 (Karnovsky, 1965
modificado por Da Cunha et al., 2000). Posteriormente foram submetidos a cortes a mao
livre para testes histoquimicos (Tabela 1) e examinados em microscopio 6ptico de

campo claro (Axioplan ZEISS).
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Tabela 2. Reagentes utilizados para os testes histoquimicos realizados para identificar

as substéancias presentes nos tricomas da folha de Varronia curassavica.

Substancia Tempo de
Reagentes guimica de Coloracéo exposicao
afinidade
Azul Brilhante de Comassie Proteinas Azul 3 minutos
(Fisher, 1968)
Cloreto Férrico Substéancias
(Johansen, 1940) fendlicas ndo Marrom a negro 15 minutos
estruturais
Reagente NADI Oleos
(David & Carde, 1964) essenciais e Violeta a 60 minutos
Oleo resinas purpura

Reagente de Wagner
(Furr & Mahlberg, 1981) Alcaldides Castanho 10 minutos
avermelhado
Sudan IV
(Pearse, 1972) Lipidios Vermelho 15 minutos

Vermelho de Ruténio
(Johansen, 1940) Pectinas Rosa brilhante 10 minutos

Obs.: Os protocolos utilizados para as analises em Histoquimica seguem Kraus & Arduin
(2997).

4.6 Preparacao do extrato bruto metanolico das folhas de Varronia curassavica

Apos a coleta do material vegetal, realizada em outubro de 2021 na é&rea de
estudo, as folhas de V. curassavica foram secas por 24 horas em uma estufa com
temperatura controlada a 28° C para evitar a contaminacao por fungos e posteriormente,
trituradas até a obtencdo de uma farinha fina, através do moinho de facas (SL — 30
SOLAB), e subsequente peneiramento, através de peneira de malha de 48 mesh. Em
seguida, o material vegetal triturado passou por maceragado exaustiva, utilizando-se o
solvente metanol. Esse procedimento resultou em uma solucdo que ao ser concentrada,
em pressdo reduzida no evaporador rotativo, forneceu os extratos brutos. As
metodologias referentes a preparacdo do extrato bruto metandlico até a ldentificacao
das substancias foi realizada no Laboratorio de Ciéncias Quimicas (LCQUI) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Na Tabela 3

encontra-se a quantidade de material coletado e de extrato bruto obtido para a coleta.
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Tabela 3. Quantidade de material coletado e extrato bruto obtido

Material vegetal Massa de material Massa do extrato bruto
coletada (g) (@)
Folhas 400 57,605

4.7 Particdo do extrato bruto metandlico das folhas de Varronia curassavica
Antes do procedimento de separacdo de substancias através de técnicas
cromatogréficas, o extrato bruto metandlico foi submetido a particdo liquido-liquido
utilizando diferentes solventes a fim de facilitar a separacéo das substancias. A primeira
particéo foi obtida solubilizando o extrato bruto em agua e diclorometano. A parte soltvel
em diclorometano foi reservada, enquanto a parte solivel em agua foi utilizada para a
particdo seguinte, onde foi utilizado acetato de etila. Seguindo o0 mesmo procedimento
realizado na primeira particdo, a parte solivel em agua seguiu para proxima particao,
utilizando-se nesta, o butanol. Desta forma, foram obtidas quatro particbes
(diclorometano, acetato de etila, butanol e agua). Os materiais coletados e as massas

de cada particdo obtida a partir do extrato, podem ser vistos na Tabela 4.

Tabela 4: Quantidade de material obtido em cada particdo

Material Cadigo Massa (g)
Particdo diclorometano VCD 22,3741
Particdo Acetato de etila VCA 1,1074
Particdo butanol VCB 2,4362
Particdo agua VCH 15,2337

4.8 Isolamento e purificacdo das substancias

Para realizar o isolamento e purificagdo de substancias presentes no extrato bruto
metandlico, técnicas cromatogréficas classicas foram aplicadas, tais como:
Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
(CCDP). Além disso, também foi utilizada a Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
para andlise do perfil cromatografico e Cromatografia em Fase Gasosa. Gel de silica
foram utilizados para realizacdo das analises por cromatografia em coluna. Ja na
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP), utilizando, respectivamente,
gel de silica 60 (0,063-0,200 mm) e gel de silica 60 PF254, ambos da marca Merck.
Para execuc¢do das andlises por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)

foram empregues cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 F254 Merck. Em todas
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as técnicas cromatograficas foram utilizados os solventes como fase moével n-hexano
(98,5%), diclorometano (CH:Cl, — 99,5%), acetato de etila (AcOEt, 99,5%), acetona
(99,5%) e metanol (MetOH, 99,8%). Todos os solventes sdo da marca Synth. As
substancias foram observadas por irradiagdo com lampada ultravioleta (Sppencer) com
comprimento de onda de 254 nm e 365 nm e/ou quando revelada com o reagente

cromogénico (solugéo de vanilina sulfarica 2%), seguido de aguecimento.

4.9 Analises cromatograficas da particdo diclorometano obtida do extrato
bruto das folhas de Varronia curassavica

Os fracionamentos foram realizados de acordo com os ensaios larvicidas que foram
bioguiados, realizados segundo a atividade positiva do extrato e suas fragcdes contra
larvas de A. aegypti. Inicialmente a particdo de diclorometano (VCD) foi submetida a
Cromatografia em Coluna (CC) com gel de silica e eluida com hexano:acetona com
gradiente de concentracdo de 0 a 100% de acetona. Foram coletados 81 frascos que
foram agrupados em 13 fragbes, apds analise cromatografica de camada delgada
analitica (CCDA). Na Tabela 5 é possivel visualizar os dados obtidos a partir dessa

andlise da particdo VCD.

Tabela 5. Andlise da particdo diclorometano

Fracéo Caddigo Massa Fracgéo (g)
0-8 VCFD 1 0,8445
9-16 VCFD 2 0,2911

17-23 VCFD 3 0,1805
24-28 VCFD 4 2,1217
29-34 VCFD 5 1,6597
35-45 VCFD 6 2,2016
46-52 VCFD 7 1,2717
53-59 VCFD 8 1,4540
60-70 VCFD 9 2,2140

67 VCFD 10 0,1990

71 VCFD 11 0,3524
72-78 VCFD 12 0,9082

79-81 VCFD 13 0,2838
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4.10 Analise cromatografica da fragao VCFD 11 (0,35249)

A fracdo VCFD 11 foi submetida a CC utilizando gel de silica e eluida com
hexano:acetona em concentracdo crescente de 0 a 100% de acetona. Deste
procedimento foram coletados 256 frascos, os quais foram analisadas por CCDA e
agrupadas em 6 fracdes (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise da fracdo VCFD 11

Fracéo Cadigo Massa Fragéo (g)
0-79 VCFD 11.1 0,2028
80-126 VCFD 11.2 0,1086
127-180 VCFD 11.3 0,1183
181-220 VCFD 11.4 0,0842
221-255 VCFD 11.5 0,1159
256 VCFD 11.6 0,0443

411 Identificacdo das substancias na fracdo mais ativa VCFD 11.6 (0,0443) por
analises espectroscoépicas e espectrométricas

A fim de identificar as substancias na fragdo mais ativa foi utilizada a seguinte
técnica espectroscopica: Espectrometria de Massas acoplada a Cromatografia Gasosa
(CG/EM) comparado com os espectros fornecidos pela biblioteca (NIST/EPA/NIH).

Os espectros de massas foram obtidos por cromatografia gasosa (modelo 7890A)
acoplada ao espectrometro de massas (modelo 5975C Inert XL EI/CI/MS), sendo ambos
0s equipamentos da marca Agilent Technologies. Para a realizacao das andlises
utilizou-se coluna HP-5ms (30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno, 0,25
pum de filme de (5% fenil) - metilpoli siloxano). Foi injetado 1 pL de amostra por meio de
um injetor automatico (modelo 7693A), utilizando uma seringa de 10 pL, em modo de
divisdo (split) 1:10, a 280 °C. Programacéo de temperatura do forno: 10°C/min até atingir
280°C, sendo 80°C a temperatura inicial. Utilizou-se gas Hélio como gas de arraste em
fluxo constante de 1,0mL/min. O detector de massas do equipamento possui modo de
ionizag&o por impacto de elétrons (El) a 70 eV, e operou sob as seguintes condi¢des de
temperatura: 280°C na interface, 230°C na fonte de ionizac&do e 150°C no analisador

quadrupolo.
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412 Ensaio Larvicida

O ensaio larvicida dos extratos e fracdes foram realizados de acordo com as normas
estabelecidas pela OMS (2005). As larvas de terceiro instar de A. aegypti foram
coletadas no Insetario do Laboratorio de Biotecnologia (LBT) da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). A partir de uma solucéo estoque inicial (10
mg/mL), onde o extrato metandlico foi solubilizado em DMSO 3%, para preparar as
diluigbes de 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL para os testes. O experimento consistiu
de 10 larvas por concentracao e foi realizado em triplicata, totalizando 30 larvas por
ensaio. O controle negativo foi feito com H>O destilada e DMSO 3%. O controle positivo
foi o descrito por Bertoncelli et al. (2022). As larvas foram incubadas nas diferentes
concentracdes por 24 e 48 h a 28° C. Todas as partigbes liquido-liquido obtidas do
extrato bruto metandlico (AcOET, ButOH, CH:Cl,, H-O) e as fragdes obtidas a partir da
cromatografia em gel de silica da particdo CH.Cl; (fragdes 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9,10,11,
12 e 13) foram testadas na concentracéo 0,1 mg/ml e controle negativo H»O destilada e
DMSO 3%. Sendo que, para as partigdes liquido-liquido utilizamos 10 larvas por particao
em um volume final de 20 ml e para as fragBes cromatograficas utilizamos 5 larvas por
fracdo em um volume final de 10 ml, ambos ensaios foram feitos em triplicata,
totalizando 30 e 15 larvas respectivamente. As fracdes obtidas da cromatografia em gel
de silica da fracdo VCFD 11 (fracdes 1, 2, 3, 4, 5 e 6) foram testadas na concentragédo
de 100 PPM. Foi adicionado 3 larvas de terceiro instar para cada 3 ml de solucao,
ensaios feitos em triplicata totalizando 9 larvas por fracdo e o controle negativo H.O
destilada e DMSO 3%. As larvas foram incubadas por 24 h a 28° C. Ap0s esse periodo
de incubacao, a mortalidade foi analisada pela movimentacdo das larvas, sendo estas
também observadas em estereomicroscépio. A analise estatistica dos dados e LCso

foram obtidos usando o programa Graph Pad Prism 6.

4.13 Investigacdo de possiveis alteragbes morfolégicas no exoesqueleto das
larvas por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

As larvas foram fixadas em uma solucdo aquosa contendo glutaraldeido 2.5%,
paraformaldeido 4% e tampéo fosfato a 0,1 M. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a trés lavagens com tampéao de fosfato 0,1 M por 30 min e pos-fixadas em
tetroxido de 6smio a 1 % e tampdao de fosfato 0,1 M por 1 h, lavadas novamente no
mesmo tampd&o. As larvas foram desidratadas em uma série crescente de acetona (20
%, 50 %, 70 %, 90 % e 3 vezes 100 % super-seco) por 1 h cada etapa, seguida pela
secagem em ponto critico de CO, (CPD 030, Baltec). As larvas foram entéo fixadas em

suportes metalicos com fita de carbono e cobertas com camada de ouro de
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aproximadamente 20 nm (SCD 050, Baltec, Suica). As imagens foram obtidas em
microscopio eletrénico de varredura ZEISS EVO 40 (Alemanha) com voltagem de 15
KVa.

5. RESULTADOS

5.1 Aspectos estruturais dos tricomas foliares de Varronia curassavica (Jacq.)

(Boraginaceae)

A folha de V. curassavica é caracterizada por apresentar uma grande quantidade e
diversidade de tricomas. Através das andlises de microscopia Optica foi possivel
identificar quatro tipos de tricomas. Os tricomas glandulares reniformes, caracterizados
por apresentar uma cabeca eliptica unicelular ocupada praticamente por um vacuolo
central e um peddnculo formado por uma ou duas células (Figura 11 A; Figura 12 B e
C). Os tricomas glandulares globulares apresentam uma cabeca globular multicelular
composta de duas a cinco células, com algumas células contendo elementos da
secrec¢do no interior dos vacuolos e um pedunculo unicelular (Figura 11 B, Figura 12 B,
C e D). Os tricomas tectores cbnicos curtos sao constituidos por uma célula apical mais
proeminente e uma base multicelular organizada em forma de roseta (Figura 11 C,
Figura 12 D). Os tricomas tectores longos também sdo constituidos por uma base
multicelular em forma de roseta, porém a cabeca é formada por uma Unica célula
alongada (Figura 11 D, Figura 12 A e B).

Os tricomas foram observados em microscopia eletrbnica de varredura onde foi
possivel verificar que os tricomas tectores longos e os glandulares reniformes ocorriam
exclusivamente na superficie abaxial, sendo que os tectores longos estavam
distribuidos preferencialmente sobre as nervuras foliares (Figura 12 A — C). Os tricomas
glandulares globulares ocorrem tanto na face adaxial e abaxial, enquanto, os tricomas

tectores conicos curtos ocorrem apenas na face adaxial (Figura 12 D).
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Figura 11. Caracteristicas anatémicas dos diferentes tipos de tricomas presentes na folha de V. curassavica obtidos a partir da microscopia
Optica. A - tricoma glandular reniforme. B - tricoma glandular de cabeca globular. C - tricoma tector cénico curto. D - tricoma tector longo. cr =
cabela reniforme; p = pedunculo; cg = cabela globular; cac = célula apical curta; cal = célula apical longa; ros = células basais em roseta; asterisco
= demonstrando a presenca de conteudos da secrecdo nas células da cabec¢a dos tricomas glandulares. Barra: A — D: 50 pum.
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Figura 12. Aspectos micromorfoldgicos dos diferentes tipos de tricomas presentes na folha de V. curassavica obtidos a partir da microscopia
eletrdnica de varredura. A — Superficie abaxial demonstrando a presenca de tricomas tectores longos e glandulares globulares sobre as nervuras
foliares. B — Superficie abaxial evidenciando a presenca dos tricomas glandulares reniformes e globulares dispersos pela lamina foliar. C —
Detalhe dos tricomas glandulares reniformes e globulares. D — Superficie adaxial demonstrando a presenca de tricomas tectores curtos e tricomas
glandulares globulares. seta = tricomas tectores longos; tr = tricomas glandulares reniformes; tg = tricomas glandulares globulares; tc = tricomas

tectores conicos curtos. Barras: A — 100 pm; B — 20 pm; C — 20 um; D —100 pm.
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5.2 Caracterizagdo histoquimica dos tricomas foliares de Varronia curassavica

(Jacq.) (Boraginaceae)

Os testes histoquimicos revelaram uma composicao mista da secrecao dos tricomas
glandulares globulares de V. curassavia. Levando em consideragdo a imagem do
controle dos tricomas (Figura 13 A) sem nenhum tipo de marcacdo especifica foi
possivel constatar a partir do teste com Sudan IV que a secre¢cdo dos tricomas
globulares é rica em compostos lipidios devido a forte marcacado em vermelho na cabeca
globular (Figura 13 B). O reagente de Nadi também demonstrou uma forte marcagéo
azulada na cabecga globular revelando a presenca de 6leos essenciais ha secrecdo
(Figura 13 C). O teste com cloreto férrico marcou em marrom a cabeca globular
evidenciando a presenc¢a de compostos fendlicos na secrecao (Figura 13 D). O reagente
de Wagner demonstrou uma forte marcacdo em marrom escuro na cabeca globular
mostrando uma quantidade consideravel de alcaloides na secrecdo (Figura 13 E). O
vermelho de ruténio corou em rosa a regido do peddnculo dos tricomas, mas hao reagiu
positivamente na cabeca globular (Figura 13 F). Por fim, o teste com azul Brilhante de
Coomassie ndo detectou a presenca de proteinas na secre¢ao dos tricomas globulares
(Figura 13 G). Na Tabela 7 é apresentado os resultados dos testes histoquimicos de

forma resumida.
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Figura 13. Andlise dos constituintes majoritarios da secrecao dos tricomas glandulares globulares de V. curassavica realizados através dos
testes histoquimicos em microscopia 6ptica. A — Imagem controle dos tricomas. B - Sudan IV, evidenciando a presenca de lipidios corados em
vermelho na cabeca globular do tricoma glandular. C - Reagente NADI, evidenciando a presenca de 6leos essenciais corados em azul na cabeca
globular do tricoma glandular; D - Cloreto Férrico, evidenciando a presenca de substancias fenélicas corados em marrom na cabeca globular do
tricoma glandular. E - Reagente de Wagner, evidenciando a presenca de alcaloides corados em marrom escuro na cabeca globular do tricoma

glandular. F - Vermelho de Ruténio evidenciando a presenca de pectina corada em rosa no pedunculo e reacao negativa na cabeca globular do
tricoma glandular. G - Azul Brilhante de Comassie, evidenciando a auséncia de proteina na secre¢éo dos tricomas. Barras: A — G: 50 pum.
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Tabela 7. Resultado dos testes histoquimicos realizados para tricomas globulares da
folha de V. curassavica. Reacdo positiva (+); reacdo negativa (-); reacao inespecifica
(RI).

Reagentes Substancia quimica de Tricoma glandular
afinidade globular
Azul Brilhante de Comassie Proteinas -

(Fisher, 1968)

Cloreto Férrico
(Johansen, 1940) Substancias fendlicas +

Reagente NADI )
(David & Carde, 1964) Oleos essenciais +

Reagente de Wagner

(Furr & Mahlberg, 1981) Alcaloides +
Sudan IV
(Pearse, 1972) Lipidios +

Vermelho de Ruténio
(Johansen, 1940) Pectinas -

5.3 Ensaios Larvicidas

Inicialmente foi avaliada a atividade larvicida do extrato bruto metandlico extraido
das folhas de V. curassavica contra as larvas de 3° instar de A. aegypti utilizando-se
diferentes concentragées (0,1 mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/mL ou 100 PPM, 500 PPM e 1000
PPM) e os controles negativos (H.O; DMSO 3%) em dois tempos 24h e 48h (Figura 14
A e B). Os resultados demonstraram que em ambos os tempos a concentracdo de 1
mg/mL foi a mais tdéxica matando em torno de 85% das larvas, seguida da concentracao
de 0,5 mg/mL que apresentou em torno de 80% de letalidade, da concentragédo de 0,1
mg/mL que apresentou em torno de 65% de letalidade quando comparados aos
controles negativos (Figura 14 A e B).

De acordo com o resultado positivo de letalidade das larvas nas concentracdes
testadas, deu-se prosseguimento com a realizacao de particdo liquido-liquido do extrato
utilizando os solventes AcOET, ButOH, CH.ClI,, H,O, que foram submetidas a ensaio
larvicida, na concentracdo 0,1 mg/ml. Os ensaios larvicidas bioguiaram o processo de

isolamento das fracoes.
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Figura 14. Atividade larvicida de diferentes concentragfes do extrato bruto das folhas
de Varronia curassavica contra larvas de 3° instar de Aedes aegypti. A—24 he B —48
h. H:O e DMSO 3%. Diferengas estatisticamente significativas foram calculadas de
acordo com ANOVA (Tukey's multipla comparacéo) (A - P < 0.0074; B — P < 0.0006; ns
— ndo possui diferenca significativa). O experimento consistiu de 10 larvas por
concentracao e foi realizado em triplicata, totalizando 30 larvas por ensaio.

O proximo passo consistiu em avaliar a atividade larvicida das particbes liquido-
liguido obtidas a partir do extrato bruto metandlico utilizando os solventes AcOET,
ButOH, CH.Cl,, H.O na concentracéo (0,1 mg/ml) e os controles negativos H,O e DMSO
3%. O resultado obtido a partir desse ensaio demonstrou que as fragbes que
apresentaram atividade larvicida foram as de diclorometano com 55% e acetato de etila
com 20% de mortalidade larval, indicando que a fracdo de diclorometano foi a mais
eficiente. Por outro lado, as frag6es de butanol e agua nao apresentaram letalidade uma
vez que ndo diferiu estatisticamente do controle negativo (CN) H.O e DMSO 3% (Figura
15). Posteriormente deu-se prosseguimento com 0s ensaios larvicidas para as fracbes
obtidas da particdo de diclorometano, mais promissora em comparacao a particdo de

acetato de etila.
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Figura 15. Atividade larvicida das particbes do extrato bruto das folhas de Varronia
curassavica contra larvas de 3° instar de Aedes aegypti. Todas as particbes foram
testadas na concentracéo de 0,1 mg/ml por 24 h. Controle negativo H,O e DMSO - 3%.
Diferencas estatisticamente significativas foram calculadas de acordo com ANOVA
(Tukey's multipla comparagéo) (P < 0.0001). O experimento consistiu de 10 larvas por

concentracao e foi realizado em triplicata, totalizando 30 larvas por ensaio.

De acordo com o resultado de maior letalidade das larvas obtida na particdo de
diclorometano, foram realizadas cromatografias classicas para separacdo das
substancias desta fragdo. Apos as etapas cromatogréaficas foram obtidas 13 fracdes que
foram testadas para verificar qual apresentava melhor atividade larvicida. Para isso foi
adotada uma concentragdo de 100 PPM por 24h e o controle negativo H,O e DMSO -
3%. Apenas a fragcdo VCFD 11 apresentou atividade larvicida resultando em uma
letalidade de 85% das larvas de A. aegypti (Figura 16). Posteriormente foi realizada uma
cromatografia de coluna aberta (CCA) da fragcdo VCFD 11 para separar as substancias

para novos ensaios larvicidas.
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Figura 16. Atividade larvicida das fracdes da particdo de diclorometano das folhas de
Varronia curassavica (VCFD) contra larvas de 3° instar de Aedes aegypti. Todas as
fracdes (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13) foram testadas na concentracao de 100 PPM por
24 h. Controle negativo H.O e DMSO - 3%. Diferengas estatisticamente significativas
foram calculadas de acordo com ANOVA (Tukey's multipla comparagéo) (P < 0.0001).
O experimento consistiu de 5 larvas por concentragcdo e foi realizado em triplicata,

totalizando 15 larvas por ensaio.

Um novo ensaio larvicida foi realizado para determinarmos o LCs da fracdo VCFD
11 obtida da particdo de diclorometano das folhas de V. curassavica. Através das
analises de regressao polinomial cubica (P < 0,05) foi estimado que o LCso da fracdo
VCFD 11 é de 61,25 PPM (Figura 17).
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Figura 17. % Porcentagem de mortalidade em partes por milhdo (PPM) das larvas de

3¢ instar de Aedes aegypti, com a fracdo 11 (VCFD) da particdo de diclorometano das
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folhas de Varronia curassavica por 24 h. Controle positivo — 100 PPM de espinosade e
0% de sobrevivéncia. Controle negativo DMSO - 3%. LCso = 61,25 PPM (seta cinza)
calculado usando GraphPad Prism 6. Diferencas estatisticamente significativas foram
calculadas por regressdo nao linear polinomial cubica (P < 0,05). O experimento
consistiu de 5 larvas por concentracao e foi realizado em triplicata, totalizando 15 larvas

por ensaio.

A partir da realizacdo de cromatografia classica para a fracdo VCFD 11, foram
obtidas seis fracdes que foram testadas na concentracdo de 100 PPM por 24 h e o
controle H.O e DMSO- 3%. Como resultado, a fracdo VCFD 11.6 apresentou 100% de
letalidade contra as larvas de 3° instar de A. aegypti (Figura 18).
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Figura 18. Atividade larvicida das fragdes de VCFD 11 contra larvas de 3° instar de
Aedes aegypti. Todas as fragbes (1,2,3,4,5,6) foram testadas na concentracdo de 100
PPM por 24 h. Controle negativo H2O e DMSO - 3%. O experimento consistiu de 3 larvas

por concentracéo e foi realizado em triplicata, totalizando 9 larvas por ensaio.

5.4 Efeitos da fracdo VCFD 11.6 na morfologia do exoesqueleto das larvas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Apos verificarmos que a fragdo VCFD 11.6 era a mais letal para as larvas de A.
aegypti, as larvas submetidas & essa fragdo foram coletadas e analisadas em
esteriomicroscépio. As larvas submetidas ao tratamento com a fracdo VCFD 11.6
apresentaram sobreposicdo da cuticula nos segmentos abdominais, encurtamento
corporal, maior fragilidade, e uma coloragdo mais escura principalmente na regido do
térax e sifao respiratério. Em contrapartida, as larvas controle, apresentavam uma
aparéncia trasnparente, corpo com aspecto alongado e vermiforme, com segmentos

bem definidos, e epiderme mais resistente (Figura 19 A e B).
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Figura 19. Morfologia geral das larvas de 3° instar de Aedes aegypti expostas a 100
PPM da fracdo de VCFD 11.6 por 24 h observadas em estereomicroscopio. A — Larva
do controle negativo DMSO 3%. B — Larva tratada com 100 PPM da fragdo de VCFD
11.6. O experimento consistiu de 3 larvas por concentragao e foi realizado em triplicata,
totalizando 9 larvas por ensaio.

A fim de avaliarmos as altera¢cdes micromorfoldgicas, as larvas submetidas a fracédo
VCFD 11.6 foram observadas através do microscopio eletrénico de varredura. As larvas
do controle apresentaram aparéncia vermiforme e alongada, com 0s segmentos do
corpo bem definidos — cabeca, térax, abdome, sifédo respiratorio e lobo anal, exibindo
uma morfologia vigorosa, resistente e bem delimitada (Figura 20 A — D). Por outro lado,
as larvas submetidas ao tratamento com a Fracdo VCFD 11.6 apresentaram alteracfes
em tamanho, com aspectos encolhido e curvado e grande fragilidade, o que causou o
rompimento do corpo da larva na regido abdominal. Além disso foi observada uma
auséncia da delimitacdo dos segmentos em todo o exoesqueleto, com destaque ao
segmento abdominal. A regido do siféo respiratorio e lobo anal também apresentaram
sinais de encolhimento, perda de segmentacdo e maior fragilidade (Figura 20 E — H).
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Figura 20. Aspectos micromorfolégicos das larvas de 3° instar de Aedes aegypti observados através do microscopio eletrénico de varredura. A
a D — Larva controle negativo H>O e DMSO 3%. E a H — Larva tratada com 100 PPM da Fracdo VCFD 11.6. ca = cabeca; tx = térax; ad = abdome;
la = lobo anal; sr = siféo respiratério. Barras: A —200 um; B — 100 um; C — 100 pum; D — 200 pm. E — 200 pum; F — 200 pum; G — 100 pm.
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5.5. Identificacdo de substancias na fracao ativa VCFD 11.6

O perfil quimico da fragdo VCFD 11.6 aparentava-se como isolada, contudo,
constatamos atraves da técnica de espectrometria de massas acoplada a cromatografia
gasosa (CG/EM) uma mistura complexa, apresentando varios picos, destes, foram
selecionados onze picos majoritarios comparados com os espectros fornecidos pela
biblioteca (NIST/EPA/NIH). Esses onze picos possuem 0s seguintes tempos de
retencao (RT): Pico 1: 7.080 min (10.888%), Pico 2: 7.640 min (7.041%), Pico 3: 8.075
min (2.898%), Pico 4: 9.816 min (4.706%), Pico 5: 13.051 min (18.458%), Pico 6: 13.123
min (7.020%), Pico 7: 13.490 min (6.603%), Pico 8: 13.903 min (5.280%), Pico 9: 14.283
min (9.405%), Pico 10: 17.572 min (10.839%) e Pico 11: 19.204 min (12.035%) (Figura
21). Destes onze picos, selecionamos oitos que possuem maior porcentagem de
similaridade com os espectros disponiveis na biblioteca (NIST/EPA/NIH).
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Figura 21. Cromatograma obtido por CG/EM para a Fragdo VCFD 11.6 demonstrando

0s tempos de retencdo e porcentagem de abundancia.
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O pico 3 (RT 8.075 min) apresenta o sinal do ion molecular em m/z 204 [M+] (Figura),
coerente com a férmula molecular CisH24. Os valores dos sinais foram 93% similares
aos valores do espectro do p-copaeno disponivel na biblioteca (NIST/EPA/NIH) (Figura
22).
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Figura 22. Espectro de massas para o pico 3 (RT 8.075 min) da Fracdo VCFD 11.6
comparado com o espectro de B-copaeno da biblioteca (NIST/EPA/NIH).
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O pico 4 (RT 9.685 min) apresenta o sinal do ion molecular em m/z 204 [M+] coerente
com a férmula molecular CisH24. Os valores dos sinais foram 92% similares aos valores

do espectro do &-cadinene disponivel na biblioteca (NIST/EPA/NIH) (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de massas para o pico 4 (RT 9.685 min) da Fragdo VCFD 11.6
comparado com o espectro de d-cadinene da biblioteca (NIST/EPA/NIH).

O pico 5 (RT 9.816 min) apresenta o sinal do ion molecular em m/z 204 [M+] coerente
com a férmula molecular C1sH24. Os valores dos sinais foram 93% similares aos valores
do espectro naftaleno,l1,2,3,4,4a,7-hexadidro-1,6-dimetil-4-(1-metiletil) disponivel na

biblioteca (NIST/EPA/NIH) (Figura 24).
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(replib) Naphthalene, 1,2,3,4,4a,7-hexahydro-1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)-
Figura 24. Espectro de massas para o pico 5 (RT 9.816 min) da Fracdo VCFD 11.6
comparado com o espectro de naftaleno,l1,2,3,4,4a,7-hexadidro-1,6-dimetil-4-(1-

metiletil) da biblioteca (NIST/EPA/NIH).

O pico 6 (13.051 min) apresenta o sinal do ion molecular ausente, coerente com a
formula molecular CxoH400. Os valores dos sinais foram 94,4% similares aos valores do

espectro do fitol disponivel na biblioteca (NIST/EPA/NIH) (Figura 25).
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Figura 25. Espectro de massas para o pico 6 (RT 13.051 min) da Fracdo VCFD 11.6
comparado com o espectro de fitol da biblioteca (NIST/EPA/NIH).

O pico 7 (RT 13.123) apresenta o sinal do ion molecular em m/z 268 [M+] coerente
com a férmula molecular CigH36O. Os valores dos sinais foram 95% similares aos

valores do espectro do hexahidrofarnesil acetona disponivel na biblioteca

(NIST/EPA/NIH) (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de massas para o pico 7 (RT 13.123 min) da Fracdo VCFD 11.6

comparado com o espectro de hexahidrofarnesil acetona da biblioteca (NIST/EPA/NIH).

O pico 8 (RT 13.490 min) apresenta o sinal do ion molecular ausente, coerente com

a férmula molecular C»;H420,. Os valores dos sinais foram 93,2% similares aos valores

do espectro do acetato de fitol disponivel na biblioteca (NIST/EPA/NIH) (Figura 27).
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Figura 27. Espectro de massas para o pico 8 (RT 13.490) da Fracdo VCFD 11.6
comparado com o espectro de acetato de fitol da biblioteca (NIST/EPA/NIH).

O pico 10 (RT 14.283 min) apresenta o sinal do ion molecular em m/z 256 [M+]
coerente com a férmula molecular C1sH3202. Os valores dos sinais foram 87% similares

aos valores do espectro do acido hexadecandico disponivel na biblioteca

(NIST/EPA/NIH) (Figura 28).
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Figura 28. Espectro de massas para o pico 10 (RT 14.283 min) da Fracdo VCFD 11.6
comparado com o espectro de acido hexadecandico da biblioteca (NIST/EPA/NIH).

O pico 11 (RT 17.572 min) apresenta o sinal do ion molecular em m/z 268 [M+]
coerente com a férmula molecular C1gH360. Os valores dos sinais foram 83% similares

aos valores do espectro do octadecanal disponivel na biblioteca (NIST/EPA/NIH) (Figura

29).
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Figura 29. Espectro de massas para o pico 11 (RT 17.572 min) da Fracdo VCFD 11.6

comparado com o espectro de octadecanal da biblioteca (NIST/EPA/NIH).

Os resultados das analises através da CG-EM da fragcdo VCFD11.6, que foram

obtidas da particdo diclorometano do extrato bruto metandlico das folhas de

V.

curassavica, permitiu identificar, ao todo, 08 substéncias com porcentagem de

similaridade acima de 80% comparado com 0s espectros disponiveis na biblioteca

(NIST/EPA/NIH). Foi possivel identificar terpenos e substancias de outras classes. A

Tabela 8 indica a estrutura quimica, nome, classe, formula molecular das substancias

identificadas.



Tabela 8. Substancias identificadas com CG-EM na fragdo VCFD11.6.

acetona

Estrutura quimica Nome Classe Férmula Fracéao
molecular identificada
/\)\/\)\/\)\/\)\ fitol Terpeno C20H100 VCFD11.6
HO™ \F (diterpeno)
o) acetato de fitol Terpeno C22H4202
)J\O/\)\/\)\/\)\/\)\ (diterpeno)
H B-copaeno Terpeno CisHoa
- \k (sesquiterpeno)
///" H
1,2,3,5,8a- Terpeno CisHzs
hexahidro-4,7- (sesquiterpeno)
dimetil-1-(1-
metietil)-naftaleno
o-cadinene Terpeno CisH2a
(sesquiterpeno)
O acido Outras CisH320-
PSS hexadecandico
OH
R T TR S Vg VT VN octadecanal Outras C1sH360
hexahidrofarnesil Outras C1gH360

65
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6. DISCUSSAO

Nossa pesquisa buscou integrar a caracterizagdo anatdbmica e histoquimica das
folhas de V. curassavica, com a bioprospec¢do de suas substancias bioativas, que
conferiram atividade larvicida contra larvas de terceiro instar de A. aegypti. Através
desse estudo conseguimos demonstrar que os tricomas glandulares (figura 11 B) sao
0s principais sitios de producao de metabdlitos secundarios que apresentaram atividade
larvicida contra A. aegypti.

A presenca de mudltiplos tipos de tricomas em ambas as faces da folha € uma
caracteristica marcante da familia Boraginaceae (Metcalfe & Chalk 1979). Os tricomas
tectores curtos de formato codnico (Figura 11 C) sdo um dos mais caracteristicos da
familia e sdo os responsaveis por conferir o aspecto enrugado da superficie foliar da
maioria das espécies de Boraginaceae (Solereder, 1908; Metcalfe & Chalk, 1957;
Gottschling, 2003). No caso especifico de V. curassavica 0s tricomas tectores curtos
estao presentes em abundéancia apenas na face adaxial da folha sendo o responsavel
por conferir o aspecto piloso das folhas (Ventrella & Marinho, 2008).

Adicionalmente, a presenca dos tricomas tectores longos (Figura 11 D) com células
subsidiarias organizadas em forma de roseta dispostas acima da epiderme, também foi
encontrado em maior abundancia na face abaxial da folha, principalmente sobre as
nervuras de V. globosa e V. leucephala, o que parece ser uma caracteristica taxonémica
importante para a familia Boraginaceae (Tdlkey et. al., 2013 e 2015; Leal-Costa, 2017).
Os tricomas tectores geralmente ndo estdo envolvidos diretamente na producdo e
armazenamento de metabdlitos secundarios bioativos, embora possam estabelecer
ligagBes covalentes entre elementos da parede celular e compostos fendlicos (Gostin,
2023). No entanto, € uma caracteristica mais relacionada a eventos de fotoprotecdo e
restricbes a perda de &gua pelas plantas do que efetivamente na resisténcia a
estressores bidticos (Karabourniotis & Liakopoulos 2020).

A presenca dos tricomas glandulares globulares (Figura 11 B) e reniformes (Figura
11 A) também foi descrito por Leal-Costa (2017) e Ventrella & Marinho (2008) nas folhas
de V. curassavica. No entanto, os autores demonstraram que a distribuicdo desses
tricomas ocorriam em ambas as faces foliares, o que difere dos nossos resultados, uma
vez que, identificamos a presenca dos tricomas reniformes apenas na face abaxial das
folhas. Essa diferenca na distribuicdo dos tricomas pode ser justificada pela plasticidade
apresentada pela espécie em decorréncia das variadas condicdes ambientais as quais

estao submetidas (Feij6 et al., 2014).
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Em geral, os tricomas glandulares sdo descritos como sitios de producdo e
armazenamento de metabdlitos secundarios, como Oleo essencial, que sao
responsaveis pelas atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana e larvicida de V.
curassavica (Carvalho Jr. et al., 2004; Ventrella & Marinho, 2008; Feij6 et al., 2014;
Santos et al., 2006). A externalizacdo da secre¢do dos tricomas glandulares ocorrem
pelo rompimento das cabecas em regifes mais sensiveis da cuticula ou através de
poros (Ascensédo & Pais, 1987; Figueiredo & Pais, 1994; Ascensdo et al., 1995; Serrato-
Valenti et al., 1997; Biso et al., 1999). No caso de V. curassavica a provavel
externalizacdo da secrecdo ocorre através da ruptura da cabeg¢a, uma vez que nao
foram encontrados poros secretores (Ventrella & Marinho 2008).

Os resultados obtidos através das analises histoquimicas dos tricomas glandulares
de V. curassavica convergem em grande parte com os encontrados por Ventrella &
Marinho (2008), onde compartiihamos a presenca de lipidios, 6leos essenciais e
substancias fendlicas nos tricomas glandulares globulares.

A marcacao positiva para lipidios e principalmente para os 0leos essenciais nos
tricomas glandulares de V. curassavica destacam a bioatividade da secrecdo desses
tricomas. Segundo S4 et al. (2022) 6leos essenciais sdo alvos de diversos estudos que
apontam o seu potencial bioinseticida a partir de partes de plantas (Gosh, 2012). Os
6leos essenciais sdo compostos por terpenos lipofilicos, fenilpropanoides ou derivados
de hidrocarbonetos alifaticos com cadeias curtas e peso molecular baixo (Viegas Junior,
2003). Os monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos sdo um dos principais
constituintes dos 6leos essenciais e tem demonstrado excelentes atividades inseticidas
contra 0 mosquito A. aegypti (Viegas Junior, 2003; Simas et. al., 2004).

A presenca de Oleos essenciais em extratos vegetais € uma caracteristica
considerada promissora na obtencdo de inseticidas boténicos, pois representam
menores riscos ao ambiente e menor toxicidade aos seres humanos, além disso, os
inseticidas botanicos podem ser produzidos a partir da composicdo de substancias
bioativas, que em conjunto, agem sinergicamente, reduzindo as possibilidades de
desenvolvimento de resisténcia dos insetos-alvo aos inseticidas (Kumar et al., 2020;
Goodarzi et al., 2019; Bilal et al., 2017; S& et al., 2022).

Para ser considerado um extrato ativo, devem apresentar LCso na concentracdo de
100 pg/mL ou 100 PPM (Koma lamisra et al., 2005; Cheng et al., 2003). Sendo assim,
neste presente trabalho, realizamos a extragéo total dos metabdlitos secundérios das
folhas de V. curassavica, utilizando metanol 100% e o extrato bruto foi submetido ao
ensaio larvicida contra as larvas de terceiro instar de A. aegypti, mostrando-se um

extrato ativo, visto que, apresentou LCsode 100 yg/mL ou 100 PPM (Figura 14). Por
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isso, demos seguimento ao isolamento bioguiado das substancias que apresentam tal
potencial larvicida. Para isso, fizemos as particdes liquido-liquido e observamos que
apenas a particdo de diclorometano foi capaz de reduzir a sobrevivéncia larval em
aproximadamente 50% (Figura 15), sendo, portanto, considerada um extrato ativo como
relatado anteriormente.

Na literatura séo descritos trabalhos que demonstram a atividade larvicida para A.
aegypti de extratos vegetais, de acordo com Bakar et al. (2018), o extrato metandlico da
espécie Melaleuca cajuputi apresentou LCso = 183 pg/mL. Hari & Mathew (2018),
relataram LCso = 50 pug/mL para extrato de derivado de éter de petrdleo de Tecoma
stans.

Em seguida, com o fracionamento da particdo diclorometano obtivemos 13 fragcbes
(VCFD 1, 2,3 ,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12 e 13), dentre estas, a fragdo VCFD 11 foi a que
mostrou potencial larvicida contra larvas de terceiro instar de A. aegypti, apresentando
LCs0-61,25 PPM (Figura 17), mostrando melhor atividade larvicida do que os resultados
apresentados por Santos et al. (2006) para 6leo essencial de V. curassavica e Cordia
leucomalloides que relatou LC50 = 97,7 ug/mL e 63,1 yg/mL respectivamente. Fizemos
entdo um novo fracionamento da fracdo VCFD 11 e obtivemos 6 fra¢cdes (VCFD 11.1,
11.2,11.3,11.4,11.5 e 11.6) todas elas foram testadas na concentragédo de 100 PPM e
observamos que esta foi a concentracdo letal, levando a 100% de mortalidade das
larvas na fragdo VCFD 11.6 (Figura 18), enquanto os resultados dos 0leos essenciais
descritos por Santos et al. (2006) mostrou letalidade de 100% nas concentragfes de
500 e 250 PPM para ambas as espécies estudadas. Dessa forma, concluimos que o
método de fracionamento bioguiado do extrato vegetal de V. curassavica, mostrou um
melhor resultado como larvicida do que a utilizagdo do 6leo essencial da mesma
espécie.

Sendo assim, com o0 objetivo de identificar as substancias responsaveis por esta
promissora atividade larvicida, realizamos CG-EM da fragéo ativa (VCFD 11.6) (Figura
21) e como resultado foram identificadas as substéncias descritas na Tabela 8.
Observamos que a maior parte das substancias encontradas nessa fracao pertencem a
classe dos terpenos (diterpenos e sesquiterpenos), estes resultados corroboram com os
relatos da revisdo de literatura dessa espécie que apontam a classe dos terpenos como
substancias bioativas (Viegas Junior et al., 2003). Os resultados obtidos nas analises
histoquimicas (Figura 13) no presente estudo, evidenciaram que o0s tricomas
glandulares globulares sé&o os responsaveis pela producdo e armazenamento dessas

substancias da classe dos terpenos, visto que, estes s&o 0s principais constituintes dos
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Oleos essenciais (Figura 13 C), podendo variar sua composicdo de acordo com as
diferentes condi¢des abibticas (Fracassetti et al., 2019).

Por fim, o presente estudo buscou analisar os efeitos na morfologia das larvas
submetidas a fracdo mais téxica (VCFD 11.6). Para tal, as larvas foram observadas em
estereomicroscopio (Figura 19). Nityasree (2020) descreveu os resultados encontrados
na observacdo das larvas de terceiro instar de A. aegypti submetidas ao extrato
metandlico de Solanum lycopersicum em microscépio Optico: larvas altamente
danificadas; enrolamento das larvas; alterac6es morfologicas diferentes com danos no
trato digestivo; danos no trato respiratério; cabeca encolhida com manchas escuras,
enquanto que para as larvas do controle, nenhuma alteracdo foi observada. Os
resultados se assemelham aos encontrados nesse estudo. Outro fator concomitante é
a composicao quimica do extrato obtido por Nityasree (2020) que identificou o acetato
de fitol, mesmo diterpeno identificado no presente estudo para o extrato de folhas de V.
curassavica. Aciole (2009) submeteu as larvas de terceiro instar de A. aegypti ao 6leo
essencial de V. curassavica e observou as alteragbes morfolégicas das larvas, que
apresentaram escurecimento elevado na cabegca e em ambas as extremidades do
corpo, sendo mais evidente no lobo anal.

A fim de investigar os efeitos micromorfolégicos da fracdo mais téxica (VCFD 11.6)
sobre as larvas de terceiro instar de A. aegypti foi realizada a microscopia eletrénica de
varredura (Figura 12). Torres (2014) demonstrou que as larvas de terceiro instar de A.
aegypti submetidas aos 6leos essenciais das espécies Azadirachta indica, Melaleuca
alternifolia, Carapa guianensis e extrato fermentado de Carica papaya apresentaram
morfologia corporal e tegumentar intactas, com aspecto de desidratacdo por todo a
epiderme. Os nossos resultados demonstraram que a fragdo afeta significativamente a
estrutura e epiderme das larvas, indicando que a fragdo composta majoritamente por
sesquiterpenos e diterpenos alteram morfologicamente as larvas de terceiro instar de A.
aegypti.

O mecanismo de acdo dos metabdlitos secundarios obtidos das plantas, ainda é uma
incognita (Nityasree, 2020). Autores relatam que produtos naturais a base de plantas
causa danos ao intestino médio das larvas e danificam a enzina acetilcolinesterase
(AChE) (Ramam, 2012; Wang, 2019). Segundo Yadav (2014) os constituintes
fitoquimicos, como os alcaloides, terpenos e substancias fenodlicas isolados ou em
conjunto, podem causar a destruicdo dos mosquitos, agindo como repelentes, larvicidas
ou agentes de oviposi¢do. Ja o comportamento lento, quase estatico das larvas, pode
estar relacionado a agdo das substancias no sistema nervoso da larva, causando

dificuldades na movimentacéo, o encurtamento e encurvamento apresentado no corpo
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da larva, pode ser devido a contracdes musculares, o escurecimento visto em
estereomicroscopio, principalmente nas extremidades do corpo larval, pode ser devido

a sobreposicao das cuticulas dos segmentos do abdome (Abed et al., 2007).

7. CONCLUSAO

e Ostricomas identificados nas folhas de V. curassavica sdo de quatro tipos: tector
longo; tector conico curto; glandular globular e globular reniforme;

e As analises histoquimicas identificaram a presenca de lipidios; éleo essencial,
substancias fendlicas e alcaloides;

e O extrato bruto metandlico das folhas de V. curassavica apresentou atividade
larvicida promissora contra as larvas de terceiro instar de A. aegypti;

e A particdo diclorometano foi a que apresentou maior toxicidade contra as larvas
de terceiro instar de A. aegypti;

e A partir da fracdo (VCFD 11.6) foram identificadas oito substancias: fitol; acetato
de fitol; B-copaeno; 1,2,3,5,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metietil) -naftaleno; &-
cadinene; acido hexadecanoico; octadecanal e hexahidrofarnesil acetona.

e Apresentando uma mistura complexa da particdo diclorometano, com
majoritariedade de classes dos terpenos (diterpenos e sesquiterpenos);

e Foi possivel relacionar a morfologia e a biologia da secrecao pela presenca
positiva de 6leo essencial na cabeca do tricoma glandular globular, visto que
foram encontrados terpenos nas andlises de CG-EM,;

e Afragcdo VCFD 11.6 apresentou alta toxicidade contra as larvas de terceiro instar
de A. aegypti, onde foram observadas alteracdes no exoesqueleto, danos na
epiderme, cuticula, encurtamento do corpo larval e escurecimento das
extremidades;

e Foi possivel relacionar a agdo sinérgica das substancias fendlicas, dos terpenos
e dos alcaloides com o efeito morfolégico da fracdo VCFD 11.6 nas larvas;

e Os extratos das folhas de V. curassavica apresentam potencial biotecnoldgico
de suas substancias bioativas frente as larvas de terceiro instar de A. aegypti.

e Aintegracdo de estudos que abrangem diferentes areas (anatomia, fitoquimica
e atividade biolégica), nos fornece uma visdo ampla sobre as potencialidades
biotecnolégicas de espécies nativas da Mata Atlantica, destacando a
necessidade de ampliarmos os estudos de prospecc¢édo de compostos bioativos

ainda escondidos na biodiversidade floristica inerente desse bioma
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