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RESUMO

Devido a resisténcia que vem ocorrendo em Pasmodium falciparum e Plasmodium vivax aos
medicamentos em uso e o crescente numero de casos da malaria ha necessidade de buscar novas
estratégias de controle da doenca e uma delas pode ser o bloqueio de transmissdo de malaria
(Transmission Blocking Strategies -TBS) que nos ultimos anos teve aumentado interesse pela
mesma. Neste estudo foi utilizado o modelo laboratorial Anopheles aquasalis — Plasmodium
vivax frente a acdo de extratos e substancias extraidas de plantas da regido amazonica. Em P.
vivax ha caréncia de cultivo continuo in vitro por isso nesse estudo foi utilizado o modelo
experimental de alimentacdo de mosquitos através de membrana artificial, com sangue de
pacientes maldricos e substincias vegetais cis-cajucarina B extraida de ‘sacaca’ Croton
cajucara e 7-epi-gedunina sintetizada a partir de limonoides extraidos de 6leo ou torta residual
de ‘andiroba’ Carapa guianensis. Além das substancias, extratos aquosos da casca e galho de
‘acariquara-branca’ Geissospermum argenteum. Foram preparadas concentragdes dos extratos
e substancias, diluidas e oferecidas juntamente com sangue parasitado aos mosquitos por meio
de alimentadores de vidro. Para dilui¢ao das substancias, foi necessario padronizacdo de 0 a 5%
do diluente Dimetilsulféxido-DMSO, pois as substancias usadas nesse estudo ndo se dissolvem
em agua. Dentre essas concentracdes a que mais se ajustou aos testes foi a de 1%. Menor
nimero de ovos retidos e postos foi observado nas concentragdes de 1%DMSOPv- e
1%DMSOPv+, respectivamente. Maior infec¢do de mosquitos em 1%DMSOPv+. Além disso,
foi utilizada como droga de referéncia a ivermectina que na concentragdo de 200ng/mL
apresentou alta mortalidade de A4. aquasalis. O numero de oocistos de P. vivax variou
significativamente frente a agdo de DMSO/1ppmPV+ de cis-cajucarina quando comparado ao
controle de 1%DMSO/0ppmPV+. O nimero de oocistos frente a 100ppm/PV+ de concentracao
do extrato aquoso do galho de G. argenteum e 1000ppm/PV+ do mesmo extrato, diferiu
significativamente uma concentragdo da outra e 1000ppm/PV+ diferiu quando comparada a

0%ppm do mesmo extrato.

Palavras-chaves: Maldaria, bloqueio de transmissdo, plantas amazonicas, Plasmodium vivax



ABSTRACT

Due to the resistance that has been occurring in Pasmodium falciparum and Plasmodium vivax
to the drugs in use and the increasing number of malaria cases, there is a need to look for new
disease control strategies and one of them may be the blockage of malaria transmission
(Transmission Blocking Strategies - TBS) which in recent years has increased interest in it. In
this study we used the laboratory model Anopheles aquasalis - Plasmodium vivax against the
action of extracts and substances extracted from plants of the Amazon region. In P. vivax there
is a lack of continuous in vitro culture, so in this study we used the experimental model of
mosquito feeding through artificial membrane, with blood from malarial patients and cis-
cajucarina B extracted from 'sacaca' Croton cajucara and 7 -epi-gedunine synthesized from
limoids extracted from oil and 'andiroba' Carapa guianensis residual cake. In addition to the
substances, aqueous extracts of the bark and twig of 'acariquara-white' Geissospermum
argenteum. Concentrations of extracts and substances were prepared, diluted and offered along
with parasitized blood to mosquitoes by means of glass feeders. For dilution of the substances,
it was necessary to standardize 0 to 5% of the dimethylsulfoxide-DMSO diluent because the
substances used in this study do not dissolve in water. Among those concentrations that best fit
the tests was 1%. Lower numbers of eggs retained and laid were observed at concentrations of
1% DMSOPv- and 1% DMSOPyv +, respectively. Highest mosquito infection at 1% DMSOPv
+. In addition, ivermectin was used as a reference drug, which at the concentration of 200ng /
mL presented high mortality of A. aquasalis. The number of P. vivax oocysts varied
significantly against cis-cajucarin DMSO / 1ppmPV + action when compared to the 1% DMSO
/ OppmPV + control. The number of oocysts at 100ppm / PV + concentration of the aqueous
extract of the G. argenteum branch and 1000ppm / PV + of the same extract differed
significantly from each other and 1000ppm / PV + differed when compared to 0% ppm of the

same extract.

Keywords: Malaria, blocking transmission, amazon plants, Plasmodium vivax
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1. INTRODUCAO

1.1 A malaria

A malaria ¢ um grande problema de satude publica em paises tropicais e subtropicais
(Figura 1). As manifestagdes clinicas sdo febre, sudorese, calafrios e cefaleia, e, em casos
mais graves, hepato-esplenomegalia, convulsdes, inclusive podendo levar a 6bito.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2018 estima-se que
houve 228 milhdes de casos da doenga quando comparados aos dados de 2010 e 2017 em
que foram registrados 251e 23 1milhdes de casos, respectivamente. Ainda assim, O niimero
de mortes registradas foi de 405 mil em 2018 comparados ao niimero estimado de 416 mil
ocorridos em 2017. Criancas menores de 5 anos foram as mais afetadas com 67% dos casos

de morte (WHO 2019).
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Figura 1. Mapa do mundo mostrando os paises que apresentaram casos de malaria autdctones em 2018. Os
paises que ndo tiveram casos autdctones durante 3 anos consecutivos sdo considerados livres de malaria (Fonte:
WHO 2019).

No Brasil, em 2018 foram registrados 195.925 casos clinicos, 99.62% (195.193) dos
quais ocorreram na Regido Amazonica, onde, os Estados do Amazonas (36%), Para (25%),
Acre (17%) e Roraima (13%) contribuiram com 91% do total de casos registrados para a
regido (SIVEP-Maldria, 2019) (Figura 2). Na Regido Extra-Amazonica foi registrado um
aumento no numero de casos de maldria desde 2012, com 732 registros em 2018 e 207 até

junho de 2019. Os Estados com maior numero de casos registrados tem sido Sdo Paulo
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(25,12%), Rio de Janeiro (9,66%), Minas Gerais (9,17%), Parana (8,66%), Paraiba (7,24%)
(SIVEP-Maléria, 2019). Estudos recentes tem mostrado que a transmissao de malaria na
regido de Mata Atlantica tem um componente zoondtico, constituido pela espécie

Plasmodium simium que circula entre humanos e macacos (BRASIL et al., 2017).

Legenda

Risco de transmissao
Sem transmissdo
Baixo risco

Il Médio risco

Il Alto risco 0 500 1000 1500 km

I

Figura 2: Mapa do Brasil, mostrando areas de risco para malaria, por municipio de infecgdo, Brasil, 2018
(Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVS/MS).

1.2 Os vetores

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Culicidae e género
Anopheles (REY, 2013). Sao conhecidos popularmente como pernilongos, muricocas,
mosquitos-prego. O ciclo de vida é holometabolo, ou seja, passam pelos estadios de ovo,
larva pupa e adulto, sendo a fase adulta terrestre e as outras aqudticas. (Figura 3)

(FORATTINI, 2002; BRAGA & FONTES, 2000).

Fase aquatica

Fase terrestre

Figura 3: Ciclo de vida de Anopheles aquasalis. Adaptado de Rios-Velasquez, (2014)
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Das 475 espécies descritas do género Anopheles, 70 sdo consideradas vetores de
malédria (HARBACH, 2019). Segundo Rebélo et al. (2007) aproximadamente 55 espécies
sdo de ocorréncia no Brasil e destas as principais espécies incriminadas como transmissoras
fazem parte do subgénero Nyssorhynchus: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root 1926,
Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis Curry 1932 e Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis
Lynch-Arribalzaga, 1878 (GALARDO, 2010)

No Brasil, A. darlingi é considerada a principal espécie transmissora de Plasmodium
ao homem, entretanto tem sido pouco utilizada em estudos de interacdo patogeno -
hospedeiro devido a dificuldade de se obter colonias estaveis e por ser uma espécie
eurigimica (RIOS-VELASQUEZ et al., 2013; VILLARREAL-TREVINO et al., 2015;
MORENO et al., 2018). Anopheles aquasalis ¢ uma espécie facilmente colonizada em
condi¢des de laboratorio, por isso vem sendo utilizada como modelo para estudar suas
interacdes com o Plasmodium. Essa espécie esta distribuida na faixa litoranea das Américas
Central e do Sul (Figura 4), e ¢ considerada principal vetora na Venezuela, Trinidad e
Tobago, Guiana Francesa, Guiana e em dareas litordneas do norte e nordeste do Brasil
(DEANE et al., 1948; ZIMMERMAN, 1992; RUBIO-PALIS et al., 1992; CHADEE et al.,
1999). Na Regido Amazonica, tem sido encontrada naturalmente infectada com P. vivax, P.
falciparum e P. malariae (GALVAO etal., 1942; DEANE et al., 1948; POVOA et al., 2003;
SILVA et al., 2006a).
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Figura 4: Distribuicdo de 4. aquasalis na América Central e
do Sul.
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1.3 Plasmodium spp.: Agentes causadores da malaria

O agente patogénico causador da enfermidade é um protozoario pertencente a ordem
Haemosporida, familia Plasmodiidae, género Plasmodium. Seis espécies de Plasmodium sao
responsaveis por causar a doenga em humanos, dentre elas Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax e Plasmodium malariae circulam no Brasil (COX-SINGH et al., 2010;
MS 2019).

Plasmodium malariae causa malaria branda e ¢ pouco frequente no Brasil, sendo
responsavel por menos de 1% dos casos registrados. Plasmodium falciparum ¢ mais
predominante na Africa e é responsavel pelo maior nimero de mortes por maléria, no Brasil
causa aproximadamente 11% dos casos registrados (WHO 2018; SIVEP Maléria 2019).

Plasmodium vivax ¢ uma espécie amplamente distribuida no mundo, ¢ a mais
prevalente no Brasil, causando aproximadamente 87% dos casos registrados. Essa espécie
de Plasmodium causa uma maldria benigna, porém quadros clinicos graves, geralmente
associados a outras comorbidades, tem sido registrados nos tltimos anos (ALEXANDRE et
al. 2010, LACERDA et al. 2012, SIQUEIRA et al. 2012). O controle da malaria causada por
essa espécie de Plasmodium ¢ dificultada pela formacao de gametocitos em uma fase precoce
da infeccdo em humanos; formag¢do de hipnozoitos, que sdo formas hepaticas latentes
responsaveis por recaidas da doenca; pela auséncia de cultura in vitro, que dificulta estudos
sobre interacdo patdogeno — hospedeiro; pela apari¢do de pacientes assintomaticos, que
mantém a transmissao por ndo ser diagnosticados nem tratados (CARLOS et al., 2019).

Adicionalmente, os casos de malaria humana atribuidos a P. vivax-like foram
identificados, por técnicas moleculares, como sendo Plasmodium simium, espécie que tem
como principais hospedeiros naturais macacos em regides de Mata Atlantica (BRASIL et

al., 2017).

1.4 Ciclo de transmissao do Plasmodium spp.

A transmissdao comega quando esporozoitos sdo inoculados pelo mosquito (Figura 5),
durante o repasto, na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado. Esses esporozoitos
migram para o figado, invadem os hepatdcitos, se transformam em esquizontes, depois em
trofozoitos, e finalmente, em merozoitos, os quais sao liberados na corrente sanguinea onde
invadem os eritrocitos. Dentro dos eritrocitos, se transformam em esquizontes, trofozoitos,

e depois em merozoitos, que sdo liberados na corrente sanguinea e onde recomecam a
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invasao de outras células vermelhas. Alguns dos merozoitos se transformam em gametocitos,
formas infectantes para o mosquito (BAKER, 2010; WHITE et al., 2014; COWMAN et al.,
2016).
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Figura 5: Ciclo de vida do Plasmodium no homem e no mosquito. Fonte Center for Disease
Control and Prevention

Durante o repasto sanguineo o mosquito ingere os gametdcitos, os quais se
transformam em microgametas, masculinos, € macrogametas, femininos. Um microgameta
fecunda o macrogameta e forma o zigoto, que se transforma em oocineto, forma movel que
atravessa as células do epitélio intestinal. O oocineto, ao entrar em contato com a lamina
basal do epitélio intestinal, se transforma em oocisto, dentro do qual ocorrem replicacdes
mitoticas, e, por um processo de esporogonia, sdo fomados os esporozoitos. Apds 1 ou 2
semanas de desenvolvimento, o oocisto se rompe € os esporozoitos sdo liberados no
hemocele, de onde migram e invadem as glandulas salivares. No proximo repasto sanguineo
os esporozoitos das glandulas salivares sdo injetados junto com a saliva no hospedeiro

vertebrado (BATON & RANFORD-CARTWRIGHT, 2005).
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1.5 Resisténcia de Plasmodium spp.

A cloroquina vem sendo o tratamento contra malaria aguda por P. vivax durante mais
de 50 anos, porém ja estd associada a esse parasito resisténcia desde 1989 em Papua Nova-
Guiné (SCHUURKAMP et al., 1992). Na América do Sul, Phillips et al. (1996) relataram
pela primeira vez, na Guiana, a resisténcia desse parasito e, no Brasil Alecrim et al. (1999)
também relataram resisténcia a cloroquina e a mefloquina, especificamente, na regido
amazonica. Na Bolivia, Afiez et al. (2015) encontram 6,5% de resisténcia a cloroquina
desenvolvida pelo P. vivax.

Neste contexto, a resisténcia do P. vivax a Cloroquina associada a ocorréncia de
quadros clinicos graves requer de mais estudos para entender a interagdo do parasito com
seus hospedeiros. Somado a essa situagdo, existem outras duas importantes particularidades
que torna mais dificil a eliminagdo desse parasito: a formagdo de hipnozoitos bem como
gametocitos precoces (MUELLER et al., 2009; FEACHEM et al., 2010).

Das espécies de Plasmodium a que desenvolve resisténcia com maior frequéncia é P.
falciparum. Esse ¢ um problema que vem sendo estudado intensamente, a resisténcia ocorreu
de forma lenta, hoje ¢ comum nos lugares onde hé4 grande pressdo das drogas antimalaricas.
Por meio de varios mecanismos a resisténcia pode se desenvolver, por exemplo, alteragdes
na permeabilidade ou transporte e inativagdo da droga ou mudancas em alvos moleculares
que geram diminui¢do da afinidade de ligagdo do inibidor. Essas alteracdes sdo originadas
por meio de mutacdes em genes ligados as moléculas-alvo dos medicamentos antimalaricos
(WINSTANLEY, 2001).

Segundo Pleter et al. (2010) a resisténcia de P. falciparum a cloroquina tem sido
reportada ha anos e esta relacionada ao polimorfismo em dois genes do parasita, o pfcrt
(localizado no cromossomo 7 e que codifica uma proteina transportadora de membrana
vacuolar) e o pfindrl (localizado no cromossomo 5 e associado a um transportador ligado a
resisténcia a multiplas drogas), relacionado com a resisténcia também a outros antimalaricos,
como por exemplo, a mefloquina, quinina e halofantrina. Em P. vivax, os Loci MS8 e MSP1-
B10 sao associados a resisténcia a cloroquina na Amazonia brasileira (LIZCANO et al.,
2014). Dessa forma, h4 necessidade de buscar novas alternativas de controle da malaria,
principalmente considerando a resisténcia do P. falciparum (PLETER et al., 2010) e do P.

vivax (ANES et al., 2015) aos medicamentos utilizados.
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1.6 Bloqueio de transmissio

Nos tltimos anos tem aumentado o interesse no desenvolvimento de estratégias para
o bloqueio da transmissdo de maldria (transmission blocking strategies-TBS), as quais
utilizam como alvos potenciais estagios de desenvolvimento do vetor ou do parasito para
controlar a doenga. Dessa forma, as TBS buscam prevenir a infec¢do dos mosquitos vetores
pelos parasitos. Atualmente, as principais TBS se baseiam na busca por drogas gametocidas,
vacinas de bloqueio de transmissdo e “constru¢do” de mosquitos refratarios a infeccao pelo
Plasmodium (LAVAZEC & BOURGOUIN, 2008; GONCALVES & HUNZIKER, 2016).

A primeira TBS explorada foi o uso de drogas antimaldricas, tais como a terapia
combinada a base de artemisinina (T.C.A.) (artemisinina-piperaquina) com baixas doses de
PQ (primaquina). O principio dessa estratégia ¢ eliminar os gametdcitos no hospedeiro
humano, ficando os pacientes “ndo — infectivos” para o mosquito. O problema desse
esquema de tratamento € que nao pode ser aplicado em mulheres gravidas, nem em criangas
menores de 5 anos, e se deve ter os devidos cuidados com pacientes deficientes em glicose-
6-Fosfato desidrogenase (G6PD) pelo risco de causar hemolise. No entanto, ndo se sabe ao
certo se a diminuicao da parasitemia ¢ consequéncia direta da eliminacdo de gametdcitos
(efeito da PQ) ou a eliminacdo dos merozoitos que se transformardo em gametocitos (efeito
da ACT) (SONG et al., 2010).

Os estudos atualmente estdo focados na fase de gametdcitos tardios, que também
incluem a fase dos parasitos no mosquito. A maior preocupagdo com esse alvo € a janela
entre o tempo da infecgdo, para essa fase do parasito, e o tempo de duragdo da agao da droga
testada. A eliminagdo do gametdcito tardio poderia deixar vivos os gametdcitos imaturos
que posteriormente amadurecerdo e infectardo os mosquitos (GONCALVES &
HUNZIKER, 2016).

Segundo Bousema & Drakeley, (2011) a gametogénese passa por cinco fases, no
sangue periférico e os gametdcitos de P. vivax duram em torno de 3 dias. Porém, a
efetividade da transmissao depende da proporcao dos gametocitos maduros e da proporcao
dos gametas masculinos e femininos (DA et al., 2015).

Um ponto importante para avaliar a atividade gametocida de uma substincia ¢ a
comprovacgdo da sua capacidade para reduzir ou bloquear a transmissao do Plasmodium do

humano para o mosquito. Esse tipo de ensaio requer a realiza¢ao de infec¢des experimentais



24

de mosquitos, usando membranas artificiais, com gametocitos de Plasmodium
(BIRKHOLTZ et al., 2016).

Além do exposto anteriormente, para os proximos anos o desenvolvimento de
vacinas visa a alcangar a reducdo da transmissdo por meio do ataque imunoldgico aos
estagios sexuais do parasito ou no ciclo de vida do mosquito. Dessa forma, proteinas de
superficie dos gametdcitos, gametas, zigoto, oocineto sao alvos nessa estratégia de controle
(CARTER, 2001; TOMAS et al., 2001; BOUSEMA & DRAKELEY, 2011).

Ainda como tentativa de bloqueio de transmissdo, vem sendo desenvolvidos estudos
com uso de mosquitos, pois esses desenvolvem mecanismos naturais € conseguem combater
o Plasmodium, mas uma pequena parte deles conseguem ser refratarios a infecg¢ao
(FERREIRA et al., 2004; CIRIMOTICH et al., 2010). Basicamente, existem trés categorias
desses estudos: substituicdo da populacdo, acionamento de mecanismos de genes artificiais
e organismos geneticamente modificados (LUISA & HENDRICKX, 2013).

Por ultimo, organismos tais como: bactérias e fungos (DURVASULA et al., 1997;
WANG et al.; 2012) e virus (REN et al., 2008) vem sendo propostos como aliados no
bloqueio da transmissdo da maldria.

A caréncia de cultura continua in vifro de P. vivax tem inviabilizado varios desses
estudos, mas pesquisas podem ser feitas com base em infecgdes experimentais
(PANICHAKUL et al., 2007).

Neste sentido, muitos esforcos vem sendo desempenhado na busca de novas
estratégias por parte de pesquisadores no que diz respeito ao bloqueio da transmissdo da
malaria por meio de vacinas (GONCALVES & HUNZIKER, 2016; MIURA et al., 2016),
drogas (GONCALVES & HUNZIKER, 2016; BHAGAVATHULA et al., 2016) e
microrganismos (FANG et al., 2011; BOISSIERE et al., 2012) como tentativa de interromper
o ciclo de vida do parasito no vetor .

Diante disso, ¢ que neste trabalho foi feita avaliagdo do efeito de extratos e
substancias de plantas amazonicas no bloqueio da transmissao de P. vivax, usando o modelo

A. aquasalis - P. vivax e sistemas de infeccdo experimental através de membrana artificial.

1.7 Antimalaricos naturais de plantas
Dentro desse contexto, espécimes vegetais marcam o historico de busca de
antimalaricos, um dos primeiros compostos utilizados foi a quinina isolada a partir da

Cinchona (GREENWOOD et al., 2008; BARREIRO & BOLZANI, 2009). No século XX,
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foi bastante utilizada até o surgimento de outras drogas como, por exemplo, a artemisinina
e seus derivados (LA-SCALEA et al.,, 2007). A quinina se manteve como principal
tratamento antimalarico até a década de 1920, quando entdo outros antimaldricos mais
eficazes passaram a ser usados, como por exemplo a cloroquina (ACHAN et al., 2011).

Segundo Manzali (2011) a eficacia no tratamento da malaria com uso de cloroquina
durou até surgirem os relatos de recidiva de P. falciparum na década de 1960 devido ao uso
exacerbado em algumas localidades. Embora seja preocupante a situagdo quanto ao uso dos
antimalaricos em questdo, o quinino ainda € usado nos dias de hoje em casos de malaria ndao
complicada, porém o tratamento durante sete dias, sendo administrado trés vezes ao dia leva
a resultados abaixo do esperado e podera possibilitar o desenvolvimento de resisténcia a esse
medicamento (ACHAN et al., 2011).

A artemisinina foi descoberta na China e extraida de plantas da espécie Artemisia
annua, bastante usada para o tratamento de febres por curandeiros rurais na China
(UDAYKUMAR, 2014). Os derivados de artemisinina (artesunato, artemeter e
dihidroartemisinina) conseguem de forma rapida reduzir o numero de parasitos (WHO,
2006). Devido a curta meia vida da artemisinina, esta por sua vez passou a ser combinada
com outros farmacos (amodiaquina, lumefantrina, mefloquina ou sulfadoxina-
piremetamina) de longa meia vida para que a acdo tornasse mais eficaz e assim removidos
0s parasitos restantes, a essa combinagao foi dado o nome de terapéutica de combinagdo com
artemisinina (TCA) (WHO, 2008).

Atualmente, a artemisinina ainda € considerada o farmaco de primeira linha
terapéutica, principalmente na combinacdo das formulagdes de ACTs, mas estudos ja
demonstraram resisténcia dos parasitos a mefloquina (PHYO et al., 2012).

Os antimalaricos tem por base produtos naturais de plantas e de acordo com suas
caracteristicas quimicas podem ser agrupados da seguinte forma: quinolinometanois naturais
(quinina), 4-aminoquinolinas (cloroquina) e (amodiaquina), 8-aminoquinolinas
(primaquina),  quinolinometanois  sintéticos:  (mefloquina), fenantrenometanois:
(halofantrina), lactonas sesquiterpénicas: (derivados da artemisinina — artemeter, arteeter,
artesunato, 4cido artelinico, diidroartemisina), naftacenos: (tetraciclinas) doxiciclina,
liconsaminas: clindaminica (PIMENTEL et al., 2007).

Neste sentido, pesquisas vem sendo desenvolvidas no Laboratério de Principios
Ativos da Amazonia (LAPAAM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA)

a partir da flora amazdnica com objetivo de descobrir novas plantas que possam contribuir
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com a descoberta de novos principios ativos contra a transmissao de malaria. Sendo
avaliadas neste estudo as espécies: Carapa guianensis, Croton cajucara ¢ Geissospermum

argenteum.

1.7.1 Carapa guianensis (Andiroba)

A Carapa guianensis, conhecida popularmente por andiroba (Figura 6) ¢ nativa da
regido amazonica, pertencente a familia das meliaceas a madeira e o 6leo sdao os produtos
mais importantes desse vegetal (PINTO et al., 2013). Distribuida pela América do Sul, pode
ser encontrada também no Oeste da India, Sul da Africa, sdo arvores de grande porte de até
30 m de altura e 1,20 m de largura. A copa é de tamanho médio, casca de coloragdo
avermelhada e de sabor amargo (MENDONCA & FERRAZ, 2007; SCOTTI-SAINTAGNE
etal., 2013).

Figura 6: Sementes de Carapa guianensis Fonte: http://diasdacruz.com.br/glossario-fitoterapicos

Pereira et al. (2014) estudando residuos de Carapa guianensis, (andiroba) (Figura-
6), reportou que um dos limonoides da referida arvore denominado 6a-acetoxigedunina
apresentou significante atividade em testes antimaldricos in vivo, inicialmente, usada neste
estudo. Do seu trabalho de tese de doutorado Pereira et al. (2018) fez a semissintese de 7-
epigedunina (Figura7) e cedeu para este projeto, pois acredita-se que por ser limonoide deva
ter alguma atividade antimalédrica. Os limonoides que apresentam estrutura geduninica
apresentam atividade antimalarica, por exemplo a gedunina € a que apresentou maior efeito
antimalérico contra cepas de P. falciparum (MACHINNON et al., 1997; BICKII et al.,
2000).


http://diasdacruz.com.br/glossario-fitoterapicos
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Figura 7. Reacdo de semissintese e estrutura quimica de 7-epi-gedunina. Fonte: (PEREIRA, 2014)

Segundo Amaral & Fierro (2013) a referida planta apresenta propriedades medicinais
contra inflamagdes. Além dessas propriedades, a producdo de sabonetes medicinais e os
residuos da extragdo do 6leo sdo utilizados na fabricacdo de repelentes de insetos, como por
exemplo, Aedes aegypti e mosquitos do género Anopheles.

Basicamente, seus efeitos fitoterapicos sdao decorrentes das propriedades
fitoquimicas presentes, o 0leo apresenta principios ativos como glicerideos, acidos graxos e
tetranortriterpenoides (TNTPS) (MECCIA et al., 2013; MOYA et al., 2015) e o sabor
amargo relacionado a presenga de limonoides (HENRIQUES & PENIDO, 2014;
WANZELER et al., 2018). O 6leo de C. guianensis foi eficaz in vitro contra P. falciparum
e in vivo contra Plasmodium berghei em ratos. Neste contexto, Miranda Junior et al. (2012)

observaram que contra P. falciparum o 6leo foi eficiente.

1.7.2 Croton cajucara (Sacaca)

Croton cajucara Benth ¢ uma Euphorbiaceae e o género Croton encontra-se como
segundo representante em maior nimero dentro dessa familia (BERRY et al., 2005).
Conhecida popularmente como ‘sacaca’, Croton cajucara (Figura 8) € uma espécie muito

conhecida na regido norte do Brasil e atribuidos a ela efeitos fitoterapicos (CHAVES et al.,



28

2006; COSTA et al., 2007). Inclusive, a infusdao das folhas e da casca do caule tem sido
usada contra malaria (ODONNE et al., 2013) e sintomas de enfermidades: diabetes,
colesterol ruim, diarreia, inflamagao da vesicula (DI STASI et al., 1994; BIGHETTI et al.,
1999; SILVA et al., 2005b).

Figura 8: Croton cajucara. Fonte: https://www.researchegate.net/publicaton/283648442

Campbell et al. (1972) com base em estudos fitoquimicos avaliaram os componentes
quimicos do 6leo das folhas e casca do caule de C. cajucara e encontraram principalmente
linalol C1oHi13O em torno de 66% extraido das folhas e da casca do caule o diterpeno
C19H2204, chamado de transdesidrocrotonina.

A partir desse ponto, outros estudos com extratos da casca do caule permitiram isolar
outros diterpenos (ITOKAWA et al., 1989; ITOKAWA et al., 1990; ICHIHARA et al., 1992;
KUBO & ASAKA,1991; MACIEL et al., 2000) e apos isso, por meio de outros trabalhos
novos isolados desse grupo foram obtidos entre eles cis-cajucarina-B, (ITOKAWA et al.,
1990; ICHIHARA et al., 1992; MACIEL et al., 1998).

Extratos das folhas e da casca do caule a partir dos métodos de hexano e metanol
permitiram isolar mais dois diterpenos, 7rans-cajucarina e sacarina (MACIEL et al., 1998).
Souza (2016) trabalhou com extratos de C. cajucara e cedeu para esse estudo a substancias
cis-cajucarina-B (Figura 9), pois segundo o autor essa substancia apresentou atividade
moderada inibindo mais de 50% in vitro contra cepa K1 de P. falciparum e a CL50 foi 23.0
pg/mL.

Geralmente a sacaca ¢ considerada na literatura como antimaldrica, pois segundo
Lima et al. (2015) o extrato cloroféormico da folha, da variedade com morfotipo vermelha
apresentou um bom resultado com CLso = 6,4 = 1,2ug/mL in vitro. Embora, tenha

apresentado baixa atividade in vivo.


https://www.researchegate.net/publicaton/283648442
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Por ser considerada planta medicinal, com atividade antimaldrica e a substancia cis-
cajucarina B isolada dessa planta ter apresentado atividade € que se resolveu testa-la no

modelo experimental 4. aqusalis x P. vivax.

cis - cajucarina B

Figura 9. Estrutura quimica de cis-cajucarina B. Fonte: (SOUZA, 2016)

1.7.3 Geissospermum argenteum (Acariquara branca)

Virios autores sugerem que Geissospermum spp. sejam espécies de plantas com
possiveis principios ativos de atividade antimalarica na Guiana Francesa, Colombia, Bolivia
e também na Amazdnia (BRANDAO et al., 1992; MILLIKEN, 1997; MUNOZ et al., 2000;
STEELE et al., 2002; BERTANI et al., 2005; VIGNERON et al., 2005).

Geissospermum argenteum Woodson ¢ conhecida no Brasil por quinarana da fruta
pequena (CORREIA et al., 2008). Na Amazonia como acariquara branca, (Figura 10) ¢ uma
Apocynaceae, sdo arvores de dossel de grande porte (RIBEIRO et al., 1999). Destaca-se pelo
seu valor fitoterapico, a casca pode ser usada como veneno para caga (curare) ou para
tratamento de doencas (DeFILIPPS et al., 2004). Sua casca ¢ de sabor amargo que quando
macerada em 4lcool ¢ usada como tratamento da malaria pela populacdo local da Guiana

Francesa (GRENAND et al., 1987).

Além da espécie citada anteriormente, outras também s3o conhecidas por terem a
mesma funcdo contra maldria, por exemplo, Geissospermum sericeum e Geissospermum
leave (BRANDAO et al., 1992; MILLIKEN, 1997). Geissospermun leave ji demonstrou

acdo in vitro contra P. falciparum resistentes a cloroquina (MUNOZ et al., 2000).
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Figura 10. Geissospermum argenteum. Fonte: https://inaturalist.ca/photos/11819963

Camargo (2011) avaliou extratos de G. argenteum para a cepa K1 de P.falciparum ¢
observou (in vitro) que a atividade antiplasmddica do extrato aquoso da casca apresentou
percentual de inibi¢do na concentracdo de S0uL/mL. Embora, o extrato metandlico da casca
tenha sido mais ativo com CLso 4,6uL/mL. Diante disso, a autora cedeu para esse estudo
extrato da casca e galho para ser testado em P. vivax no inseto vetor 4. aquasalis.

Levando-se em consideracdo as evidéncias de agdo antiplasmodica citadas acima de
varias espécies de plantas do género Geissospermum ¢ também da necessidade de se buscar
alternativas para controle de malaria, que possam ser usadas juntas com as ferramentas atuais
para conseguir diminuir ou zerar o nimero de casos da doenga ¢ que nesse estudo foram
utilizadas partes de G. argenteum no modelo in vivo com mosquitos da espécie A. aquasalis

e Plasmodium vivax de pacientes positivos para malaria


https://inaturalist.ca/photos/11819963
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral: Testar o efeito de extratos e substancias provenientes de plantas amazonicas,

sobre o desenvolvimento de P. vivax em A. aquasalis e sobre o fitness do mosquito.

2.2 Especificos:
- Avaliar o efeito antiplasmodial do extrato da casca e galho de G. argenteum e das

substancias cis-cajucarina-B de C. cajucara, 7-epigedunina de C. guianensis cuja atividade
jé fora observada na fase sanguinea previamente;

- Analisar a a¢do do extrato da casca e galho de G. argenteum e das substancias cis-
cajucarina-B e 7-epigedunina sobre o fitness do mosquito Anopheles aquasalis;

- Estudar a acdo do extrato da casca e galho de G. argenteum ¢ das substancias cis-
cajucarina-B, 7-epigedinina sobre a quantidade de oocistos formados no modelo laboratorial

de infectividade Anopheles aquasalis por Plasmodium vivax.



32

3. METODOLOGIA (Figura 11)

3.1 Coleta de sangue e aspectos éticos

Para os experimentos foi utilizado sangue de pacientes infectados com P. vivax,
diagnosticados pelo método de gota espessa na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado. No estudo foram incluidos pacientes maiores de 18 anos, que apresentavam

uma parasitemia de duas cruzes e no minimo 4 gametdcitos.

Apdés o diagnostico os pacientes recebiam explicagdo sobre os objetivos e
metodologias do projeto, e 0s que aceitavam participar como voluntérios assinavam o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
De cada paciente foram retirados 10 mL de sangue em tubo vacutainer heparinizado.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Medicina

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (CAAE 39706514.2.0000.0005).
3.2 Colonizac¢io de mosquitos

Para os experimentos foram utilizadas fémeas de A. aquasalis provenientes do
insetario do Laboratorio em Ecologia de Doengas Transmissiveis na Amazdénia (LEDTA)
(Figura 12), colonizadas em condicdes de laboratorio, seguindo o protocolo modificado de
Silva et al. (2006b). Essa cepa de A. aquasalis é originaria da fazenda Paracambi, no Rio de
Janeiro, Brasil, colonizada desde 1993 no laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes

Vetores do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro.

No LEDTA os mosquitos adultos foram mantidos a 27°C e 70-80% de umidade

relativa e alimentados com solucao agucarada 10% ad libitum.

Figura 12. Manutenggo de larvas (A) e adultos (B) de A. aquasalis. Fonte: Autor
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3.3 Obtencao dos extratos e substancias

Sugiro organizar melhor as informagdes, coloque uma frase inicial dizendo que para este trabalho foram
utilizadas substancias e extratos de plantas amazénicas conforme descrito abaixo:

Planta A:

Planta B......etc

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas substancias e extratos obtidos no
Laboratorio de Principios Ativos da Amazonia - LAPAAM, do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA. As substancias usadas foram: cis-cajucarina B, obtida
conforme descrito na metodologia de Souza (2016) de folhas e cascas da espécie C. cajucara,
conhecida vulgarmente como sacaca; 7-epi-gedunina, obtida de acordo com a metodologia
descrita em Pereira (2014; 2018), a partir de reagdes de semissintese de limonoides extraidos
de sementes, torta residual ou 6leo da planta C. guianensis, conhecida como andiroba. Foram
utilizados extratos aquosos da casca e galho de Geissospermum argenteum, conhecida

vulgarmente como Acariquara-branca.

Casca e galhos de G. argenteum foram coletados na Reserva Florestal Adolph Ducke
(Manaus — AM), em setembro de 2016. O material foi selecionado e processado no
Laboratoério de Principios Ativos da Amazoénia e as partes da planta foram colocadas
separadamente para secar em estufa com circulagdo de ar a 40°C até ser obtido peso
constante. Posteriormente, esse material foi cortado em partes menores, triturado em moinho
elétrico de quatro facas. As serragens obtidas foram armazenadas em sacos de papel e

pléstico, identificadas, pesadas e mantidas sob refrigeracao até a extracao.

Para extracdo aquosa, o método utilizado foi o da infusdo (10 g de material vegetal e
500 mL de 4gua destilada). Apds 15 minutos as infusdes foram filtradas, congeladas e
liofilizadas. Os extratos aquosos obtidos foram pesados para calculo do rendimento e
também testados para a atividade antiplasmddica, sendo cedido para esse estudo: 30mg do
extrato da casca e 30mg do extrato do galho de G. argenteum, divididos em 6 microtubos
eppendorf, contendo cada um 10mg de cada extrato. Parte dessa metodologia para extracao

aquosa encontra-se descrita em Camargo (2011).

Exsicatas de folhas e galhos de todas as plantas coletadas para esse trabalho foram

depositadas no Herbario do INPA.
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3.4 Infeccao experimental dos mosquitos por meio de membrana

A infeccao experimental foi realizada utilizando alimentadores de vidro cobertos por
uma membrana de Parafilm® (Bemis Company, Inc., Neenah, Wisconsin, USA) através da
qual os mosquitos se alimentaram. Os alimentadores foram conectados por mangueiras a um
banho Maria, de onde era bombeada dgua a 39°C para manter o sangue dos alimentadores
aquecido (Figura 13). Nos alimentadores de vidro eram adicionados o sangue de paciente
maldrico, as substancias ou extratos e os respectivos diluentes, nas concentracdes

selecionadas para os testes.

Para as infecgdes experimentais foram selecionadas fémeas de 4. aquasalis de 3 a 5
dias de idade, separadas em grupos de 100 em potes fechados com tecido fild, para permitir

que a probdscide dos mosquitos pudesse atravessar a membrana e realizasse o repasto.

Os mosquitos completamente ingurgitados foram transferidos para gaiolas e
mantidos a 27-280C, 70-80% de umidade relativa e alimentados com solucdo de agucar 10%

ad libitum.

Figura 13. Sistema de infecgdo experimental, composto por alimentadores de vidro conectados
por mangueiras a um banho-maria. Em destaque, alimentador de vidro e mosquitos se
alimentando.

3.5 Confirmacao da infec¢iao por P. vivax em A. aquasalis

Sete (7) dias ap0s a infecgdo experimental o intestino médio de 25 mosquitos foi dissecado
(Figura 14) em solug¢do salina de fosfato, corado com solucao de mercurio cromo comercial
2% (Merbromin), montado entre lamina e laminula e observado ao microscopio dtico para
verificar a presenca de oocistos. O niimero de oocistos foi registrado para cada intestino

dissecado.
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Figura 14. Intestino dissecado (A) e prese nca de oocistos no intestino de A. aquasalis (B). Fonte: autor
3.6 Tolerancia de Anopheles aquasalis ao DMSO
As substancias utilizadas nesse trabalho tiveram como solvente o dimetilsulfoxido
(DMSO), sem causar efeitos adversos na biologia dos mosquitos. Para isso, foi necessario
determinar as concentracdes desse composto que diluiriam as substancias. Foram testadas
concentragdes de 0, 1,2,3,4 e 5% por via oral, junto com sangue, durante alimentagdo por
membrana. Para cada concentracdo foi avaliada a longevidade dos mosquitos sendo o

experimento realizado em triplicata bioldgica.

3.7 Avaliacao da Ivermectina como bloqueador de transmissao (Controle)

A Ivermectina (IVM) ¢ conhecida pelo seu efeito inseticida (SAMPAIO et al., 2016),
portanto nesse trabalho foi utilizada como controle.

Para determinar as concentragdes de IVM letais para os mosquitos (CL) e poder
selecionar as CLjis e CLys a serem utilizadas nos experimentos, foram realizadas
alimentacdes experimentais dos mosquitos com as seguintes concentracdes de IVM: 0

ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,13 ng/mL, 1,56 ng/mL.

3.8 Avaliacio das substancias 7 - epigedunina e cis — cajucarina - B

Para avaliar o efeito das substancias 7-epigedunina (EG) no desenvolvimento do P.
vivax em An. aquasalis e no fitness do mosquito, grupos de 100 mosquitos foram
alimentados com sangue de paciente malérico (Pv) contendo EG 1ppm, EG 10ppm, DMSO
1%, DMSO 0,1%, DMSO 0,01%, IVM CL;5, IVM CL2s5. Como controles foram utilizados:
sangue infectado (Pv 0%), sangue infectado com o parasito inativado (Pv-), e PV-1% +
DMSO. Para a inativagdo do parasito, 1 mL de sangue de paciente maldrico foi separado e
submetido 4s seguintes temperaturas: 21°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos, 21°C por
30 minutos. Os mesmos tratamentos foram realizados para avaliar o efeito da cis-cajucarina-

B (CB).
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3.9 Avaliacao de extratos de casca e galho de Geissospermum argenteum

Os extratos utilizados nesta pesquisa sdo aquosos. Para avaliar o efeito da casca e
galho de Geissospermum argenteum (GA) no desenvolvimento do P. vivax em A. aquasalis
e no fitness do mosquito, foram utilizados os mesmos procedimentos usados para avaliar 7-
epi-gedunina e cis-cajucarina B, exceto, pelo emprego de dgua em lugar de DMSO.

Foi utilizado grupo de 100 mosquitos alimentados com sangue de paciente malarico
(Pv) contendo GA 1000ppm, GA 100ppm, H201%, IVM CL;5, IVM CL;5. Como controles
foram utilizados: sangue infectado (Pv), sangue infectado com o parasito inativado (Pv-), e

PV-+ H;0 1%.

3.10 Efeito das substincias e extratos na fecundidade de Anopheles aquasalis
infectados por Plasmodium vivax.

Quatro dias apos a infecgdo experimental, 25 mosquitos de cada tratamento, foram
colocados em potes de ovipostura individual (Figura 15: A, B e C), com as paredes internas
forradas com papel filtro e fundo coberto com agua salobra. No sétimo dia apos a
alimentacdo experimental foi realizada a contagem dos ovos postos e dos ovos retidos. O
intestino médio dos mosquitos dos grupos infectados foi dissecado em PBS (tampao fosfato-
salino), corado com mercurio cromo 2% e observado ao microscopio 6tico para contagem

de oocistos.

>

¥ 2% AR
2 Y
‘ ;'/‘ ":0 8

i
‘

o,
18
Figura 15. Ovipostura individual (A) contagem de oocistos (B) e presenga de oocistos no intestino
de A. aquasalis (C). Fonte autor

3.11 Efeito das substincias e extratos na longevidade de A. aquasalis infectados por

P. vivax

Apo6s a infeccdo experimental, grupos de 50 fémeas de cada tratamento foram

separados e mantidos a 27-28°C e 70-80% de umidade relativa. Diariamente foi feita a
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contagem e retirada dos mosquitos mortos, para armazenagem em alcool absoluto. Os
dados foram tabulados usando o programa Excel. Estes experimentos foram realizados em

triplicata bioldgica.

3.12 Analise Estatistica

Para avaliar a taxa de sobrevivéncia de A. aquasalis sob a¢do das concentragdes de 0,
1, 2, 3, 4 e 5% de Dimetilsulféxido-DMSO foi utilizado curvas de Kaplan Meier e Teste de
Log Rank que testam diferentes grupos e comparam as taxas de sobrevivéncia entre os
grupos, resultando em diferengas que podem ser significativas ou nao.

Para avaliar o efeito dos extratos e substancias sobre a fecundidade dos mosquitos

tratados com extratos/substancias e infectados com P. vivax foi utilizado o teste de Kruskal-

Wallis para comparagdes multiplas. O nivel de significancia utilizado foi de 95% (a.=0,005).

Para avaliar o efeito dos extratos e substincias sobre a longevidade dos mosquitos
tratados com extratos/substancias e infectados com P. vivax foi feita uma curva de
sobrevivéncia, usando o teste de Mantel-Cox. Para essas andlises foi utilizado o programa

GraphPadPrism 5.

Para avaliar o efeito das substancias/extratos no nimero de oocistos foi utilizado o
software estatistico R na versao 3.6.0 usando o R studio versdo 1.1.4, com pacotes diversos
(tidyverse, epiDisplay, hnp, agricolae, sjPlot e ggstatsplot). O nivel de significancia utilizado
foi de 0.05.

Para testar varidveis respostas em relagdo ao fator “substiancias” (GRUPO) foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis. Comparagdes multiplas do teste de Dwass-Steel-Crichtlow-

Fligner com ajuste de Bonferroni.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitos extratos vegetais e substancias ndo se dissolvem em agua, sendo entdo
necessarios solventes que possam solubiliza-los. O dimetilsulfoxido-DMSO (CH3)2S0, é um
dos solventes mais comuns na administracdo de substancias insoltiveis em agua, sendo assim
frequentemente utilizado como solvente em estudos biologicos (ROSENBAUM et al., 1965;
SANTOS, 2003).

Entretanto, ndo se sabia se o DMSO teria algum efeito adverso na biologia de A.
aquasalis. Por isso, foi decidido que neste estudo seriam avaliadas as concentragdes
inseticidas de 0%, 1%, 2%, 3% 4% e 5% de DMSO para verificar qual concentragdao a
espécie de mosquito em estudo suportaria e a partir dessa concentragao, a mesma pudesse
ser usada nas diluigdes de substancias ou extratos.

Sendo assim, nos graficos observa-se que nas concentragdes de DMSO de 0%, 1% e
2% a mortalidade foi baixa e maior porcentagem de mosquito sobreviveu por mais tempo.
Nas concentragdes de 3%, 4% e 5% a mortalidade foi alta no inicio da alimentagdo e poucos

mosquitos sobreviveram.

4.1 Avaliacio da tolerancia de A. aquasalis a diferentes concentracdes de DMSO

Diante da necessidade de padronizagdo de concentragdo de dimetilsulféxido-DMSO
em A. aquasalis, a que melhor se ajustou a tolerabilidade, ou seja, ndo causou efeito
inseticida foi 1% desse solvente, observado também por outros autores em outros insetos
(OLIVEIRA et al., 2011). Com base nessas observagdes a concentragdo de DMSO
selecionada foi 1% para a diluicao dos extratos e substancias utilizadas nesse trabalho.

Nos estudos sobre concentragdes de DMSO toleradas pelos mosquitos durante o
primeiro dia morreu uma quantidade expressiva de mosquitos que ingeriram sangue com >
2% de DMSO nas 3 repetigdes (Figuras 16-18). Embora na somatéria de mortalidade diaria
das replicatas para cada concentracdo, o 0% tenha variado (Tabela 1). Além disso, foi
possivel observar a oscilagdao da longevidade diaria em 15 dias com p-valor < 0,0001.

Em geral, nas trés replicatas, de forma qualitativa, o controle (branco, 0% DMSO) e
os com 1% de DMSO no sangue ingerido obtiveram mortalidades comparaveis ao longo dos
primeiros 15 dias (Figura 16-18). Com base sobre esse efeito, foi utilizado 1% de DMSO

nos alimentadores como co-solvente para dissolugdo das substancias e extratos. Essa mesma
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concentracao vem sendo usada como co-solvente em estudos de efeito larvicida de outras

espécies de mosquitos (DILL, et al., 2012; ALVES et al., 2017).
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Figura 16. Grafico da probabilidade de sobrevivéncia de 4. aquasalis tratados com DMSO

nas concentragdes de 0%, 1%, 2%, 3%, 4% ¢ 5% de DMSO. PCT = Por cento.
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Figura 17. Gréafico da probabilidade de sobrevivéncia de 4. aquasalis tratados com DMSO

nas concentragoes de 0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5%. PCT = Por cento.
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Figura 18. Grafico da probabilidade de sobrevivéncia de 4. aquasalis tratados com DMSO

nas concentragoes de 0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5%. PCT = Por cento

Tabela 1: Somatoria de mortalidade didria de A. aquasalis, em quatro dias, nas trés replicatas
em funcao da concentracdo de DMSO no sangue ingerido.

Dimetil Sulféxido (DMSO)

Dias 0% 1% 2% 3% 4% 5%
1 10 2 2 4 3 2
2 24 3 8 2 7 0
3 18 3 11 9 5 2
4 8 5 5 6 2 0

4.2 Avaliacao de ivermectina em A. aquasalis
A Ivermectina (IVM) segundo Klatke (2011) ¢ uma droga que pertence ao grupo das
lactonas macrociclicas, composto por (avermectinas): ivermectina, abamectina e

doramectina. (milbemicinas): moxidectina. Foi isolada pela primeira vez em 1974 a partir
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de um microrganismo do solo da costa do Japao, denominado Streptomycesavermetilis sendo
renomeado mais tarde como: Streptomyces avermectnius (OMURA, 2008).

Apresenta acdo bioldgica contra endo e ectoparasitos € vem sendo proposta como
controle vetorial na redugdo da transmissao de Plasmodium (WILSON, 1993; FOLEY et al.,
2000; FOY et al., 2011; CHACCOUR et al., 2013).

Como nesse estudo seria feita avaliagdo antiplasmodial com uso de extratos e
substancias de plantas da regido amazodnica, havia necessidade do uso de um medicamento
de referéncia de conhecida acdo antiplasmodial.

Sendo assim, houve necessidade de selecionar quais concentragdes de ivermectina
seriam letais para os mosquitos e quais poderiam ser usadas nesse estudo sem efeito
inseticida para que pudessem servir de controle durante os experimentos.

Para isso, foram realizadas trés replicatas utilizando-se ivermectina sendo observada
a mortalidade nas trés repeti¢cdes do referido medicamento frente a adultos de A. aquasalis
(Tabela 2-4), nas concentragdes de 100-200 ng/mL foi observada morte expressiva em todas
as repetigdes. Com isso, 200 ng/mL de ivermectina no sangue foi adotado como efeito anti-
transmissdo contra o vetor. Neste sentido, Segundo Foley et al. (2000); Kobilinski et al.
(2012) a ivermectina reduz a transmissao de malaria aumentando a mortalidade do vetor.

Dentro desse contexto, Sampaio et al. (2016) e Pinilla et al. (2018) utilizando em seus
estudos ivermectina observaram também aumento da mortalidade de 4. aquasalis.

Neste estudo, foi observado que quanto maior a concentracao de ivermectina, maior
a mortalidade dos mosquitos.

Com os resultados obtidos nas trés replicatas com ivermectina, foi possivel calcular
a curva das concentracdes letais (CL). Sendo entdo, selecionadas as concentragdes letais

(CL) CL15 73,45 ng/mL e CL5 86,16 ng/mL (Figura 19).

Ivermectina em 4 dias

Probability of Mortality

T T T T
o} 1 10 100

Dose/Conc. Ng/mL

Figura 19. Curva dose-resposta de ivermectina



43

Em modelo experimental de Anopheles stephensi com ratos usado por Bastiaens et
al. (2012) o efeito da ivermectina foi de 72 horas apds a alimenta¢do, 70-100% dos
mosquitos morreram dentro desse tempo quando comparado a mortalidade no controle 10%
durante 0 mesmo tempo. Outro fato interessante ¢ que apds esse periodo a mortalidade
diminuiu, mas continuou elevada até o quarto dias apds a alimentagdo. Ressaltando que a
dose de ivermectina que os roedores receberam oralmente foi de 200 a 400 ug/Kg de
ivermectina.

Outros anofelinos ja foram testados com ivermectina e a mortalidade foi sempre
elevada apds o uso da mesma, A. quadrimaculatus (JONES et al., 1992), 4. gambiae
(KOBYLINSKI et al., 2012), A. farauti (FOLEY et al., 2000), 4. aquasalis e A. darlingi
(SAMPAIOQ et al., 2016; PINILLA et al., 2018).

Tabela 2. Avaliagao de A. aquasalis frente a agao de ivermectina nas concentragoes 0
ng/mL a 200 ng/mL. Replicata 1

Dose/Conc.( ng/mL) Total(N) 4 dias (mortalidade acumulada)

Controle 0 44 4
2 1,56 25 5
3 3,125 32 7
4 6,25 37 5
5 12,5 52 10
6 25 50 17
7 50 47 15
8 100 41 23
9 200 44 40

Tabela 3. Avaliagdo de A. aquasalis frente a agdo de ivermectina nas concentracdes 0 ng/mL
a 200 ng/mL. Replicata 2

Conc. (ng/mL) Total (N) 4 dias (mortalidade acumulada)
Controle 0 37 2
2 1,56 38 3
3 3,13 37 4
4 6,25 40 5
5 12,5 61 4
6 25 41 5
7 50 31 1
8 100 37 28
9 200 24 23
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Tabela 4. Avaliagdo de A. aquasalis frente a agdo de ivermectina nas concentragdes 0 ng/mL
a 200 ng/mL. Replicata 3

Conc. (ng/mL) Total (N) 4 dias (mortalidade acumulada)
Controle 0 54 3
2 1,56 54 0
3 3,13 52 1
4 6,25 54 0
5 12,5 31 1
6 25 32 0
7 50 49 0
8 100 54 6
9 200 64 58

4.3 Avaliacao de 7-epigedunina na oviposicao e formacao de oocistos de P. vivax em A.
aquasalis

E a primeira vez que esta substincia 7-epi-gedunina, é testada como possivel
substincia antimalarica. Nos experimentos preliminares, na presenga de 7-epi-gedunina nao
se observou ovos postos de 4. aquasalis nas concentragdes de 1% de DMSO (Figura 20). A
mediana de ovos retidos nos permite observar que as concentragdes de 1% de DMSO, 1 e
10 ppm de 7-epi-gedunina provocaram retencdo de ovos nos ovarios de A. aquasalis. (Figura
21). Observou-se que na concentragdo de 1 ppm de 7-epi-gedunina ndo houve formagao de
oocistos, enquanto na concentragao de 10 ppm observou-se a formagao (Figura 22).

Os resultados preliminares dos experimentos de ovos postos, retidos nos ovarios e
oocistos (de P. vivax) em A. aquasalis frente a 7-epi-gedunina permitiu observar um
provavel efeito de supressao de postura de ovos e/ou retencdo de ovos nos ovarios provocado
pela presenca de DM SO e/ou infecgdo por P. vivax.

Essa substancia ¢ um limonoide e por ter essa caracteristica quimica acredita-se que
deva ter alguma atividade antimaldrica. Vale ressaltar que os limonoides que apresentam
estrutura geduninica apresentam atividade antimalarica, por exemplo, a gedunina ¢ a que
apresentou maior efeito antimalarico contra cepas de P. falciparum (MACHINNON et al.,
1997; BICKII et al., 2000).

Talvez por apresentar estrutura geduninica, essa substbancia tenha influenciado na
retencao de ovos e produgdo de oocistos de P. vivax durante o uso de 1ppm da mesma e na

medida em que a concentragdo ¢ aumentada para 10 ppm essa agdo € perdida. Por outro lado,
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essa mesma substancia na concentracdo aumentada para 10 ppm suprimiu a oviposicao,

assim como 1% de DMSO.
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Figura 20: Mediana de ovos postos por A. aquasalis frente acao de 7-epi-gedunina

DMSO = dimetilsulfoxido

IVM = ivermectina

PV — sangue com parasito inativado
PV + sangue com parasito

1% DMSO PV- 1 ppm 10 ppm CL15IVM  CL25IvM PV- PV+
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Figura 21: Mediana de ovos retidos em ovarios de 4. aquasalis frente agdo de 7-epi-gedunina
DMSO = dimetilsulféxido
IVM = ivermectina
PV —sangue com parasito inativado
PV + sangue com parasito
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Figura 22: Mediana do numero de oocistos de A. aquasalis frente agdo de 7-epigedunina

DMSO = dimetilsulfoxido

IVM = ivermectina

PV —sangue com parasito inativado
PV + sangue com parasito

4.4 Avaliacio de cis-cajucarina B

A mediana de ovos postos na presenca de cis-cajucarina B na concentracdo de 10ppm
ndo se observa ovos postos quando comparados a concentracdo de Ippm (Figura 23). A
mediana de ovos retidos (Figura 24) ndo se observa retengdo de ovos na concentracao de 1%
de DMSO e 1ppm. A mediana do nimero de oocistos (Figura 25) na presenca de cis-
cajucarina B observa-se que na concentra¢do de 10ppm € mais ativa quando comparada a
Ippm.

Os resultados dos experimentos com ovos postos, retidos nos ovarios de A. aquasalis
frente a cis-cajucarina B permite observar que na presenca de 10ppm dessa substancia ha
provavel supressao de ovos retidos nos ovarios quando comparados a 1ppm da referida
substancia. Além disso, a presenga de P. vivax parece suprimir a postura de ovos quando se

compara ao sangue com parasito inativado.
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Figura 23: Mediana de ovos postos por A. aquasalis frente a¢ao de cis-cajucarina B

DMSO = dimetilsulfoxido

IVM = ivermectina

PV —sangue com parasito inativado
PV + sangue com parasito
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Figura 24: Mediana de ovos retidos por 4. aquasalis frente agdo de cis-cajucarina B

DMSO = dimetilsulféxido

IVM = ivermectina

PV — sangue com parasito inativado
PV + sangue com parasito
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Figura 25: Mediana do nimero de oocistos em A. aquasalis frente agdo de cis-cajucarina B

DMSO = dimetilsulfoxido

IVM = ivermectina

PV — sangue com parasito inativado
PV + sangue com parasito

4.5 Aciao de DMSO, substiancias e extratos em A. aquasalis

Ap6s aos dados preliminares, foi realizado uma triplicata com as concentragdes de
0% DMSOPV+, 0,01% DMSOPV+, 0,1% DMSOPV+, 1% DMSOPV+ e 1% DMSOPV-
sendo observado que as mesmas nao foram significativamente diferentes nas cinco (Figura
26) concentragdes testadas na ovipostura individual de A. aquasalis. As médias de ovos
postos (pontos vermelhos) variaram quando comparadas entre si ficando abaixo de cem.
Além disso, observa-se que a menor taxa de zero esta na concentragdo de 1% DMSOPV-
Pelo observado o DMSO nao interfere na postura de ovos por 4. aquasalis. Durante a
repeti¢do de experimentos para essa substancia, ndo houve diferenca significativa no nimero
de ovos postos frente as concentragdes de 0% DMSOPV+, 1%DMSOPV-, 0%DMSOPV+ e
1%DMSOPV+.

O ntimero de ovos retidos em A. aquasalis frente a agao de dimetilsulfoxido (DMSO)
nas concentragdes 0% DMSOPV+, 0,01% DMSOPV+, 0,1% DMSOPV+, 1% DMSOPV+
e 1% DMSOPV- ndo foram significativamente diferentes entre as concentracdes 0%
DMSOPV+ e 1% DMSOPV+; 0,1% DMSOPV+ ¢ 1% DMSOPV-. Além disso, ndo se

observa diferenca significativa entre essas quatro concentragdes e a concentragao de 0,01%
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DMSOPV+. Entretanto, existe diferenca significativa entre 0% DMSOPV+, 0,1%
DMSOPV+ e 1% DMSOPV-. Porém, nao ha diferenca entre as concentracdes
0,1%DMSOPV+ e 1% DMSOPV-. Também entre 1% DMSOPV+ e 0,1% DMSOPV+; 1%
DMSOPV+ e 1% DMSOPV- (Figura 27).

O numero de oocistos presentes o intestino de mosquitos 4. aquasalis diferem
significativamente entre as concentracdes de 0,01% DMSOPV+, 0,1% DMSOPV+, 1%
DMSOPV+ e 1% DMSOPV-. Porém, as concentracoes de 1% DMSOPV+, 0,1%
DMSOPV+ nao diferem da concentragao de 0% DMSOPV+. Além disso, a concentragdo de
0,01% DMSOPV+ apresenta diferenca com 0%DMSOPV+ (Figura 28).

O numero de ovos retidos frente a acdo das concentragcdes 0%DMSOPV-,
1%DMSOPV-, 0%DMSOPV+ e 1%DMSOPV+. Observa-se diferenca significativa apenas
nas concentracdes 0% DMSOPV- e 0%DMSOPV+ (Figura 30).

O ntmero de ovos postos na presencga das concentragcdes de 1%DMSO/OppmPV+,
1%DMSO/1ppmPV+ de 7-epi-gedunina, 1%DMSO/10ppmPV+ de 7-epi-gedunina,
0,03998ppm IVM e 0,04ppm IVM (CL15 e CL 25 de ivermectina, respectivamente) (Figura
29). Nao foi observada diferenca significativa entre as concentragdes testadas em ovos
postos por A. aquasalis. Inclusive também nas concentragdes de 1 e 10ppm de cis-
cajucarina-B  (Figura 35). O numero de ovos retidos nas concentragdes de
1%DMSO/0ppmPV+, 1%DMSO/1ppmPV+ de 7-epi-gedunina, 1%DMSO/10ppmPV+ de
7-epi-gedunina, 0,03998ppm IVM e 0,04ppm IVM (CL15 e CL 25 de ivermectina,
respectivamente). Nao apresentou diferenca significativa entre as concentragdes. Entretanto,
entre 1%DMSO/1ppmPV+ de 7-epi-gedunina, 1%DMSO/10ppmPV+ de 7-epi-gedunina,
com 0,03998ppm IVM houve diferenca (Figura 30).

O ntimero de oocistos na presenga da concentragdo de 1%DMSO/1ppmPV+ de 7-
epi-gedunina e 1%DMSO/10ppmPV+ de 7-epi-gedunina ndo apresentou diferenca

significativa quando comparadas as concentracdes testadas (Figura 31)
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Figura 26. Numero de ovos postos por A. aquasalis frente a a¢do das concentragdes 0% DMSOPV+,

0,01%DMSOPV+, 0,1%DMSOPV+, 1%DMSOPV+ e 1%DMSOPV-.

Dimetilsulfoxido= DMSO
PV+=sangue com parasito vivo
PV- = sangue com parasito inativado



Taxa de zero

N° de ovos retidos

51

100%
- -& L ]
75% e S~ ==
e -
- -
P ~ . - -
50%-
25%-
0%
0% DMSO PV+ 0,01% DMSO PV+ 0,1% DMSO PV+ 1% DMSO PV+ 1% DMSO PV-
n=61 n=58 n=60 n=64 n=66
Grupo
200 o o
L]
150
L]
[ ]
o J . e J
L]
100 . P | R | .
e F ° . e
ORI . ® v .
% - v v . e .*
. T . <o s
'] ve
Y .
. bl .
04 - . . ®
(@) (ab) (b) (a) )
0% DMSO PV+ 0,01% DMSO PV+ 0,1% DMSO PV+ 1% DMSO PV+ 1% DMSO PV-
n=24 n=17 n=12 n=26 n=13
Grupo

Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor = 0,018

Letras distintas diferem ao nivel de significanica de 0,05
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Dimetilsulfoxido= DMSO
PV+=sangue com parasito vivo

PV- = sangue com parasito inativado

Figura 27. Numero de ovos retidos em A. aquasalis frente a agdo das concentragcdes 0%DMSOPV+,



52

100% L ]
%
’
’
’
7
75% ’
’
’
e ’
N -0 _ ’
o ~ ’
8 50% e = 5
© & W= Wiy 7
X ® ~
© i - /
[ e T = ’
il )
25%
0% 4
0% DMSO PV+ 0,01% DMSO PV+ 0,1% DMSO PV+ 1% DMSO PV+ 1% DMSO PV-
n=61 n=58 n=60 n=64 n=66
Grupo
100 4
L] L]
754
2]
o
87}
o
g 507 8%
0]
° o0
o
: ‘. S
254
=18 . o
04 ——tpnd, Mre—— B Yy — %
(ab) (c) (b) (@) (d)
0% DMSO PV+ 0,01% DMSO PV+ 0,1% DMSO PV+ 1% DMSO PV+ 1% DMSO PV-
n=34 n=24 n=30 n=37 n=66

Grupo
Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor < 0,001

Letras distintas diferem ao nivel de significanica de 0,05
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PV- = sangue com parasito inativado
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Figura 29. Numero de ovos postos por A. aquasalis frente a agdo das concentragdes 1%DMSOPV+,
1%DMSO/1ppmPV+ de 7-epi-gedunina, 1%DMSO/10ppmPV+ de 7-epi-gedunina, 0,03998ppm IVM e
0,04ppm IVM (CL 5 e CL;s de ivermectina, respectivamente)

Dimetilsulfoxido= DMSO

PV+=sangue com parasito vivo

PV- = sangue com parasito inativado

IVM= Ivermectina

CL= Concentragao letal
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Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor < 0,001
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Figura 30. Numero de ovos retidos em ovarios de A. aquasalis frente a acdo das concentragdes
1%DMSO/0ppmPV+ de 7-epi-gedunina, 1%DMSO/1ppmPV+ de 7-epi-gedunina, 1%DMSO/10ppmPV+ de
7-epi-gedunina, 0,03998ppm IVM e 0,04ppm IVM (CL 5 e CLys de ivermectina, respectivamente).

DMSO= Dimetilsulféxido

PV+=sangue com parasito vivo

PV- = sangue com parasito inativado

IVM= Ivermectina

CL= Concentragao letal
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Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor = 0.0686
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Figura 31. Numero de oocistos no intestino de 4. aquasalis frente a acdo da substancia 7-epi-gedunina nas
concentragdes de 1%DMSO/1ppmPV+ e 1%DMSO/1ppmPV+ quando comparadas as demais concentragdes

letais de ivermectina testadas.
DMSO= Dimetilsulfoxido
PV+=sangue com parasito vivo

PV- = sangue com parasito inativado

IVM= Ivermectina
CL= Concentragdo letal
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Figura 32. Numero de ovos postos por 4. aquasalis frente as concentragdes de 0%DMSOPV-, 1%DMSOPV-

0%DMSOPV+ e 1%DMSOPV+.
DMSO= Dimetilsulféxido

PV+= Sangue com parasito vivo

PV- = Sangue com parasito inativado

>
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Figura 33. Numero de ovos retidos em A. aquasalis frente as concentragdes de 0% DMSOPV-, 1%DMSOPV-

, 0%DMSOPV+ e 1%DMSOPV+.

DMSO= Dimetilsulfoxido

PV+= Sangue com parasito vivo
PV- = Sangue com parasito inativado
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Tabela 1Mediana de ovos postos, retidos e nimero de oocistos de A. aquasalis frente agado
de cis-cajucarina B

Mediana

Grupo n N°.de.Ovos.postos N°.de.Ovos.retidos N°.de.Oocistos
1% DMSO PV- 67 48 0 0.0

10 ppm 68 0 31 4.0

1 ppm 65 48 0 7.5

CL 25 IVM 65 7 0 4.0
CL15IVM 51 5 0 6.0

PV- 61 49 0 0.0

PV+ 62 0 59 7.0
Pvalor - - - < 0,001

Nota: P valor do Teste de Kruskal-Wallis

Durante a repeticdo de experimentos para essa substancia, ndo houve diferencga
significativa no numero de ovos postos frente as concentragdes de 0%DMSOPV+,
1%DMSOPV-, 0%DMSOPV+ e 1%DMSOPV+ (Figura 32).

O numero de ovos retidos frente a acdo das concentragcdes 0%DMSOPV-,
1%DMSOPV-, 0%DMSOPV+ e 1%DMSOPV+. Observa-se diferenga significativa apenas
nas concentragdes 0%DMSOPV- e 0%DMSOPV+ (Figura 33).

O numero de oocistos frente a agdo de DM SO nao apresentou diferenga significativa.
Embora, aparentemente a média de oocistos em 1%DMSOPV+ esteja acima de

0%DMSOPV+ (Figura 34).

No ntmero de ovos retidos frente a acdo de 1%DMSO/lppm PV+ e
1%DMSO/10ppmPV+ de cis-cajucarina B, ndo houve diferenca significativa quando se
comparam as concentracdes. No entanto, ha difereng¢a quando se compara 0,03998ppm IVM

e 0,04ppm IVM com 1%DMSO/OppmPV+ (Figura 36).

O numero de oocistos varia significativamente quando se comparam as
concentragdes 1%DMSO/Oppm PV+ e 1%DMSO/1ppmPV+ de cis-cajucarina B. Além
disso, diferenciam-se 1%DMSO/1ppmPV+ de 1%DMSO/10ppmPV+, 0,04ppm IVM
(CL15) (Figura 37). Essa mesma substancia foi testada em P. falciparum cepa K1 e foi

considerada de atividade moderada in vitro por Souza (2016) com CLso 23,0 pg/mL.
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Neste estudo, o nimero de ovos postos por 4. aquasalis, ao se testar extrato aquoso
de G. argenteum nas concentracdes (PV-, 1%H>,0PV-, PV+ e 1%H>OPV+) os valores ndo
diferiram significativamente entre as quatro concentragdes testadas. Embora, aparentemente

as médias de ovos postos tenham variadas nessas concentragdes (Figura 38).

O namero de ovos retidos (Figura 39) nessas mesmas concentragdes do extrato da
casca diferiu significativamente entre as concentragdes PV- e 1%H>OPV-. Porém, essas
concentracdes nao diferem de PV+ e 1%H>0 PV+. Além disso, as médias de ovos variaram
e encontram-se abaixo de 100 e préximas uma da outra, principalmente entre PV, 1%H>0

PV-e PV+.
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Figura 34. Numero de oocistos frente a agdo de DMSO nas concentragdes 0%DMSOPV-, 1%DMSOPV-
0%DMSOPV+ e 1%DMSOPV+.

DMSO= Dimetilsulféxido

PV+= Sangue com parasito vivo

PV- = Sangue com parasito inativado

B
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Figura 35. Numero de ovos postos frente a agdo de DMSO nas concentragdes 1%DMSOPV+,
1%DMSO/1ppmPV+ de cis-cajucarina B, 1%DMSO/10ppmPV+ de cis-cajucarina B, 0,03998ppmIVMPV+ ¢
0,04ppmPV+ (Clis e CLos, respectivamente).

Dimetilsulfoxido= DMSO

PV+=sangue com parasito vivo

PV- = sangue com parasito inativado

IVM= Ivermectina

CL= Concentragdo letal
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Figura 36. Numero de ovos retidos frente a agcdo de 1%DMSO/Oppm PV+, 1%DMSO/1ppmPV+ de cis-
cajucarina B, e 1%DMSO/10ppmPV+ de cis-cajucarina B, 0,03998 IVM e 0,04ppm IVM (CL;5 e CLos,
respectivamente).

Dimetilsulfoxido= DMSO

PV+=sangue com parasito vivo

PV- = sangue com parasito inativado

IVM= Ivermectina

CL= Concentragdo letal
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Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor = 0,001
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Figura 37. Nimero de oocistos no intestino de A. aquasalis frente as concentragdes de 1%DMSO/OppmPV+,
1%DMSO/1ppmPV+ de cis-cajucarina B, 1%DMSO/10ppmPV+ de cis-cajucarina B, 0,03998ppm IVM e
0,04ppm IVM (CL 5 e CLs de ivermectina), respectivamente.

Dimetilsulfoxido= DMSO

PV+=sangue com parasito vivo

PV- = sangue com parasito inativado

IVM= Ivermectina

CL= Concentragdo letal
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Figura 38. Numero de ovos postos por An. aquasalis, nas concentragcdes (PV-, 1%H,OPV, PV+ ¢ 1%
e1%H,OPV+) do experimento com extrato aquoso da casca de Geissospermum argenteum.

PV- = Sangue com parasito inativado
PV+ = Sangue com parasito vivo
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Figura 39. Numero de ovos retidos em 4. aquasalis, nas concentragdes (PV-, 1%H>0 PV-, PV+e 1%H,0PV+)
do experimento com extrato aquoso da casca de Geissospermum argenteum.

PV- = Sangue com parasito inativado

PV+ = Sangue com parasito vivo

O numero de oocistos presentes no intestino de A. aquasalis nas concentragdes
controles (PV-, 1%H>0 PV-, PV+ e 1% e 1%H>0 PV+) (Figura 40) com extrato aquoso da
casca de Geissospermum argenteum, difere significativamente entre as concentracdes PV+
e 1%H>0 PV+ quando comparadas as concentragdes em que o parasito encontra-se inativado
(PV- e 1%HO PV-). Além disso, as médias das concentracdes que diferem

significativamente encontram-se abaixo de 10.
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O namero de ovos postos (Figura 41) por A. aquasalis, sob agao do extrato da casca
de Geissospermum argenteum, nas concentracdes (100ppmPV+ e 1000ppmPV+) difere
significativamente entre essas duas concentragdes. Porém, quando a concentragdo
100ppmPV+ do extrato ¢ comparada com Oppm PV+, 0,03998ppm de IVM PV+ ¢ 0,04ppm
de IVM PV+ (CL;5 e CL2s de ivermectina, respectivamente) que ¢ a droga de referéncia, ndo
se observa diferenga significativa entre as mesmas. Entretanto, a concentracdo de
1000ppmPV+ do referido extrato, ndo apresenta diferenga significativa quando comparada
com Oppm PV+ e 0,04ppm de IVM PV+ (CLzs de ivermectina), mas difere
significativamente da concentracdo de 0,03998ppm de IVM PV+ (CLs de ivermectina).
Embora, as médias possam ter variadas entre as concentragdes Oppm PV+ e 100ppmPV+.
Nas concentragdes de 1000ppmPV+, 0,03998ppm de [IVM PV+ e 0,04ppm de IVM PV+
(CL15 e CLos de ivermectina, respectivamente) as médias foram semelhantes, indicando
provavel acdo da concentracdo de 1000ppmPV+ do extrato semelhante a acdo das
concentracdes letais (CLs) de ivermectina usadas nesse estudo sobre a ovipostura individual

de An. aquasalis.

O nuamero de ovos retidos (Figura 42) em A. aquasalis, sob acdo do extrato da casca de
Geissospermum argenteum, nas concentragdes (100ppmPV+ e 1000ppmPV+) nado difere
significativamente entre essas duas concentracdes. Além disso, a concentracdo de 100ppm
PV+ do extrato também nao difere das concentragdes OppmPV+, 0,03998ppm de [IVM PV+
e 0,04ppm de IVM PV+ (CL;5 e CLas de ivermectina, respectivamente). Mas, a concentracao
de 1000ppmPV+ difere significativamente de 0,04ppm de IVM PV+ (CL25 de ivermectina).
Embora, ndo se observe diferenga significativa entre 1000ppmPV+ OppmPV+ e 0,03998ppm
de IVM PV+ (CL;5 de ivermectina).
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Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor < 0,001
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Figura 40. Numero de oocistos presentes no intestino de A. aquasalis nas concentragdes controles (PV-, 1%H,0
PV-,PV+e 1% el%H,0 PV+)

PV- = Sangue com parasito inativado

PV+ = Sangue com parasito vivo
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Figura 41. Numero de ovos postos por A. aquasalis, sob agdo do extrato da casca de Geissospermum
argenteum, nas concentragoes OppmExtGPV+, 100ppmExtGPV+ e 1000ppmExtGPV+, 0,03998ppm VM,
0,04ppm IVM (CL 5 e CLs de ivermectina, respectivamente).

PV+ = Sangue com parasito vivo

Ext1G= Extrato da casca de G. argenteum

IVM= Ivermectina
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Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor = 0,001
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Figura 42. Numero de ovos retidos em A. aquasalis, sob ag¢do do extrato da casca de Geissospermum
argenteum, nas concentragdes OppmPV+, 100ppmExtGPV+, 1000ppmExtPV+, 0,03998ppm de IVM PV+ ¢
0,04ppm de IVM PV+ (CL15 e CL25 de ivermectina, respectivamente).

PV+ = Sangue com parasito vivo

Ext1G = Extrato da casca de G. argenteum

IVM= Ivermectina
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O numero de ovos postos (Figura 43) por 4. aquasalis, nas concentragdes controles (PV-,
1%H20PV- e 1%H,0OPV+) difere significativamente. Porém, PV- e 1%H>,OPV- ndo se
diferem significativamente com a concentracdo de PV+. Entretanto, as concentragdes PV+

e 1%H>0OPV+ se diferem quando sdo comparadas.

100% A

75% 1

2
(]
N
8 50% .
@ S=-a
> ~ - -
(4] = -
[ e
25% 1 By
~e.__
~--e
0% |
PV- 1% H,0 PV- PV+ 1% H,0 PV+
n=55 n=61 n=48 n=60
Grupo
L] L]
200
[N ]
L ]
1] L]
9 150+
1] L[]
(o] L]
a o 0 . 5
§ e . ~l - ’-
g ] b s, agett
ge] e oof o .:f v
OZ [] o e .
50 ‘.a-:) P .-
[ Hd , \3
val, *
o ..
0 (b¢) (@)
1% H,0 PV- PV+ 1% H,0 PV+
n=39 n=38 n=55
Grupo

Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor < 0,001

Letras distintas diferem ao nivel de significanica de 0,05

Figura 43. Numero de ovos postos por A. aquasalis, nas concentragdes controles (PV-, 1%H,OPV- PV+ e
1%H,OPV+).

PV- = Sangue com parasito inativado

PV+ = Sangue com parasito vivo
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O numero de ovos retidos (Figura 44) em A. aquasalis, nas concentragdes controles (PV-,
1%H20OPV-) ndo difere significativamente entre essas duas concentracdes, mas diferem das
concentragdes PV+ e 1%H,OPV+. Além disso, ndo existe diferenga significativa entre as

concentragdes PV+ e 1%H,OPV+.
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Figura 44. Numero de ovos retidos em 4. aquasalis, nas concentragdes PV-, 1%H,OPV-, PV+ e 1%H,OPV+.
PV+ = Sangue com parasito vivo
PV- = sangue com parasito inativado
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O numero de oocistos (Figura 45) presentes no intestino de A. aquasalis nas

concentracdes PV-, 1%H>OPV-, PV+ e 1%H>OPV+. Varia significativamente entre PV+ e

1%H,0OPV+.
100% - L §
~
-~
-~
~
-
~
~
75% 4 ~ .
~
~
o .. _
g <.
8 50% -
2 T e
©
l_
25% 4
0%
PV- 1% HZIO PV- PV+ 1% Hzlo PV+
n=55 n=61 n=48 n=60
Grupo
50
404
® LN ]
8 304 ° °
2 .
8 L3N
e}
© 20-
©
5 e
101 [} . ° L
LR ] ..}
[ L)
0 & . .k' L]
) ) (b) (a)
PV- 1% H,0 PV- PV+ 1% H,0 PV+
n=55 n=61 n=14 n=28
Grupo

Nota: Teste de Kruskal-Wallis p-valor < 0,001

Letras distintas diferem ao nivel de significanica de 0,05

Figura 45. Numero de oocistos presentes no intestino de A. aquasalis nas concentragdes PV, 1%H,0 PV-,
PV+e 1% el%H0 PV+.
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O ntimero de ovos postos (Figura 46) por A. aquasalis, sob agdo do extrato do galho de
Geissospermum argenteum, nas concentragdoes (OppmPV+, 100ppmPV+, 1000ppmPV+,
0,03998ppmPV+, 0,04ppm de IVM PV) ndo diferiu significativamente quando comparado

entre as concentragdes testadas. Ficando a média de ovos postos abaixo de 200.
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Figura 46. Numero de ovos postos por 4. aquasalis, sob a¢do do extrato do galho de Geissospermum
argenteum, nas concentragdes (OppmPV+, 100ppmPV+, 1000ppmPV+, 0,03998ppmPV+, 0,04ppm de IVM
PV).

PV+ = Sangue com parasito vivo

IVM = Ivermectina

Ext2G = Extrato do galho de G. argenteum
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O namero de ovos retidos (Figura 47) em A. aquasalis, sob acao do extrato do galho
de Geissospermum argenteum, nas concentragdes (0%PV+, 100ppmPV+, 1000ppmPV+,
0,03998ppm de IVM PV+ e 0,04ppm de IVM PV+ (ivermectina, respectivamente) nao

houve diferenga significativa entre as concentragdes testadas. Embora, tenha variagdo nas

médias.
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Figura 47. O nimero de ovos retidos em A. aquasalis, sob acdo do extrato do galho de Geissospermum
argenteum, nas concentragoes 0%PV+, 100ppmPV+, 1000ppmPV+, 0,03998ppm de IVM PV+ e 0,04ppm de
IVM PV+ (ivermectina, respectivamente).

PV+ = Sangue com parasito vivo

IVM = Ivermectina

Ext2G = Extrato do galho de G. argenteum
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Nao houve diferenga significativa no nimero de oocistos com o uso do extrato da
casca (Figura 48) de Geissospermum argenteum entre as concentragoes OppmPV+,

100ppmPV+, 1000ppmPV+, 0,03998ppmPV+ e 0,04ppmPV+ (CLis e ClLos,

respectivamente).
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Figura 48. Numero de oocistos com o uso do extrato da casca de Geissospermum argenteum nas concentragdes
OppmPV+, 100ppmPV+, 1000ppmPV+, 0,03998ppm IVM PV+ e 0,04ppm IVM PV+ (CLis e CLos,
respectivamente).

PV+ = Sangue com parasito vivo

CL = Concentragao letal

IVM = Ivermectina
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Nao houve diferenca significativa entre as concentragdes OppmPV+, 100ppmPV+,
0,03998ppmPV+ e 0,04ppmPV+ (CLi5 e CLys, respectivamente) (Figura 49) durante o
ensaio com extrato do galho de Geissospermum argenteum. Entretanto, observa-se diferenga
significativa na concentragdo de 1000ppmPV+ do extrato quando comparada as outras

quatro concentracdes testadas.
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Figura 49. Numero de oocistos no intestino de 4. aquasalis sob agao de Oppm Ext2GPV+, 100ppmExt2GPV+,
1000ppmExt2GPV+, 003998ppm IVM e 0,04ppm IVM (CL5 e CLos de ivermectina respectivamente).

PV+ = Sangue com parasito vivo

Ext2G = Extrato do galho de G. argenteum

IVM = Ivermectina

CL = Concentracao letal
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4.6 Sobrevivéncia de A. aquasalis com sangue infectado com P. vivax e inativado

Durante as nossas observagdes da sobrevivéncia de 4. aquasalis que ingeriram
sangue parasitado e sangue com parasito inativado em oito replicatas, ndo houve diferenca
na taxa de sobrevivéncia, apresentando como valores de P: 0,0995 (Figura 50), 0,1615,
0,3442, 0,3607, 0,3442, 0,3442, 0,6107, 0,0689, 0,1415. Porém, em alguns momentos essa
situacdo foi diferente apresentando diferenca significativa com valor de P: 0,0045 (Figura

51), 0,0193, 0,0003, <0,0001.
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Figura 50. Sobrevivéncia de 4. aquasalis frente ao sangue infectado e com parasito inativado
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Figura 51. Sobrevivéncia de 4. aquasalis frente ao sangue infectado e com parasito inativado
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4.7 Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a 1ppm e 10ppm de 7-epigedunina em sangue
infectado

Durante acompanhar a longevidade de mosquitos A. aquasalis frente a agao de 7-
epigedunina comparado ao controle com 1% DMSOPV+ e PV+. Apenas uma replicata ndo
foi significativamente diferente com P valor de 0,2700 (Figura 52), mas em duas o valor de

P foram significativos: < 0, 0001 (Figura 53) e 0,0007 .

Sobrevivéncia de A. aquasalis sob ag¢ao da concentragcao de 1% de DMSO (PV+),
1ppm de 7-epig. PV+ e 10ppm de 7-epig. PV+.
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Figura 52. Sobrevivéncia de 4. aquasalis frente a 1ppm e 10ppm de 7-epigedunina em sangue infectado

Sobrevivéncia de A. aquasalis infectado com P. vivax (PV+), 1% de DMSO, 1 e
10ppm de 7-epigedunina.
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Figura 53. Sobrevivéncia de 4. aquasalis frente a 1ppm e 10ppm de 7-epigedunina em sangue infectado
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4.8 Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a 0,03998ppm e 0,04ppm de ivermectina em
sangue infectado

Também nao se encontra diferenga significativa na longevidade quando 4. aquasalis
estd sob acdo de ivermectina nas concentragdes de 0,03998ppmPV+ e 0,04ppmPV+ (CL15 ¢
CL»s de ivermectina, respectivamente) em sete replicatas com P valor: 0,1228 (Figura 54),
0,3506, 0,3304, 0,0733, 0,5374, 0,2658 e 0,4386. Entretanto, em cinco replicatas houve
diferenga significativa com P valor: 0,0002 (Figura 55), <0,0001, 0,0002, ¢ 0,0100, 0,00025
e 0,0007.
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Figura 54. Sobrevivéncia de 4. aquasalis frente a 0,03998ppm e 0,04ppm de ivermectina em sangue
infectado
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CL15IVM (PV+) e CL 25 IVM (PV+).
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Figura 55. Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a 0,03998ppm e 0,04ppm de ivermectina em sangue
infectado
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4.9 Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a acao de 1ppm e 10ppm de cis-cajucarina B
em sangue parasitado.

A agdo de 1ppm e 10ppm de cis-cajucarina B foi significativa em trés replicatas com
valor de P: 0,0122 (Figura 56), 0,0085 e 0,0005. Esses dados precisam ser reavaliados, pois
nao se sabe em que ponto esta a diferencga, ou melhor, em qual concentracao.
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Figura 56. Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a acdo de 1ppm e 10ppm de cis-cajucarina B em sangue
parasitado.

4.10 Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a acao de 100ppm e 1000ppm de extrato
aquoso da casca de G. argenteum em sangue parasitado.

Sob agdo do extrato aquoso nas concentragdes de 100ppm e 100ppm da casca de G.
argenteum em sangue infectado, durante observagao da sobrevivéncia de A. aquasalis houve
diferenca significativa nas trés replicatas com valor de P: 0,0499 (Figura 57), 0, 0051 e
0,0126. Podendo ser um possivel efeito do extrato da casca, mas esses dados precisam ser
reavaliados para saber qual concentragdo testada apresenta diferenga.
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Figura 57. Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a agdo de 100ppm e 1000ppm de extrato aquoso de G.
argenteum em sangue parasitado.
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4.11 Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a acio de 100ppm e 1000ppm de extrato
aquoso do galho de G. argenteum em sangue parasitado.

Ainda considerando o extrato aquoso de G. argenteum, ressaltamos que o extrato do
galho dessa planta nas concentragdes de 100ppm e 1000ppm nao foi significativo na
sobrevivéncia de A. aquasalis em trés replicatas com valor de P: 0,1260 (Figura 58), 0,5952
e 0,1211.
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Figura 58. Sobrevivéncia de A. aquasalis frente a agdo de 100ppm e 1000ppm de extrato aquoso de G.
argenteum em sangue parasitado.
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Conclusao

Pelos resultados obtidos, a concentragdo ideal de DMSO testada em A4. aquasalis é a de 1%
quando comparada as demais que foram testadas

A ivermectina em concentracdo elevada aumenta a mortalidade dos mosquitos, o que
corresponde com outros trabalhos.

O ntmero de oocistos de P. vivax frente as concentragdes de 1%DMSO/1ppmPV+ e
1%DMSO/10ppm de 7-epigedunina ndo varia significativamente comparado ao controle
1%DMSO/0ppmPV+

O nimero de oocistos de P. vivax varia significativamente frente a acdo de DMSO/1ppmPV+
de cis-cajucarina quando comparado a 1%DMSO/0ppmPV+.

O namero de oocistos frente a 100ppm/PV+ de concentragdo do extrato do galho de G.
argenteum e 1000ppm/PV+ do mesmo extrato, difere significativamente uma concentragao

da outra e 1000ppm/PV+ difere quando comparada a 0%ppm do extrato.
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