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RESUMO

Aedes aegypti € um mosquito transmissor de diversas arboviroses, como a
dengue, zika, chikungunya e febre amarela urbana. Para que ocorra a diminui¢cao
da incidéncia dessas doencgas é necessario que se tenha o controle populacional
do vetor. A Punica granatum (roméazeira) apresenta diferentes atividades
bioldgicas e sua utilizagcdo na medicina popular € relatada desde a antiguidade.
Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade do extrato salino
da sarcotesta de P. granatum em causar alteragdes no ciclo de vida do Ae. aegypti,
e analisar a toxicidade aguda in vivo do extrato por via oral em camundongos Swiss
fémeas (Mus musculus). O ensaio larvicida foi executado utilizando o extrato (10-
30% v/v) da roma para determinar a concentracao letal para matar 50% das larvas
(CLso). Em seguida, foram analisados os efeitos deletérios do extrato no ciclo de
vida de Ae. aegypti apds o contato durante a fase larval, o efeito sobre as enzimas
(digestivas e do sistema nervoso) das larvas, e possiveis alteracfes morfoldgicas
através da analise histologica nas diferentes fases de vida do inseto. A atividade
hemolitica in vitro e a toxicidade aguda in vivo do extrato da romd em
camundongos Swiss também foi realizada. O extrato salino apresentou CLso de
12,2% (v/v) sobre larvas Ae. aegypti, e causou um retardo no ciclo de vida do
mosquito nas concentracfes de 5% e 10%; também alterou a atividade das
enzimas aumentando a agdo da tripsina e inibindo a acetilcolinesterase. Como
resultado da atividade de toxicidade aguda, o extrato ndo apresentou toxicidade
na concentracdo de 2000 mg/kg, causando apenas um aumento significativo no
peso do baco. O extrato da roma, mostrou-se um inseticida natural promissor para
o controle de larva de Ae. aegypti, interferindo sobre o ciclo de vida desse inseto,
e nao apresentou toxicidade in vivo sobre camundongos, indicando que o extrato
pode ser utilizado de maneira segura desde que nao ultrapasse as concentracdes
testadas (2000 mg/kg).

Palavras-chave: Romazeira. Arboviroses. Inseticidas. Toxicidade Aguda.



ABSTRACT

Aedes aegypti is a mosquito that transmits various arboviruses, such as dengue, zika,
chikungunya and urban yellow fever. In order to reduce the incidence of these
diseases, it is necessary to control the vector's population. Punica granatum
(pomegranate) has different biological activities and its use in folk medicine has been
reported since ancient times. Therefore, the aim of this study was to evaluate the ability
of the saline extract of the sarcotesta of P. granatum to cause changes in the life cycle
of Ae. aegypti, and to analyze the acute in vivo toxicity of the oral extract in female
Swiss mice (Mus musculus). The larvicidal test was carried out using the extract (10-
30% v/v) of pomegranate to determine the lethal concentration to kill 50% of the larvae
(CL50). Next, the deleterious effects of the extract on the life cycle of Ae. aegypti were
analyzed after contact during the larval stage, the effect on the enzymes (digestive and
nervous system) of the larvae, and possible morphological changes through
histological analysis in the different life stages of the insect. The in vitro hemolytic
activity and in vivo acute toxicity of the pomegranate extract in Swiss mice was also
carried out. The saline extract showed a CL50 of 12.2% (v/v) on Ae. aegypti larvae,
and caused a delay in the mosquito's life cycle at concentrations of 5% and 10%; It
also altered enzyme activity by increasing trypsin action and inhibiting
acetylcholinesterase. As a result of the acute toxicity activity, the extract showed no
toxicity at a concentration of 2000 mg/kg, causing only a significant increase in spleen
weight. The pomegranate extract proved to be a promising natural insecticide for
controlling Ae. aegypti larvae, interfering with the insect's life cycle, and showed no in
vivo toxicity to mice, indicating that the extract can be used safely as long as it does

not exceed the concentrations tested (2000 mg/kg).

Keywords: Pomegranate. Arboviruses. Insecticide. Acute Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti € um inseto pertencente a familia Culicidae e que possui uma
grande importancia no ambito da saude mundial devido ao grande numero de
arboviroses que ele € capaz de transmitir. As Arboviroses sdo doencas transmitidas
pelos artrépodes, dentre eles, 0s mosquitos e carrapatos. A fémea do Ae. aegypti,
apos o acasalamento, necessita de sangue para a maturacdo dos seus ovos, e é
nessa fase que ela consegue transmitir ao homem quatro dessas arboviroses, febre
amarela, dengue, febre chikungunya e a febre Zika. Apenas a febre amarela e a
dengue possuem vacina distribuida pelo Ministério da Saude, o que torna a principal
forma de combater as arboviroses o controle populacional do mosquito (Agha e
Tchouassi, 2022; Barrera, 2022).

Aedes aegypti tem preferéncia para depositar seus ovos em ambientes
artificiais proximos a habitacdes humanas, como uma forma de aumentar as chances
de sobrevivéncia e crescimento da sua prole, esse comportamento esta associado a
distribuicdo global e aumento populacional. Alguns exemplos de recipientes artificiais
em que o mosquito pode ovipositar sdo baldes de plasticos, pneus, vasos, pecas
descartadas indevidamente, caixa d'agua, entre outros (Tchouassi et al., 2022).

Entdo, o controle populacional do mosquito se da pela erradicacdo desses
criadouros e também pelo uso de inseticidas sintéticos. Porém, devido ao uso
indiscriminado  desses inseticidas, incluindo carbamatos, organoclorados,
organofosforados e piretréides, houve um aumento na resisténcia dos mosquitos,
além de que, alguns inseticidas apresentam uma degradacdo a longo prazo se
acumulando no meio ambiente e afetando outros organismos nédo alvo. Sendo assim,
€ de extrema importancia a utlizacdo de inseticidas naturais, que sejam
ambientalmente seguros e nao prejudiquem outros organismos presentes N0 mesmo
ambiente (Egid et al., 2022; Marques et al., 2021). Um exemplo de inseticida natural
que ja € comercializado € o produto a base de Bacillus thuringiensis como Vectobac,
uma bactéria que produz proteinas toxicas e € utilizado contra pragas das lavouras
como coledpteros e lepiddpteros. Além de sua alta eficacia, ele possui a vantagem de
nao prejudicar organismos ndo-alvo e o meio ambiente, porém seu tempo de
persisténcia no ambiente € curto e pode ser rapidamente degradado pelo sol e por
outros organismos do solo (Nascimento et al., 2022).

Punica granatum, conhecida como “romazeira”, pertence a familia Lytheraceae
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e é conhecida mundialmente por suas propriedades biolégicas desde a antiguidade.
A romazeira possui diversas propriedades farmacoldgicas, dentre elas esta a atividade
antimicrobiana (Scaglione et al., 2024), anti-inflamatéria (Mannino et al., 2023),
antioxidante (Sihag et al., 2022), anticancer (Yusefi et al., 2020) e também inseticida
(Silva et al., 2022a). Compostos bioativos ja foram identificados e isolados da P.
granatum, sendo encontrados em maior quantidade a Punicalagina a e B (elagitanino),
acido elagico (elagitanino) e acido galico (composto fendlico). Além desses, outros
compostos, como terpenos, flavonoides e aclcares, também foram encontrados
(Maphetu et al., 2022).

Compostos com potenciais farmacologicos necessitam de estudos
toxicoldgicos para saber se a substancia afeta a salide dos organismos nao-alvo, por
iSso, € necessario a realizacdo de atividades toxicolégicas em modelos vivos, como
por exemplo, em ratos e camundongos. Extrato etandlico de Psoraleae fructus
apresentou toxicidade aguda em camundongos Kunming, causando alteracdes nos
rins e figado (Gao et al., 2023). Diferente do suco da P. granatum que n&do apresentou
toxicidade sub aguda (exposicdo repetida por um periodo curto de tempo) e
subcronica (exposicao repetida por um periodo longo de tempo) em ratos Wistar e
camundongos CD-1 nas concentracdes testadas (Alvarez-Cervantes et al., 2021).

Nesse sentido o presente trabalho avalia o potencial biotecnolégico de uma
preparacdo obtida do fruto de uma planta popularmente conhecida por suas
propriedades farmacoldgicas, em induzir mortalidade e retardar o desenvolvimento do
ciclo de vida no Ae. aegypti, bem como avaliar a nivel de toxicidade para organismos

nao-alvo.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade inseticida do extrato salino da sarcotesta de Punica

granatum contra Ae. aegypti em diferentes fases de vida, observar mecanismos de

acado envolvidos e avaliar a toxicidade aguda do extrato em camundongos Swiss

fémeas.

2.2 ESPECIFICOS

Obter o extrato salino de sarcotesta de P. granatum por procedimento pré-
estabelecido.

Determinar as concentragdes letais capaz de matar 50% das larvas (CLso) do
extrato de P. granatum sobre Ae. Aegypti na fase larval L3.

Avaliar a acdo do extrato de P. granatum na sobrevivéncia e ciclo de vida de
Ae. aegypti previamente tratadas durante a fase larval.

Avaliar os efeitos do extrato no comportamento de oviposi¢cdo e taxa de
ecloséo dos ovos das fémeas que foram previamente tratadas durante a fase
larval.

Avaliar o efeito do extrato na atividade de enzimas digestivas e do sistema
nervoso das larvas.

Avaliar danos causados na morfologia do intestino médio de larvas, pupas e
adultos previamente incubadas com o extrato no estagio larval.

Avaliar a acdo de toxicidade aguda do extrato de P. granatum em

camundongos fémeas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. BIOLOGIA DO Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti pertence a familia Culicidae e Ordem dos Dipteros.
Estudos relatam que sua origem tenha se dado através do continente Africano.
Atualmente ele esta distribuido em varias regiées do mundo, principalmente em locais
com temperaturas mais quentes e umidade alta (Giunti et al., 2023; Santos et al.,
2023). O ciclo de vida do Ae. aegypti consiste em quatro estagios: ovo, larva, pupa e
mosquito adulto (figura 1). Os trés primeiros estagios ocorrem na agua ou proximo a
sua superficie e no ultimo estagio ele emerge da agua como forma de mosquito adulto
(Santos et al., 2023).

Figura 1 — Ciclo de vida do Ae. Aegypti demonstrando do ovo até a fase adulta.
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Fonte: A autora (2023).

Os ovos dos mosquitos séo elipticos ou ovais, com aspecto alongado (figura
2), logo apos a oviposicdo os ovos sdo claros, mas vao escurecendo alguns minutos
depois devido ao contato com o oxigénio. As fémeas colocam seus ovos em locais

umidos proximos da superficie da agua. A casca do ovo faz a protecdo mecéanica do
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embrido, além de ser resistente a perda de agua e possibilitar a troca gasosa (Rueda
e Debboun, 2020; Facchinelli, Badolo e Mccall, 2023). Ao ser colocado em superficies
sem o contato direto com a 4gua, os ovos de Ae. aegypti podem sobreviver por varios
meses (até 450 dias) sem que haja a eclosado, pois eles sédo bastante resistentes a
variacdo de temperatura e dessecacao. Existem alguns estimulos que fazem com que
esses ovos eclodam, como por exemplo, o contato com a agua e temperatura 21-29
°C (Egid et al., 2022; Bonds et al., 2022).

Figura 2 — Ovos do Aedes aegypti.

Fonte: A autora (2023).

As larvas do Ae. aegypti sdo aquaticas e possuem o formato de verme, elas
possuem a divisdo do corpo bem nitidas, porém a cabeca e o térax sdo mais globosos
e 0 abdome cilindrico (figura 3). As larvas precisam estar proximas da superficie da
agua, pois elas necessitam do oxigénio do ar para sua respiracdo (Rueda e Debboun,
2020; Facchinelli, Badolo e Mccall, 2023). Elas passam por quatro estagios larvais
(Figura 1) até chegar na fase de pupa, sendo a ultima fase larval a mais longa e
resistente. Em relacdo a alimentacdo das larvas, elas se alimentam de
microrganismos, algas unicelulares, pequenos crustaceos e matéria organica. Devido
a sua ingestéo de particulas néo seletivas o uso de larvicidas é facilitado (Carvajal-
Lago et al., 2021; Joshi e Miller, 2021).

Figura 3 — Larva de Aedes aegypti, cabeca (A), térax (B) e abdome (C).
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Fonte: A autora (2023).

A fase de pupa € onde ocorre a metamorfose no mosquito, elas possuem a
aparéncia de virgula e seu corpo apresenta duas divisdes, cefalotorax (cabeca + torax)
e abdome (figura 4). Ela é a fase intermediaria entre dois estagios ativos (larvas e
adultos), pois ndo se alimentam e dependendo da temperatura ela pode permanecer

nesta fase de 1 dia a semanas (Joshi e Miller, 2021).

Fonte: A autora (2023).
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O corpo do mosquito adulto é dividido em cabeca, térax e abdome (figura 5). E
na cabeca que estdo localizados os principais 6rgaos de sentidos, como as antenas e
os olhos. A antena é o principal 6rgéo que diferencia o macho da fémea, onde a fémea
possui uma antena pilosa (Figura 5A) e o macho antena plumosa (figura 5B). No torax
se encontram os apéndices locomotores, 0s trés pares de pernas e as asas. No
abdome estdo a maior parte dos Orgdos reprodutor, digestivo e excretor. A
alimentacao do adulto se da através da ingestédo de carboidratos oriundos das seivas,
flores e frutos. As fémeas, além da ingestdo dos carboidratos, sdo hematéfagas, ou
seja, é necessario a alimentacdo com sangue para o desenvolvimento de seus ovos

(Barredo e Degennaro, 2020; Vinauger e Chandrasegaran, 2024).

Figura 5 — Fase adulta do Aedes aegypti, fémea (A) e macho (B).

Fonte: A autora (2023).

3.1.1 Arboviroses transmitidas pelo Aedes aegypti

As arboviroses sdo doencas causadas por arbovirus, que sao virus
transmitidos pelos artropodes hematéfagos. Ja existem centenas de arbovirus
conhecidos, dentre eles, cerca de 30 sdo causadores de doencas em humanos.
Desses 30, 0 mosquito Aedes aegypti é capaz de transmitir quatro para o homem,

afetando assim a saude publica mundial. De acordo com as caracteristicas desses
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quatro virus, eles sdo de RNA fita simples e possuem uma alta taxa de mutacao, o
gue ajudou em sua replicacdo e adaptacdo em hospedeiros distintos (Clancy et al.,
2021; Gomez et al., 2022).

O virus da febre amarela (YFV), da dengue (DENVS) e Zika (ZIKV) sao
flavivirus, e o chikungunya (CHIKV) um alfavirus. Eles causam alguns sintomas
semelhantes em humanos, como febre alta prolongada e dores nas articulacdes
(Barrera, 2022).

A dengue é uma das infec¢des virais transmitidas pelo mosquito para as
pessoas, ela é mais comum em lugares com climas tropicais e subtropicais. Dentre
seus sintomas mais comuns estéo a febre alta, dor de cabeca, dores no corpo, ndusea
e erupcdes cutaneas, porém em algumas pessoas pode se desenvolver a forma grave
da doenca, levando-as a 6bito. Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), a
incidéncia de dengue cresceu muito nas Ultimas décadas, em 2000 foi relatado
505.430 casos, ja em 2019, esse numero subiu para 5,2 milhdes. Entre os anos de
2020 a 2022, devido a pandemia do COVID, houve um declinio nas notificagfes dos
casos de Dengue, porém em 2023 houve um aumento consideravel obtendo um
maximo de 5 milhdes de casos e 5000 mortes (Organizacdo Mundial da Saude, 2023).

O Zika virus é transmitido principalmente pelo Ae. aegypti e pelo Aedes
albopictus, e foi relatada sua infeccdo em humanos pela primeira vez em 1952, na
Uganda e na Tanzania (Nikookar et al., 2020). A primeira epidemia do Zika virus no
Brasil ocorreu em 2015 e foi relacionada ao aumento de incidéncia de microcefalia em
recém-nascidos, sindrome de Guillain-Barré e meningoencefalite. As manifestacées
clinicas do Zika virus mais comuns sao febre, erupcéo cutanea, mialgia, artralgia e em
alguns casos podem estar associadas a manifestacdes cardiovasculares (Scatularo
et al., 2022).

O virus da Febre Chikungunya foi isolado pela primeira vez em 1952 e 1953,
durante um surto que ocorreu na Tanzania (Africa). As manifestacdes clinicas
geralmente sdo um inicio abrupto de febre e dor nas articula¢des, chegando a causar
incapacitagdo em alguns casos. Outros sintomas incluem dor muscular, inchaco nas
articulacdes, dor de cabeca, nauseas e erupg¢des cutdneas. Cerca de 40% dos
pacientes diagnosticados com esse tipo de infeccdo, tém sequelas reumatoldgicas
cronicas que podem permanecer por longos periodos (Grabenstein e Tomar, 2023;
Silva, et al., 2023a).

Entre os séculos XVII ao XIX a Febre Amarela era uma doencga misteriosa que
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afetava as regides tropicais da Africa, Caribe e as Américas. Apds a confirmac&o do
vetor, houve uma grande busca para o desenvolvimento de uma vacina eficaz por
volta da metade do século XX. As manifestacBes clinicas da Febre Amarela se
caracterizam por febre, nausea, mialgia, dor gastrica e em casos mais graves podem
evoluir para hepatite com ictericia, insuficiéncia renal, hemorragia e em alguns casos
morte (Higuera e Ramirez, 2019; Tuells et al., 2022).

Aedes aegypti possui habitats que facilitam as epidemias e a transmissao dos
arbovirus. Eles vivem em areas urbanizadas, conseguem abrigo dentro de casas,
encontrando habitats aquéticos artificiais e tendo assim um local adequado para a
producdo de seus ovos. Com isso, € de extrema importancia reduzir o nivel da
populacdo do mosquito, para que haja o controle na transmissdo das arboviroses
(Barrera, 2022; Giunti et al., 2023).

3.1.2 Controle Populacional

Ja existem vacinas licenciadas para alguns tipos de arboviroses, como € o
caso da febre amarela, dengue (Qdenga) e a da Chikungunya (VLA1553). Porém, a
utilizacao de algumas dessas vacinas ainda requer uma preocupacdo de seguranca,
devido a alta taxa de mutabilidade entre o virus e a utilizacdo do método de vacinas
vivas atenuadas (virus enfraquecido), em que a alta taxa de erro pode levar a uma
maior viruléncia de uma cepa vacinal, e ndo é recomendado a sua utilizacdo em
pessoas com a imunidade comprometida (Van Bree et al., 2023).

Sendo assim, é de suma importancia a existéncia de outros meios de controle
do vetor dessas doengas, como o controle populacional do Ae. aegypti, diminuindo
assim a incidéncia de infecgdes e prevencgédo de surtos. Uma das estratégias principais
para diminuir a populacdo desses mosquitos € a eliminacao de reservatoérios de agua,
utilizados para o desenvolvimento e ecloséo das larvas. Uma outra estratégia é atuar
diretamente no controle da fonte larval, como estas tém mobilidade reduzida e nédo
conseguem mudar de habitat, acabam se tornando um alvo facil para os larvicidas.
Porém é preciso tomar cuidado com o potencial de toxicidade ambiental (Santos et
al., 2023).

Inseticidas sintéticos tém sido utilizados h&4 muitos anos, organofosforados,
organoclorados, piretréides e carbamatos sdo exemplos disso, porém eles sdo

altamente toxicos para o meio ambiente e outros organismos nao alvo. Outros
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inseticidas sintéticos menos toxicos foram desenvolvidos, como por exemplo,
neonicotinoides e oxadiazinas. Eles sdo mais seletivos o que diminui a chance de
afetar organismos nao-alvo e possuem uma menor persisténcia ambiental. No
entanto, o uso indiscriminado pode acarretar resisténcia de insetos e pode prejudicar
outros organismos (Egid et al., 2022; Silvério et al., 2020). E necessario que exista
uma gama de inseticidas que sejam eficazes e ecologicamente corretos, que nao
sejam danosos ao meio ambiente e que ndo cause danos a espécies ndo-alvos (Luz
et al., 2020).

3.2 INSETICIDAS NATURAIS

Os Inseticidas naturais surgiram como uma alternativa ecoldgica, pois eles
podem nédo agredir o0 meio ambiente e podem ndo afetar outros organismos, o que
diferem dos pesticidas quimicos. Porém, apesar de seu grande potencial, os
inseticidas naturais ainda sdo bastante negligenciados, € necesséario que haja um
maior investimento tanto financeiro, como também, educar o publico contra as
desvantagens da utilizacdo dos inseticidas quimicos (Amelia-Yap et al., 2022).

Os inseticidas em geral podem ser classificados em trés categorias de acordo
com seu modo de acédo: neurotdxico (afetam o sistema nervoso), reguladores de
crescimento (interferindo na sintese de quitina) e Interferéncia na respiracao celular
(bloqgueando processos metabdlicos). Os Inseticidas naturais tém demonstrado
diferentes modos de acao, tanto a nivel celular como a nivel fisiolégico (Ganesan et
al., 2023).

Um exemplo de bioinseticida utilizado e comercializado € o microrganismo
Bacillus thuringiensis (Bt), que é uma bactéria conhecida por produzir proteinas
téxicas principalmente contra os insetos, ela produz também outros metabdlitos ao
longo de seu ciclo de vida. Por ser biodegradavel, especifico e de alto potencial, o Bt
e considerado uma grande ferramenta para o controle de pragas, além de ter uma
facilidade para sua producéo comercial (Santos et al., 2022). Um estudo envolvendo
o isolados de Bt do solo na Arabia Saudita, demonstrou sua a¢do contra larvas de Ae.
aegypti (CLso: 207 ppm) e contra larvas de Spodoptera littoralis (CLso: 193,93 ppm)
(El-ghiet et al., 2023).

Estudos com diferentes extratos tém sido apresentados como potenciais

inseticidas naturais, como por exemplo, extrato metandlico de folhas de pinheiro
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(Pinus roxburghii) que apresentou efeito contra Plutella xylostella L. (CLoo: 20%) (Alam
et al., 2022). Extratos de éter de liguen (Ramalina complanata) apresentou CLso de
5,9 ug.ml? contra larvas de Ae. aegypti, ja o extrato acetonico de Cladonia verticillaris
apresentou CLsode 17,4 pug.ml (Silva et al., 2023b). Extrato hidroalcodlico e hexanico
de frutos de Piper cubeba apresentaram atividades larvicidas contra Ae. aegypti com
ClLsode 191,1 pg/mL e 185,84 pg/mL respectivamente, demonstrando inclusive danos
estruturais no tegumento da larva (Gomes et al., 2022).

Além de extratos, outros compostos também possuem acdo contra insetos,
como por exemplo, 6leos essenciais. Oleo essencial de Camaecyparis obtusa obteve
efeito inseticida contra Tribolium castaneum com CLso de 52,54 pg/adulto, além disso
apresentou acao repelente (>80%) e efeito fumigante (CLso de 7,09 ug/L) (Zhang et
al., 2023). O oleo essencial de Croton tetradenius apresentou acao repelente espacial
contra Ae. aegypti nas concentracdes de 200 e 300 mg/cm?. E uma repeléncia efetiva
para 50% dos mosquitos na concentracdo de 14,1 mg/cm?(Sousa et al., 2023). Outro
0leo que apresentou atividade contra o Ae. aegypti foi o 6leo essencial da folha e
casca de Citrus aurantifolia, ambos apresentando uma atividade ovicida de CLso de
5,26ppm e 17,71 ppm respectivamente. Além disso, eles apresentaram acao contra
as larvas com ClLso de 128,81ppm e 188,59 ppm ap0ds 24h de incubagéo (Sarma et
al., 2019).

3.3 Punica granatum L.

Punica granatum L. € conhecida popularmente como romazeira, ela pertence a
familia Lythraceae e é originaria do Himalaia, onde foi primeiramente cultivada na Asia
central e no mediterraneo. Ela esta presente em diversas regifes do continente, pois
se adaptou a regides que possuem clima tropical e temperado (Machado; Ferreira e
Soares, 2022). A roma foi utilizada desde a antiguidade como uma fonte de tratamento
para diversas doencas, como problemas gastrointestinais, infec¢des, saude bucal e
cicatrizagOes de feridas, devido a sua grande acéo benéfica & saude humana (Moga
et al., 2021).

A arvore é considerada de pequeno porte do tipo arbustiva, com tronco multiplo
e folhas lisas. Seus frutos sdo globosos, semelhante a uma granada (Figura 6) e suas
sementes sdo envolvidas por uma camada comestivel denominada sarcotesta, ou

arilo (figura 7), seu suco tem um grande teor de vitamina C e € considerado como uma
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fonte de conteudo fendlico (Machado; Ferreira e Soares, 2022; Maphetu et al., 2022).

Figura 6 — Folhas, flores e frutos de Punica granatum

Fonte: A autora (2025).

O arilo é um tegumento que recobre a semente totalmente ou parcialmente, ele
corresponde por 52% do peso total do fruto junto com a semente. Ele € constituido
por uma camada suculenta e comestivel e sdo compostos principalmente por agua e
acucares. Também sdo uma grande fonte de minerais, como por exemplo, potassio,
calcio, ferro, manganés e cobre. Além de conter fibras e vitamina C, eles possuem
outros compostos bioativos que serédo relatados a seguir (Valero-Mendoza et al.,
2022).

Figura 7 - Sarcotesta da Roma.
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Semente

Fonte: A autora (2025).

3.3.1 Compostos Bioativos

Os polifendis sdo amplamente distribuidos na natureza, principalmente como
metabdlitos secundéarios presentes em frutas e vegetais. A roma é rica em diversos
compostos bioativos, dentre eles estdo os &cidos fendlicos (a4cido galico), taninos
hidrolisaveis (elagitaninos e galotaninos) e flavonoides (Saparbekova et al., 2022).
Esses compostos estao presentes em suas diferentes partes (suco, sementes, casca,
flores e folhas), sendo os elagitaninos e os galotaninos os mais abundantes no suco,
casca, sementes e flores da roma. A punicalagina, acido elagico e acido galico sao os
compostos bioativos mais estudados da roma e eles serdo descritos abaixo (Cheng et
al., 2023; Yisimayili e Chao, 2022).

A punicalagina € um elagitanino, pertencente a classe dos taninos
hidrolisaveis, e ja foi relatado na literatura diversos beneficios desse composto. Ela
esta presente na roma em suas formas isoméricas a e 3 (Figura 8) (Ramlagan et al.,
2022). Estudos realizados com a punicalagina isolada da roma tem demonstrado
diferentes atividades biolégicas, como por exemplo, um estudo feito com punicalagina
isolada da casca da roma reduziu acentuadamente os niveis das oncoproteinas do

HPV (Papiloma virus humano) E6 e E7 em células de cancer cervical (Xie et al., 2022).
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A punicalagina isolada da casca também apresentou acdo contra Salmonella
Typhimurium, danificando sua membrana celular e inibindo a sua proliferacao (Li et
al., 2020).

Figura 8 - Estrutura quimica da Punicalaginaa e

a-punicalagin, R=H, R’=0OH
B-punicalagin, R=0OH, R’=H

Fonte: Ramlagan et al. (2022).

7 7

Outro composto bioativo da roma é o &cido elagico, ele é encontrado
naturalmente em sua forma livre ou como derivado da hidrélise de um elagitanino. Sua
estrutura € composta por dois acidos gélicos (Figura 9) e ele apresenta algumas
atividades, como por exemplo, atividade antioxidante (Kwok, Balasooriya e Ng, 2023).
Acido elagico extraido de flores de roma conseguiu demonstrar efeito inibitorio contra
a bactéria Streptococcus mutans, além disso, ele também apresentou efeito
antitumoral (Lu et al., 2023; Wu et al., 2021).

Figura 9 - Estrutura quimica do acido elagico
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Fonte: Kwok, Balasooriya e Ng (2023).

O acido galico € um composto fendélico encontrado na sua forma livre ou como
constituinte de um tanino (figura 10). Eles estdo presentes em muitas espécies de
plantas e possuem um grande poder antioxidante, onde geralmente s&o utilizados
para eliminar espécies reativas de oxigénio. Além disso, eles possuem atividade

antifiingica, antimicrobiana e anticancerigena (Rosas; Correa e Henriques, 2019).

Figura 10 - Estrutura quimica do acido galico

pKa=3.9

Gallic acid

Fonte: Venkatesan et al. (2023).

3.3.2 Atividades Bioldgicas

Estudos com diferentes extratos de Punica granatum L. mostraram diversas
atividades biologicas de suas partes, como suco, sementes, folhas e casca. Extrato
da casca da roma mostrou forte atividade antibacteriana com concentracdo minima
inibitéria (CMI) variando entre 780 ug/ml e 6250 pug/ml contra bactérias resistentes a
antibioticos (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Cutibacterium
acnes, Corynebacterium kroppenstedtii e Escherichia coli) (Saini et al., 2023). Extrato
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da fruta inteira da roma foi testado em células de carcinoma hepatocelular humano
(HepG2) e com uma dose nao citotéxica de 1 ug/ml induziu em 24 horas uma redugao
de trés citocinas proé-inflamatorias (interleucina-8, interleucina-1 beta e fator de
necrose tumoral-alfa), tanto na expressdo génica como em niveis de secrecao
(Pierdomenico, Riccioni e Benassi, 2023).

Um produto oriundo do extrato de casca da roma sdo as nanoparticulas de
prata, que apl0s a sua sintese foi testado contra todos os estagios larvais de
Spodoptera littoralis, este demonstrou uma atividade eficaz contra o primeiro estagio
larval, obtendo uma CLso de 68,32 ug/ml. Ja o extrato da roma sem as nanoparticulas
apresentou uma CLso maior de 2852 ug/ml (Saad et al., 2021). Outro efeito dessas
particulas foi sua acao contra o virus do mosaico do tabaco, patdgeno que afeta os
tomateiros. A aplicacdo dessas moléculas levou a uma reducao no acumulo do virus
nas plantas infectadas e retardou a replicacéo viral (Al-Askar et al., 2023).

Extrato da casca da roma apresentou atividade contra larvas do terceiro instar
de Culex pipiens. Tendo uma CLso de 95,63 ppm em 24 horas. Além disso, o extrato
também demonstrou acao repelente contra as fémeas do mosquito (Farag et al.,
2021). Utilizando o p6 das folhas de Punica granatum, o coleéptero Acanthoscelides
obteve uma mortalidade de 82,17% ap06s 120 horas de exposicdo, apresentando uma
CLso de 16,73 g/30 g de feijdo branco. Além disso, o p6 de P. granatum também obteve
inibicdo da oviposicao do coleéptero (Mohamed, 2020). Outra acao inseticida da roma
foi relatada contra o gorgulho vermelho da palmeira (Rhynchophorus ferrugineus O.),
0 extrato etanodlico da casca de P. granatum apresentou efeito larvicida e adulticida na

concentracdo de 37,4 mg/ml (El Namaky et al., 2020).

3.4 AVALIACAO TOXICOLOGICA

A avaliacdo toxicolégica em animais € utilizada hd muitos anos como uma
ferramenta de desenvolvimento e pesquisa de novos farmacos, cosméticos, produtos
guimicos e alimentos. Muitas moléculas ou substancias podem ser toxicas para as
pessoas e para outros organismos presentes no mesmo ambiente, por isso, € de
extrema importancia ter uma avaliacao toxicoldgica prévia da substancia. Na natureza
varios organismos podem produzir toxinas como um método de defesa ou predacéo,

inclusive as plantas. Com isso, qualquer substancia de origem natural que venha a
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ser utilizada como um produto precisa ter sua toxicidade avaliada (Sacco et al., 2022).

Foi realizado um estudo toxicoldgico e antigenotéxico do extrato hidroetanolico
da casca do fruto de Punica granatum in vivo. O extrato foi administrado via oral em
camundongos Swiss em quatro concentracoes (87,5; 175; 350 e 700 mg/kg). O extrato
causou uma reducao na frequéncia de micronucleos com uma taxa de reducéo de até
90,6% em 48 horas na maior concentracdo. Além disso, nenhuma toxicidade
subaguda foi evidenciada e também nenhum efeito genotdxico ou citotoxico (Vale et
al., 2020).

Moléculas provenientes da roma também estdo sendo estudadas quanto a sua
toxicidade, como por exemplo, a lectina PgTeL purificada da sarcotesta da fruta e que
apresenta acdo antimicrobiana. Como resultado, ndo houve nenhum dano as
membranas dos eritrécitos nas concentracdes testadas (3,9 - 1000 ug/mL) de PgTeL.
E também ndo houve anormalidades hematoldgicas, hemostaticas ou histopatolégicas
no ensaio de toxicidade aguda (Silva et al., 2022b).

O microencapsulamento do suco da roma por spray drying surgiu como uma
alternativa para melhorar sua capacidade de armazenamento e para isso foram
realizados estudos para saber se existem efeitos toxicos em ratos Wistar e
camundongos CD-1. Nenhuma morte ocorreu nos ratos apés a administracdo de 5000
mg/kg por via oral durante os 14 dias. Do mesmo modo, 3000 mg/kg administrados
em camundongos também nédo apresentaram toxicidade subcrdnica por 90 dias. O
gue ocorreu foi uma diminuicdo no ganho de peso dos animais, tanto dos ratos, como

dos camundongos (Alvarez-cervantes et al., 2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de artigos.

4.1 ARTIGO 1

Efeito do extrato salino de sarcotesta de Punica granatum L. no

desenvolvimento de Aedes aegypti L. (1762).
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Quérolin Macena da Silva?, Alex Michel Silva Araljo?, Rémulo Carlos Dantas da
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Resumo/Abstract

Devido a quantidade de doencas que o Aedes aegypti pode transmitir ao humano, é
de grande importancia para a saude publica que este inseto seja controlado. A roma
popularmente conhecida por suas propriedades médicas no tratamento de diversas
doencas, também possui atividades bioldgicas ja estudadas, inclusive a inseticida.
Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi analisar a interferéncia do extrato salino de
sarcotesta de P. granatum no desenvolvimento de Ae. aegypti e observar a acao de
enzimas digestivas das larvas, do sistema nervoso e alteracbes morfoldégicas no

intestino do inseto em cada fase de vida. Foi definido a concentracao letal capaz de
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matar 50% (CLso) durante a fase larval, e a partir dela foi definido uma concentracéo
subletal onde larvas do Ae. aegypti no terceiro estagio entraram em contato com o
extrato (5 e 10 %) e logo apdés 24h foram lavadas e alimentadas para o
acompanhamento de seu desenvolvimento, até a fase adulta e contagem dos ovos.
Além disso, foi analisada a acdo do extrato da roma sobre as enzimas digestivas
(amilase e tripsina) e do sistema nervoso (acetilcolinesterase) das larvas do inseto.
Foi feita também a analise histologica do intestino de cada fase (larva, pupa e adulto),
que foi tratada com o extrato durante a fase larval. Como resultado, a CLso encontrada
para as larvas foi de 12,2%. No teste da acao do extrato da roméa no ciclo de vida do
Ae. Aegypti, foi observada uma diminuicédo na taxa de desenvolvimento das larvas até
a fase adulta para ambas as concentracfes testadas. Além disso, na maior
concentracdo, houve uma reducdo na quantidade de ovos depositados. O extrato
também afetou as enzimas, aumentando a atividade da tripsina em 45,8% na maior
concentracao testada (10%) e inibindo acetilcolinesterase. O extrato também causou
alteracbes morfoldgicas tanto nas larvas quanto nos adultos. Com isso, concluimos
que o extrato da sarcotesta da roma pode ser considerado um inseticida natural,

ampliando assim as alternativas de inseticidas para controle do mosquito.

Palavras-chaves: Roméazeira. Mosquito. Inseticida Natural. Histologia.

Introducéo

Aedes aegypti é o principal mosquito responsavel pela transmisséo de doencas
como a dengue, ZIKV e CHIKV em varios paises, inclusive no Brasil. Devido a sua
facilidade de adaptacdo a ambientes urbanos, esse mosquito se espalhou pelos
continentes principalmente em ambientes tropicais e subtropicais (Lima-Camara,
2024). A transmissao dessas doencas ocorre quando a fémea do mosquito, apds se
alimentar de sangue de um hospedeiro em fase virémica, adquire o virus, que circula
e se replica no corpo do inseto até atingir as glandulas salivares. Na proxima
alimentacdo sanguinea, o virus € transmitido para o humano que néo apresentava a
doenca (Gomez et al., 2022). Por isso, é fundamental o controle populacional do
mosquito para que haja a diminuicdo na transmisséo dessas doencas (Heyrani et al.,
2024).

Devido aos efeitos adversos em organismos ndo alvo, ha uma preocupacao
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guanto a utilizacdo de inseticidas sintéticos e um aumento na busca por inseticidas
ambientalmente seguros. Esses inseticidas sintéticos afetam néo apenas o organismo
alvo, mas também os outros seres presentes no ambiente, como predadores, plantas,
microrganismos e impacta o ecossistema presente no solo (Mamy et al., 2023; Okagu
et al., 2023). Inseticidas botanicos sdo um exemplo de inseticidas naturais que podem
ser utilizados no combate a insetos-praga ou transmissores de doencas, devido a
presenca de diversos compostos que agem como uma das principais vias de defesa
da planta (Wahengbam et al.,, 2021). Diversos inseticidas botanicos ja foram
encontrados e identificados e demonstram acao letal contra mosquitos, inibindo o seu
desenvolvimento, reproducéo e impedindo a oviposicdo (Demirak e Canpolat, 2022;
Botina e Martins, 2024).

Punica granatum, conhecida popularmente como roma, é uma planta cultivada
e utilizada desde a antiguidade na regido do mediterraneo e do Norte da Africa. Ela
tem sido estudada por seu histérico na medicina popular, onde o seu consumo foi
aplicado ao tratamento de doencas, tais como as do trato digestivo e urinério (Dogara,
Hama e Ozdemir, 2024). O fruto de P. granatum apresenta mdultiplas sementes
revestidas por um arilo (sarcotesta), que representa cerca de 40% do seu peso. A
roma é rica em polifendis, os quais sdo encontrados em uma quantidade significativa,
principalmente em seu suco (Moga et al., 2021). A roma apresenta diversas atividades
biologicas, dentre elas a inseticida. O extrato metandlico de suas folhas apresentou
atividade contra mosquitos, como Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus
(Jebanesan et al., 2021).

Neste presente estudo, extrato da sarcotesta de P. granatum foi testado contra
larvas de Ae. aegypti, e também foi avaliado o seu efeito no desenvolvimento do
mosquito. Ainda, foi analisado o efeito do extrato sobre as enzimas das larvas e

alteracdes morfolégicas no intestino das diferentes fases de vida do inseto.
Materiais e métodos
Material Vegetal e Preparagao do Extrato

O fruto de P. granatum foi coletado em Recife, Pernambuco, Brasil, com

autorizacdo (n° 36,301) do Instituto Chico Mendes de Conservacgéao e Biodiversidade

(ICMBio). Ap6s a coleta, os frutos foram passados em peneira (1 mm) para a



29

separacao da sarcotesta (parte comestivel) e das sementes, obtendo-se o suco. Em
seguida, foi adicionado NaCl 0,15 M em uma proporcdo 9:1 (suco/NaCl) e
homogeneizado em um agitador magnético por 6 h a 25 °C. A mistura foi filtrada e
centrifugada a 3000 x g por 15 min. O sobrenadante foi coletado e considerado como
extrato final. Essa metodologia de extracéo foi baseada no protocolo pré-estabelecido
por Silva et al. (2016). O estudo foi registrado no Sistema Nacional e Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (n°
A5D89BD).

Teste de desenvolvimento do Aedes aegypti

Insetos

A colbnia do Ae. aegypti (cepa Rockefeller) foi mantida no Laboratorio de
Toxicologia, Departamento de Antibioticos na Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os insetos foram mantidos em temperatura ideal de 27 £ 0,5 °C, com umidade

relativa de 70 = 5% e fotoperiodo 12:12 h (claro/escuro).

Ensaio larvicida e determinacao da CLso

Os ovos de Ae. aegypti foram colocados em agua destilada junto com racéo de
gato (Whiskas®) para a alimentacdo das larvas. As larvas em estagio L3 foram
coletadas para a execucdo do experimento. O ensaio larvicida foi realizado de acordo
com o protocolo estabelecido por Navarro et al. (2003). As larvas (n=20) foram
incubadas com o extrato da roma nas concentracdes de 10 a 30%, por tratamento,
obtendo um volume final de 20 mL. Apds 48h do inicio do ensaio, a mortalidade das
larvas foi observada. Como controle negativo as larvas foram incubadas com 10% de

NaCl 0,15 M e agua destilada com as mesmas condicdes.
Ensaio do efeito do extrato de P. granatum no ciclo de vida do Ae. aegypti
Inicialmente, 20 larvas (L3) de Ae. aegypti foram incubadas por 24h com o

extrato de P. granatum nas concentracdes de 5 e 10%. Para o controle, as larvas

foram incubadas apenas com agua destilada. Em seguida, as larvas vivas foram
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lavadas em agua destilada (30 mL) e apds 10 dias do inicio do ensaio, o numero e 0
estagio de desenvolvimento de cada individuo foi observado. Para cada concentracao
foram realizadas 10 replicatas. O desenvolvimento do Ae. aegypti foi observado até a
fase adulta. Os adultos emergidos foram colocados em caixas por 48 h para a copula
e mantidos com solucédo sacarose 10% (p/v). Apds a copula, foi oferecido para as
fémeas sangue de carneiro desfibrinado para a realizacdo do repasto sanguineo.
Apéds 72h do repasto sanguineo, duas fémeas por replicata foram separadas em potes
plasticos (350 mL) contendo papel filtro embebidos em &gua destilada para a
oviposicao (Fernandes et al., 2019). Apés 5 dias, os ovos foram capturados e contados
em estereomicroscopio. Em seguida, os ovos foram colocados em potes plasticos
(200 mL) contendo agua destilada e ragéo. A porcentagem de viabilidade dos ovos e

numero de larvas foi observado.

Efeito do extrato da P. granatum na acéo das enzimas das larvas

As larvas de Ae. Aegypti foram tratadas por 24 h com o extrato da P. granatum
na concentracdo de 5 e 10%. Também foram utilizadas larvas do controle, tratadas
apenas com agua destilada. Em seguida, 50 larvas foram lavadas com agua destilada,
imobilizadas e maceradas em diferentes tampdes. Posteriormente, os homogenatos
foram centrifugados (9000 x g, 4 °C) e o sobrenadante foi coletado (extrato larval). O
extrato larval teve sua concentracdo de proteinas determinada de acordo com
metodologia estabelecida por Lowry et al. (1951).

O efeito do extrato de P. granatum sobre a atividade de tripsina foi determinado
de acordo com Kakade et al. (1969). Em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato
foi adicionado o extrato das larvas (75 pL) em Tris-HCI (0,2 M pH 8,0), 110 pL do
tampéo Tris-HCL + 15 pyL do substrato BapNa (N-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida a
8mM). Para o0 100% enzimatico (controle) foi utilizado o extrato das larvas néo tratadas
com o extrato de P. granatum. Em seguida, as placas foram incubadas na estufa por
60 min (37 °C) e realizada a leitura a 405 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e as
absorbancias foram observadas no tempo 0 e 60 min. Uma unidade de atividade de
tripsina foi determinada como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol do
substrato (BapNa) por minuto.

O efeito do extrato de P. granatum sobre a enzima a-amilase foi realizado de

acordo com o método de Bernfeld (1955). O homogenato das larvas previamente
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tratadas com o extrato P. granatum em tampéo acetato de sédio (0,1 M, pH 5,5) (50
pL), foram incubados a 50 °C por 10 min com 200 pL de amido soluvel 0,1 M
(substrato). Para o 100% enzimatico foram utilizadas as larvas do grupo controle.
Cada teste foi realizado em triplicata. Em seguida, 250 pL de DNS (acido
dinitrosalicilico) foi adicionado a solucdo e essa foi aquecida a 100 °C por 6 min e
rapidamente resfriada em gelo por 15 min. A leitura da absorbancia (540 nm) foi
realizada e a quantidade de acucares redutores foi determinada utilizando uma curva
padrao de glicose (y=0,0735x-0,0158). Uma unidade de atividade de a-amilase foi
definida como a quantidade de enzima para produzir 1 pmol de glicose por min.

A analise da acdo do extrato de P. granatum sobre a atividade da
acetilcolinesterase foi realizada de acordo com o método de Ellmam et al. (1961).
Inicialmente, 10 pL do extrato das larvas em tampdao fosfato de potassio (0,1 M pH
8,0), foi adicionado em placas de 96 com 10 pL do tampéo, 20 pL de acetilcolina (0,062
M) e 200 pL de DTNB (0,25 mM), apds 3 min de incubacéo a 25 °C, a absorbancia foi
analisada a 405 nm. Uma unidade de atividade da acetilcolinesterase foi definida
como a quantidade de enzima para converter 1 umol do substrato por min. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

Andlise Histolbgica

Os intestinos médios das larvas tratadas com o extrato (24h apds exposicao),
pupas (fémeas e machos) e adultos (fémeas e machos) que se desenvolveram a partir
das larvas tratadas com o extrato, foram dissecados (n=10 para cada estagio de
desenvolvimento) e transferidos para solucdo fixadora (Paraformaldeido 4%). Logo
apos, as amostras foram retiradas do fixador e lavadas com agua deionizadas e em
seguida desidratadas em uma série de etanol (30-99%), e embebidas em historesina
(Leica Microsystems, Heidelberg Mannheim, Alemanha) e seccionadas (5 pm) em um
micrétomo (Reichert Jung 2050). As seccdes foram coradas com HE (hematoxilina e
eosina) para detectar elementos celulares e altera¢cées morfologicas, e em seguida
foram examinadas e fotografadas em um microscépio Olympus BX53 acoplado a uma

camera digital Olympus DP 73 (Olympus Optical Co., Téquio, Japao).

Analise estatisticas
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As andlises estatisticas foram avaliadas por meio do programa GraphPad Prism
v. 8.0 para Windows. A concentracao letal de 50% das larvas (CLso) foi calculada via
andlise de probit com intervalo de confianca de 95% utilizando o software StatPlus
(Analystsoft, Walnut, Canadd). Andlise de atividade enzimética foi calculada utilizando
Teste t de Student (significancia de p < 0,5) usando programa SPSS Statistics versao
18.

Resultados e Discussodes

Devido ao grande impacto dos inseticidas sintéticos ao meio ambiente, como a
contaminacgao dos solos, aguas e efeitos sobre organismos ndo-alvos, € de extrema
importancia a utilizacdo de inseticidas naturais que reduzam esses impactos e que
sejam mais eficazes e especificos. Por isso, a busca por novos bioinseticidas vem
crescendo nos ultimos anos (Struelens e Silvie, 2020). Diante disso, Punica granatum
foi testada contra o Aedes aegypti, um dos principais transmissores de diversas
arboviroses, para avaliar sua eficacia contra esse inseto. Como resultados da
atividade larvicida, o extrato de P. Granatum apresentou uma CLso de 12,2 % (figura
1). Outros extratos vegetais também apresentaram atividade larvicida contra o Ae.
Aegypti, tais como extrato de semente de Annona squamosa L, Tabernaemontana
cymosa Jacq. e Mammea americana L., apresentando CLso de 58,44; 25,02 e 38,58
ppm respectivamente (Oliveros-Diaz et al., 2022).

Figura 1 — Curva de mortalidade das larvas de Aedes aegypti tratadas com o extrato da roma em
diferentes concentracdes
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Na avaliacdo do efeito do extrato da roma no ciclo de vida do Ae. aegypti, foi
observado uma diminuicdo na taxa de desenvolvimento das larvas até a fase adulta
(figura 2). J& no primeiro dia de teste (figura 2A), houve reducdo do niumero de larvas
nas concentracdes de 5 e 10%, de 17 e 28%, respectivamente. No décimo dia de
analise (figura 2B), o grupo controle apresentou apenas mosquitos adultos, com uma
taxa de sobrevivéncia de 65%. Ja o tratamento com extrato de roma a 5% resultou na
presenca de larvas (3%), pupas (1%) e adultos vivos (19%). O tratamento com extrato
de roma 10% apresentou apenas adultos vivos, porém com uma taxa de sobrevivéncia
de 19%.

Figura 2 — Taxa de desenvolvimento do Ae. Aegypti no dia 1 (A) e dia 10 (B) apds o contato com o
extrato de P. granatum.
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Os resultados apontam para um atraso no desenvolvimento do ciclo de vida do
vetor e inducdo de mortalidade de maneira dose dependente, ao longo do periodo de
exposicdo. Resultados semelhantes foram achados em um estudo feito com extrato
aquoso e fracdo de sementes de Moringa oleifera, onde houve um atraso no
desenvolvimento das larvas apos 9 dias do contato. Além disso, o intestino médio das
larvas e pupas tratadas apresentaram desorganizacéo (Silva et al., 2019).

As fémeas que sobreviveram ao tratamento com o extrato foram alimentadas
e, apos a oviposicdo, os ovos foram contados e colocados para eclodir. Como
resultado, no tratamento 5%, néo foi observada diferenca significativa no nimero de
ovos depositados nem no nimero de larvas eclodidas (figura 3A). Ja no tratamento
com extrato 10% (figura 3B), foi observada uma diferenga significativa na redugéo do
namero de ovos depositados. De maneira similar, Silva et al (2019) relataram que as
fémeas que se desenvolveram a partir de larvas tratadas com extrato e fracdo de
sementes de Moringa oleifera apresentaram um menor nimero de ovos e taxa de

eclosao.

Figura 3 — Contagem do nimero de ovos e larvas eclodidas do teste de oviposicao das
fémeas tratadas com 5% (A) e 10% (B) do extrato no periodo larval



35

>

n
o
o

B Controle
@ Tratado 5%

»
o
o

-
o
o

T

--
o
o

N° de Ovos ou Larvas

50

T T
Ovos Larvas

250 a

2004

1504

N® de Ovos

1004

504

Controle Ext '10".-‘:

Concentragao (%)

Diversos compostos podem influenciar a acdo das enzimas de larvas dos
insetos, essas alteracdes podem provocar a mortalidade das mesmas, através de
distarbios alimentares (enzimas digestivas) ou até afetar as enzimas desintoxicantes
gue sao responsaveis por metabolizar um grande nimero de toxinas em insetos (Chen
et al., 2021). Além disso, esses compostos também podem afetar enzimas do sistema
nervoso, como por exemplo, a acetilcolinesterase (Georgiev et al., 2022).

Com isso, foi investigada a atividade das enzimas digestivas tripsina e a-
amilase, e da enzima do sistema nervoso, acetilcolinesterase, de larvas tratadas com
salino de P. Granatum. De acordo com o resultado apresentado na figura 4, foi
observado que o extrato de roméa nao alterou a atividade de amilase, porém aumentou
significativamente a agéo da tripsina em 50,5% e 45,8%, nas concentracdes de 5% e
10%, respectivamente, comparado om o controle. Extrato etandlico de sementes de

Anona mucosa Jacq. apresentou acado contra enzimas digestivas do Aedes aegypti,
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com uma inibicdo na acédo tanto da protease como da amilase (Rodrigues et al., 2021).

Figura 4 — Atividade das enzimas digestivas da larva tratadas anteriormente com o extrato da roma,
tripsina (A) e Amilase (B).
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A acetilcolinesterase (AchE) é uma enzima que atua no sistema nervoso dos
insetos como um condutor neural (Dai et al., 2020). Larvas previamente tratadas com
5% e 10% de extrato da roma, apresentaram inibicdo na atividade desta enzima (figura
5), 0 que pode estar associado a mortalidade observada. Outro extrato que causou
uma diminuigédo na atividade da AchE foi o extrato das folhas de Cymbopogon citratus
e seus compostos bioativos, na concentracdo de 200 mg/mL testado contra
Drosophila melanogaster (Johnson et al., 2021). Extrato etandlico de Artemisia

absinthium, além de apresentar atividade larvicida sobre o Aedes aegypti também
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inibiu a acdo da AchE, o que nos mostra um possivel mecanismo de acao desses

extratos inseticidas (Sofi et al., 2022).

Figura 5 — Atividade da acetilcolinesterase das larvas tratadas com extrato da roma.
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A analise histoldgica é importante para se observar alteracdes morfoldgicas no
inseto e entender os danos causados pelos inseticidas (Daveci et al., 2021). Como as
larvas do mosquito se alimentam de matéria organica presentes na agua, o intestino
€ um orgéao vital para o desenvolvimento do inseto e com isso se torna importante alvo
de estudos (Priya et al., 2023). De acordo com a analise histolégica (figura 6), o
intestino de larvas na fase L3 de Ae. aegypti do grupo controle (6A) e tratados com o
extrato de sarcotesta de P. granatum na concentracao de 5% (6B), foi observado um
aumento no numero de vesiculas ou vacuolos celulares, o que indica que a célula
pode estar lesionada ou passando por um estresse devido a presenca do extrato,
causando uma degeneracao celular ou apresentando autofagia celular e acumulo de
lipidios (Iniesto et al., 2021). A fase larval L4 é a mais resistente e a mais proxima da
pupacédo (Priya et al., 2023) e, de acordo com os resultados apresentados, foi
observado um aumento na espessura do epitélio intestinal e uma desorganizacao
celular, indicando que haja uma maior ativagédo das células do intestino (Figura 6 C e
D). J& nas pupas, ndo foram observadas altera¢ées entre o grupo controle e o tratado,
sendo observada a presenca do intestino e sua integridade (Figura 6 E e F). Na fase

adulta foi observada a presenca de vacuolos celulares presentes no intestino



38

comparando-se com o grupo controle (Figura 6 G e H), o que pode indicar reflexos na
fase adulta das alteracBes discutidas anteriormente durante a fase larval. Outro
extrato que causou danos morfolégicos ao Ae. aegypti foi o etandlico de Cyathocline
purpurea, Blumea lacera, Neanotis lancifolia e Neanotis montholonii afetaram a
morfologia do intestino de larvas de Ae. aegypti, apresentando danos ao epitélio
intestinal, perda da integridade celular, e do nucleo de acordo com a concentracao de
cada extrato, sendo dose dependente (Torawane et al., 2021). Compostos isolados
de extratos também sado testados em Ae. aegypti, como 0 composto secundario
Acetato de Metil Trifenil, isolado de Artemisia argyi que causou danos ao intestino das

larvas do inseto (Sivasankaran, et al., 2022).

Figura 6. Andlise histblogica do intestino médio de larva, pupa e adulto de Ae. Aegypti

tratados com 5% do extrato salino de P. granatum durante a fase larval
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Corte longitudinal de intestino médio de larvas, pupas e adultos de Ae. Aegypti do controle e tratados
com extrato de P. granatum durante a fase larval, corados com HE (Hematoxilina e eosina). A Intestino
de larvas no terceiro estagio do controle. B Intestino de larvas no terceiro estagio do tratamento com
5% do extrato salino de P. granatum, apresentando vacutolos (seta vermelha). C Intestino de larvas no
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quarto estagio larval do controle precedendo a pupacéo. D Intestino de larvas no quarto estagio tratadas
com o extrato durante a L3, apresentando desorganizacao no epitélio intestinal (*). E Intestino de pupa
do controle. F intestino de pupa tratada com o extrato durante a fase larval. G Intestino de mosquito
adulto do controle. H Intestino do mosquito adulto do tratamento com o extrato durante a fase larval
aparentando vacuolos (seta vermelha). L- Lumen; IE — Epitélio intestinal; setas vermelhas - vacuolos e

* desorganizacéo celular.

Conclusao

Extrato de P. granatum na concentracdo de 5% e 10% pode interferir no
desenvolvimento do Ae. aegypti, ndo so6 durante a fase larval, mas também retardando
a passagem de fases entre o ciclo de vida do inseto, além de afetar a oviposicao de
fémeas previamente tratadas. Isso pode afetar a capacidade de sobrevivéncia a longo
prazo, causando alteracbes na atividade das enzimas digestivas e do sistema
nervoso, além de alteracdes morfolégicas no intestino do inseto em diferentes fases.
Sendo assim, o extrato de P. granatum pode ser considerado um inseticida natural
promissor, com efeito prolongado sobre o Ae. aegypti e, portanto, uma nova
alternativa sustentavel e eficaz no controle populacional do mosquito, minimizando

impactos ambientais e riscos a saude humana.
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4.2 ARTIGO 2

Utilizacdo do suco da roma na alimentacdo humana e suas atividades
bioldgicas: umareviséo e avaliacdo da atividade toxicolégica aguda do extrato

salino de Punica granatum L. em camundongos
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Resumo/Abstract

Punica granatum, conhecida popularmente como roméazeira, é rica em nutrientes e
compostos bioativos, sendo amplamente utilizada na alimentacdo e na medicina
popular. No entanto, os niveis de toxicidade e as doses seguras para seu uso ainda
nao foram claramente definidos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade
aguda do extrato salino da sarcotesta da roma e discutir a validacado do uso popular
seguro do suco do fruto da roma como um alimento de alto valor nutricional e com
aplicacdes na medicina popular. A toxicidade aguda do extrato foi avaliada em
camundongos fémeas da linhagem Swiss, monitorados durante 14 dias.
Posteriormente, foram realizadas analises bioquimicas, hematoldgicas, histoldgicas e
hemolitica. Paralelamente, uma revisdo sobre os fatores nutricionais e compostos
bioativos presentes em P. granatum foi conduzida por meio de consultas a bancos de
dados, como Google Académico e Science Direct, cujos resultados foram reunidos
para andlise e discussao. O extrato salino da sarcotesta da roméa, na dose de 2000
mg/kg, causou aumento no tamanho do baco e diminuicdo do peso corporal dos
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camundongos. Contudo, ndo houve alteracOes significativas nos parametros
bioquimicos e hematoldgicos. Punica granatum € conhecida por ser rica em nutrientes
e compostos bioativos, cuja concentragdo pode variar de acordo com a parte da
planta, a sazonalidade e o tipo de cultivo. Muitos desses compostos estao distribuidos
por toda a planta e apresentam importantes atividades biologicas, como as da
punicalagina e do acido elagico. Com base nos resultados, conclui-se que P. granatum
€ uma planta de elevado potencial funcional. Seu fruto, a rom&, possui um extrato
salino da sarcotesta atoxico, rico em nutrientes e compostos bioativos com
propriedades benéficas para a saude. O presente estudo reforca o papel de P.
granatum na alimentacao funcional e abre caminho para pesquisas futuras sobre suas

aplicacdes medicinais.

Palavras-chave/Key words: Roma; Nutrientes; Bioativos; Toxicidade; Medicina

popular.

Introducéo

Devido ao seu elevado potencial biolégico e a vasta diversidade existentes no
planeta, as plantas tém sido amplamente utilizadas na medicina popular para diversas
finalidades, especialmente no tratamento de doencas (Braz et al., 2024). Essas
propriedades medicinais as tornam uma importante alternativa terapéutica, atendendo
a crescente demanda por solu¢gdes naturais que diminuam o uso de substancias
guimicas sintéticas, as quais podem ter efeitos adversos sobre o0 meio ambiente e 0s
organismos vivos (Wei et al., 2023). Diversos estudos ja relataram o uso de plantas
no tratamento de doencas geniturinarias (Nicerine et al., 2024), doencas respiratorias
(Jenipher e Ayyanar, 2024), patologias infecciosas (BA et al., 2024), diabetes mellitus
(Obakiro et al., 2023) e até no combate ao cancer (Asiimwe et al., 2023).

Punica granatum L., popularmente conhecida como roma, pertence a familia
Lythraceae. Originaria da Asia Central e da regido do Mediterraneo, a planta se
adaptou a ambientes de clima tropical e temperado (Machado, Ferreira e Soares,
2023). A roma é uma fruta histérica e tem sido utilizada na medicina tradicional ha
séculos, sendo considerada uma "farmacia natural® devido as suas atividades
biolégicas comprovadas (Moradnia et al., 2024). Relatos indicam o uso de todas as

partes da romé para tratar diversas condi¢cées, como diarreia, vermes intestinais,
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infeccbes microbianas, acidose e Ulceras (Ge et al., 2021; El Hosry et al., 2023).

Uma das formas de consumo da roma é por meio da extracdo do suco de sua
polpa, utilizado tanto no processamento de alimentos quanto no consumo direto
(Cheng et al., 2023). Esse suco € rico em vitamina C e é uma fonte significativa de
compostos bioativos, como punicalagina e acido elagico. Além disso, minerais como
potassio, calcio, fosforo e zinco também foram identificados em sua composicao
(Maphetu et al., 2022). Estudos confirmam que a roméa apresenta diversas atividades
biolégicas, como acdes antimicrobiana (Kachkoul et al., 2023; Saini et al., 2023),
antioxidante (Sihag et al., 2022), anti-inflamatéria (Namdar et al., 2023), antitumoral
(Yu et al., 2023), antiparasitaria (Yang et al., 2022) e antinociceptiva (Solano et al.,
2021).

Por meio de reacdes bioquimicas, as plantas também podem produzir toxinas
naturais, os metabolitos secundarios, que atuam como ferramentas de defesa contra
outros organismos. Essas biomoléculas, no entanto, podem causar efeitos adversos
a saude humana e animal, incluindo danos a 6rgdos, morte celular, inflamacéo,
estresse oxidativo e até Obito. Por esse motivo, € fundamental realizar estudos que
avaliem a toxicidade dessas substancias naturais, considerando seus potenciais
impactos negativos (Nwaji et al., 2022; Ehtiati et al., 2023).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisédo do estado da arte
sobre a utilizacdo do fruto da romé na alimentagcéo e demonstrar a seguranca de uso

de seu suco por meio de testes de toxicidade aguda.

Materiais e métodos

Pesquisa Bibliogréafica

Neste estudo, foi realizada uma pesquisa bibliografica sobre a utilizagdo da roma
na alimentacdo humana e suas principais atividades biologicas. Para isso, foram
utilizados os bancos de dados “Science Direct” e “Google Scholar”, com palavras-

chave como “Punica granatum”, “pomegranate”, “Biological activity of Pomegranate”,
“ethnobotanical of Punica granatum” e “pomegranate nutritional value”. As

informacgdes obtidas foram organizadas em tabelas e discutidas de forma textual.

Animais
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Os camundongos fémeas da linhagem Swiss (n=10) foram obtidos por meio do
Instituto Keizo Asami (iLIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
animais, com 60 dias de idade e pesando entre 25 e 30 g, foram mantidos em
ambiente controlado, com temperatura de 22 °C, fotoperiodo de 12 horas claro/12
horas escuro e acesso ad libitum a dieta padrdo. Este estudo foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, sob o nimero de processo
0081/2023.

Ensaio de Toxicidade aguda

O ensaio foi conduzido conforme o protocolo da OECD (2002). Para cada
tratamento, foram utilizadas trés fémeas. O extrato de Punica granatum, liofilizado, foi
diluido em solucéo de soro fisiologico nas dosagens de 2000 mg/kg e 5000 mg/kg,
sendo administrado por gavagem.

Apéds a administracdo, o comportamento dos camundongos foi observado por
duas horas e comparado com os animais do grupo controle, que receberam apenas
solucéo de soro fisiologico. Apds esse periodo inicial, foram oferecidas agua e racao,
monitorando-se 0 consumo e o peso corporal ao longo de 14 dias.

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal
com cetamina (77,3 mg/kg) e xilazina (13,3 mg/kg). O sangue foi coletado para
analises bioguimicas e hematoldgicas, e alguns o6rgaos (baco, coracado, figado,

pulmdes e rins) foram coletados e pesados para posterior analise histoldgica.

Anélise hematolégica

Um tubo contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) foi
homogeneizado com o sangue coletado dos animais. Em seguida, as amostras foram
analisadas utilizando um analisador hematoldgico automatico MaxCell Vet 500 D e um
microscopio o6ptico Olympus. Os parametros avaliados incluiram: eritrécitos,
hemoglobina, hematdcrito, hemoglobina corpuscular média, volume corpuscular
meédio, concentracdo de hemoglobina corpuscular média, além da contagem total e
diferencial de leucacitos.
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Analise Bioquimicas

Em outro tubo contendo gel separador, foi adicionado o restante do sangue
coletado de cada animal. As amostras foram submetidas a centrifugacao (822 x g por
10 minutos) para a separac¢ao do soro. Utilizando o soro obtido apds a centrifugacéo,
foram analisados o0s seguintes parametros por meio de kits especificos (Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) em um analisador automatico COBAS Mira Plus
(Roche Diagnostics): proteinas totais, glicose, ureia, creatinina, bilirrubina, colesterol
total, triglicerideos, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST).

Andlise histoldgica

Os 6rgaos retirados dos animais tratados e do controle foram fixados em
formalina (10%,v/v), e logo apOs desidratadas com etanol, diafanizadas em xilol e
emersas em parafina. Em seguida, utilizando um micr6tomo foram obtidos cortes
histolégicos (5 um) e corados com hematoxilina-eosina. Histopathological analysis
was performed using ZEN blue edition ©Carl Zeiss Microscopy GmbH image capture

system and Axio Zeiss microscope® (lbrahim et al., 2018).

Atividade Hemolitica

Para a realizacdo do ensaio hemolitico, o sangue foi coletado de um
camundongo por puncao da veia hepatica e depositado em tubos contendo EDTA. Os
eritrécitos foram lavados com solucéo de soro fisiolégico a 0,9%. Em seguida, uma
suspensao de eritrocitos (1,1 mL) foi incubada a 37°C por 2 horas com a amostra (400
pL) diluida em série (31,25-1.000 pug/mL). Saponina (2,5-50 pug/mL) e soro fisiol6gico
foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente. Apds a
incubacédo, as amostras foram centrifugadas (1.000 g, 5 minutos), e o sobrenadante
(200 pL) foi transferido para uma placa de 96 pocos para determinacdo da
absorbéancia a 540 nm em leitor de microplacas. Dois experimentos independentes
foram realizados em triplicata, e a concentracéo efetiva capaz de resultar em 50% de
hemdlise (EC50) foi calculada com base nas observagées comparadas aos controles.
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Analises estatisticas

Para a analise dos dados de toxicidade aguda, os resultados foram expressos
como média + SEM. A normalidade foi avaliada previamente pelo teste de Shapiro-
Wilk. A analise estatistica foi realizada utilizando o Teste t ndo pareado com correcéo
de Welch, por meio do software Prism GraphPad 7.0. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

No caso da atividade hemolitica, os dados também foram representados como
meédia £ SEM. A concentracdo efetiva capaz de causar 50% de hemolise (EC50) foi

determinada por regressao nao linear, empregando o software Prism GraphPad 7.0.

Resultados e Discussodes

Informacdao nutricional da roma

As plantas produzem uma ampla gama de compostos bioativos, conhecidos
como fitoquimicos, capazes de regular processos metabdlicos e oferecer beneficios a
saude quando integrados a dieta regular (Ranjha et al., 2021). Entre essas plantas, a
roma (Punica granatum L.) se destaca mundialmente por suas propriedades
medicinais notaveis. Gragas a sua composicéo quimica, a roma tem sido amplamente
investigada, visando comprovar seu potencial na prevencao de doencas, reducéo do
estresse oxidativo e como um suplemento alimentar saudavel (Haghighian et al., 2021;
Shaikh e Bhandary, 2021).

A composicdo quimica da roma pode variar de acordo com o clima, o tipo de
cultivo e a regido onde é produzida (Coronado-Reyes, Cortes-Penagos e Gonzéalez-
Hernandez, 2021). Contudo, € amplamente reconhecida como uma rica fonte de
compostos fendlicos, especialmente os taninos hidrolisdveis, como os elagitaninos,
sendo a punicalagina o principal representante. Além disso, a roma contém
flavonoides, magnésio, potassio e ferro (Eghbali et al., 2021). Um estudo realizado
com 14 variedades de roma na Florida, por meio de Cromatografia Liquida de Ultra-
Alta Eficiéncia (UHPLC), identificou 14 compostos fendlicos. A punicalagina foi o
principal composto no suco, enquanto os acidos elagico e galico predominaram na
casca (Shahkoomahally et al., 2023).

O suco da romda, extraido do arilo (parte comestivel), representa
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aproximadamente 52% do peso total do fruto. Seu consumo € amplamente
recomendado devido a alta concentracdo de compostos bioativos que promovem
beneficios a saude. O arilo € uma estrutura polposa que envolve a semente, sendo
composto majoritariamente por aglcares, agua e pectinas. Além disso, € fonte de
minerais, como potéassio, fésforo, célcio, ferro e zinco, bem como fibras e vitamina C
(Valero-Mendoza et al., 2023; Ullah et al., 2023). Outros componentes presentes no
suco incluem acidos organicos, como o acido malico e o &cido citrico, além de taninos
hidrolisaveis, &acidos fendlicos e flavonoides (Hegazi et al., 2021; Topalovic et al.,
2021).

A casca da roma € amplamente utilizada na medicina popular devido a sua
composicao rica em compostos bioativos, que apresentam maior concentragdo em
relagdo a parte comestivel do fruto. Com um elevado teor de fibras alimentares (33—
62%), a casca contribui para a saude do sistema digestivo. Também contém vitaminas
(C, B1 e B2), esterdides, alcaloides e polifenois (Mo et al., 2022; Siddiqui, Singh e
Nayik, 2024). A composi¢do e a quantidade desses nutrientes podem variar conforme
as condicdes de cultivo e o estagio de maturagcdo da fruta. Minerais como potéssio,
calcio, fosforo e sbédio também sédo encontrados na casca. Entre os compostos
bioativos, destaca-se a punicalagina, o tanino hidrolisavel mais abundante, que
apresenta diversas propriedades biolégicas, incluindo forte acdo antioxidante
(Kaderides et al., 2021; Sarkar, Haque e Alam, 2024).

As sementes da roma também contém compostos bioativos que trazem
beneficios a saude. Assim como a casca, possuem uma quantidade significativa de
fibras brutas (27-43%), além de proteinas, carboidratos e minerais, como potassio,
calcio, sédio, magnésio e manganés. As sementes também sdo ricas em vitaminas
soluveis em &gua, como a vitamina C, tiamina e riboflavina, e em vitaminas

lipossoluveis, como a vitamina E (Fourati et al., 2020; Yamini et al., 2023).

Atividades Bioldgicas daroma

A P. granatum possui diversas atividades biol6gicas comprovadas através de
diferentes estudos. Essas atividades ja foram encontradas ndo apenas no suco da
fruta, mas também em varias partes das plantas, como esta listada na tabela 1. Foi
visto que a roma possui atividade antioxidante, antimicrobiana, anticancer e anti-

inflamatoria, e que esses estudos se concentram em sua maioria na casca do fruto.
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Parte da Planta Tipo de Material

Atividade Biologica

Referéncia

Casca da romé Extrato aquoso e

etanolico

Extrato rico em

antocianinas

Biossintese de
nanoparticulas de
oxido de zinco
(ZnONPs)
Extrato aquoso e
etandlico
Compostos fendlicos

isolados

Extrato aquoso

Antioxidante (90% de inibicdo DPPH), antibacteriana (Escherichia Coli,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes).

Acéo inibitdria na proliferacdo de células cancerigenas (HCT-116, MCF-7 e
HepG2).

Atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli.
Shigella flexneri e Salmonella enterica serovar Typhi (MIC 250 ug/mL, 125
pg/mL, 31,2 yg/mL e 15,6 ug/mL respectivamente).

Atividade antibacteriana contra S. aureus e S. aureus resistente a meticilina.

Atividade antioxidante DPPH, atividade antimicrobiana contra Candida

albicans e E. Coli, e atividade antitulmoral fraca em células Hela.

Atividade antifiingica contra Phytophthora cinnamomi e Penicillium digitatum;
Atividade antibacteriana contra E. Coli, Xanthomonas campestris, Bacillus

megateruim e Clavibacter michiganensis; E atividade antiacetilcolinesterase.

Kupnik et al., 2021

Abdelrahman et al., 2024.

Chamkouri, Jomehzadeh e
Naserzadeh, 2023.

Feng et al., 2022.

Ruan et al., 2022.

Elshafie et al., 2021



Extrato utilizando
agua, etanol,
acetona ou heptano

Extrato aquoso ou
extrato junto com ion

metalico de Zinco

Suco da romé Suco da romé
fermentado com
Lactiplantibacillus

paraplantarum

(CRL2051 e
CRL2030)
Semente Oleo prensado a frio
Extrato etanélico
Flores Extrato etanélico

Extrato etandlico conseguiu apresentar uma atividade antimicrobiana mais
significativa, atigingindo um total de 10 bactérias gram-positivas, duas

bactérias gram-negativas e uma cepa de levedura.

Atividade antimicrobiana contra Micrococcus luteus, onde exerceu tanto a
diminuicdo em seu crescimento, quanto na formacgéo de biofilme, ndo sé o

extrato sozinho, mas principalmente junto com o ion metélico de zinco.

Melhora significativa no perfil sérico de glicose e triglicerideos (diminuindo

40% e 48% respectivamente), e neutralizou o ganho de peso corporal.

Reduziu os niveis de oxidante total, o fator Kappa B, as citocinas pro-
inflamatorias e a acao da mieloperoxidase, além de reduzir a lesdao no célon

de ratos machos Sprague-Dawley.

Suturas de seda e Vicryl foram revestidas com o extrato e foi visto que
apresentou boa resisténcia a tracdo e atividade antimicrobiana, além de

aumentar o potencial do processo de cicatrizacdo de feridas.

Exerceu algum efeito inibitorio sobre a bactéria Streptococcus mutans e
apresentou atividade antioxidante (DPPH, ABTS e radical dotO2).
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Gosset-Erard et al., 2021

Celiksoy et al., 2021.

Isas et al., 2023.

Koyuncu et al., 2024

Rexlin et al., 2024

Wu et al., 2021



Folhas

Extrato enriquecido
com flavonoides
oligbmeros totais

(TOFs)

Apresentou atividade contra Staphylococcus aureus e E. Coli, além de
apresentar efeito sinérgico com amoxicilina contra ambas as cepas resistentes

a penicilina.
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Trabelsi et al., 2020.
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Toxicidade aguda

Para prevenir possiveis danos a organismos néo alvo, é essencial que novas
substancias sejam submetidas a testes toxicolégicos. Esses testes permitem
determinar, de forma in vivo, diversos mecanismos responsaveis pelos efeitos de
intoxicacédo (Sacco et al., 2022).

Nesse contexto, foi realizado um estudo de toxicidade aguda do extrato da
sarcotesta da romad em camundongos Swiss. A curva de sobrevivéncia (Figura 1)
demonstra que o tratamento oral com 2.000 mg/kg do extrato ndo causou morte nos
animais durante os 14 dias de observacéo, resultando em 100% de sobrevivéncia,
semelhante ao observado no grupo controle negativo. Entretanto, o tratamento com
5.000 mg/kg apresentou uma taxa de sobrevivéncia de apenas 33,3%.

Com base nesses resultados, estima-se que a dose letal mediana (DL50) do
extrato situe-se entre 2.000 e 5.000 mg/kg. De maneira semelhante, um estudo
anterior avaliou a toxicidade do suco de Punica granatum microencapsulado por spray
em ratos Wistar e camundongos CD-1. Todavia nesse estudo, ndo foram registradas
mortes apos administracdo oral de 5.000 mg/kg em ratos e 3.000 mg/kg em

camundongos (Alvarez-Cervantes et al., 2021).

Figura 1 — A curva de sobrevivéncia apresenta os dados obtidos ao longo de 14 dias de
observacdo, comparando o grupo controle com os grupos tratados oralmente com uma dose Unica

(2.000 ou 5.000 mg/kg) de extrato salino da sarcotesta de Punica granatum.
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Com base nos parametros avaliados de consumo de agua, alimento e ganho
de peso corporal dos camundongos (Tabela 2), observou-se uma reducéo no peso
corporal dos animais tratados em compara¢éo com o grupo controle negativo. Além
disso, os animais tratados apresentaram menor consumo diério de agua e alimento
em relacdo ao controle. De maneira semelhante, estudos prévios demonstraram que
0 suco de roma microencapsulado também resultou em reducédo de peso corporal em

ratos e camundongos (Alvarez-Cervantes et al., 2021).

Tabela 2 — Consumo médio diario de agua (mL/animal), consumo de alimento (g/animal) e
ganho de peso corporal (g) dos camundongos pertencentes ao grupo controle e ao grupo tratado
oralmente com uma dose Unica de 2.000 mg/kg de extrato salino da sarcotesta de Punica granatum.

Parametros CN 2,000 mg/kg

Inicial 33.67 +0.58 32.67 +0.58
Peso (g)
Final 36.0+1.0 30.67 +1.53*

Consumodeagua 621+145 575+2.29
(mL/animal/dia)

Consumo de
alimento
(g/animal/dia)

Valores correspondem a média £+ SEM (n = 3/grupo). CN: Controle Negativo. *p < 0,05 em
relacdo ao controle negativo

482+0.9 3.23+1.67*

Na analise do peso relativo dos 6rgdos de cada animal (Tabela 3), foi observado
um aumento significativo no peso do bago em comparagdo com o grupo controle. Em
estudos anteriores, o0 extrato hidroetandlico da casca de Punica granatum L., testado
em diferentes concentracdes (87,5 — 700 mg/kg) em camundongos Swiss, néo
demonstrou toxicidade subaguda. Entretanto, na maior concentracdo administrada a
longo prazo, foi evidenciada uma leve toxicidade histopatolégica nos tecidos do baco,

coracao e rins (Vale et al., 2020).

Tabela 3 — Avaliacdo do peso relativo (mg/g de peso corporal animal) de camundongos controle
ou tratado por via oral com dose Unica (2.000 mg/kg) de extrato salino da sarcotesta de Punica
granatum

Orgéaos CN 2,000 mg/kg
(mg/g)
Figado 49.89 +7.47 47.05+6.10

Rim 13.05+2.05 12.48+0.83



Baco
Coracao

Pulmdes

4.72 + 0.68
4.74 +0.37

6.83 £ 0.49

11.09 + 3.54*
4.85+0.35

7.51+0.77
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Valores correspondem a média + SEM (n = 3/grupo). CN: Controle Negativo. *p < 0,05 em
relagdo ao controle negativo

Para avaliar o estado geral de saude dos animais e a funcionalidade de seus

orgaos, € fundamental analisar os parametros bioquimicos e hematolégicos do

sangue (Costa et al., 2020). No presente estudo, os parametros hematoldgicos

(Tabela 4) e bioquimicos (Tabela 5) ndo apresentaram diferencas significativas entre

0S grupos tratados e controle, indicando que o extrato ndo provocou danos relevantes

ao organismo dos animais.

Resultados semelhantes foram observados com a lectina (PgTelL) isolada da

sarcotesta da romé&, que ndo causou alteracdes hematoldgicas, mas promoveu um

aumento nos niveis de HDL e reduziu os niveis de triglicerideos, LDL e VLDL (Silva et

al., 2022a). Além disso, outros extratos de P. granatum, como os obtidos da casca da

planta (em &agua, metanol, acetona e cloroférmio), também n&o apresentaram

toxicidade em camundongos (Laaraj et al., 2022).

Tabela 4 — Parametros hematolégicos dos camundongos do controle negativo ou tratado

oralmente com a dose Unica (2.000 mg/kg) de extrato salino da sarcotesta de Punica granatum

Parametros CN 2,000 mg/kg
Eritrécitos (109mm?) ~ 7-30£0.86  7.75+0.21
Hematdcrito (%) 36.37 £ 3.79 38.82+1.76
Hemoglobina (g/dL) 1197 +1.31 12.76 £ 0.54
VCM (fL) 49.90 £ 0.78 50.08 +£1.86

HCM (pg) 16.43+0.25  16.46 + 0.62
CHCM (%) 32.90+0.26 32.88+0.41
Leucécitos (10%mm3) ~ 3.73+116  5.80+1.13
Linfocitos (%) 74.00 + 3.46 80.67 £ 7.37
Segmentados (%) 26.00 £ 3.46 17.67 £ 6.66
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Mondcitos (%) 0.0+0.0 0.33+0.58
Macrofagos (%) 0.0+0.0 1.0+£1.0
Eosindfilos (%) 0.0+0.0 0.33+0.58

Plaguetas (105/mm3) 1.00 +0.15 0.82+0.12

VCM: Volume corpuscular médio; HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracéo de
hemoglobina corpuscular média. Valores correspondem a média + SEM (n = 3/grupo). CN: Controle
Negativo. *p<0,05 em relacdo ao controle negativo.

Tabela 5 — Parametros bioquimicos do sangue de camundongos do controle negativo ou
tratado via oral com dose Unica (2.000 mg/kg) de extrato salino da sarcotesta de Punica granatum.

Parametros CN 2,000 mg/kg

Proteina Total
4.63 +0.03 4.81 +0.23

(g/dL)
_ 116.30 + 145.50 +
Glicose (mg/dL)
36.57 22.27
Triglicerideos 135.80 £
138.9 £ 28.55
(mg/dL) 11.17
165.90 +
CT (mg/dL) 134.70 + 14.6
33.82
ALT (U/L) 28.18+55 27.3+11.18
AST (U/L) 4224 +159 56.23+4.41

Creatinina (mg/dL) 0.0+1.16 0.0+0.68
Ureia (mg/dL) 57.03+1.46 59.1+252

Bilirrubina (mg/dL) 1.81+£0.09 1.83 £ 0.09

CT: Colesterol total; ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase. Os
valores correspondem a média = SEM (n = 3/grupo). CN: Controle Negativo.

Os testes hemoliticos realizados indicaram que nenhuma das concentragcdes
testadas do extrato salino da sarcotesta de Punica granatum promoveu hemdlise
(EC50 > 1000 pg/mL). Como controle positivo, a saponina apresentou um EC50 de
16,93 + 0,26 pg/mL. Segundo Costa-Lotufo et al. (2005), extratos vegetais com EC50
inferior a 200 pg/mL séo considerados hemoliticos. Assim, os resultados obtidos
demonstram que a preparagcao nao possui potencial hemolitico. De maneira similar, a

fracdo da sarcotesta rica em lectina também n&o apresentou toxicidade hemolitica
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nem aguda em camundongos (Coélho et al., 2024).

A andlise histoldgica dos tecidos dos camundongos tratados (Figura 2) revelou
a preservacao estrutural nos tecidos do coragdo e pulmao, comparavel ao controle.
No entanto, altera¢cBes leves foram identificadas no figado, rins e baco. No figado,
observou-se infiltrados perisinusoidais leves; nos rins, variagdo no espaco de
Bowman; e no bagco, aumento dos componentes da polpa branca, com reducéo dos
seios esplénicos. Esses achados corroboram com os resultados de seguranca obtidos
anteriormente.

De forma comparativa, o extrato etandlico do fruto de Cyanometra cauliflora
também apresentou alteracbes histopatologicas leves no figado e rins de
camundongos ICR machos tratados oralmente com concentragdes entre 100 e 400
mg/kg (Somsap et al., 2024).

O baco, como orgdo essencial do sistema linfatico e importante local de
producdo de sangue, é suscetivel a alteracdes como a esplenomegalia, que pode
ocorrer por fatores fisiopatoldgicos ou pelo aumento de sua funcéo (hiperplasia e
hipertrofia). Infec¢gBes, processos inflamatorios e até medicamentos podem influenciar
no tamanho do érgdo. Por exemplo, a oxaliplatina, utilizada no tratamento de cancer
colorretal, induziu esplenomegalia em camundongos, mas houve normalizacdo do
tamanho do érgdo apo6s 101 dias de tratamento (Aldulaimi e Mendez, 2021; Less et
al., 2020).
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Figura 2. Fotografias microscopicas mostrando figado, rim, coracao, pulmao e bago de camundongos
fémeas do grupo controle e tratadas com 2,000 mg/kg de extrato de Punica granatum. Figado: Estrutura
tissular epética tipica, auséncia de esteatose e infiltrados inflamatérios (Controle). Infiltrado
perisinusoidal leve (seta preta). Rim: Estrutural renal, incluindo compartimento glomerular, tubular,
vascular e intersticial preservados. Auséncia de modificagbes no espaco de Bowman e infiltrados
(controle). Estrutura nefrética com variacdo no espaco de Bowman (seta preta). Coragéo: Estrutura de
endocardica e miocéardica preservadas, com fibras musculares cardiacas tipicas e auséncia de
infiltrados inflamatdérios. Pulm&o: Amostra com representacdo de bronquiolos terminais e alvéolos com
caracteristicas histolégicas tipicas. Bago: Estruturalmente preservado sem modificacBes
histomorfoldgicas, incluindo capsula, polpa branca e vermelha preservadas. Auséncia de processos
congestivos e reatividade e macréfagos tipicos (controle). Bagco com hiperplasia de componentes da
polpa branca com diminui¢éo dos seios esplénicos (seta preta).
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Conclusao

Concluimos que o extrato da roma € uma fonte rica em nutrientes, com
potencial para diversas atividades bioldgicas, devido a presenca de inameros
compostos bioativos. Entre 0s principais compostos encontrados em diferentes partes
da planta, destacam-se os taninos hidrolisaveis, o &cido elégico, além de minerais,
vitaminas e fibras alimentares.

A analise de toxicidade in vivo revelou que o extrato apresenta certa toxicidade,
evidenciada por alteragdes histoldgicas no figado, rins e aumento no tamanho do
baco. Apesar dessas alteracdes, ndo foram observados 6bitos nos camundongos, e
0S parametros bioquimicos e hematolégicos permaneceram inalterados. Esses
resultados sugerem que o extrato da roma pode ser utilizado como uma fonte
promissora de compostos bioativos, desde que sejam realizadas mais investigacoes

para confirmar sua seguranca em diferentes contextos.
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5 CONCLUSOES

e O extrato salino de sarcotesta de P. granatum apresentou atividade larvicida
contra Ae. aegypti.

¢ O extrato interferiu no desenvolvimento do Ae. aegypti, retardando a passagem
de seu ciclo de vida e isso pode afetar a sobrevivéncia do inseto a longo prazo.

e O extrato salino afetou a oviposicdo de fémeas de Ae. aegypti previamente
tratadas no estagio larval.

e O extrato também interferiu na atividade da enzima digestiva (tripsina) e inibiu
a acao da acetilcolinesterase, enzima do sistema nervoso, das larvas tratadas
in vivo.

¢ Intestino de larvas e do inseto adulto apresentaram alteracées morfolégicas
apos contato com o extrato salino de P. granatum.

¢ No teste de Toxicidade aguda, foi visto que o extrato salino ndo apresentou
toxicidade em camundongos Swiss fémeas, apenas causando uma reducao no
peso do animal e aumentando o tamanho do baco.

e O extrato ndo causou alteracfes nos parametros bioquimicos e hematologicos
dos animais tratados.

e A roma possui muitos componentes com propriedades bioldgicas e nutricional,

sendo uma alternativa natural eficiente como inseticida contra Ae. aegypti.
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Membro da Comisséo organizadora da | Escola de Verdo em Bioquimica e
Biotecnologia, realizado em janeiro de 2025 (60 horas).

Participagdo como coautora no artigo intitulado “Insecticidal activity of lectin
preparations from Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) seeds against
Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera:Tenebrionidae)”, publicado em

fevereiro de 2025.
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Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo da toxicidade aguda,
dérmica e genotoxicidade do extrato salino de sarcotesta de Punica
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