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RESUMO

Poincianella microphylla ¢ uma planta conhecida popularmente como Catinga-de-porco,
tipica do dominio fitogeografico da Caatinga. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
atividade inseticida do extrato cloroférmico das folhas da P. microphylla contra o mosquito
Aedes aegypti. Folhas foram secas, trituradas e em seguida submetidas a uma extragdo em
aparelho Soxhlet com solventes em ordem crescente de polaridade: ciclohexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol. Para a atividade larvicida, inicialmente foi feito um teste de
varredura com as concentraces de 10, 100, 250, 500, 600 e 1.000 ppm para todos estes
extratos, e 0 extrato que melhor apresentou atividade larvicida teve seu LC50 e LC90, em 48
horas, determinado testando-se concentracdes abaixo da de melhor atividade no teste de
varredura. Visando determinar o possivel mecanismo de acéo, larvas expostas a concentragdes
correspondentes a LC50 e a 2xLC50 por 24 horas tiveram suas estruturas analisadas em
microscopia eletronica de varredura (MEV). O extrato de melhor atividade larvicida ainda
teve sua constituicdo fitoquimica determinada através de cromatografia em camada delgada.
Em seguida, este mesmo extrato, em diferentes concentracOes, teve sua fitotoxicidade
determinada em modelo de toxicidade a Lactuca sativa L. (alface) e parametros de
crescimento e germinacao das sementes foram utilizados na determinacéo da fitotoxicidade.
Embriotoxicidade ao zebrafish também foi avaliada, submetendo os embrides a diferentes
concentracdes deste extrato e os avaliando apoOs 24, 48 e 72 horas. Durante o teste, a
mortalidade, o desenvolvimento dos embriGes e os batimentos cardiacos foram avaliados e a
mortalidade utilizada no célculo da LC50. A citotoxicidade foi determinada por avaliacdo da
porcentagem de hemdlise expondo-se diferentes concentragdes do extrato a eritrocitos
humanos. Dos quatro extratos testados, apenas o extrato cloroférmico demonstrou atividade
larvicida significativa, com um LC50 de 31,62 ppm. Na analise em MEV das larvas, nas duas
concentracdes testadas, as alteracdes mais pronunciadas se deram nas papilas anais e no tubo
sifdo, além de rupturas no abdémen e turgidez do corpo. O perfil fitoquimico revelou que os
metabolitos mais presentes no extrato foram cumarinas, compostos fenodlicos, lignanas,
derivados antracénicos e saponinas. No teste de fitotoxicidade, o extrato apenas produziu
reducdo significativa do dico6tilo na concentragdo de 90 ppm quando comparada com a
concentragdo de 60 ppm (p=0,0295) e em relacdo aos indices de germinagdo todas
concentragdes foram consideradas ndo fitotoxicas. O teste em embrides de zebrafish
apresentou uma LC50 de 61,05 ppm em 48 horas, no entanto, parametros analisados neste

mesmo tempo e em 72 horas, em concentra¢fes proximas a LC50 larvicida do extrato, o



extrato mostrou provocar alteracbes no desenvolvimento do embrido que ndo levam a
significativa mortalidade. O extrato, em nenhuma das concentragbes testadas provocou
hemolise. Portanto, o extrato cloroférmio de P. microphylla constitui uma alternativa
larvicida no combate ao Ae. aegypti, mosquito vetor de viroses preocupantes para a saude
publica, no entanto, trabalhos futuros sdo necessarios para isolamento do principio ativo

presente no extrato e para uma melhor determinagéo de sua toxicidade.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios. Larvicida. Zebrafish.  Fitotoxicidade.

Citotoxicidade



ABSTRACT

Poincianella microphylla is a plant popularly known as Catinga-de-porco, present in the
phytogeographical domain Caatinga. The aim of this study was to evaluate P. microphylla
leaves chloroform extract insecticidal activity against Aedes aegypti mosquito. Leaves were
dried, crushed and then subjected to extraction in Soxhlet apparatus with solvents in
increasing order of polarity: cyclohexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. For
larvicidal activity, a screening test for all these extracts was carried out with concentrations of
10, 100, 250, 500, 600 and 1,000 ppm, and the extract that had better larvicidal activity had its
LC50 and LC90 in 48 hours determined by testing concentrations below that which gave
better activity in the screening test. Aiming to determine the possible mechanism of action,
larvae were exposed to concentrations corresponding to LC50 and 2- fold LC50 for 24 hours,
and their structures analyzed by scanning electron microscopy (SEM). The best larvicidal
extract also had its phytochemical constitution determined through thin layer chromatography.
After this, the same extract, in different concentrations, had its phytotoxicity determined in a
toxicity model to Lactuca sativa L. (lettuce). Growth and seed germination parameters were
used in the determination of phytotoxicity. Embryotoxicity to zebrafish was also evaluated
subjecting the embryos to different concentrations of this extract and evaluating them at 24,
48 and 72 hours. During the test, mortality, embryo development and heartbeat were
evaluated, and mortality used in LC50 determination. Cytotoxicity was determined by
evaluating the percentage of hemolysis, exposing different extract concentrations to human
erythrocytes. Among the four extracts tested, only chloroform extract showed significant
larvicide activity with a LC50 of 31.62 ppm. In larvae SEM analysis, in the two
concentrations tested, the most pronounced changes occurred in anal papillae and siphon tube,
in addition to ruptures in abdomen and body turgidity. Phytochemical profile revealed that the
most metabolites present in the extract were coumarins, phenolic compounds, lignans,
anthracene derivatives and saponins. In phytotoxicity test, the extract only produced a
significant reduction in the hypocotyl in the concentration of 90 ppm when compared to the
concentration of 60 ppm (p=0.0295) and in relation to germination indexes all concentrations
were considered non-phytotoxic. Zebrafish embryo test showed a LC50 of 61.05 ppm in 48
hours, however, parameters analyzed at this same time and in 72 hours, at concentrations
close to extract LC50 larvicidal, extract showed to cause alterations in the development of the
embryo that do not lead to significant mortality. The extract at any of tested concentrations

did not cause hemolysis. Therefore, P. microphylla chloroform extract showed to be a



larvicidal alternative in the combat against Ae. aegypti, mosquito vector of public health

concerning, however, future studies are necessary to isolate the active compound present in

the extract and to better determine its toxicity.

Key-words: Secondary metabolites. Larvicide. Zebrafish. Phytotoxicity. Citotoxicity
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti € 0 mosquito vetor de arboviroses muito preocupantes em termos de
salde publica, ja que as enfermidades a este mosquito relacionadas possuem consequéncias a
salde dos individuos, que clinicamente podem ser leves ou graves, de periodo curto ou longo
de duragdo, trazendo impactos na morbidade e mortalidade da populagdo. Doencas causadas
por arbovirus ndo sé trazem impacto em termos de saude e qualidade de vida dos individuos,
mas também trazem repercussdes econdmicas com o0s altos custos médicos no tratamento
destas enfermidades e impactos trabalhistas, ja que em algumas situacdes o individuo fica
impossibilitado de desenvolver suas atividades rotineiras (PATTERSON; SAMMON; GARG,
2016; TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017).

Das principais arboviroses de grande preocupacdo mundial (febre amarela, dengue,
chinkungunya e Zika), somente a febre amarela e a dengue possuem vacina disponivel para a
prevencdo e imunizacao da populacdo, no entanto, a vacina para dengue aprovada no Brasil
em 2015 ainda ndo é oferecida no Programa Nacional de Imunizacdo (PNI). Além disso para
a febre amarela, o Ae. aegypti sO esta relacionado ao ciclo urbano e a transmissao via este
ciclo e, portanto, via este mosquito, ndo ocorre no Brasil desde 1942 (ANVISA, 2018;
MINISTERIO DA SAUDE, 2019b; SILVA et al., 2018). Assim sendo, uma das principais
formas de prevencdo e controle ainda € o combate ao mosquito vetor. Uma das mais
difundidas formas de controle do mosquito é a remocédo de potenciais locais de proliferacdo
do vetor, assim como atividades de conscientizacdo e educacao, tentando tornar a populacéo a
promotora principal da reducdo dos indices de infestacdo por este mosquito (GUBLER,;
CLARK, 1996; MINISTERIO DA SAUDE, 2019a).

Outra medida de controle também utilizada é o controle quimico, com o uso dos
chamados inseticidas, larvicidas ou repelentes sintéticos que sdo tidos como uma das mais
eficazes formas de combate, no entanto, estes tém se mostrado serem toxicos ao ser humano,
ao ambiente e a outros organismos ndo-alvo. Um outro problema a ser enfrentado é a inducéo
de resisténcia por estes compostos quimicos em populacdes de mosquitos o que muito se deve
ao uso nao racional destes (MANJARRES-SUAREZ; OLIVERO-VERBEL, 2013;
MINISTERIO DA SAUDE, 2019a; MOYES et al., 2017).

Como foi visto, estas duas estratégias possuem entraves a serem superados, a primeira
por que necessita que a populacdo esteja disposta a se manter como promotora principal na

erradicacdo dos focos deste mosquito, além de esta estratégia necessitar de uma participacao
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ativa do poder publico e a segunda tem enfrentado problemas com questdes de toxicidade e
inducdo de resisténcia. Diante deste cenério, estratégias de controle bioldgico e estratégias de
controle integrado vem ganhando espaco jA que superam em grande parte os problemas
relatados. A estratégia de controle bioldgico utiliza-se de organismos aquaticos predadores de
larvas e pupas, microrganismos patogénicos como bactérias e fungos e mosquitos
modificados, que de alguma forma impedem o ciclo de transmissdo das arboviroses
(BENELLI; JEFFRIES; WALKER, 2016; BOUZID et al., 2016; LIMA; GOULART; NETO,
2015; ZARA et al., 2016).

Produtos de origem natural, que também se enquadram nas estratégias de controle
bioldgico, tém constituido uma grande fonte de inseticidas, ovicidas, larvicidas, pupicidas ou
repelentes naturais que, em sua maioria, Sa0 menos toxicos, alvo-especifico, ndo causando
danos a organismos ndo-alvo, e eficazes. Esta propriedade dos bioprodutos advindos de
plantas se deve muito a uma propriedade intrinseca das plantas de estarem sempre se
defendendo de agentes estressores através da producdo de metabolitos secundéarios. Entéo, o
que muitas vezes se faz € racionalizar cientificamente uma propriedade natural das plantas,
extraindo 0s compostos responsaveis por esta propriedade e testando-os frente um dos mais
importantes agentes estressores externos das plantas que sdo os insetos, aqui incluindo-se os
mosquitos (BARBOSA et al., 2014; GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012; WINK,
2006).

No entanto, para que um inseticida natural seja valoroso é necessario, além de eficaz,
ele seja seletivo, apresentando baixa toxicidade ambiental, biodegrabilidade, baixa toxicidade
a animais e ndo apresentar fitotoxicidade; dai vem a importancia de ndo somente provar a
atividade inseticida, mas também de realizar testes de toxicidade a organismos nao-alvos,
como peixes, ensaios de fitotoxicidade e testes de citotoxicidade (BRAGANCA et al., 2018;
CORREA; VIEIRA, 2007; MOSSA; MOHAFRASH; CHANDRASEKARAN, 2018).

O presente estudo apresenta os esforcos em propor uma acgdo inseticida contra o
mosquito vetor Aedes aegypti pelo extrato cloroférmico da Poincianella microphylla,
tentando esclarecer o0 mecanismo de acdo e 0s possiveis compostos fitoquimicos relacionados
a esta atividade. Também foi avaliada a toxicidade ao ser humano e a outros organismos nado-
alvo como o zebrafish e a alface, objetivando propor novas fontes naturais eficazes, baratas,
com baixa toxicidade e que possuam agdo inseticida contra 0 mosquito Ae. aegypti,
considerando que atualmente a eliminacdo desse inseto é a melhor forma de combate as
arboviroses emergentes no Brasil, as quais tém sido desafios para a saude publica e trazendo

implicagOes sérias para a populacdo, além de consequéncias econdmicas.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AEDES AEGYPTI

Aedes aegypti Linnaeus (1762) inicialmente classificado com Culex aegyptis,
atualmente membro da familia Culicidae, pertencente ao subgénero Stegomyia e a ordem
Diptera € vetor de importantes viroses como dengue, febre amarela, Zika e Chikungunya
(HENRY, 2016; NCBI, 2018). O mosquito é originario da Africa e chegou as Américas
provavelmente através das expedi¢cdes colonizadoras europeias e tem preferéncia pelas
regides tropicais e subtropicais do globo. E um mosquito predominantemente cosmopolita que
habita preferencialmente reservatorios domeésticos contendo agua (FORATTINI; DE
BRITTO, 2003; PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994).

O mosquito apresenta quatro estadgios de desenvolvimento: ovo, larva (primeiro
estagio [L1], segundo estagio [L2], terceiro estagio [L3] e quarto estagio [L4]), pupa e
mosquito adulto (GERIS et al., 2012). O ciclo comeca com fémeas depositando seus ovos em
locais contendo &gua, entdo a larva emerge deste ovo e passa a se alimentar de matéria
organica presente na agua enquanto passa do primeiro estagio para o quarto estagio, periodo
no qual ocorre mudancas morfoldgicas relacionadas ao seu processo de crescimento. Do
quarto, estdgio a larva passa para pupa, que ndo se alimenta, apenas se presta ao
desenvolvimento do mosquito adulto e, quando completamente formado, rompe a pele da
pupa e passa a fase terrestre do ciclo (Figura 1). O tempo de duracdo do ciclo completo
depende das condigbes ambientais, mas geralmente leva em torno de uma semana. O
mosquito fémea adulto é o Unico que realiza a hematofagia, pois ele se utiliza do sangue para
o desenvolvimento dos ovos (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).
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Figura 1 — Fases do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti
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Fonte: Adaptado de GERIS et al. (2012)

2.1.1 Larvas do Ae. Aegypti

Tratam-se do primeiro estagio aquatico do desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti
com coloragdo que vai de esbranquicada a enegrecida e com corpo dividido em cabeca, tdrax
(dividido em mesotorax, protdérax e metatérax) e abdome (Figura 2), sendo o abddmen
dividido em 9 segmentos (segmentos I-VIII abdominais sdo bem semelhantes entre si, ja 0
segmento X é o lobo anal onde tem-se o término do tubo digestivo da larva). Ao longo do
corpo da larva ha cerca de 222 pares de cerdas dispostas assimetricamente que variam em
tamanho e nimero e ajudam na experiéncia sensorial e de flutuacdo da mesma (CONSOLLI;
OLIVEIRA, 1994).

Figura 2 - Larva da subfamilia Culicinae. 1: cabeca; 2: antena; 3: escova oral; 4: olho; 5: térax; 7: abdémen com
8 segmentos; 8: lobo anal; 9: cerda 4-X ou escova ventral do lobo anal; 10: branquias ou papilas anais; 11: sifdo
respiratorio.

2 i

Fonte: CONSOLLI; OLIVEIRA (1994)
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A cabeca da larva possui um par de antenas, olhos e um aparelho bucal do tipo
mastigador-raspador com mandibulas e maxilas com dentes e cerdas fortes para auxiliar na
mastigacdo. Do palato partem vérios filamentos que fazem uma movimentacdo hidrica que
traz para boca da larva o alimento. O lobo anal (segmento X) possui em seu apice 4 estruturas
semelhantes a uma lingua que sdo denominadas papilas anais. Também ligado ao segmento
VIl se liga uma estrutura chamada sifdo respiratério que em sua base possui uma estrutura
composta por quitina denominada aculeo (Figura 3) (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Figura 3 - Detalhes da estrutura da larva. Ab: abdome; Ac: aculeo sifonal; ANT: antena; ApS: aparato sifonal
(&pice do sifdo); C: cabeca; D: vista dorsal; EPVIII: espinhas do pente do segmento VI1II; EsS: espinho do pecten
sifonal; LAT: vista lateral; M: mesot6rax; P: protorax; Pa: papilas anais; Pe: pecten sifonal; Si: sifdo; T:
metatorax; To: torax; V: vista ventral; I-VIII: segmentos abdominais; X: segmento X (ou lobo anal).

| / \

Fonte: CONSOLLI; OLIVEIRA (1994)

Analisando a microscopia eletrénica das larvas de Ae. aegypti em diferentes estagios,
Schaper; Hernandez-Chavarria (2006) avaliaram que os diferentes estagios ndo apresentavam
diferencas significativas entre si em relacdo as principais estruturas, tanto em tamanho quanto
distribuicdo destas estruturas. As diferencas mais marcantes encontram-se nas escovas laterais
palatais, nos comb scales (estrutura indicada como CS na Figura 4) e no pecten (estrutura

indicada como Pt na Figura 4).
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Figura 4 - Larva do quarto estagio do Aedes aegypti. (a)Visdo dorsal da larva de quarto estagio (b)
Representacdo mais proxima da comb scale (c) Visao dorsal da cabeca (d) Visdo lateral do segmento terminal.
APP, papila anal; CS, comb scale; LH, cerda lateral (seta 1-X); Pt, dente do Pecten; S, sifdo; ST, tubo sifonal

(seta 1-S); 5-C, cabelo da cabeca superior; 6-C, cabelo da cabeca inferior, 7-C, cabelo da cabeca pre-antenal.

Fonte: FARAJOLLAHI; PRICE (2013)

As larvas do Ae. aegypti ndo resistem a longos periodos sem nutrientes e respiram
vindo até a superficie da agua através de movimentos serpenteados em forma de “S” e em
movimentos bruscos ou grande intensidade de luz elas se deslocam para o fundo do recipiente

em que estdo, ja que ndo toleram muito bem este tipo de situacéo (DIVE, 2007).

2.1.2 Ocorréncia do mosquito

Com relacdo a ocorréncia do mosquito no mundo, um estudo de coleta de dados com a
colaboracéo de pesquisadores de alguns paises revelou que >60% da ocorréncia do mosquito
Ae. aegypti encontra se na Asia e Oceania, 35 % nas Américas e 575 dados de ocorréncia para
Africa e Europa. Como se pode ver pelo mapa abaixo é previsto que sua ocorréncia esteja
concentrada a regides tropicais e subtropicais, mais prevalentemente no sudeste asiatico, norte
do Brasil, muitas areas da Africa, toda a india e a regifo temperada da América do Norte, mas
poucas regies da Europa (KRAEMER et al., 2015).
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Figura 5 — Distribuicdo global prevista para o mosquito Aedes aegypti mostrando a probabilidade de ocorréncia

do mosquito em escala de 0 (azul) a 1(vermelho)

Fonte: KRAEMER et al. (2015)

No Brasil, dados de 2019 do Levantamento Rapido de Indices de Infestacdo pelo
Aedes aegypti (LIRAa) mostram que, dos 5.214 municipios participantes do levantamento,
994 municipios foram classificados como de alto risco por apresentarem um alto indice de
infestacdo pelo mosquito, 2.160 como em alerta (incluindo Recife (PE)) e 1.804 em estado
satisfatorio. Na regido nordeste, 464 municipios encontram-se em estado de risco, 717 em
estado de alerta e 578 classificados como satisfatorios (Tabela 1) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019d).

Tabela 1- Levantamento Rapido de indices de Infestacdo pelo Aedes aegypti (LIRAa) para municipios da
regido Nordeste™

NUmero de municipios/Situacéo

Estado
Satisfatorio Alerta Risco

Maranhao 33 91 78
Piaui 110 83 25
Ceara 97 67 20
Rio Grande do Norte 11 54 98
Paraiba 52 127 46
Pernambuco 39 85 59
Alagoas 31 44 22
Sergipe 20 40 12
Bahia 185 126 104
Total 578 717 464

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2019) *Dados até abril de 2019

2.1.3 Arboviroses cujo Ae. aegypti é vetor
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Doencas causadas pelos arbovirus sdo chamadas arboviroses e a defini¢do arbovirus
engloba aqueles que sdo transmitidos por artrépodes (insetos e aracnideos) (LOPES;
NOZAWA,; LINHARES, 2014; RUST, 2012). Uma das principais arboviroses de interesse
mundial sdo a dengue, Zika, chikungunya e febre amarela, cujo inseto vetor principal é o
mosquito Ae. aegypti (CAVALCANTE; TAUIL, 2017; MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017,
PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016).

A dengue é uma infeccdo viral aguda sistémica transmitida por mosquito do género
Aedes, primordialmente o Ae. aegypti. Causada por quatro sorotipos diferentes do virus
(género Flavivirus, familia Flaviviridae), a dengue pode apresentar trés formas clinicas
dengue febre indefinida, dengue classica, febre hemorrégica da dengue. Esta Gltima possui
quatro graus de severidade, que incluem a sindrome do choque da dengue (SIMMONS et al.,
2012; VERDEAL et al., 2011; WHO, 1997, 2009). A doenca vem tomando grandes extensdes
geograficas, com risco de infeccdo em 3,9 bilhdes de pessoas em 128 paises, sendo endémica
em mais de 100 paises no sudeste asiatico, américas, pacifico ocidental, Africa e regies do
mediterraneo oriental onde estas trés primeiras regides sdo as mais afetadas (BRADY et al.,
2012; WHO, 2019a).

A Zika é uma doenca causada pelo emergente virus de mesmo nome que é também um
flavivirus transmitido pelo mosquito do género Aedes. A primeira descri¢do do virus foi em
1947 em macaco rhesus na Uganda. Em 1954 teve a primeira infeccdo humana descrita na
Nigéria (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; MACNAMARA, 1954; WEAVER et al.,
2016). Em 2007, ocorreu uma epidemia na ilha de Yap, Micronésia, e em 2013 e 2014, outra
epidemia atingiu desta vez a Polinésia Francesa. O virus se difundiu rapidamente até que em
2015 casos de Zika foram confirmados no Nordeste do Brasil (CAMPOS; BANDEIRA;
SARDI, 2015; DUFFY et al.,, 2009; LORMEAU, 2013; MUSSO; GUBLER, 2016). A
infeccdo pelo virus Zika possui como sintomas febre, erupcdo cutanea, conjuntivite, dor de
cabeca, dores musculares e nas articulagdes podendo, se apresentar também com alteracdes
neuroldgicas severas como a sindrome de Guillain-Barré e a microcefalia (I00S et al., 2014;
WHO, 2019b).

A chikungunya também € uma doenca transmitida por mosquitos do género Aedes. No
entanto, é causada por um alfavirus que leva o nome da doenca primeiramente isolado na
Tanzénia em 1952 (LUMSDEN, 1955). Em 2014, foram documentados 0s primeiros casos de
sua transmisséo no Brasil (TEIXEIRA et al., 2015). Seu sintoma mais pronunciado sao 0s
articulares, de onde advém o seu nome, que em dialeto africano significa “andar curvado”, as

dores articulares podem persistir por meses ou até mesmo anos. Ela também apresenta um
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estado febril que pode vir acompanhado de mialgia, dor de cabeca e erupcdo cutinea. Por
estes sintomas, principalmente os articulares, a chikungunya afeta a qualidade de vida e
impossibilita ao trabalho os individuos, trazendo além dos agravos de satde também impactos
economicos (BURT et al., 2012; ROBINSON, 1955).

A febre amarela, também transmitida por mosquitos do género Aedes, é uma infeccéao
viral causada por um flavivirus. Endémica em regides tropicais da Africa e América do Sul.
No Brasil, recentemente houve muitos casos de infeccdo, mas somente relacionados ao ciclo
silvestre (PAULES; FAUCI, 2017). O virus possui trés ciclos epidemioldgicos: o ciclo
silvestre, no qual o vetor é mosquito Haemagogus; um ciclo intermediario, em que Varias
espécies de Aedes se deslocam entre regides de floresta e localidades onde ha humanos, e
estes irdo ser hospedeiros no ciclo de transmisséo; e o ciclo urbano, cujo vetor é o Ae.
Aegypti. A transmissdo se da quando uma pessoa é picada no ambiente de floresta por um
mosquito infectado e retorna ao meio urbano onde é picada pelo Ae. aegypti e dissemina o
virus da febre amarela (WHO, 2018). Febre, manifestacbes hemorragicas, disfungdes
hepaticas, ictericia, faléncia renal, anormalidades cardiovasculares, disfuncfes neuroldgicas e
choque sdo sinais e sintomas presentes nesta infeccdo (MONATH, 2001). Recentemente
houve no Brasil uma reemergéncia da febre amarela (Figura 6), no entanto, esta esta somente
relacionada ao ciclo silvestre da febre amarela, pois os casos relacionados ao clico urbano e,
portanto, ao Ae. aegypti ndo ocorrem no pais desde 1942 (MINISTERIO DA SAUDE,
2019b).

Figura 6 - Reemergéncia da febre amarela entre os anos de 2014 e 2018
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2019a)
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Para a febre amarela e a dengue ja existem vacinas disponiveis, no entanto, a vacina da
dengue aprovada no Brasil desde 2015 ainda ndo faz parte do Programa Nacional de
Imunizacdo (PNI), assim ndo estando amplamente disponivel. Portanto, majoritariamente a
melhor forma de combate ainda é o controle do mosquito do género Aedes (ANVISA, 2018;
SILVA et al., 2018), no entanto, este controle ndo é tdo simples ja que h& uma grande
necessidade de que a populacao e o poder publico também colaborem nas a¢bes de prevencéao
(GUBLER; CLARK, 1996; MINISTERIO DA SAUDE, 2019a). Somado a isto, ainda se tem
o0 problema de toxicidade e desenvolvimento de resisténcia que o controle quimico apresenta,
a urbanizacdo desenfreada, as condi¢des climaticas favoraveis a proliferacdo do mosquito e a
gravidade dos sintomas clinicos atrelados a estas doencas, com alguns destes podendo
perdurar por anos, 0 que é preocupante em termos de qualidade de vida da populagdo e em
gastos na saude publica (NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES ENGINEERING AND
MEDICINE, 2016) j& que ainda é grande o numero de individuos afetados por estas
arboviroses, segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude, como mostrado na Tabela
2.

Tabela 2 — Situacdo epidemioldgica das principais arboviroses no Brasil

MONITORAMENTO DA SITUAl;ﬁO EPIDEMIOLOGICA DAS ARBOVIROSES DENGUE, CHIKUNGUNYA E ZIKA NO BRASIL*

Semanas de monitoramento Atualizacao

Semana epidemioldgica (SE) de 01 a 15 (30/12/2018 a 13/04/2019), com excecao

de Zika SE13 (30/12/2018 a 30/03/2019) 15/04/2019

Chikungunya
Casos provaveis' 451,685 24120 3.085
Confirmados 211.710 12.369 662
Obitos confirmados 123 03 0
Descartados 125.052 6.181 2. 441

Fonte: Sinan Online; *Dados sujeitos a alteragao.
‘Entende-se por casos provaveis todos os casos notificados, excluindo-se os descartados.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2019b)

2.2 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DO MOSQUITO

Como as arboviroses estdo intimamente ligadas a presen¢a de um mosquito vetor, o
combate a este ainda é a principal forma de enfrentamento destas doencas. O mosquito Ae.
aegypti chegou a ser erradicado do Brasil entre 0s anos de 1958 e 1973, mas no ano de 1976
foi observada a reintroducédo deste vetor no Brasil, e infelizmente tem crescido em nimero e
distribuicdo pelo pais (BRAGA; SAN MARTIN, 2015; FRANCO, 1969; NOBRE;
ANTEZANA,; TAUIL, 1994; SOPER, 1965). As estratégias de controle deste mosquito mais
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amplamente difundida s&o o controle mecénico, eliminando os focos de presenca do
mosquito, o controle quimico e as a¢des de conscientizacdo e educacdo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019a).

De modo geral, as estratégias de controle do mosquito sdo classificadas em controle
quimico, biolégico, educacional e o controle integrado, este Gltimo propbe a integracdo de
varias estratégias de uma maneira racional, visando uma maior eficacia e menores efeitos
colaterais no controle dos insetos (BOUZID et al., 2016; LIMA; GOULART; NETO, 2015).
A estratégia de controle baseada em atividades educacionais é aquela que conscientiza a
populacdo na remogdo de todos os potenciais locais de acimulo de agua, na instalagdo de
telas em janelas e portas e outras a¢cdes domiciliares de controle do mosquito (ANS, 2019). O
controle quimico € aquele que se utiliza de produtos quimicos na destruicdo de larvas e
insetos adultos, no entanto, muitos destes sdo toxicos aos seres humanos, causam impactos
ambientais e podem induzir a selecdo de mosquitos resistentes (BRAGA; VALLE, 2007).

O controle de mosquitos por produtos quimicos chamados inseticidas, repelentes ou
larvicidas é uma das estratégias de controle recomendadas pelo Ministério da Saude, desde
que se use produtos previamente aprovados pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) e se siga as instrucdes de uso corretamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2019a). As
quatro maiores classes de inseticidas sdo 0s organoclorados, piretroides, carbamatos e
organofosforados, no entanto, todos estes sdo neurotdxicos (BELLINATO et al., 2016;
RANSON et al., 2010). No Brasil, ao longo de muitos anos, os temefds (organofosforados)
foram utilizados no controle de populacGes de larvas do mosquito Ae. aegypti, no entanto,
devido ao aparecimento de populacdes de mosquitos resistentes a este composto, em Varios
municipios do pais, foi recomendada a substituicdo deste pelos seguintes produtos a serem
adquiridos pelo Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD): Bti (Bacillus
thuringiensis israelensis, cepa AM 65-52 (trata-se de um larvicida bacteriano), Diflubenzuron
(grupo das benzoilureas), Novaluron (grupo das benzoilureas), Piryproxifen (andlogo de
hormdnio juvenil), espinosade (larvicida do grupo das spinosinas). No documento que fala
destas recomendac@es ainda se recomenda que para 0 manejo da resisténcia a estes produtos
quimicos deve-se ser adotada uma estratégia de rotatividade no uso destes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012).

A criacdo de populagBes de mosquitos resistentes € uma grande preocupacao para as
estratégias de controle do mosquito mundialmente. Os principais mecanismos moleculares de
resisténcias do mosquito do género Aedes sdo mutagdes ndo sinbnimas que afetem proteinas-

alvo dos inseticidas (mutacOes alvo-especificas) ou aumento da biodegradacdo ou sequestro
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enzimatico (resisténcia metabolica) (HEMINGWAY et al., 2004; MOYES et al., 2017). Um
estudo que avaliou a distribuicdo geografica mundial da resisténcia a quatro principais classes
de inseticidas, mostrou que em relacdo ao Ae. aegypti, para o temefos (organofosforado visto
no estudo) o nivel de resisténcia era maior para o Brasil, Guiana Francesa e Caribe, e menor
resisténcia foi encontrada em algumas localidades da Africa Ocidental e variavel em regides
do sul e sudeste da Asia. Resisténcia a carbamatos é reportada na Asia, Africa e América
Latina. Para piretroides, resisténcias foram vistas na Asia e Américas e para 0s
organoclorados maiores resisténcias ocorrem na América, Africa e Asia (MOYES et al.,
2017).

Visando tentar contornar os problemas relacionados ao controle quimico, tém surgido
e se difundido diversas formas de controle bioldgico que, em sua maioria, se utilizam de
predadores ou patogenos na reducdo da populacdo de insetos (Figura 7). Predadores que se
alimentam de larvas e pupas que podem ser peixes, anfibios, copépodes, estagios jovens de
odonatas, insetos aquaticos e larvas de outros insetos, Bacillus thuringiensis var. israelenses
(Bti), fungos entomopatogénicos, wolbachia (bactéria passada no processo de reproducao que
impede o estabelecimento do virus da dengue), técnicas geneticas de esterilizacdo dos
mosquitos e outros tipos de modificacbes genéticas, mosquitos irradiados e estratégias que
fazem uso de conhecimentos comportamentais do mosquito sdo exemplos de praticas de
controle biolégico (BENELLI; JEFFRIES; WALKER, 2016; ZARA et al., 2016).

Fonte: Adaptado de BENELLI; JEFFRIES; WALKER (2016)
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2.3 USO DAS PLANTAS NO CONTROLE DO AE. AEGYPTI

Devido a toxicidade ambiental e para o ser humano que muitos dos inseticidas ou
larvicidas atualmente disponiveis possuem, além do grande problema atual que é o
desenvolvimento de mosquitos resistentes, os inseticidas de origem natural, fitoinseticidas ou
inseticidas boténicos, que se incluem nas estratégias de controle bioldgico, tém se constituido
uma alternativa para superar estes efeitos colaterais provocados pelos métodos de controle
quimico. Um estudo que analisou mais de 20.000 trabalhos na &rea de inseticidas de origem
em plantas, do ano de 1980 a 2012, demonstrou que o numero de trabalhos publicados
aumentou crescentemente no decorrer destes anos. Em 1980 haviam 61, ja em 2012 haviam
1.207 trabalhos publicados. Ha um bom numero de trabalhos relacionando os 0leos essenciais
e a planta Nim, no entanto, a maioria dos trabalhos se concentram em outros produtos
oriundos de plantas (ISMAN; GRIENEISEN, 2014) conforme pode ser visto na Figura 8.

Figura 8 — Publicacdes relacionadas a inseticidas boténicos entre 1980 e 2012

1250

Legenda:
B Oleos essenciais

B Neem 19992012
y =52.525x-576
R2=0.9778

1000

M Restante

750

1980-1998
500 - y=29332+15
RZ=0.9396

250 -+

Ndmero de artigos da base de dados CAB

(=]
o0
@
—

1984
1985
1986
1990
1983
1954
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008

2

1981
1982
1983
1987
1988
1989
1991
1992
2010
2011
2012

Ano

TRENDS in Plant Science

Fonte: Adaptado de ISMAN; GRIENEISEN (2014)

Vaérios produtos de origem natural ja foram relatados na literatura como tendo acéo
inseticida, estes em sua maioria sdo extrato vegetais brutos ou 6leos essenciais (SHAALAN et
al., 2005; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014). Em uma extensa revisao de literatura foi
encontrado que 429 espécies de plantas apresentam atividade inseticida compreendidas em
101 familias botanicas (40 delas da familia Fabaceae), 29 espécies apresentaram Otimas

atividades inseticidas. Neste estudo foram observados varios aspectos importantes da
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atividade inseticida como a espécie de planta utilizada, a espécie de mosquito testada, o
estagio de desenvolvimento do mosquito, parte da planta utilizada e 0 método de extracdo
utilizado (PAVELA et al., 2019). Os inseticidas de origem vegetal, de modo geral, constituem
uma promissora alternativa ja que sdo menos toxicos, biodegradaveis, de baixo custo, alvo-
especifico e que ndo agridem o meio ambiente (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA,
2012).

O sucesso de os produtos de origem vegetal apresentarem atividade contra insetos
adultos ou alguns dos estagios mais jovens de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti se
devem muito em parte a propriedade de defesa natural que as plantas possuem, que advém
muito da producdo de metabdlitos secundarios (PAVELA et al., 2019; WINK, 2006).

2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

Metabolitos secundarios de plantas sdo compostos organicos produzidos pelas plantas
(CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA, 2006). H& um grande ndmero de metabolitos
secundarios produzidos por plantas que se dividem em trés grandes grupos: compostos
fenolicos, terpenoides e alcaloides (AGOSTINI-COSTA et al., 2012). Os metabdlitos
secundarios podem ter por funcdes principais na plantas proteger contra os raios ultravioletas
(UV), servir de estocagem de compostos nitrogenados, agir na atracdo, por exemplo, de
organismos polinizadores e também agir como moleculas envolvidas na defesa das plantas

contra herbivoros, microrganismos e virus ou plantas competidoras (WINK, 2006)(Figura 9).

Figura 9 - Funcdo dos metabdlitos secundarios nas plantas
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Os metabdlitos secundérios, como se pode ver, ndo estdo envolvidos em processos
intrinsecos a planta, como geracdo de energia, estando mais envolvidos em mediar a interacéo
das plantas com o meio externo. Neste sentido eles podem ser constitutivamente produzidos,
ou, em algumas situacdes, ser produzidos somente sob inducdo por um elemento estressor
(YANG et al., 2018).

Os compostos fendlicos representam o maior grupo de metabdlitos secundarios de
plantas. Sua estrutura principal em comum € a presenca de um ou mais grupos fenodlicos
ligados a um ou mais grupos hidroxilas e sua origem advém do amino&cido fenilalanina. Eles
podem ser estruturas simples, com apenas um anel aromatico, até estruturas poliméricas mais
complexas. Podem ser classificados em compostos fenolicos simples, taninos, cumarinas,
flavonoides, cromonas e xantonas, stilbenos e lignanas. Ha ainda uma outra subdivisdo que 0s
classifica em compostos flavonoides e ndo flavonoides (HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2018;
WALTON; BROWN, 1999).

Os alcaloides sdo compostos cuja estrutura basica € formada por atomos de
nitrogénio, somado a presenca de atomos de carbono e hidrogénio. No entanto, compostos
relacionados a este podem conter acidos neutros ou fracos alem de presenca de oxigénio,
enxofre e raramente outros como cloro, bromo e fésforo. Atualmente a classificacdo destes se
baseia na similaridade do esqueleto carbonico. S&o metabolitos de distribuicdo bem restrita,
aparecendo principalmente em Angiospermas. Como também estdo envolvidos no processo
de sintese proteica nas plantas, normalmente sua disponibilidade é baixa, estando mais
presentes em locais de armazenamento como raizes, sementes e frutos (KABERA et al., 2014;
NICOLAOU; CHEN, 2011; WALTON; BROWN, 1999).

Terpenoides também sdo compostos muito abundantes e diversos, que possuem como
originario quimico unidades de isopreno, de 5 carbonos. Biossinteticamente originados do
isopentenil e dimetilalil pirofosfato, sendo muito conhecidos por suas propriedades lipofilicas.
Estes sdo classificados com base no nimero de unidades isoprénicas (HUSSEIN; EL-
ANSSARY, 2018; WALTON; BROWN, 1999), como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3- Classificacdo dos terpenoides

NUmero de carbonos Nome

Cs Hemiterpeno
Cio Monoterpeno
Cis Sesquiterpeno
Ca Diterpeno
Cas Sesterpernos
Cao Triterpeno
Cao Tetraterpeno
Csa0 Politerpeno

Fonte: Adaptado de KABERA et al. (2014)

Os metabolitos secundarios de plantas estdo intimamente relacionados a atividade
inseticida que as plantas apresentam e que vém sendo confirmadas cientificamente. Para todas
as maiores classes de metabolitos descritas acima ja existem atividades inseticidas relatadas
contra algum inseto, sejam aqueles relacionados a doencas humanas ou insetos peste.
Alcaloides tém sido relatados como inseticidas, mesmo em baixas concentracdes e seus
principais mecanismos para tal acdo sdo por interferéncia em canais de membrana de sodio
presentes em nervos e também através de inferéncia nos receptores de acetilcolina do sistema
nervoso. Compostos fenolicos também afetam negativamente o desenvolvimento dos insetos,
no entanto, seu modo de acao ainda ndo esta claro até 0 momento, assim como os terpenoides
gue também ainda ndo possuem seu mecanismo de acdo totalmente esclarecido (RATTAN,
2010).

Um estudo recente, que fez uma revisao de toda a literatura disponivel que relacionava
extratos de plantas com atividades larvicidas, encontrou que 429 espécies de plantas tinham
descritas na literatura sua atividade larvicida, destas 29 tinham atividades larvicidas otimas
(Concentragdo que mata 50% (LCso) <10 ppm (partes por milhdo)), mas somente em 19
destas realmente foi capaz de se relacionar esta atividade a um composto fitoquimico
especifico. As principais classes de metabodlicos larvicidas foram acetogeninas, alcaldides,
alcamidas, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, limondides, poliacetilenos, lactonas
sesquiterpénicas, esterois, tiofenos, triterpendides e xantonas. Alguns dos mecanismos de
acdo descritas para este fitoquimicos foram fototoxicidade, interacdo com enzimas
importantes como transaminases e a citocromo P450 monoxigenase, toxicidade neuronal,
dano ao intestino, geracdo de espécies reativas de oxigénio, inibicdo da alimentacdo e

desenvolvimento, genotoxicidade e mutagenicidade (PAVELA et al., 2019).
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2.5 POINCIANELLA MICROPHYLLA

Poincianella microphylla (Mart. ex G. Don) L.P.Queiroz (tem como sindnimos
Caesalpinia microphylla Mart. ex G.Don e Cenostigma microphyllum (Mart. ex G. Don) E.
Gagnon & G.P. Lewis) € um arbusto da familia Fabaceae de 1 - 5 metros de altura, com
tronco de casca lisa, foliolos alternados a subopostos e flores com pétalas de cor amarelo-ouro
(Figura 10). Conhecida popularmente como Catinga-de-porco, esta planta € tipica do bioma
Caatinga e endémica da regido do sul do Piaui, sul de Pernambuco e norte da Bahia e bem
caracteristica da regido do baixo-médio S&o Francisco (FLORA DO BRASIL, 2019;
QUEIROZ, 2009).

Figura 10 - Arbusto de Poincianella microphylla. (a) Arbusto inteiro (b) Folhas em detalhes

< 3

Fonte: Adaptado de QUEIROZ (2014)

Suas folhas sdo fonte de alimentacdo para o gado e, na medicina popular, é utilizada
para problemas de estdmago e febre, ja a casca do caule é relatada como digestiva e sedativa
(AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Folha e entrecasca, da também chamada
cantigueira rasteira, foram relatadas por Albuguerque et al., 2007 com uso terapéutico
medicinal para impoténcia sexual e reumatismo. Ela também tem uma importancia
agroecondmica, sendo utilizada como adubo, cerca viva e na produgdo de mel (PICCIN,
2017).

Na literatura cientifica, atividades bioldgicas relacionadas a esta planta sdo muito
escassas, havendo apenas dois trabalhos publicados. Um deles mostrou atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de folhas e frutos contra o Bacillus subtillis,
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Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e a Klebsiella pneumoniae com flavonoides,
terpenoides e taninos descritos como metabolitos encontrados (SILVA et al., 2006). Outro
estudo, com o extrato aquoso das frutas, demonstrou atividade antibiofilme para S.
epidermidis, sem inibicdo do crescimento bacteriano, também foi avaliada a citotoxicidade em
células Vero e demonstrou diminuir a viabilidade celular nas maiores concentra¢des, mas ndo
foi citotoxico na menor concentracdo. Na avaliacdo fitoquimica foi demonstrada a presenca de

flavonoides, terpenoides, esteroides, aminas e polifenois (SILVA et al., 2015).

2.6 TOXICIDADE EM ORGANISMO NAO-ALVO

2.6.1 Fitotoxicidade

Além de ndo demonstrar induzir resisténcia aos mosquitos, um inseticida deve ser
alvo-especifico, demonstrando ser atdxico ou de baixa toxicidade a organismos ndo-alvo,
como é o caso das plantas. Fitotoxico diz-se de qualquer produto que temporariamente ou por
longo tempo cause danos as plantas, como perda da planta inteira, atraso da emergéncia ou
crescimento, florescimento ou aparecimento do fruto, descoloracdo da planta ou partes dela,
necrose do tecido da planta, murchacéo e deformacdes da planta ou partes dela (FAO, 2006).

Os testes de fitotoxicidade sdo importantes ferramentas na avaliacdo da eficécia,
seguranca e seletividade de um produto que sera aplicado proximo ou na planta em si, como é
0 caso de inseticidas, herbicidas, fungicidas ou outro produto relacionado sendo, portanto, um
teste importante para avaliacdo do risco ambiental que estes compostos podem representar. Os
métodos para avaliacdo da toxicidade a plantas usam de informacdes como tempo de
germinacdo, porcentagem de germinacdo, medidas de crescimento da planta, nimero de
orgdos, peso, diametro e modificacdes de cor, necrose ou deformacdes para determinar se um
produto € fitotoxico ou ndo (OEPP/EPPO, 2007).

Os mecanismos moleculares de como um composto leva a toxicidade em plantas
podem ser inibicdo da fotossintese, divisdo celular, funcdo enzimatica e influéncias no
desenvolvimento da raiz, broto e folhas. Também pode haver interferéncias na sintese de
pigmentos, proteinas ou DNA (acido desoxirribonucleico), desestabilizacdo da membrana
celular ou promocéo de crescimento incontrolavel (BRAGANCA et al., 2018).

Organizagbes como a EPA (United States Environmental Protection Agency), OECD
(Organization for Economic Co-operation and Development) e a FAO (Food and Agriculture

Organization of the United Nations) defendem veemente que testes de seguranga e eficécia,
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como o teste de fitotoxicidade, devem fazer parte do caminho até a implementacdo dos
inseticidas ou pesticidas como efetivos controladores de insetos. Além da necessidade e
importancia da conducdo deste tipo de teste, ainda ha muitas vantagens intrinsecas ao
desenvolvimento do ensaio como a possibilidade de se obter informagdes para compostos ou
metabdlitos tdxicos, uso de materiais faceis de obtencdo, a possibilidade e o teste pode ser
feito tanto ex situ quanto in situ, a duracdo deste teste que normalmente é curta e uma
metodologia simples e de baixo custo (BRAGANCA et al., 2018; EPA, 2019; FAO, 2006;
MAILA; CLOETE, 2005; OECD, 2003).

Uma das mais populares metodologias disponiveis para a avaliacdo fitotdxica é a que
avalia a germinacdo e crescimento a partir da incubacdo de plantulas com o composto a ser
avaliado e a espécie de plantula mais comumente utilizada é a alface (Lactuca sativa L.)
(Figura 11), que apresenta sensibilidade a diferentes substancias, facilidade de cultivo, baixo
custo e crescimento homogéneo (EPA, 1996; SILVEIRA et al., 2017; SIMOES et al., 2013;
TIGRE etal., 2012).

Figura 11 - Teste de fitotoxicidade em placa de 6 pocos. (a) Crescimento das plantulas da alface americana
grandes lagos em placa (b) Detalhe da plantula mostrando a raiz e dicétilo.

Dicétilo

Fonte: O autor (2019)

2.6.2 Toxicidade em zebrafish
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Danio rerio ou zebrafish é um peixe tropical de agua doce de aproximadamente 3 cm
e nativo da India. Ele é muito utilizado como peixe ornamental, mas também tem muito
espaco no meio cientifico. Os machos apresentam listras longitudinais dispostas ao longo do
corpo delgado e em formato de torpedo e em suas barbatanas e barriga geralmente apresentam
coloracgdo dourada. As fémeas, por outro lado, ndo possuem colorag¢do dourada em seu corpo e
quanto carregadas de ovos estas aumentam de volume (DAMMSKI et al., 2011; WIXON,
2000).

O desenvolvimento do zebrafish comeca com um zigoto, de apenas uma célula, que
fica sob uma grande célula gema. Este zigoto passa por um processo de varias clivagens
seguida por periodo de blastula, e apds aproximadamente 6 horas de fertilizacdo tem inicio o
processo de gastrulacdo e epibolia. Apds a gastrulacdo, o peixe em desenvolvimento passa por
um passo mais complexo, que é a formacdo dos 6rgdos (organogénese). 2 dias apds a
fertilizacdo ocorre a ecloséo de uma larva de nado livre. O zebrafish atinge a maturidade
sexual aos 3 meses e pode viver até 5 anos (D’COSTA; SHEPHERD, 2009).

Figura 12 — Ciclo de desenvolvimento do Danio rerio
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Fonte: Adaptado de D’COSTA; SHEPHERD (2009)

Eventos importantes ocorrem em periodos especificos de desenvolvimento do peixe,
como por exemplo com 24 horas, quando se tem o aparecimento da pigmentacéo inicial na
retina e pele, presenca de globulos vermelhos na gema e batimento cardiaco. Em 48 horas,

tem-se uma pigmentacdo mais aparente, aparecendo também uma coloragdo amarelada,
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circulacdo em arcos aorticos e vasos segmentares ja ocorrendo e a presenga de movimentagao
dos cilios olfativos. Com 72 horas, a boca do embrido ja estd aberta, olhos ja estdo presentes,
corpo com coloragdo amarelada e presenca de cartilagem no arco branquial (KIMMEL et al.,
1995).

Figura 13 — Desenvolvimento do zebrafish em diferentes tempos em horas
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Fonte: Adaptado de HOOD (2011)

O uso do zebrafish em modelos de estudo é bem estabelecido e amplamente utilizado
em estudos da biologia do desenvolvimento, pesquisas em cancer, estudos de toxicologia, na
descoberta de drogas, pesquisas em genética molecular e também como modelo genético para
espécies aquicolas e pesquisas em toxicogendmica, além de seu uso em modelos de doencas
para avaliacdo de biomedicamentos humanos (KHAN; ALHEWAIRINI, 2018).

Vantagens no uso do D. rerio como modelo de estudo sdo a transparéncia
caracteristica dos embrides fertilizados, fertilizacdo externa permitindo um facil acesso a
observacdo e manipulacdo dos embrides, rapido desenvolvimento externo, possibilidade de
manipulacdo genética, grande numero de embrides gerados, fisiologia e anatomia homdlogas
a dos mamiferos e genética semelhante a dos seres humanos (DHILLON et al., 2019;
EIMON; RUBINSTEIN, 2009; LIESCHKE; CURRIE, 2007; WIXON, 2000).

2.6.3 Citotoxicidade em eritrécitos

Para que um produto natural chegue a seu uso aprovado e seguro é necessario que

etapas de testes e estudos sejam cumpridas, uma etapa importante deste processo é a
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determinacédo da seguranca e toxicidade do produto em modelos experimentais (WHO, 2000).
Para os produtos advindos de plantas que agem no combate de insetos, a seguranca para o0 ser
humano é algo particularmente importante principalmente quando se trata dos ovicidas,
larvicidas e pupicidas que tém que ser aplicados a &gua, j& que os ovos, larvas e pupas
participam da fase aquética do ciclo de desenvolvimento. Para evitar que o ser humano faca a
ingesta ou tenha o contato com 4gua com possiveis compostos tdxicos advindos dos
inseticidas é importante a realizacdo de testes de toxicidade (MOSSA; MOHAFRASH;
CHANDRASEKARAN, 2018).

Um dos muitos exemplos de testes de citotoxicidade é aquele que possui como
modelo os globulos vermelhos. Estes, que também podem ser chamados de eritrdcitos ou
hemacias, sdo, junto com os leucocitos e as plaquetas, os componentes celulares do sangue.
As hemécias sdo células anucleadas em forma de disco biconcavo que medem 8 pum de
didmetro e que, em circulagdo, possuem um tempo de vida de 120 dias (HOFFBRAND;
MOSS, 2013). Sua origem se da na medula Gssea a partir de um precursor eritroide, o
proeritroblasto, em um processo denominado de eritropoese (Figura 4). A funcdo principal
dos globulos vermelhos é o transporte de oxigénio (O.) aos tecidos e a retirada dos tecidos do
didxido de carbono (CO) para sua troca nos pulmdes (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2014).

Figura 14 - Amplificacdo e maturagao dos eritrdcitos a partir do proeritroblasto
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Fonte: HOFFBRAND; MOSS (2013)

O principal componente proteico das hemdcias € a hemoglobina, uma heme proteina
composta por uma porgdo proteica e um grupo prostético heme. A porcdo proteica da

hemoglobina ¢ formado por 2 polipeptidios a-globina e 2 polipeptidios B-globina. O grupo
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prostético heme presente em cada um destes polipeptideos é composto por uma porfirina com
um atomo de ferro no estado ferroso (Fe*?) ligado a ela. O oxigénio se liga de forma
reversivel a este &tomo de ferro para assim ser transportado, proporcionando as hemacias
desempenhar sua funcdo de oxigenagdo dos tecidos (BAYNES; DOMINICZAK, 2015;
NELSON; COX, 2014).

A membrana eritrocitaria € composta por uma bicamada lipidica, proteinas, que
podem ser periféricas ou integrais, e carboidratos que ficam expostos externamente na
membrana (Figura 15). Sua fungdo é manter a composi¢do interna e delimitar os meios
interno e externo, além de proporcionar a resisténcia e a elasticidade necessarias a estas
células. Os lipidios constituintes das hemacias sdo os fosfolipideos, o colesterol e os
glicolipideos, que se organizam de modo a formar uma membrana bipolar com suas por¢oes
hidrofilicas expostas ao meio externo e as hidrofébicas voltadas para o citoplasma. As
proteinas periféricas estdo localizadas na parte externa da membrana e ndo a atravessam,
como é o caso das espectrinas e da banda 4.1. Ja as proteinas integrais s@o aquelas que
perpassam a membrana como é o exemplo das glicoforinas e da banda 3. Estas proteinas
desempenham diversas funcdes na célula como o transporte de substancias, a interagdo com
outras estruturas e a sinalizagdo celular. Em sua funcdo na membrana eritrocitaria estas séo
classificadas em: proteinas estruturais integrais de membrana (banda 3 e glicoforina),
proteinas de ancoragem do citoesqueleto a membrana plasmatica (anquirina) e as proteinas do
citoesqueleto (banda 4.1, espectrina e actina) (MOHANDAS; GALLAGHER, 2008; NARLA,;
MOHANDAS, 2017; OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013).

Figura 15 - Estrutura da membrana eritrocitéria
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Por diversos motivos e mecanismos a membrana eritrocitiria pode se romper
liberando o seu conteudo de hemoglobina, em um processo denominado hemolise. Algumas
substancias ou compostos apresentam toxicidade frente aos eritrocitos causando a ruptura de
sua membrana, o que inviabiliza seu uso. Para fornecer uma primeira etapa no conhecimento
da citotoxicidade de produtos com potencial uso humano, os glébulos vermelhos séo
utilizados como referéncia, pois sdo células cuja membrana guarda semelhangas com
membranas de outras células, além de serem faceis de obter-se e trabalhar em relacéo a outros
modelos (GAUTAM, 2013; JESWANI, 2015; ZOHRA; FAWZIA, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade Inseticida contra o Aedes aegypti de Extrato Cloroférmico de

Poincianella microphylla.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Coletar e obter o extrato cloroférmio das folhas de P. microphylla;
» Determinacéo do perfil fitoquimico do extrato cloroformico;
» Avaliar a atividade larvicida do extrato cloroférmico em Ae. aegypti;

» Elucidar o mecanismo de acgéo larvicida atraves de analise em microscopia eletrnica
de varredura;

* Investigar a fitotoxicidade do extrato cloroformico;
» Verificar a embriotoxicidade em Zebrafish do extrato cloroférmico;

» Analisar a citotoxicidade frente a eritrocitos humanos do extrato cloroférmico.



4 ARTIGO ATIVIDADE LARVICIDA DO EXTRATO DE POINCIANELLA
MICROPHYLLA CONTRA O MOSQUITO VETOR AEDES AEGYPTI

Artigo a ser submetido ao periddico Environmental Science and Pollution Research no formato
Research article (FI: 2.914; Qualis CB II: B1).
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Resumo

Visando fornecer uma alternativa larvicida menos tdxica, extratos de Poincianella
microphylla tiveram sua atividade larvicida avaliada em Aedes aegypti. Folhas trituradas
foram extraidas em ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. A atividade larvicida
foi realizada com larvas iniciais de quatro instares e suas CLso e CLgo determinadas em 48
horas. As larvas expostas ao LCsoe 2 X LCso tiveram sua ultraestrutura analisada. Além disso,
a toxicidade contra organismos ndo-alvo foi avaliada para Lactuca sativa L., Danio rerio e
eritrécitos. Entre os quatro extratos, apenas o cloroférmio apresentou atividade larvicida
significativa com CLso de 31,62 ppm. A analise ultraestrutural das larvas revelou alteracdes
da papila anal e do tubo sifdo, rupturas abdominais e turgescéncia corporal. No teste de
organismos n&o-alvo, o extrato de cloroférmio reduziu o comprimento do hipocétilo na
concentracdo de 90 ppm em comparacgao com 60 ppm (p = 0,0295) e néo foi fitotoxico para a
germinacdo. Para a embriotoxicidade de D. rerio, apresentou CLso de 61,05 ppm em 48 horas,
mas concentragdes proximas a CLso larvicida causaram alteragdes no desenvolvimento do
embrido que ndo levam a mortalidade significativa. Nao foi observada hemdlise. Portanto, o
extrato de cloroformio de P. microphylla pode ser uma alternativa larvicida contra Ae.
aegypti, entretanto, estudos futuros s@o necessarios para o isolamento do principio ativo e

melhor determinacéo da toxicidade.

Palavras-chave Metabolitos secundérios. Larvicida. Mosquito vetor. Zebrafish.
Fitotoxicidade. Citotoxicidade
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Introducgéo

Febre amarela, Zika, dengue e chikungunya sdo uma das doengas transmitidas por
mosquitos mais preocupantes mundialmente, relacionadas a0 mosquito Aedes aegypti, e que
de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mais da metade das pessoas que
vivem no mundo estdo na verdade, em &reas onde essa espécie de mosquito esta presente
(OMS 2019). Um mapa dos casos globais para essas doengas arbovirais relatou que de um
total de 250 paises/ territorios analisados em todo o mundo, 85 foram afetados por zika, 111
pela dengue, 106 pela chikungunya e 43 pela febre amarela (Leta et al. 2018). Com excec¢éo
da febre amarela e dengue que tem vacinacdo disponivel, as demais ainda tém acbes de
controle do mosquito como principal prevencdo (Silva et al. 2018).

Uma das estratégias de controle do mosquito mais difundidas € o uso de produtos
quimicos sintéticos. A classe de produtos quimicos sintéticos ou ndo sintéticos que matam o0s
estagios larvais de desenvolvimento do mosquito é chamada de larvicidas. Os larvicidas séo
uma 6tima forma de controle do mosquito pois evitam que 0s estagios iniciais passem para o
mosquito hematdfago adulto e se tornem um potencial agente transmissor de arbovirus
(Novak e Lampman 2010). Porém o controle quimico vem sofrendo com algumas barreiras
gue gquestionam seu uso, uma vez que estas podem ser prejudiciais ao homem, toxicas ao meio
ambiente e podem desenvolver mosquitos resistentes a produtos quimicos (Bellinato et al.
2016; Moyes et al. 2017).

Os produtos vegetais tornaram-se uma alternativa promissora aos atuais controles
quimicos usados em programas de manejo de mosquitos. Fitoquimicos derivados do
metabolismo secundario que naturalmente sdo conhecidos como agentes protetores contra
insetos tém sido uma fonte prospera de metabolitos como alcaldides, alcamidas,
antraquinonas, cumarinas, flavonoides, poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas, esterais,
triterpendides e xantonas que inibem o desenvolvimento do mosquito. A eficicia dos
inseticidas botanicos depende de varios fatores, como espécies de plantas utilizadas, o tipo de
mosquito testado, parte da planta utilizada, método de extracdo utilizado ou a polaridade do
solvente utilizado na extracdo (Shaalan et al. 2005; Ghosh et al. 2012; Pavela et al. 2019).

Poincianella microphylla (Mart. Ex G. Don) L.P. Queiroz (sindnimo de Caesalpinia
microphylla Mart. Ex G.Don e Cenostigma microphyllum (Mart. Ex G. Don) E. Gagnhon &
GP Lewis) é um arbusto da familia Fabaceae com 1 - 5 metros de altura popularmente

conhecida como Catinga-de-porco. Tipicamente presente no dominio fitogeografico da
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Caatinga e endémica da regido sul do Piaui, sul de Pernambuco e norte da Bahia, estados do
Brasil (Queiroz 2009; Flora do Brasil 2019). As folhas sdo usadas como fonte de alimento
para 0 gado e na medicina popular sdo usadas para problemas de estbmago e febre e a casca
do caule é relatada como digestiva e sedativa (Agra et al. 2007). Folha e entrecasca foram
relatadas com uso terapéutico medicinal para impoténcia sexual e reumatismo (Albuquerque
et al. 2007). Estudos cientificos descobriram que esta planta também possui atividades

antimicrobiana e antibiofilme (Silva et al. 2006, 2015).

E bem sabido que um larvicida deve ser um produto eficaz contra um mosquito vetor,
mas também deve apresentar um dano minimo ao homem e ao meio ambiente. Este é o
primeiro estudo a investigar uma relagdo entre extratos de P. microphylla e uma atividade
larvicida contra Ae. aegypti. Também avaliamos sua toxicidade contra organismos ndo-alvo,
com o objetivo de fornecer um larvicida a base de plantas com seguranca e eficacia no

controle de mosquitos.

Materiais e Métodos
Preparacdo do extrato da planta

A planta foi coletada no Parque Nacional do Catimbau (Buique - Pernambuco, Brasil),
SisGen (A149769), identificada e depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima -
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) sob o nimero de registro 84880. As folhas foram
separadas e secas a 40°C por 2 dias e a seguir triturado em liquidificador industrial
(Metalurgic Vithory Ltda., Brasil) até a obtencdo de um po fino. A extracdo em Sokhlet foi
realizada com 100g de p6 fino de material vegetal que foi colocado em um papel de filtro
(papel de filtro qualitativo Unifil 80 g/m?) usando 1L de quatro solventes diferentes (a
temperatura foi ajustada de acordo com a propriedade de ebulicdo de cada solvente) de
polaridade variavel (ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol). Todos os extratos
foram concentrados usando evaporador rotativo a vacuo. Os rendimentos dos extratos foram
5,483%, 0,997%, 1,117% e 17,094%, respectivamente.

Teste larvicida do mosquito

A coldnia utilizada no ensaio pertence a cepa Rockefeller e foi mantida no Laboratério
de Ecologia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco a 27+1°C e 78 + 2% de
umidade e um ciclo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro. Os mosquitos adultos foram

mantidos em caixas e alimentados com solucdo de glicose a 10%. As fémeas foram



47

alimentadas com sangue de galinha para o desenvolvimento dos ovos que, quando liberados
pelas fémeas, foram coletados e destinados ao desenvolvimento das larvas. Larvas foram
acondicionadas em recipientes plasticos com &gua e racdo para gatos (Wiskas®, Brasil). O
teste larvicida para o mosquito vetor Aedes aegypti foi realizado de acordo com a OMS
(2005) com algumas adaptacGes. Para este ensaio, inicialmente, foi feita uma triagem
larvicida com todos os extratos vegetais diluidos em agua destilada/tween 80 para se obter
solugdes correspondentes a 10, 100, 250, 500, 600 e 1.000 ppm em um volume final de 20 ml
e entdo incubadas com 20 larvas de Ae. aegypti em estagio inicial do quarto instar. As larvas
mortas foram registradas em 24 e 48 horas apds o inicio do teste. O extrato que efetivamente
atuou nessas concentracdes de triagem foi ap6s submetido a um teste com as concentracdes de
corte obtidas na triagem como segue, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 90, 100 ppm, em seguida foi
realizado o teste de corte. As larvas foram consideradas mortas quando ndo respondem as
batidas leves no recipiente. Este teste foi feito em quatro repeti¢bes para cada concentragéo de
teste, e o controle foi de 20 ml de agua destilada/tween 80. O namero total de mortes em 48

horas foi usado para fazer as estatisticas e obter os valores CLsoe CLgo por analise Probit.

Analise estrutural da larva

As concentragdes correspondentes a0 CLsp e 2 X CLso foram incubadas com Ae.
aegypti em estagio inicial do quarto instar como citado e, usando como controles uma solucgéo
agua destilada/tween 80 e agua destilada. Apds 24 horas, as larvas foram lavadas com PBS
(pH 7,2) e entdo fixadas por 3 horas a temperatura ambiente em solucdo de glutaraldeido
2,5%/4% paraformaldeido em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2 e, em seguida, lavadas com este
mesmo tampdo. A pos-fixacdo foi realizada por 1 h com solucdo contendo tetradxido de
6smio 1%, ferrocianeto de potassio 0,8% e cloreto de célcio 5mM em tampdo cacodilato de
sodio 0,1 M (pH 7,2). Ap6s lavadas, novamente, em tampao cacodilato de sodio, as amostras
foram desidratadas com concentracfes crescentes de alcool etilico (15%, 30%, 50%, 70%,
90%, 100% e superseca). Em seguida, as larvas foram colocadas em fitas de carbono e secas
em ponto critico (Bal-Tec © CPD 030 Critical Point Dryer), metalizadas com ouro (Denton

Vacuum Desk I1) e analisadas por microscopia eletronica de varredura (JEOL T-200).
Analise da composicdo quimica

As amostras foram solubilizadas de acordo com sua polaridade. Uma aliquota do
extrato foi submetida a analise em placas de cromatografia em camada delgada de Silicycle

TLC - Aluminium F254 (Merck Millipore) com 5 cm de comprimento. O extrato foi aplicado
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a 1 cm da borda inferior com um capilar de vidro e as placas foram eluidas com diferentes
sistemas de solventes a fim de identificar os principais grupos de metabdlitos secundarios de
acordo com a metodologia descrita por Wagner e Bladt (1996) (Tabela 1).

Ensaio de fitotoxicidade

Esse teste foi realizado de acordo com Torres et al. (2018) com pequenas
modificagbes. Um disco de papel de filtro de 6,2 cm de diametro (papel de filtro qualitativo
Unifil 80 g/m?) foi colocado em uma microplaca de 6 pogos (Kasvi) e, em seguida, 1 ml de
extrato de cloroférmio de P. microphylla nas concentra¢Ges de 10 ppm, 30 ppm, 60 ppm e 90
ppm diluidos em tampdo MES/ NaOH com DMSO 0,5% foram adicionados a oito aquénios
de Lactuca sativa L. (Feltrin Lettuce Great Lakes 659). Para controle negativo e controle
positivo foi adicionado 1 ml do tampdo e do herbicida glifosato (Citromax®),
respectivamente. Essas microplacas foram colocadas por 7 dias em fotoperiodo de 12 horas a
uma temperatura variando entre 25-32°C. Apo0s esse tempo, as placas foram acondicionadas
em freezer (-20°C) por 24 horas, depois foram descongeladas e as mudas colocadas em um
scanner (HP Deskjet 2540 All-in-one series®) para a formacao da imagem. Essa imagem foi
usada para medir o comprimento da raiz e do hipocoétilo no programa ImageJ®. Além disso,
foram calculados a porcentagem de germinacdo (PG), a porcentagem de germinacao relativa
de sementes (GRS), o crescimento relativo da raiz (CRR) e o indice de germinagédo (IG)

conforme as seguintes formulas (Zucconi et al. 1985; Hoekstra et al. 2002):

Contagem final do nimero de sementes germinadas

PG (%) = X100

Numero total de conjuntos de sementes para bioensaio

Numero de sementes germinadas na amostra
GRS (%) = — , X100
Numero de sementes germinadas no controle

Comprimento médio da raiz na amostra
CRR (%) = , — - X100
Comprimento médio da raiz no controle

GRS X CRR

1G (%) = —75

Embriotoxicidade em zebrafish

O teste foi realizado de acordo com Braunbeck e Lammer (2006); OCDE (2013).
Zebrafish adultos foram mantidos em tanques de peixes no Laboratério de Enzimologia da

Universidade Federal de Pernambuco a 26 = 1 ° C e fotoperiodo de 12 - 16 horas e, em
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seguida, machos e fémeas (propor¢do 2:1) foram colocados para fertilizar e desovar. Apos a
fertilizacdo, os embrides recém-fertilizados foram coletados e colocados sob um microscopio
optico (Zeiss Primo Star) com uma ampliacdo de 40x para confirmar sua viabilidade. Os
viaveis foram colocados em uma microplaca esterilizada (Kasvi), dez embrides para cada
poco. Em seguida, os embrides foram expostos a 2 ml de extrato de cloroférmio de P.
microphylla a 10 ppm, 30 ppm, 60 ppm, 90 ppm, 120 ppm, 150 ppm e 180 ppm diluidos em
PBS (0,01M, pH 7,4). Os controles foram feitos com PBS e agua do aquério. As placas foram
incubadas a 26 + 1 ° C e a mortalidade foi determinada as 24h, 48h e 72h. Embrides
coagulados, auséncia de formacdo de somito, ndo desprendimento da cauda ou auséncia de
batimento cardiaco foram os parametros utilizados para determinar a mortalidade. Esses
parametros foram analisados em lupa, em seguida por microscopia Otica, e os embrides
mortos foram contados e apos isto retirados da placa. A presenca de melanocitos, eclosdo e
outros sinais de desenvolvimento ou auséncia deste foram observados durante todo o tempo
de teste. As 72 h, também, os batimentos cardiacos foram registrados por contagem visual em
microscopio oOptico, quatro embrides de cada tratamento. A porcentagem de mortalidade
(nimero de embrides mortos/numero total de embrides x 100) e o CLso foram calculados para

cada tempo de exposicao.

Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi determinada de acordo com Oliveira et al. (2012) com
modificacbes. 4 ml de sangue humano foram coletados por puncao venosa em tubo de citrato
de sodio 3,2% e depois centrifugados a 2.500 rpm por 10 minutos para obter os globulos
vermelhos que foram entdo lavados trés vezes em PBS (0,01M, pH 7,4). Com os eritrocitos
lavados, foi feita uma suspensdo de 0,5% dos eritrocitos em PBS. A suspensdo de hemacias
(1,2 ml) foi adicionada a 400 ul de diluicbes em série de extrato cloroférmio de P.
microphylla (2.000-31,25 ppm diluido em PBS). Triton X-100 0,1% foi usado como controle
positivo e PBS como negativo. Apdés 60 minutos de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi lido a 540 nm. Além disso,
diluicBes em série do extrato de cloroférmio de P. microphylla sozinho foram lidas neste
espectro e o valor de absorbancia descontado da absorbancia obtido quando incubado com a
suspensdo de eritrécitos. O teste foi realizado em ftriplicata e o percentual de hemdlise foi

determinado de acordo com a formula:
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Abs da amostra - (Abs do controle negativo+Abs do extrato apenas) X 100. onde Abs significa

% de hemolise:
0 Abs do controle positivo — Abs do controle negativo

absorbancia.
Analise estatistica

Larvicidal CLsoe CLgo foram determinados por Andlise Probit usando o software Stat-
Plus 2006® (AnalystSoft, Canada). Os parametros de crescimento (média e desvio padréo) no
ensaio fitotoxico foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tuckey (p
<0,05), e os valores de CLso para o teste de embriotoxicidade do zebrafish foram calculados
por regressdo ndo linear (intervalo de confianga de 95%) no software Prism 8 (Graphpad,
Estados Unidos).

Resultados e discussao

O teste de triagem larvicida mostrou que os extratos ciclohexano, acetato de etila e
metanol ndo apresentaram atividade larvicida mesmo na concentragdo mais alta, enquanto o
extrato cloroférmio mostrou-se fortemente larvicida com 48 horas ja na concentracdo de 100
ppm, que matou 18 das 20 larvas, e nas seguintes concentragdes, 250, 500, 600 e 1.000 ppm,

mataram todas as larvas.

Como o extrato de cloroformio foi o Unico eficaz contra larvas, testamos este com
concentragcdes abaixo de 100 ppm e descobriu-se que 0 CLso e ClLgo para o extrato de
cloroférmio de P. microphylla foram, respectivamente, 31,62 ppm e 101,34 ppm (Tabela 2).
Com este resultado, concluimos que possivelmente, o composto responsavel por esta acao
larvicida € um composto de natureza apolar e particularmente extraido por afinidade ao
cloroférmio, uma vez que a atividade s foi observada neste solvente utilizado no processo de

extracao.

Esses resultados corroboram com o amplo conhecimento de que dependendo do
solvente do extrato, espécie vegetal, localizacdo geogréafica, parte da planta e metodologia de
extracdo utilizada, a eficacia de um inseticida botanico é diferente (Ghosh et al. 2012; Chore
et al. 2014; Hari e Mathew 2018). Além disso, de acordo com a OMS, extratos vegetais brutos
com valores de CLso <40 ppm tém potencial para serem compostos larvicidas, indicando que
o extrato cloroférmio de P. microphylla é uma fonte promissora de produtos larvicidas
vegetais (OMS 1993; Santos et al. 2012).

O extrato etandlico de Poincianella pyramidalis de diferentes partes desta planta

(raizes, caules, casca do caule e folhas), outra planta pertencente ao mesmo género e também
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presente na Caatinga, ndo apresentou atividade contra larvas de Ae. Aegypti (Santos et al.
2012), mas um estudo mais recente com esta mesma planta avaliou o extrato da semente em
fosfato de sodio contra o Ae. aegypti e encontraram uma CLso de 12,64 mg/ml em 48 horas
(12.640 ppm) (Barbosa et al. 2014). Em 24 horas a fracdo diclorometano do extrato etanélico
de raizes de Poincianella bracteosa (também pertencente ao mesmo género) foi a que
apresentou melhor atividade contra as larvas do mosquito entre as demais fracdes testadas
(acetato de etila e hexano), e mesmo em relacdo ao préprio extrato etanélico, com valor de
CLso de 0,241 mg/ml (241 ppm), em estudo realizado por Cruz et al. (2015). Govindarajan e
Karuppannan (2011) relataram para o extrato de cloroférmio das folhas de Eclipta alba um
valor CLso em 24 horas de 146,88 ppm e 0s outros extratos (benzeno, hexano, acetato de etila
e metanol) tinham 151,38 ppm, 165,10 ppm, 154,88 ppm e 127,64 ppm, respectivamente.
Outro trabalho que submeteu folhas de Andrographis paniculata aos mesmos solventes do
estudo anterior mostrou que o extrato de cloroférmio em 24 horas tinha 99,54 ppm de CLso €
0s demais extratos 119,58 ppm, 146,34 ppm, 124,24 ppm e 110,12 ppm, respectivamente
(Govindarajan 2011). O extrato de benzeno e acetato de etila de folhas de Ervatania
coronaria apresentou CLso de 89,59 mg/L (89,59 ppm) e 97,53 mg/L (97,53 ppm),
respectivamente; engquanto que a Caesalpinia pulcheriana teve 136,36 mg/L (136,36 ppm) e
144,67 mg / ml (144,67 ppm) para os mesmos solventes, respectivamente (Govindarajan et al.
2011). Extratos cloroformicos de Clerodendrum philippinum (folha), Senecio laelus (raiz e
folha) e Acanthospermum hispidum (folha) avaliados na atividade larvicida encontraram
valores de CLso também superior ao de nosso estudo, com 546,15 ppm, 73,48 ppm (raiz),
103,34 ppm (folha) e 65,221 ppm, respectivamente, para cada planta (Ali et al. 2018; Dhal et
al. 2018; Vivekanandhan et al. 2018).

Um estudo de Hari e Mathew (2018) testou extratos de folhas de Hyptis suaveolens,
Lantana camara, Nerium oleander e Tecoma stans (metanol, cloroférmio e éter de petrdleo)
e, também os resultados mostraram que a atividade larvicida é devida a compostos nédo
polares, desde o extrato de metanol agiu apenas para a planta N. oleander (CLso 84,09 mg/L
ou 84,09 ppm), mas diferentemente do nosso estudo, nenhum dos extratos de plantas
cloroférmio foi eficaz contra as larvas (CLso> 300 mg/L ou > 300 ppm ). Da atividade
larvicida de 94 extratos de dez plantas, apenas uma apresentou valor CLso inferior ao nosso,
que foi o extrato hexanico de hastes de Rourea doniana 12,1 pug / ml (12,1 ppm) (Oliveira et
al. 2010).
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Imagens de microscopia eletrénica de varredura de larvas Ae. aegypti apds 24 horas de
exposicao aos tratamentos mostra que na presenca de agua destilada e uma solucdo de agua
destilada/tween 80 (Figura 1 a-h) ndo ha alteracbes morfoldgicas significativas em nenhuma
das estruturas do corpo da larva (cabega, torax, abddmen, sifdo respiratério ou papila anal).
No valor da CLso da atividade larvicida, a cabeca e o térax ndo apresentavam alteracdo
morfoldgica (Figura 1 i), o abdémen em algumas partes estava intacto e bem segmentado
(Figura 1 j e I), porém, fenda no abdémen da larva foi observada (detalhe ndo mostrado). O
sifdo respiratorio estava preservado, mas havia perda das papilas anais (Figura 1 k). No sifdo
respiratério no valor de 2xCLso, as papilas anais incluindo o lobo anal estavam gravemente
danificadas (Figura 1 m e 0), também o abdome estava turgido (Figura 1 n) e com uma fissura
como marcado com um circulo vermelho na Figura 1 p. Em observag6es gerais, observou-se
que as larvas expostas as duas concentracdes do extrato estavam tdrgidas (principalmente as
larvas tratadas com 2xCLso) e também havia perda de cerdas ao longo do corpo da larva. As

estruturas de dano mais pronunciado foram o abdémen, lobo anal e papila anal.

Yu et al. (2015) também mostraram que alteracdes nas areas de sifdo e papilas anais de
Ae. aegypti foram as principais estruturas danificadas. Neste estudo, larvas tratadas com
extrato de metanol de Sargassum binderi mostraram papilas anais deformadas com cuticula
escurecida e encolhida, corpo distorcido, escurecido e palido e danos na placa estigmal no
apice do sifdo quando analisadas em estereomicroscopio e microscopio eletrénico de

varredura.

Outros estudos também elucidam o mecanismo de acdo de seus produtos vegetais,
encontrando algumas semelhangcas com o nosso estudo. Rocha et al. (2015), na anélise
estereomicroscopica, também encontraram alteracdes morfoldgicas nas papilas anais de Ae.
aegypti quando em contato com 0s Gleos essenciais de Foeniculum vulgare e seus dois
compostos principais. Soonwera e Phasomkusolsil (2016), quando expos larvas de Ae. aegypti
e Anopheles dirus a 6leos de Cymbopogon citratus e Syzygium aromaticum, encontraram
alteracdes nos corpos das larvas, alongamento do pescoco, torax dilatado, trato digestivo e
traqueia respiratéria pouco visiveis, auséncia de caracteristicas normais no abdémen e
auséncia de tubo sifdo, sela e tufos de cabelo. Por outro lado, Procopio et al. (2015)
descobriram que o intestino médio larval foi a principal estrutura danificada quando a larva

foi exposta ao extrato salino das folhas de Schinus terebinthifolius.
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As papilas anais sdo uma conhecida estrutura responsével pela regulacdo osmotica das
larvas. Em nosso estudo, demonstramos que, para ambas as concentracdes, essa estrutura foi
uma das mais danificadas, somada aos achados de turgidez e ruptura no corpo da larva. Além
disso, o sifdo respiratorio foi danificado, e esta estrutura estd envolvida no processo
respiratério, portanto podemos propor que desregulacdes osmoticas e alteracdes do processo
respiratério sdo provavelmente o mecanismo de acdo larvicida dos compostos extraidos do

extrato cloroférmico de P. microphylla.

O perfil fitoquimico do extrato de cloroférmio de P. microphylla revelou que as
classes mais abundantes de constituintes fitoquimicos foram cumarinas, compostos fendlicos,
lignanas, derivados do antraceno e saponinas, e 0S compostos menores presentes foram
alcaldides, mono, sesqui, diterpenos, triterpenos e esteroides (Tabela 3). O extrato aquoso de
frutas da mesma planta do nosso estudo encontrou a presenca de flavonoides, terpendides,
esterdides, aminas e polifendis (Silva et al. 2015). E ainda, o extrato hidroetanolico de folhas
e frutos da mesma planta apresentou a presenca de flavonoides, terpendides e taninos (Silva et
al. 2006).

Na literatura, os metabolitos secundarios mais abundantes presentes no extrato de
cloroférmio de P. microphylla j& sdo conhecidos por sua acdo de controle do mosquito vetor
Ae. aegypti. Duas cumarinas obtidas para uma fragcdo hexanica do extrato da fruta de Cnidium
monnieri e onze cumarinas comercialmente organicas e uma mistura de derivados
cumarinicos da fracdo hexanica das raizes do extrato etanolico de Esenbeckia grandiflora

foram eficazes contra as larvas do mosquito (Oliveira et al. 2005; Wang et al. 2012).

Compostos fendlicos também ja sdo conhecidos como agentes de controle vetorial, no
extrato metandlico da folha de Tephrosia purpurea, alto teor de flavonoides e médio teor de
alcaloides foram relacionados aos efeitos tdxicos em Ae. aegypti (Venkadachalam et al.
2017). Além disso, acidos fenolicos de Chaetomorpha antennina (Vimaladevi et al. 2012) e
extratos alcaloides, fenolicos e terpendides das folhas de Ziziphus jujuba, cujo extrato

fenolico foi 0 mais larvicida (Devi e Bora 2017).

A atividade larvicida de lignanas foi identificada em raizes de Phryma leptostachya
var. asiatica (Park et al. 2005). A lignana grandisin isolada de Piper solmsianum também foi
ativa contra as larvas de Ae. aegypti (Leite et al. 2012) e lignanas de Piper fimbriulatum
também (Solis et al. 2005). Antracenos do fungo Neosartorya pseudofischeri foram relatados

para combater o mosquito Ae. aegypti no estudo de Masi et al. (2017). A saponina também foi
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relacionada a acao contra esse mosquito, o contetido de saponina do extrato de acetato de etila
de Achyranthes aspera foi relatado com acéo contra o Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus
no estudo de Bagavan et al. (2008) e outras saponinas de extratos e fracfes do mesocarpo do
fruto de Balanites aegyptiaca foram fortemente relacionadas com a atividade larvicida contra
Ae. aegypti (Wiesman e Chapagain 2006).

Um extrato de cloroférmio que teve um CLso semelhante ao nosso estudo (CLsp em
LCS: 38,404 ppm e CLso LCI: 32,907 ppm) mostrou um perfil fitoquimico fortemente
positivo para a presenca de carboidratos, taninos, quinonas, terpendides e cianina, positivo
para a presenca de cumarinas e glicosideos cardiacos e vestigios de acidos (Elumalai et al.
2017).

Porém, para um inseticida natural ter valor, ele deve ser eficaz, mas também deve ser
seletivo com baixa toxidade ambiental (Corréa e Vieira 2007). Com base nisso, decidimos
testar a toxicidade de nosso extrato ativo em organismos nédo-alvo. A influéncia de diferentes
concentracdes de extrato cloroférmico de P. microphylla na germinagdo e crescimento de
mudas de Lactuca sativa L. dos Grandes Lagos revelou que ndo ha diferenca significativa
entre as concentracOes testadas quando comparadas as sementes no tampéo (Figura 2 a-d).
N&o ha germinacdo no tratamento com herbicida, portanto, quando comparado aos demais
tratamentos, o grau de significancia é maior (p <0,0001). No comprimento do hipocotilo, a
comparacdo entre as concentracdes de 60 ppm e 90 ppm resultou em um valor significativo de
p = 0,0295.

Os extratos metandlicos aquosos de Ocimum tenuiflorum mostraram uma reducao
significativa do crescimento da parte aérea e da raiz da alface e outras espécies de plantas
testadas (Islam e Kato-Noguchi 2014). Extratos aquosos de folhas de seis espécies de arvores
testadas também mostraram inibicdo de crescimento em ensaio com sementes de alface
(Sunmonu e Van Staden 2014). Extratos hidroalcéolicos de folhas de Solanum muricatum e
Solanum betaceum afetaram a germinacdo e o crescimento de sementes de L. sativa em
diferentes graus (Santos et al. 2018). Extratos aquosos de frutas, folhas frescas e secas de
Morus nigra causaram efeitos inibitérios nos parametros de germinacdo e crescimento de L.
sativa (Vieira et al. 2018).

De acordo com Sousa et al. (2017), produtos que tém um indice de germinacao
variando entre 80-100% s&o classificados como néo fitotdxicos e com variacdo entre 60-80%

como moderadamente fitotoxicos, entdo, levando esta classificacdo em consideragéo, todas as
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concentragdes testadas sdo ndo fitotoxicas. Apds 48 horas, as sementes de alface sofreram
reducdo da germinacdo a partir da concentracdo de 0,5 g/L (500 ppm) para Amaranthus
retroflexus, e 1,0 g/L (1.000 ppm) para as demais plantas de Amaranthus testadas. Os
compostos quimicos que essa espécie tinha em comum eram &cido organico, carotendides e
esterdides (Carvalho et al. 2019). As fragdes de cloroférmio, n-hexano e acetato de etila, e 0
préprio extrato metandlico de Artemisia arborescens inibiram a germinacao de sementes de L.
sativa na dose efetiva de 50% (DEsp) 1,68 mg/mL (1.680 ppm), 5,31 mg/mL (5.310 ppm) ,
1,29 mg/mL (1.290 ppm) e 1,77 mg/mL (1.770 ppm), respectivamente (Araniti et al. 2016).

A embriotoxicidade no zebrafish revelou que o CLsp em 48 horas é maior do que o
CLso larvicida o que significa que para ser 50% letal para os peixes é necessario quase 2 vezes
0 CLso aplicado para matar 50% das larvas de Ae. aegypti. As observaces em 24 horas
mostraram movimentos dentro dos embrides indicando que, possivelmente, eram viaveis em

termos de desenvolvimento (Tabela 5).

Em 48 horas, a partir de 30 ppm, observamos que alguns deles ndo apresentavam
melanocitos e em 60 ppm o0s que ainda estavam vivos ndo apresentavam melanocitos. No
controle e no tratamento com PBS, houve presenca normal de melandcitos (setas vermelhas
na Figura 3). Em 72 horas, um grande nimero de embrides ja eclodira, enquanto que em 30
ppm um grande nimero ndo eclodiu. Além disso, em 72 horas para a concentracdo de 30 ppm
ocorreu uma reducdo significativa dos batimentos cardiacos quando comparada aos demais
tratamentos. Assim, em concentracdes proximas ao larvicida CLsp nosso extrato interfere no
desenvolvimento embriogénico dos peixes, mas ndo o suficiente para causar mortalidade

significativa (Tabela 5).

Estudo de Procdpio et al. (2015) encontraram que o0 extrato salino das folhas de
Schinus terebenthifolius matou 100% dos nauplios de Artemia salina em todas as
concentracdes testadas, sendo toxico em concentracdes larvicidas para Ae. aegypti. Outro
estudo descobriu que de 14 extratos de plantas testados em seus respectivas CLsg larvicidas
contra o peixe guppy, seis deles produziram 100% de mortalidade (Promsiri et al. 2006). O
6leo essencial de Pinus kesiya apresentou um valor CLsp muito mais alto (8390 ug/ml ou
8390 ppm) de mortalidade para o peixe Gambusia affinis (Govindarajan et al. 2016). E, uma
toxicidade ainda maior foi encontrada para Bowellia ovalifoliolata quando exposto ao peixe
G. affinis que apresentou um CLsg de 14.783,21 pg / ml (14.783,21 ppm) (Benelli et al. 2018),
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para 0 mesmo peixe, uma mistura quaternaria de alguns extratos de solvente mostrou também
uma CLso mais alta de 90,21 mg/L (90,21 ppm) (Hari e Mathew 2018).

Muitos estudos avaliam a atividade hemolitica de compostos naturais de plantas, pois
é importante que os compostos com potencial para serem utilizados por humanos determinem
sua toxicidade para garantir seu uso seguro. Também é importante avaliar a toxicidade, pois
0s produtos naturais ndo garantem seguranca ao homem e especificidade aos organismos-
alvo. A atividade hemolitica € uma primeira etapa para entender como um produto se
comporta no nivel celular (Kalaivani et al. 2011; Kumar et al. 2011; Mossa et al. 2018).
Nosso estudo ndo encontrou nenhum efeito hemolitico contra os eritrocitos em nenhuma

concentragéo de extrato de cloroférmio de P. microphylla de 2.000 a 31,25 ppm.

Anteriormente, a mesma espécie de planta de nosso estudo teve seu extrato aquoso de
fruta determinado para citotoxicidade em células Vero, e este demonstrou diminuir a
viabilidade celular nas concentra¢fes mais altas (4 mg/ml ou 4.000 ppm e 2 mg/ml ou 2.000
ppm), mas ndo foi citotdxico na concentracdo mais baixa (0,4 mg/ml ou 400 ppm) (Silva et al.
2015). Kalita (2011) observou no extrato aquoso de Lantana camara uma atividade
hemolitica de 7,93 £ 0,23%) na concentracdo de 1mg/ml (1000 ppm). Rasool et al. (2015) no
extrato metandlico (Img / ml) de Aitchisonia rosea obteve percentual de hemolise de 9,4 +
0,04%. Em contrapartida, a atividade hemolitica observada no estudo de Araujo (2012) que
testou extratos de folhas de Leiothix spiralis (1mg/ml) apresentou valor superior a 20%.
Assim, podemos concluir que em um modelo de citotoxicidade de hemacias, nosso extrato
ndo apresentou toxicidade celular, mas como essa espécie de planta ja demonstrou um leve

grau de toxicidade, estudos mais robustos sao necessarios.
Concluséo

Em conclusdo, nosso estudo descobriu que apenas o extrato de cloroférmio de P.
microphylla foi ativo contra larvas de Ae. aegypti, provavelmente devido aos compostos desta
planta com afinidade particular ao cloroférmio. Além disso, demonstramos que este extrato
ndo era fitotoxico, ndo citotoxico, mas com uma toxicidade de desenvolvimento embrionério
leve para o zebrafish que ndo reflete em uma mortalidade significativa. Os resultados obtidos
permitem concluir que o extrato de cloroférmio de P. microphylla é uma alternativa larvicida
no controle do mosquito que necessita de mais estudos a fim de isolar seu principio ativo e

também elucidar melhor sua toxicidade.
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Tabela 1 Sistemas de eluicdo e reveladores para caracterizagdo dos metabdlitos secundarios

Classe quimica

Eluente Revelador
Alcaldides Tolueno: acetato de etila: dietilamina Dragendorff
(70:20:10)
Saponinas Cloroférmio: acetato de etila: metanol: Anisaldeido-sulfarico
agua (64: 32: 12: 8) 5-10 min a 100 °C
Cumarinas Tolueno: éter etilico (1: 1) Saturado com Hidroxido de potassio 10%
acido acético a 10%
Lignanas Cloroférmio: metanol: &gua (70: 30: 4) Vanilina fosférica

Antraquinonas

Eter de petrdleo: acetato de etila: acido
férmico (75: 25: 1)

Acido Fosfomolibdico / Acido
Sulfirico Etandlico 10%

Taninos
condensados

Acetato de etila: cido acético glacial:
acido formico: 4gua (100: 11: 11: 26)

Vanilina cloridrico

Antocianinas

Acetato de etila: cido férmico: acido
acético glacial: 4gua (100: 11: 11: 26)

Anisaldeido sulfirico
8 minal110°C

Xantinas

Acetato de etila: metanol: 4gua (100: 13,5:

10)

lodo: iodeto de potassio: acido
cloridrico

Naftoguinonas

Tolueno: &cido férmico (93: 7)

Hidroxido de potassio 10%

Taninos
hidrolisaveis

Butanol: acetona: tampao de fosfato pH
5,0 (40:50:10)

Sulfato de ferro amoniacal

Triterpenos e
esteroides

Tolueno: cloroférmio: etanol (40:40:10)

Lieberman-Burchard
5-10 mina 110 °C

Derivados
Antracénicos

Acetato de etila: metanol: 4gua (100: 13,5:
10)

Hidroxido de potassio 10%

Mono, sesqui e
diterpenos

Tolueno: acido férmico
(93:7)

Vanilina sulflrica

Compostos
fenodlicos

Acetato de etila: acido formico: acido
acético glacial: agua
(100: 11: 11: 26)

1% de acido etil-borilaminoéster

em etanol

Adaptado de Wagner and Bladt (1996).

Tabela 2 Atividade larvicida de extratos de Poincianella microphylla contra Aedes aegypti.

CLso(LCI-LCS)

Extrato (opm) CLoo (ppm) Chi-squared (y%)
Ciclohexano >1.000 >1.000 -
Cloroférmio 31,62 (27,19-36,06) 101,34 1,17

Acetato de etila >1.000 >1.000 -
Metanol >1.000 >1.000 -

Graus de liberdade (6); LCI, limite de confianga inferior; LCS, Limite de confianga superior
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Tabela 3 Perfil fitoquimico do extrato cloroférmico de Poincianella microphylla determinado

por cromatografia em camada delgada

Constituintes fitoquimicos Presenca

Taninos condensados -
Antraquinonas -

Cumarinas ++
Alcal6ides +
Antocianinas -
Compostos fenolicos ++
Lignanas ++

Mono-, sesqui-, diterpenos +
Triterpenos e esterdides +
Derivados de antraceno ++
Saponinas ++

Naftoquinonas -

(-) auséncia, (+) baixa intensidade e (++) média intensidade

Tabela 4 Efeito do extrato cloroférmico de Poincianella microphylla na porcentagem de
germinacdo, porcentagem de germinacao relativa de sementes, crescimento relativo da raiz e
indice de germinacdo de Lactuca sativa L. dos Grandes Lagos apds 7 dias (n = 4).

Tratamentos PG (%) GRS (%) CRR (%) IG (%)
Controle 87,50 - - -
10 ppm 78,12 89,28 104,50 93,30
30 ppm 90,62 103,57 100,00 103,57
60 ppm 78,12 89,28 93,40 83,40
90 ppm 84,38 96,42 90,70 87,45

PG, porcentagem de germinacdo; GRS, porcentagem de germinacdo relativa das sementes; CRR, crescimento

relativo da raiz; IG, indice de germinacéo
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Tabela 5 Mortalidade, nimero de batimentos cardiacos e CLso para a exposi¢do de embrides
de zebrafish ao extrato cloroférmico de Poincianella microphylla

% Mortalidade

NUmero médio de

batimentos
Treatmentos 24h 48h 72h cardiacos / min
(72h)
10 ppm - - 3,3345,77 129,50
30 ppm - - 23,33+15,28 63
60 ppm - 26,67+5,77 100,00 -
90 ppm - 100,00 100,00 -
120 ppm - 100,00 100,00 -
150 ppm 10+17,32 100,00 100,00 -
180 ppm - 100,00 100,00 -
PBS - - - 111,25
Controle - - - 126,50
Clso (ppm)  ~127,60 ~61,05 ~31,68

Alguns resultados sdo expressos como média + DP; ppm, partes por milhdo; PBS, tampdo fosfato

salina; -, auséncia
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5 CONCLUSAO

O extrato de cloroférmio de P. microphylla foi ativo contra larvas de Ae. aegypti,
provavelmente devido a compostos vegetais com particular afinidade ao cloroférmio;

A andlise ultraestrutural das larvas revelou alteracbes da papila anal e do tubo siféo,
rupturas abdominais e turgescéncia corporal, portanto podemos propor que
desregulacGes osmoticas e alteracBes do processo respiratorio sdo 0Ss provaveis
mecanismos de acao;

O extrato de cloroférmico de P. microphylla foi ndo fitotdxico, ndo citotoxica em
modelo de hemacias, mas com uma toxicidade embrionéaria moderada ao zebrafish que
néo reflete em uma mortalidade significativa;

O extrato cloroformico de P. microphylla € uma alternativa larvicida no controle de
mosquitos que necessita de mais estudos posteriores para o isolamento de seu
principio ativo e também melhor elucidacdo da sua toxicidade.
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Indipafera sffruticosa Mill. (Fabaceae) is known as anil or anileira and also with ather names, due to the prodoction of 2 bue
pigment, which is commonly wsed for yarn dyeing, 1t is distributed in some states of Brazil (Permambuco, Paratha, Mato Grosso,
%30 Panln, Bahia, Pard, and others) and is used in the popular medicine as a fehrifuge, antispasmodic, diurefic, abortive, analgesic,
purgative, ar scothing agent against somach and urinary problems, jaundice, and ulcers and also as an insecticide. In addition, I
sigffraticosa can be used 2 animal fesd. This review aimed at providing important data on the botanical, distribation, sthno-
pharmacalogy, phytochemical, pharmacological, and towicity of 1. suffruticosa based oo the scientific literature. Information on I
sigffraticosa was gathered via the Internet (from Elsevier, MCBL, and 5d-Huh) and Ehraries in the period from February to March
6. More than 40 chemical compounds have been identified and a few compounds isolated, and the main origins are the
essential oils, ntganjcmand:qumusmnm of different parts of the plant. I swffruticesa and its active compounds possess
wide pharmacological actions in the Lterature, such as an-infhmmatory, antibacterial, antifungal, antioxidative, antitumar,
antimutagenic, anticonvalsant, gastroprotective, and hepatoprotective activides. Therefore, as an important traditional popubr
medicine, further studies on I suffruticosa are reguired for the development of new drogs and thermpeutics for varions dissases.

1. Introduction

Fabaceae, present in the Brazilian biodiversity, is considered
the third largest family of plants, which has about 19,500
species [1], and it is divided into three subfamilies: Mim-
osoidese, Caesalpininideae, and Papilionoideze, and 1t shows
3 commen fezture in almost 2l fruits and vegetables, known
& pods |2]. Papilionpidease is 2 subfamily with greater wealth
in the Caatinga Among diverse species, the Indigofera
species is taxonomically present [3].

This family is considered of great importance because
among the several varieties, many species are wsed for food
purposes and is used as animal feed, latex, resins, raw
materials in the manufacture of paints, pesticides, and
medicinal drugs. before undergoing processing and purifi-
cations (Diocles megecarpa, Valairen paraensis, and Dip-
terper punctata), and ornamental trees. Examples of species
used as food sources are chickpea (Cicer arighinum), peas
(Pisum sativum), beans (Phaseolus valgaris), lentil (Lens
cuitivaris), and soybean (Glycime max) [4].




The genus Indigofera belonging to the Fabaceae family
stands out for being used as fodder [5], green manure, and
ground cover [6]. This genus has about 700 species dis-
tributed in Asia, tropical Africa, Australia, and North and
South Americz; in Brazi, it 15 possible to find three species
with same popular name “anileira”: Indigofers fruxiliensis, I
hirsuta, and L suffruticosa [7].

A few decades ago, the investigations of I suffruticosa
have focused on their biological activities, including their
antitumor [8], anti-inflammatory [9), antimicrobial [10, 11],
and antiepileptic [12] properties, but now scientific studies
have diversified and deepened their knowledge about this
species. These studies evaluated the biological potential of
ditferent parts of the plant, with chemical compounds from
extractions isolated by using vanous solvents. This review
aimed at providing important data on the botanical, dis-
tribution, ethnopharmacology, phytochemical. pharmaco-
logical, and toxicity of L suffruticosa based on the scientific
literature.

2. Botanical Characterization and Distribution

L suffruticosa is described as a shrub plant, measuring 1 m to
2m heght, having branches pubescent, stem angular, of
grayish color, pinnate leaves composed of 7-15 oblong or
oval leaflets, hairless on the face and back, with small flowers,
numerous albo-pink or yellow, in axillary racemes, and its
fruit is a small sickle pod with 6-10 seeds measuring 25 mm
in length [13]. Having strong adaptability, they are con-
sidered wild plants that grow in all types of soils, tolerating
drought, floods, and high salinities.

L suffruticoss Mill. (Figure 1) is a species from the Antilla
and Central America [14] and more prevalent throughout
the tropical America. In Brazil, it is distributed in some
states: Sdo Paulo, Sergipe, Bahia, Rio de Janeiro, Minas
Gerass, Maranh2o [15, 16], Mato Grosso [17], Alagoas [4],
Paraiba [18], Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco, and
Pard [19].

3. Traditional Use and Ethnopharmacology

Indigofera suffruticoss is popularly known as “indigo” or
“anileira.” Such a nickname comes from the German
language, meaning “blue pigment,” which is extracted
through fermentation by hot infusion of its leaves and was
used in the textile industries to dye yarns. Currently, this
extract is processed by industrial chemical processes,
and the use of this plant in the textile industries was
abandoned |7]. L suffruticoss may also be related to other
popular names such as jiquilite, tzitzupu, indigo fields,
anileira guinea, real anileira, caa-chica, cad-chira, timbo-
mnm, timbozinho, and indigueira. The species is widely
used 1n folk medicine to cure many health problems, with
uses based on infusions and decoctions of ditferent parts
of this plant [20]. They are attributed to this plant’s
febrifuge, antispasmodic, diuretic, abortive, and analgesic
properties against stomach and urinary problems, jaun-
dice, ulcers and purgative, sedative, and insecticidal
properties [21].
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Ficuns 1: {2} Shrub Indigofera suffruticosa measuring approxi-
mately 1.15m; (b) leaf and inflorescences (c) branches with leaves
and seeds; (d) branches with flowers, Jeaves, and inflorescence.

4. Chemical Constituents

Several studies have identified and isolated some chemical
constituents of L suffruticosa, including flavonoids, alka-
loids, coumanins, triterpenosds, and carbohydrates. Early
investigations of the chemical components of I suffruticose
were made by Miller and Smith, 1973, using seed extract,
with a highlight of the rich presence of amino acds and
possible toxic effects. According to the Natural Products
Alert [22] and Chemical Abstracts, the phytochemical
profile of this species reveals the presence of alkaloids,
polyphenols, terpenoids, steroids, reducing sugars, proteins,
and indigoids.

Paiva et al. [23] quantified proteins and natural fibers of
this species, showing its use as feed for ruminants. Isolation
of 3-nitropropanoic acid glecose esters s featured by having
toxic effects due to its conversion to the 3-nitropropanoic
acid, a respiratory toxin that inhibits mitochondrial enzymes
|24, 25]. In addition, D-{+)-pinitol, S-sitosterol, and louis-
fieserone have been isolated from this plant [25]. Apart from
these isolated compounds, Kamal and Mangla [26] identi-
fied, characterized, and quantified six rotenoids from dif-
ferent parts of I suffruticosa. Preliminary studies of leaves,
seeds, and stems of 1. suffruticosa demonstrate the presence
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of polyphenols (coumann and chlorogenic acid) and fla-
vonoids {querceting muetin, and gallic acd), alkaloids, tri-
terpenoids, and carbohydrates [9, 27].

The main flavonodds identified and isolated from the
methanol extract of L suffruticosa leaves inchede quercetin 7-
(0-f-d-glecopyranoside, quercetin 3-0- [ §-d-xylopyranosyl-
{1—2)-f-d-galactopyranoside], quercetin 3-0-|a-I-rham-
nopyranosyl-{1 —6)-f-d-glucopyranoside], and quercetin
3--| f-d-glucopyranosyl-(1 —2)- B-d-glucopyranoside. In
addition to these compounds, indige and indirubin were
also isolated [27].

Pentadecanoic acid, 14-methyl-, n-hexanedecanoic acid,
2-[13, 14-epoxy]tetradec-11-en-1-ol acetate, oleic acid, %-
ocladecennic  ackd[z]-, 2-hydroxy-1-[hydroxyl  methyl].
heptanoic acid, docosyl ester, octadecanoic 2cid, 7-hydroxy-,
d-ootadecenoic acid|z]-, and &-octadecenoic acid [28] were
alzo foarnd.

Chen et al. [29] using aqueous and ethanol extracts of
L suffruticosn identified the following different phenolic
compounds: syringic acid, p-coumaric acid, vanillin,
synngaldebyde, salicylic acid, quercetin, 1soliquintigenin,
and formononetin.

The presence of such compounds in the beaf oil of L
suffruticosa, (z)-3-hexenyl benzoate, methyl hexadecanoate,
phytol. linoleic acid, methy] linoleate, n-docosane, m-trico-
sane, was also found [30).

5. Pharmacological Activities

5.1 Embryotaxic and Cyfotoxic Activity. Leite et al. [10]
investigated the cyfotoxic potential of aquesus extracts from
leaves of L suffruticoss in mouse embryos and found that, at
high concentrations of the extract, the growth of the em-
hryos was inhibited, preventing them reaching the final stage
of embryogenesis, indicating that their use in high doses in
humans can be harmiul.

Vieira et al. [8] realized in his studies that aqueowes exiracts
of leaves of I suffruficoss by infusion and maceration in
ditferent concentrations {from 6.25 to 50 gg'ml) tested in cell
lines of HEp-2 by the MTT method did not produce amy
cytodoxic effect (=30 pg/ml) when compared with the control
and DMEM (Dudbecco’s Modified Eagle Mednmm].

In another study, the indigo ethanol extract purifier of
L suffruficosa showed a potent cytotoxic agend. showing the
vahse of 0.89 for the breast tumor cell line (LM2) and lung
tumor cell ling (LP0T), clarifying that the extract has cellular
responses such as inducing apoptosis [31].

Carli et al. |32] also ohserved the cyiotoxic effect on cell
vishility asesys with 3-(4,5-dimethyithiazol-2-y1)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT), having inhibitory
concentration (1C.,) of 200 §g ml.

Binactive compounds of natural origin are essential in
antinecplastic therapy, since they show promising effects on
carcinogenesis and contribute to new medicinal interests.
Therefore, sech information has great relevance im un-
derstanding the wuse of this species and its promising future.

Vieira et al. [33] wsed aqueous I suffruiicoss extracts at
varying doses (250-1000 mg'ml) in models for embry-
otoxicty in the development and oviposition of Aesdes

aegypli. In the study, a significant repellent effect was found
on oviposition and an embryotoxicity was also observed,
slowing the normal growth of the larvae of Aedes aggpii.

The wse of plant extracts is an alternative method for
insect control, which can minimize the harmful effects of
some insecticides on nontarget insect species, humans, and
the environment, keading to new opportunities for the de-
velopment of commeercial products of natural orgin and of
great importance.

5.2 Amtitumor Activity. Vieira et al. [8] evaluated the effect
of agueous extracts of I suffruticosa processed by maceration
and infision at a dose of 50 mg'kg on sarooma 180 and
found that both forms had significant effect on reducing the
tumor (62.6 and &4.5%), respectively.

Cancer is still the keading cause of death in the world. and
plants wsed in traditional medicines may be 2 potential
soarce of powerful chemopreventive agents becawse they are
enriching source of beneficial secondary components. There
are many plant species that have relevant biological data in
the scientific literature and even commercial use for this
purpose. However, the use of L suffuficoss is still poorly
stiedied. and new studies should investigate the possibility of
using as an anitumor dreg

5.3. In Vivo Activity against Edloparasite {Pediculosis capilis).
Ciarcia et al. [34] used tincture of I sgfruticoss to 5% in the
populstion reduction of Pediculosts copitis and observed the
population reduction of lice mainly in cases of persistence in
patients of 55 years. After  days of application, the results
confirmed the insecticidal activity of I suffruficoss tincture;
this trestment seems to be a valuable and effeciive alternative
to existing treatments.

5.4 Amtimuntagenic Activity. Calvo et al. [35] evaluated the
effect of the ethanol extract of the serial pars of I sgffruticoss
in trials on Salmonells, which showed mutagenic activity,
sugpesting that such an action is due to the presence of indigo
pigment. Since plants are primary food sources and cure, the
natural products need to be evaluated with regard to their
togicity and dosage because the indiscriminate wse of
homemade preparations of plants can be dangerous to health.

5.5 Amtipxidant Activity. Ethamolic extracts of leaves of
I suffruticosa stand ot with potent antioxidant activity in
an experimental model in vitro with the free radical 2,2-
diphenyl-1-picrilidrazil (DPPH), and this method & a rapid
way to measure the anticecidant capacity of compounds, it is
hased on the reduction of DPPH in sodution, and this action is
amibuted.luﬂ:ep:emd'hlghmmnuﬂnmnfgﬂhcand
in the extract [30]. Plants contain several phytochemicals,
such as phenolic compounds, which have promising anti-
oxidant activity, mainky in the prevention of chronic disesses.

56 Hepatoprotective Activity. The agqueous extract of
I suffruticoss (30 mg/kg, ip) showed the protective effect on
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liver tissue of mice bearing sarcoma 180 |36). Lima et al
[37]. using the purified indigo compound from the keaves
of I suffruticosa, did not observe a reduction in sarcoma
180 fumor but found that liver cells remained preserved,
emphasizing 15 hepatoprotective effect.

Lima et al [37] investigated the antitumor action of
indica, a compound extracted from the leaves of L s
Sfruficosa, on mice bearing sarcoma 180 cell lines and found
that such a compound did mot promote 3 redection in temaer
growth; however, it is found that treatment with indica does
not allow to alter the architecture of the liver cells, suggesting
3 hepatoprotective effect.

Sanch an effect is considered of extreme importance since
liver diseases have become a global public health problem,
and much of them are a consequence of the prolonged wse of
chemicals and dnags.

5.7, Amtimicrobicl Activity. Santos et al. [38] evaluated the
antimicrobial activity of ether, chloroform, and acetone
extracts of I suffruticoss against nine strains of Sfaphyo-
corcus aureys, with minimal inhibftory concentration (MIC)
ranging from 0.78 to 625 mg'ml. The methanol extract of
the aerial pars of I sufruticoss showed a significant
effect against Mycobroteriim fuberoulosiz with an MIC of
125 ug'ml. suggesting the presence of an important bac-
tericidal agent [32].

The endophytic fung isclated from I suifruficosa also
shiowed activity against different bacienia swech as B, subtilis,
5 gurens, E coli, K prenmonige, and P aeruginose, with an
MIC ranging from 0.3% to .25 mg'ml, emphasizing that this
species has a potential to inhibit bacierial growth [33].

The aqueous exiract of the leaves of L suffrificosa dis-
plays significant results against two strains of Trchophyion
rubrumn and Microsporum comis, with concentrations of 5
and 10 mg'ml with variation in MIC bebween 20 and 15 mm,
with a similar effect to the standard drieg ketoconazole (MI1C
-2 mm) [11].

The results obained in these studies suggest that the
extracts used had bicactive compounds responsible for the
efficacy of the organic material studied. Not only the plant
extracts but also those produced by microorganisms can be a
source for the industrizl manuacture of dnegs and wseful in
the therapy of some microbial infections.

5.8 Anticorvulsont Activity. The L suffruticosa fluid extract
(0u0é p'kyg for 10 days) in experimental models of shock
promotes protective effect in both doses admindstered
orally or intraperitoneally on seizures induced by this
maedel, highlighting the antiepileptic potential of such an
extract [40].

Al the concentration of 0.06 g'kg, the fluid extract of
L suffruticosa was tested in models of chronic epilepsy,
which reduced the concentration of inhibitory amino acids
{glycine and tannin) and increased the excitatory amino acid
{phetamic acid) [41].

In medels of seizures, the methanal extract of the keaves
of I suffruticoss showed significant activities, and its action
is due to the presence of secondary metabolites such as
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flavonoids and linakoo] having an action on the GABAergic
system [42].

The anticonvulsant effect of the aqueous extract of
I suffruticosa was confirmed following behavior and elec-
trophysiological analyses in rats. The systematic analysis of
seizure behavior and its potentials was also recorded [36].

The findings of these studies stimulate the continuity of
research in the search for new trestments for epilepsy. Al-
though traditional therapy has good eficacy, it has high
toxicity, and aboat 20-30% nfpauel:u.: whe use this therapy
are unable to control their seizures appropriately and have
severe side effects. Therefore, new alternatives that redusce
clinical manifestations and chronic conditions become
essential

5.9, Castroprotective Activify. Luiz-Ferreira et al [43] ex-
plored the gastroprotective effect of chloroformic and meth-
anolic extracts of the aerial parts of I sufruticosa, partitioned
with ethyl acetate and administered at a dose of 100 mgkg,
which significantly inhibited the gastric mucosal lesions in-
duced by ethanol and nonsteroidal dmnegs in rats.

In traditional medicine, several plants are wsed in the
treatment of gastric disorders, and from the evidence pre-
sented here, it could be stated that extracts obtained from the
aerial parts of L suffruticosa are interesting sources for the
development of a phyiotherapeutic formulation o treat
gasiric ulcer.

510 Immunostimulatory Activities. Carli et al [32] in-
vestigated the effect of the ethanol extracts of L suffrulicoss
on immune activity i vifro and observed that the extract
triggered a high nitric oxide production and stimulated the
synithesis and release of THF-a, thus triggering the activation
of macrophages and promoding the prodection of other
mioleciles that improve or restore the responsivensss of the
innate immune system reaction against infections.

In another study, using a punfied compound of L suf~
Jfruticosa, the indigo, also in experimental models in wifro,
showed an increase in the production and release of nitric
oxide and T™F-a [31].

The immune system is of fundamental importance to
every living being, and its malfunction can cause various
biological damages. Dinegs that stimulate the produection and
action of the components of this system are of great bi-
ological relevance, primarily in immunodeficient individieals
who are more suscepiible to infections. In this way, the good
results obtained for this species favor even more effective use
in several diseases.

511, Anti-Inflammetory Acfivity. Aqueous exiracts of [
suffruticosa (250 mg'kg) in inflammation experimental
models of mice showed significant anti-inflammatory effect,
with similar action to the commercal standard drug, acetyl
salicylic acid [9].

In another stwdy, aguecws and ethanolic extracts of
beaves of I sufffiticosa were used in experimental models of
mflammation induced by lipopolysacchandes (LPS) in
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macrophages, and it was possble o observe a significant
anti-inflammatory effect [29].

The prolonged wse of anti-inflammatories promotes
several biological damages and the search for new dmug
therapies that reversibly abuse the harmful effect, and the
low cost is still incessant. The studies already published show
that I sugffruticoss s & strong candidate to be applied in this
activity.

512 Gywecological Profblems/Tsues. Yazbek et al. [44] re-
ported that, in Brazilian folk medicine, leaves and root of L
suffruticosa have been commonly wsed o prepare tea for
inflammatory diseases of the gynecological tract, mainky
organs such 3 ovanes and/or uterwes.

In many places, the main therapeutic resource for the
treatment of discomforts and diseases of gynecological or-
igin is sill commonly represented by medicinal planis.
However, few stedies, such as [44], show the promising
effiect that may resonate on new beneficial therapeutic ap-
proaches and on sirengthening the practice of women's
periodic care

6. Toxicity

Studies wsing aqueous extracts obiained by infusing leaves
of I suffruficoss in acute toxicity in mice demonstrated the
presence of deaths in the tested groups. Some signs of toxicity
were noted after a few hours of intraperitoneal administra-
tion from a lower concentration to a higher concentration
tested dose (2400 mgpkg ') agitation, piloerection, exhaus-
tion, sleepiness, irmitability, and spasms. Abso, it was found
that the LI5S0 of the aogte toxicity of the aguemes extract of
leaves of L suffuticoss made by infusion administered in
ditferent doses in mice showed no mortality during 72h of
observation [33).

The methanoe] extract of leaves of I swjfruficosa showed
a low toicity with an LD50 of 1600 mgfkg (ip) in mice. The
resulis exhibit a lower sigmificant change in individual
behavioral and parameters that slight decrease in spon-
taneous locomotor activity and an increase in breathing

Frequency [42].
7. Conclusions

Flants since ancient times have been wsed as medicine and
have been daily providing inspiration for new research,
aiming to highlight the diverse potential and expand the
library of biclogically active molecules.

In recent years, I sujfruticosa has attracted the attention of
many researchers because of its high therapeutic value in the
populstion. Different extracts of this species have presenied
significant results in several pharmacological activities, such
& antitemor, antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial,
antiepideptic, antifungal, anticonvulzant, gasiroprotective, and

hepatoprodective.
These studies were tested in vivo in lzboratory animals,

and the resulis presenied are not encugh for humans to use.
Based on the low toxicity presented by the statement and
litthe research of their phytochemicals, new clinical trials
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should be conducted to fill the gaps in research to establish
baseline data for medicinal use, eliminating potential
harmiisl risks and promoting beneficial effects.
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information will st be visibie. Many colors are not distinguishabie from one another
when converiad to biack and white. A simple way to check this Is to make a
Xerographic copy 10 see If the necassary distinctions between e dierent colors e
stiil apparent.

If the Sgures will be printad in bIack and white, do not refer to color In the captions.
Color Bustrations shouid be submitted 3s RGE (3 bits per channel).

Figure Lettennz

3 To add letiering, it Is best o use Helvelica or Arial (sans sertf fonts).

3 Keep letiering consistently sized throughout your finai-sized artwork, usualy adout
2-3 mm (8-12 pt).

= Variance of type size within an llustration shouid be minimal, e.g., do not use 3-pt
type on an axis and 20-pt fype for the 3xis iabel.
3 Avokl effects such as shading, outfine lesters, etc.

5 Do not Inciude tties or captions within your Bustrations.
Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic NUMErais.

Figures should always be cited In text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letlers (3, D, ¢, elc.).

I an appendix appears in your arficie and i contalns one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not numder the appendix figures,
A1, A2, A3, etc.” Figures In online appendices (Electronic Supplementary Matenai)
shauid, howsver, be numbered separately.

Figure Captions

nttps\waw.springer.comienvironmentoumal/ 1 13557 detalsPage=pitci_1060332 a8
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= Each figure shouid have a concisa caplion descrbing accuraiely what the figure
tepicis. Inciuge the captions In the taxt iz of the manuscript, nat in Me fgure fie.

= Figure capiions begin with the term Fig. In bokd type, Tollowed by the figure numier,

ais0 In boid type.

Mo punciuation ks 1o be Included after the number, nor ks any punctuation [ be

placed at the end of he capbon.

Identify all siements found In the Nigure In the igure caption; and wsa boxes, circkes,

giz., 35 coomdinate points In graphs.

Identtty previously published materal by giving the ohginal source In the form of @

reference ciiation at e end of e Nigure caption.

1]

1]

1]

Figure Placement and Size

Figures should be submitied separately from the text, If possible.
Vimen prepaning your figures, size figures to fit In the colmn widih.

For large-sized joumals the figures showid be 34 mm [for double-coumn text areas),
o 174 mm (for single-column text areas) wise and not highar than 234 mm.

For smalksizad joumats, e Tgures should be 119 MM wise and not kighar than 155
ITETL

S—
Hf you Includis figures that have already besn published elsewhens, you must cotain permission
fram the copyright owner(s) for both the print and online format. Piease be aware that some

publishers do not grant slecironic rights for free and that Springer will not be ablke o refund any

costs thalt may have oooumed o recelve these permissione. In swch cases, material from other
sounces should be used

Arcessibility

In order to give people of all abiiiles and d@sabliities aceess to the content of your figures,
please make sure that

Al figures have descriptive captions (Diind users could Men use a text-o-speech
software or 3 texi-ip-Eralle hardware)

Patherns are wsad Instead of or In addiion to colors for conveying Information
[colorbiing wsers would then be able io dstnguish the visual siements)

Any figure |ettering has 3 contrast ratio of at least 4.5:1

Pleaze noie:

C:olor art I fres of charge for online and print publication.

ELECTRONIC EUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accapts electmonic mulimedia Nies (animations, movies, audio, eic.) and other
supplemantary flies ip be published onling along with an article or 3 book chapter. This featurs
can add dimension {0 the author's articie, 35 certin Information cannod be printed of s moMkE
convenlent in ekctronic form.

Before submiting research datasets a5 elecronic supplamentary mabaral, authors should read
the joumal's Research data policy. We encowrage research data io be archived In dat
reposiones wherever possile.

—
Supply all sUppementary material In standard fie fomats.

Pleasa Include In each file the following Informiation: article tile, joumal name, author
names; aMiation and e-mall address of the comesponding author.

Fitipsweanw. speringer. comiemdronmentjoumali 1 2557 detalsPage=phi 1060352 e
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To SCCOMMOGATE USET Bownloads, pleass keed In mind that langer-ized files may
require very long dewnioad times and that some LSers may experence other
problems during downioading.

Aspect Atk 16:9 or £33

Maximwemn file gze: 25 GB

Minimum wideo duration: 1 sec

Supported Nie Tormats: i, WiTi, mp4, Mov, M2p, Mp2, Mg, mpeg, Ty, mad, mts,
My, 3g0

Text and Presentations

Submit your materal in POF format; .goc or ppd fies are not suitabls for long-4erm
viahiliy.
A collection of figures may aisa be combined in 3 POF fie.

Spreadshests

Spreadshests should be submitted as csv or xisx flies (MS Excel).
Specialized Formats

Specialzed format such as pdb (chemical), wi (VRML), nb (Mathamatica
notebood), and tax can akso be supplied.

Collecting Multiple Files
It ks possibia to collect mutple fles In & .2p of gz Nle.

Numbering
If supplying any supplemeniary matenal, the text must make speciic mention of the
material a5 a clation, similar & that of figures and tables.
Refier bo the supplementary fles as "Oniing Resource”, 8.9, ~... 35 shown In the
animation (Online Resource 3)°, ... addliional data are given In Cniline Resource £°.

Hame the flies consecutivaly, e.q "ESM_3.mpg”, "ESM_d4 pdr™.

Captions
For each supplementary matanal, please supply a concise capbion descroing the
combant of the flle.

Processing of supplementary files

Electronic supgiemeniary material wil be published as recelved from fe author
wihihout any conversion, editing, or reformatting.

Arcessibility
In order to ghve people of all abliities and disabiliies access to the content of your
supplementary flies, pleass make sure that

The manuserigt contalns a descriptive captbion Tor each supplementary maberial
Video flles do not contaln anything that lashes more fan three times per second (50
that wsers prone io selzures caused by such efects are not put at nsk)

ENGLIEH LANGUAGE EDITING

Faor editors and reviewers 1o accurabely 3ssess the work presenied In your manuscript you nesd
to ensure the English language Is of suficient qualty to be understood. If you need help with
writing in English you should conskder:

[T X mmeEnticumal1 gE=phoi_106035C Mg
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As%ng a colleague who is a native English speaker 10 review your manuscript for
clartty.

Vislting the English ianguage tutorial which covers the common mistakes when
writing in English.

Using a professional Ianguage editing senvica where edifors wil improve the English
to ensure Mat your meaning Is ciear and identfy probiems that require your review.
Two such sefvices are provided by our aMilates Nature Research Editing Service
ana American Journal Experts. Springer authors are entitied to 3 10% discount on
thelr first submission to elther of these services, simply follow the links below.

Engish language tutorial
Nature Research Egitng Service
American Joumal Experts

Please note that the use of 3 lAnguags editing senvice Is not 3 requirement for publication in this
Joumnal and doas not Impiy or guarantee that the articie will be selected for peer review of
accepled.

If your manuscript Is accepted it will ba checked by our copyeditors for speling and formal style
before publcation.

WETHGIRWESERITAEEUEPREAERIN. GR2RROmRRnAmelud
AIVAY, I SR T Y, RN

o l—lr /B ENFRMERIPEIBESRS LY EEAN.

o li—2f AREGLEPREN SN/,

e HIHGER SNSRI M AUEARNETNO, URNEMABRENN. Hineme
s, Iyl SHLE Nature Research Editing Senvice 41 [+ 1 |1 (| American Joumal
Experts I}/ ii] {4 {10 %8 %.

nE
Nature Research Egitng Service
American Joumal Experts

A0, RS ARANEFSANBEINE OSSN BT E ARG T Nt

WA= SUSSY T LTS SPETE LR J-

WSS, ERELZR. RAOMITRULLGEUHA TR ETREU R TIELE

iF.sCe.

IFIF—LNNAPULDORLEFLANBATIER, fiH2atudinolstt s
MW ZHEEZANET, NNTCORCNTISEL TS — bR sk iificiz, Kot
VavaH ET:
S AREANAZTINEIE, HETHHEATLILAS I CHEILEFzv2LTLS
3.
- ERTARTIEOLC HEIMANERTIANOFa—+ U PLESNTS,
-PROFLNRET—EIENINTI. i Ao ENwisLEY), W8 oshin
L. “0@i%a 22X 7, Nalre Research Editing Service & American Joumal Experts @
2RI ENAELTLWIT—EZET, Spinger @ & 4iz, wFrRovr—CzeinTH |
TINCRIDRD NS S UITILHCRET, UToU TN,
HMoFa—+YFA
Nature Research Ediing Service
American Joumal Experts
hitpziwaw.springer.comienvironmentjoumalt 13557 detalsPage=pitci_1060332 e
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ETHICAL RESPOMNEIBILTIEE OF ALUTHIRS.

This journal Is committed io upholding the Integrity of the scieniflc record. As a member of the
Commitee on Publication Ethics (COPE) the joumal wil follow the COPE guidelines on how ko
deal with podential acts of misconduct.

Authors should refrain from mitsrepresenting research resuls which could damage the trust in
the Joumal, the professionalism of seientie awthorship, and ulimataly the entire sclentfic
endeavour. Malntaining Integrity of the research and e presantation Is helped by following the
rules of good schentc practice, which include™;

= The manuscript should not be submitied b more than one joumal for Smukaneous
consisaration.

= The submitied work shouid be original and should not have been published
efsewhere In any form or language (partially or In full), unbass the New wWork concems
an expansion of pravious work, (Please provide ransparency on the re-use of
material to avok] fie concams about iexi-recycling ('sef-plaglarism’).

3 A singi2 study should not be spiit up Info several parts to Increass the quanitty of
SUBMISEIONS and SUBMItiEd to vanous joumals of o one joumal over tme Le.
‘salami-slicing/puiiishing').

@ Conpument or secondary publication |s Eomesmes |ustable, provided certaln
conditkons are met. Examples Inciuge: franslations or 3 manusergt that s intznded
for a different group of readers.

= Results should b= presenied clearty, honestly, and without Tabrigason, falsieation or

Inappropriate data manipulEtion [INCUNng IMage hased manipulabon). Authors

shauid adhere to discipline-sp=cilc nules for acquiring, salecting and pmcessing

data.

Mo data, baxt, or theorles by oihers are prasenied s T ihey wene the author's own

[plaglarism’). Proper acinowiedgements io other works must be given fihis Includes

hitips e spering e comuemvironmentfoumal 1 2557 detal sPsge=-plic_ 1060352
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matsrial that |5 ciosely copled (Near verbalm], SUmmanzed anaior paraphrase),
uoiaton marks (o Indicate words taken from another sounce] ane used for veroatim
copying of materal, and pemisslons securad for matertal that s copyrighted.

Important nota: the journal may vss softwars to screen for plaglarism.

Authors should make sure they hawve permissions for e use of software,
guestionnalres{web) surveys and scales In thelr siudies (T appropriaie).

AUthors should avold wiiree stalements about an enfity (who can be an Indvidual
parson or a company) of descipions of thelr behawior or achions that could
potenfally be saen as personal attacks or alegations about that persan.

Resaarch thal may be misapplled to pose a threat fo public health or national
security should be ciearty |denttfied In the manscrpt {e.q. dual Lse of research).
Examples Inciude creation of hanmiful consequences of biological agents or toxns,
disruption of immaunity of vaccines, unusual hazands In the use of chemicals,
weapanization of researchischnoiogy (amongst others).

Authors are strongly advised bo ensure the author groun, the Comespanding Author,
and the order of authors are all comect at suobmission. Adding andior deleting authors
during the revislon stages Is generally not permitied, but In some casas may be
warranted. Reasons for changes In authorship should be explained In detall. Please
note that ehanges 1o autharship cannod be made after acceptance of 3 manuseript.

Al of the above are guidelines and authors need to make sue I respect third parties nghts
such a5 copyright andior moral ights.

Upl:ﬂ I'E['.E'El authors shauld be WEI'EH‘ID send refevant documeniation or dala In order o
wartfy the validity of the resuits presented. This could be In the form of raw data, sampies,
reconds, ete. Senshive Information in the fom of confdential or proprietany data Is excluded.

If there Is suspicion of misbehavior or alleged fraud the Joumal andior Publisher will camy out an
Investigation Tolowing COPE quidelines. I, after nvestgation, thers are valid concams, the
author(s) concemed will be contacied under thelr given e-mall address and given an opporunity
to ardress the Issue. Depending on the shiation, this may result In the Joumars andiar
Publisher's Implementation of the Tolowing measures, including, bt not Imed bo;

If thea manuscript is stil under conskeration, It may be rejected and retumed to the
author.

If the articie has aiready bean published onilne, depending on the nature and
sevarity of the Infraction:

- an emEumicHTECtion may be placad wih the article

- an expression of concerm may be placed with the aniclie
-mhmmmmmmﬂearﬂdemﬂm.

The reason will b2 given In the publlshed emaumEHTECoN, EXprassion of CONCEM of retraction
note. Please note that refraction means that the articie |5 maintalined on the plationm,
walemmarked “reTacted™ and the expianation for the retracion s provided in a note linkad [o the
watemmarked articie.

The aumors Instiuton may be Infomed
A notice of suspected transgression of ethical standards I ihe peer review sysiam
may be Incutad 35 part of the AuNors and amee’s Holographic reco.

Fundamental emors

Authars have an obligation to comect mistakes onee they discover 3 significant emor or
Inaccuracy In thelr published article. The author(s) Is/are raquested to contact the [oumal and
explain In what sensa e emor ks Impacting e arics. A decision on how to comect the
Iterature wil depend on the nature of the emor. This may be a comection or refraction. The
refraction nate should provide ransparency which parts of the artice are Impacted by he emor.

Sngpesting | exchuding reviewsrs

Frtipretweanw springer. comdemvinonmentfocamali 1355 Tdetal sPage=piic_ 1060352
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ALhars are welcome tn suggest sutahle reviewars andior request the exslusion of certain
Infvidicals when they susmit Mk manuscipts. When sugqesting reviawers, uthors shoud
make sure they are totally Independent and not connected to Me work In any way. It Is sirongly
recommended to suggest a mix of reviewers from difierent countries and differsnt InsthuSons.
When suggesting reviawers, the Comesponding Author must provide an Instttional amail
anfress for each suggested reviewer, or, If this |5 not possibie to Include other means of
warifying the Idenilty such a5 a link 1o a personal homepage, a ink to the pubiication recond or
researcher or author 1D In the submisslon letter. Please note that the Jowmal may not uss the
suggestons, but suggestions are appreclated and may help Taclitate the peer review process.

AUTHIREHIP FRINCIFLEE

These guidelines describe autharship principles and good autharship practices bo which
prospective authors should adhere to.

Autharship clanified
The Joumal and Publsher assume all authors agresd with the content and that all gave expilcit

consent 1o sumit and that they obtalined consent from the responsible autharfiles at the
Insituteiorganization where the work has been camied out, befors the work |5 submitied.

The Publisher does not prescribe Me kinds of contributions that warrant authorship. 1116
recommended Mat authors adhere to the gukleines for authorship that are applicable In theair
specific resaarch flald. In absence of spachic quidelings It Is recommendad to aghen: to the
foilCwIng QuIsSInes™

All authors WhosE Names appear on the submisskon

1) made substantial contrioutions to the concaption or design of the work; of the acquistion,
EI'IH"EJE. Hmtﬂml’l of data; or the creation of new soffware wsad In the work;

2) drafted the work or revlsed i criicaly for Important Intalliectual content;
3) approved the version to be publlshed; and

4) agres io be accountable for all aspects of the work In enswing that questions related to fe
accuracy of Imteqrity of any part of the work are appropriately investigated and resoived.

* Based onjadapbed Trom:

ICKUE, Defining the Role of Authors and Contnbuiors,

Transparency In authors’ contrisutions and responsibiities io promate Integrity In scientific
publbcation, McHut at all, PHAS February 27, 2018

Diisclosures and declarations
All 3Uthods are requested 10 Inciude INforMation reganding so0Urces of funding, Anancial or non-
fnancial Interesis, study-specific approwal by Me approprate ethics commities for research

|rTl|I:1'I1Fg humans andfor animals, informead consent 1 the reseanch Involved human pﬂ'ﬂlﬂpﬂl’l‘tﬁ.
and a statlement on weifane of animais If the research Involved animals [as approprata).

The dacision whether such Information should be Included |s nod only dependent on the scope
of iha [ouemal, but alsn the scope of e aricle. Wark submitiad for publication may have
Implications for public health or general weltare and In those cases 1 15 ihe responslbiity of &
authars to Include the appropriate distosures and declarations.,

Diata transparency

All 3uthors are requested o make sure Mat all data and materais 35 well 35 sofware
application or cusiom code suppart their published claims and compily with figid standands.
Please note that joumnals may have Indivigual policies on [sharng) fesearch data in
concomance wih discipinaty nomms and expectations. Please check the Instuctions for
Authars of the Joumal that you are submiting to for speciic Instructions.

Rale of the Comesponding Author
o mmentjoumall 13557 detal sPageapic_I080352
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One author ks assigned as Comesponding Author and acts on behalf of all co-authors and
enEUres Mhiat questions related to he accuracy of Imtegrity of any part of the work ane
appropriately addressed.

The Comesponding Author ks responsibie for the following requirements:

ensuring that all isted authars have approved the manuscript before submission,
Inciuding the names and onder of authors;

managing all communication between the Jowmal and all co-authors, before and
afier publication;”

providing trarsparency on re-use of materal and mention any wnpublished matenal
[for axample manuscpls In press) Incuged In the manuseript In a cover lebar to Me
Edlior;

miaking sure disciosunes, declarations and ransparency on data statements from all
authiors are Inciuded In the mianlesanpt 35 approprate (sea above).

" The reguirement of managing all communication bebwaen the joumnal and all co-authors during
submisslon and procdng may be delegated to 3 Contact or Submiting Author. In this case
please make sure the Comespanding Author |s clearly Indicated In the manuserpt.

Author conirilaations

Please check the Insuctons for Authars of the Joumal that you are suamitiing o for specific:
Instructions regarding contribution statements.

In absence of specific Instructons and In research flds whare i Is possibie to describe discrats
eforts, the Publisher FEcOmMEnts authors 1o Include contribution statements In the work that
specifies the contrioution of every author In order io promote fransparency. These contrizutions
should be listad a1 the end of the submission.

Exampdes of such statement|z) are shown below:

« Free text

All authors eoniributed o the study concaption and design. Maderial preparation, data collection
and analysls were performed by [full name], lull name] and [full name]. The first draf of the

Manuscript was witien oy [ful nams] and all uthors commentad on previous versions of the
manuscript. A1 authors read and approved the final manuscript.

Example: CRedT taxonomy:

+ Conceptuallzation: [ful name], _..; Methodology: [l name), .._; Formal analysls and
Investigation: [Pull name], ... Writing - origingl draft preparation: il nama, ..J; Writing - reviaw
and editing: [full name], ...; Funding acquisiton: [full name], ...; Resounces: [full name], ._.;
Superdsion: full namel,....

For review articles where discrete statements are less applicable a statement should be
Inciuded wiho had the idea for e arficie, who perfimed me Iherature saarch and data analysls,
and who drafted and'or critically revised the work.

Far articies that are based primarly on the student's dissartation or thesls, |t Is recommended
that the student s usually isted 35 principal author

A Graduate Students Gukde to Detemmining Autharship Credit and Authorship Onder, APA
Sclkence Student Councll 2005

seiliari

The primary afilation for each author should be the Instiution where the majority of thelr work
was done. I an auﬂ'ﬂfhﬁilﬁiﬂqm mioved, the cumani addness may mrﬂl:ﬂﬁ']' be sfated.
Addresses will not b= updated or changed afier publication of the arfice.

Changzes i authorship

o mmentfoumalit 1 gE=pic]_1060352
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Authors are sirongly advisad o ensure ihe comect author group, the Comespondng Auihor, and
ihe onder of authors at submission. Changes of authorship by adding or deleting authors, andior
changes In Comesponding Author, andior changes In the seguence of authors are not accented
after acceptance of a manuscripd.

Pleass note that suthor names will be publizhed exactly a= they appear on the
acecapied submission!

Please make sure that the names of all authors are present and cormeclly spelied, and that
Jddresses and amiliations are cument.

Anding andrior deleting authors at revision stage are generally not pemmitted, but In some cases
It may be warTanted. Reasons for thase changes In authorship shauid be explained. Aporowal of
tha change during revision |5 at the discration of the Edior-In-Chief. Please note that [oumals
may have Indvidusl policies on adding andior delebng authors durng revision stage.

A uthar identificats

Authors are recommended bo use thelr ORCID 1D when submiting an aricle for conskderation or
acquire an ORCID 1D wia the sUDMISEINN ProcEEs.

Dieceazed or incapacitated anthors

For cases In which a co-author dles or s Incapaciated during ihe writing, submisskon, or peer-
review procass, and the co-authors feal It IS appropriate 1o inciude Me author, co-authors should
abiain apgroval from a {legal) representative which could be 3 direct relative.

Autharship isoees or disputes

In the case of an autharship dispute during peer review of after acceptance and publication, the
Joumal wil not be In @ position o investigate or ad|udicate. Authors will be asked to resolve the
dispube Memse{ves. If ey ane unabie the Joumal resarves the nght to withdraw 3 manuserpt

from tne editonal process of In ca5e of 3 pubiished paper ralse e Issue with the authars’
Instituionis) and abide by its guiselines.

Confidentiali
Authors should treat all communication with the Joumal as confidential which Includes
cOmespondence with direct represeniatives from the Joumal such as Ediors-n-Chief andiar

Handling Editors and reviewsss' repons unless explict consent has been recelved o share
Irformation.

COMPLUANCE WITH ETHICAL STANDARDSE

To ensure oojeciivity and transparency In research and to ensure that acceptad principles of
athical and professional conduct have been folowed, authors should Include Informiation
regarding sourcas of imding, podential conicts af Interest (Anancdal or non-Anancia), Informed
consent I ihe research Involved human paricipants, and 3 statement on weifare of animals 1
ihe reseanch Involvad animals.

Authars should Include the following statements (i applicable) In a separate saction entitied
“Compliance with EMical Standards” when submiting a papsr:

Disclosure of polential confilcts of Interest

Resaarch Involving Human Participants andior Animals

Infoemned consent
Please nobz that standards coukd vary siightiy per joumal depandent on telr pear review
policies {1.2. single or doubile biind peer review) 35 well as per joumnal subject dissipling. Before
submitting your article check the Instructons folowing this saction carefuly.

The comesponding author should be prepared o collect documentation of compllance with
ethical standards and send f requesied during peer review or afier puilication.

The Editors reserve the right i reject manusenpts that do not comply with the above-mantioned
quideiines. The author will be held responsibie for false statements or falure to fulll Me aDove-

Riinsswhanw. springer.comiemdnnmentfjoumal 1 2557 detalsPage=-phol 1060392
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mentioned guidelines.

DIECLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTE OF INTEREET

Auhars must disclose all relatonships or Interests that could have direct or potential Influence
or Impart blas on the work. Alihough an author may not fesl there s any confiict, discosure af
relatlonships and Inberesis provides a more complete and transparent process, leading to an
accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or percehed conflics of
Interest s a perspective to which the readers are entitied. This s not meant io Imply that a
financial relationshilp with an onganization that sponsored the research or compensation
recelved for consultancy work |5 Inapproprate. Examples of polential corflicts of Interests thak
are dirsctly or iIndirectly related fo the research may Inciude but are not limited o he

Toll owing:

= Ressanch grants fom funding agancies (please give the rasearch funder and the
grant number)

3 Honorara for speaking at symposia

= Financial suppoat for atianding symoosia

= Financial suppoat for educstional programs

3 Employment or consultation

5 Suppodt from a project sponsor

= Position on advisory board or board of directors or other type of management
ralationships

= Multiple amiiations

= Financal relationships, for 2xample equity ownership of INvestmeant interest

3 Intellechual propesty mghts (e.g. patents, copynghts and royalties from such rights)
Holdings of spouse and'or chilaren that may have fnancial Intzrest In the work

1]

In addition, Interests Mat go beyond inancial Interests and compensation (non-inanclal
Interests) that may be Important to readess shoud be diselosed. These may Include bt are not
limited to personal relationships or compating Interasts directty or Indinectly tied ba tis researc,
or professlonal Interests o personal bellels that may Influsnce your research.

The comesponding author collects the conflict of Interest disciosure forms from all authors. In
author colaborations where Tommal agreements for representation alow I, | 15 suflicient for the
comesponding author 1o sign the discicsure form on behalf of all authors. Exampies of forms can
e found

here:

The comespanding awthor wil Inclede 3 stmmary statemant In the fead of the manusaiptin a
separaie section before the reference list, that reflects what Is recorded |n the potential confilct
of Interest dscosure farmis).

Ses below examples of disciosures:

Funding: This stuly was funded by X (grant numoes X).

Conflict of Interest: Author A has recelved reseanch grants from Company A Author B has
received a speaker honorarium from Company X and owns stock In Company . Author C s a
memibar of commities .

If no confiict exsts, the authons showld state:

Confliit of interest: The authors dedare that they have no confilct of Interest.
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repasiiony should consult Springer Mature's Ist of reposiiones and research data policy.
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List of Reposhones
Research Data Policy

General reposiiones - for all types of reseanch data - sch 35 figehare and Dryad may 3iso be
used.

Datasets hat are assigned digital object identifiers (DOIs) by a data repository may be clted in
the referenca list. Data citaions should Inglude the minimum Infarmation recommended by
DataChe: authors, titie, publisher [repasitory name), dentfflar.

DataCite

Springer Mature provides 3 research data pollcy SUppart sanvice for authars and edtors, which
an be contacted at reseanchoata@springemature.com.

This service provides advice on research data pollcy compliance and on finding research data
repasitones. It s Independant of joumal, book and conference proceedings ediorlal oMces and
does not advisa on specific manuscripss.

Helpdask
AFTER ACCEPTANCE

Upon accepiance of your arficie you wil recelve a link to the special Awthor Query Application at
Springers wel page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and Indicate
whether you wish to order DpenCholce and offprinis.,

Ones the Author Query Application has bean compietad, your article wil be processed and you
will recalve the proofs.

Copyright transfer
Auihors will b2 3sked o transfer cogyright of the anicis o the Publisher (or grant the Publisher

exciusive publication and disseminabion rights). This wil ensure the widest poesinle protection
and dissemination of Information under copyright laws.

Offprints

Cfforints £an be ordered by the comespanding awhor.

Calor Mlustrations

Punlication of color IUstrations is ree of charge.

Proof reading

The purpase of the proof Is to check for typesatting or conversion emars and the complatanass

and accuracy of the lext, tables and figures. Subsiantial changes In content, e.g., new nesulis,
ocomecied values, Tile and autharship, are not aliowed without the approval of the Edior.

Afer online puilication, further changes can only be made In e form of an Ematum, which wil
be hypeninked to the articia,

Cmline First
The arthcie will b2 puiblished online after receipt of the comeched proods. This Is Te ofMclal fist

publication cliiabie with the DOL After release of the prinked version, the paper can also be cied
by Issue and page numMDers.

OPEN CHOICE

Open Cholce allows you io publish open access In more than 1850 Springer Mature journals,
making your research mare visile and accessible Immediately on publication.

Articie processing changes (APCE) vary by joumal — view the Tul lisi
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Benefis:

Increased ressancher engagement: Open Cholce enables access by anyone with an
Internt connection, Immediately on publication.

Higher vislbility and Impact: In Springer hybrid joumals, O articles are accassed 4
fimes mare ofien on average, and cited 1.7 mora tmes on EH'EE'QE'.

Easy compilance with funder and Institutional mangdates: Many fundefs reguire open
ac0ass publishing, and some take compllancs Inio account when assessing fulure
grant applications.

It I5 235y to nd funding to SUPDHON Open 3cCEEs — please 588 OUr fUNMng and support pages for
miare imfonmation.

*) Wmin thie Arst three years of publication. SpAnger Nature hybid [ourmal O Impact analysis,
2018,

Open Cholos
Funding and Support pages
Copyright and license term — CC BY

Open Cholce aricies oo nof require ransfer of copyright 35 the copyright remains with the
authar. In opting for open acoess, he authons) agres to publish the article unider the Creative
Commons Atiribution License.

Find more about the lizense agreement
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