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RESUMO

DOS SANTOS, Luan Valim. Efeitos do hidrato de morina sobre o desenvolvimento e
metabolismo de Aedes aegypti. Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro, Seropeédica, 2025.

Aedes aegypti é o principal vetor de arboviroses de grande impacto em saude publica, como
dengue, zika, chikungunya e febre Mayaro, sendo capaz de adaptar-se a diferentes ambientes e
desenvolver resisténcia a inseticidas sintéticos. Nesse cenario, compostos naturais como 0s
flavonoides como alternativas no manejo integrado de vetores. O hidrato de morina, flavonol
de origem vegetal, tem sido estudado por suas propriedades farmacoldgicas, mas pouco se
conhece sobre sua acdo em insetos vetores. O objetivo deste trabalho foi avaliar de forma
integrada os efeitos do hidrato de morina sobre o metabolismo energético e parametros
bioldgicos de A. aegypti, com enfoque na sobrevivéncia, no desenvolvimento, na fertilidade e
na suscetibilidade vetorial. Para isso, foram conduzidos ensaios laboratoriais com larvas
expostas ao composto em diferentes concentragdes e condig¢des nutricionais, sendo avaliados
crescimento, sobrevivéncia, reservas energéticas, perfil bioquimico e metabolémico, além de
ensaios de infeccdo com virus Mayaro e analises complementares de toxicidade em mamiferos.
Os resultados mostraram que o hidrato de morina provoca mortalidade larval dependente da
dose, retarda o desenvolvimento e reduz a fertilidade de fémeas emergidas, mesmo quando a
exposicao ocorre apenas em estagios juvenis. Observou-se deplecédo significativa de lipidios,
carboidratos e proteinas, associada a alteracGes em vias metabodlicas e inducdo de estresse
oxidativo, configurando um estado fisioldgico semelhante ao jejum. Essa perturbacdo
energética repercutiu na fase adulta, comprometendo a reproducéo e reduzindo a suscetibilidade
vetorial para o virus Mayaro. Além disso, os testes em camundongos demonstraram auséncia
de efeitos toxicos relevantes, reforcando o potencial seletivo e ambientalmente seguro do
composto. Em conjunto, os achados revelam que o hidrato de morina atua como um modulador
metabolico multifuncional, capaz de comprometer simultaneamente sobrevivéncia,
metabolismo, desenvolvimento e reproducdo de A. aegypti, configurando uma alternativa

promissora para o desenvolvimento de novas estratégias de controle sustentaveis e seletivos.

Palavras chaves: Flavonoide, controle bioldgico, desenvolvimento, metabolismo energético,

suscetibilidade vetorial.
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ABSTRACT

DOS SANTOS, Luan Valim. Effects of morin hydrate on the development and metabolism of
Aedes aegypti. Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
2025.

Aedes aegypti is the primary vector of arboviruses with major public health impact, such as
dengue, Zika, chikungunya, and Mayaro fever, being capable of adapting to diverse
environments and developing resistance to synthetic insecticides. In this context, natural
compounds such as flavonoids as alternatives for integrated vector management. Morin hydrate,
a plant-derived flavonol, has been investigated for its pharmacological properties, but its effects
on insect vectors remain poorly understood. The aim of this study was to comprehensively
evaluate the effects of morin hydrate on the energy metabolism and biological parameters of A.
aegypti, with emphasis on survival, development, fertility, and vector competence. Laboratory
assays were conducted using larvae exposed to the compound at different concentrations and
under variable nutritional conditions. Growth, survival, energy reserves, biochemical and
metabolomic profiles were assessed, in addition to infection assays with Mayaro virus and
complementary toxicity analyses in non-target organisms. The results showed that morin
hydrate induces dose-dependent larval mortality, delays development, and reduces female
fertility, even when exposure occurs only at juvenile stages. Significant depletion of lipids,
carbohydrates, and proteins was observed, associated with alterations in metabolic pathways
and the induction of oxidative stress, establishing a physiological state similar to starvation.
This energy imbalance persisted into adulthood, impairing reproduction and decreasing vector
competence for Mayaro virus. Moreover, toxicity tests in mice revealed no relevant adverse
effects, supporting the selective and environmentally safe potential of the compound.
Collectively, the findings demonstrate that morin hydrate acts as a multifunctional metabolic
modulator, simultaneously impairing survival, metabolism, development, and reproduction of
A. aegypti, representing a promising alternative for the development of sustainable and selective

vector control strategies.

Keywords: Flavonoid, biological control, larval development, energy metabolism, vector
susceptibility.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os flavonoides constituem uma das classes mais abundantes e diversificadas de metabdlitos
secundarios de origem vegetal, com ampla distribuicdo no reino vegetal e reconhecida
relevancia bioldgica. Esses compostos tém sido amplamente estudados por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e moduladoras de vias metabdlicas em organismos distintos,
incluindo modelos de mamiferos e sistemas celulares. Dentre os flavonois, destaca-se o hidrato
de morina, cujas a¢des j& foram descritas em processos de estresse oxidativo e em mecanismos
relacionados a homeostase energética. Apesar desse conhecimento, ainda Sdo escassos 0S
estudos que exploram os efeitos do composto sobre insetos de importancia médica, o que limita

a compreensao de seu potencial como agente bioativo em programas de salde publica.

O mosquito Aedes aegypti representa atualmente um dos maiores desafios para o controle
de arboviroses, sendo reconhecido como vetor primario de virus como dengue, zika,
chikungunya e febre amarela. Sua elevada plasticidade ecoldgica, aliada a crescente resisténcia
aos inseticidas sintéticos, compromete a eficacia das estratégias tradicionais de manejo, gerando
impactos negativos tanto para o ambiente quanto para a salde humana. Diante dessa
problematica, cresce o interesse pela busca de alternativas inovadoras e ambientalmente
seguras, com destaque para compostos naturais capazes de afetar processos fisioldgicos
essenciais ao ciclo de vida do vetor. Nesse contexto, os flavonoides vém sendo apontados como
candidatos promissores, pois podem interferir em processos digestivos, reservas energéticas,

sinalizacdo hormonal e defesa antioxidante dos insetos.

O estudo da interacédo entre o hidrato de morina e Ae. aegypti pode fornecer informacoes
fundamentais sobre mecanismos bioquimicos de toxicidade, alteracdes metabdlicas e potenciais
repercussdes na suscetibilidade vetorial. Avaliar como esse composto afeta 0 metabolismo
energético, a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a reproducdo do mosquito permite ndo apenas
ampliar o conhecimento sobre sua biologia, mas também identificar novas possibilidades de
intervencdo seletiva. Além disso, compreender os efeitos persistentes da exposicdo ao
flavonoide pode revelar vulnerabilidades que auxiliem no delineamento de estratégias

sustentaveis de controle.

Assim, a questdo central que norteia esta tese € investigar de que forma o hidrato de morina
interfere no metabolismo energético e nos parametros bioldgicos de Ae. aegypti, abrangendo

desde aspectos basicos de sobrevivéncia e fertilidade até respostas bioquimicas, moleculares e
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implicagdes na suscetibilidade vetorial. Essa abordagem integrada busca estabelecer bases
cientificas sélidas para o uso de compostos naturais como ferramentas auxiliares no manejo do
vetor, com potencial impacto positivo na saude publica e na reducdo da dependéncia de

inseticidas sintéticos.

1.1 HIPOTESES

e Os efeitos metabolicos induzidos pelo hidrato de morina repercutem em parametros
biolégicos como sobrevivéncia, desenvolvimento e fertilidade;

e A perturbacdo energética persistente compromete a suscetibilidade vetorial do
mosquito, reduzindo sua capacidade de infeccdo e transmissdo do virus Mayaro;

e A exposicdo ao composto desencadeia alteracbes fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares associadas ao estresse oxidativo e a modulacdo de vias metabdlicas
essenciais;

¢ O hidrato de morina apresenta seletividade bioldgica, afetando Ae. aegypti sem provocar
toxicidade significativa em organismos néo alvo;

e O hidrato de morina interfere na captagéo, incorporagdo e utilizagcdo de energia em

Aedes aegypti, promovendo desequilibrios no metabolismo energético.

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do hidrato de morina sobre o metabolismo energético e parametros
bioldgicos de Aedes aegypti, investigando implicagdes no desenvolvimento, na reproducdo e

na suscetibilidade vetorial.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os efeitos do hidrato de morina sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento
larval de Ae. aegypti em diferentes concentracoes;

e Auvaliar o impacto do tratamento larval na fertilidade e na viabilidade dos ovos das
fémeas adultas;

e Investigar alteracGes nas reservas energéticas e no perfil metabolico de larvas expostas

a0 composto;
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e Analisar a influéncia do hidrato de morina na suscetibilidade vetorial de Ae. aegypti

para o virus Mayaro;

e Verificar a seletividade e seguranca do composto por meio de ensaios toxicol6gicos em
mamiferos.

1.4 ORGANIZACAO DA TESE

A presente tese foi estruturada em trés capitulos independentes, mas complementares:

e Capitulo I: O hidrato de morina reduz a sobrevivéncia, retarda o desenvolvimento, reduz
a fertilidade e a suscetibilidade vetorial sem impactar mamiferos;

e Capitulo Il: O hidrato de morina reduz reservas lipidica e glicidicas, além de
desencadear estresse oxidativo;

e Capitulo IlI: Alteracbes metabolicas decorrentes da acdo do hidrato de morina na
incorporacdo de energia.

Por meio desta abordagem integrada, espera-se oferecer novas perspectivas sobre o papel de
flavonoides no controle vetorial e ampliar a compreensdo das interacfes entre metabolitos

secundarios de plantas e insetos de relevancia epidemiolégica.
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CAPITULO |

O hidrato de morina reduz a sobrevivéncia, retarda o desenvolvimento,

reduz a fertilidade e a suscetibilidade vetorial sem impactar mamiferos
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RESUMO

Os flavonoides constituem uma ampla classe de metabdlitos secundarios encontrados em
plantas, caracterizados por sua diversidade estrutural e funcional. Essa variabilidade quimica
confere aos flavonoides uma gama de atividades bioldgicas que tem despertado crescente
interesse cientifico no desenvolvimento de aplicacdes farmacoldgicas, nutracéuticas e de
controle bioldgico. O mosquito Aedes aegypti permanece como um dos principais desafios a
salde publica mundial, atuando como vetor de arboviroses de grande impacto, como dengue,
zika, chikungunya e febre Mayaro. Sua ampla distribui¢do geogréafica, capacidade adaptativa e
resisténcia crescente aos inseticidas sintéticos convencionais evidenciam a urgéncia de
estratégias inovadoras, seletivas e ambientalmente seguras para o seu controle. Nesse contexto,
compostos naturais como os flavonoides despontam como alternativas promissoras. O hidrato
de morina, um flavonol amplamente estudado por suas propriedades antioxidantes e
farmacoldgicas, tem se mostrado um candidato relevante no manejo integrado de vetores.
Assim, investigar os efeitos do hidrato de morina sobre Ae. aegypti representa ndo apenas uma
oportunidade de ampliar o conhecimento sobre a acdo dos flavonoides, mas também de explorar
estratégias mais sustentaveis no enfrentamento das arboviroses. Larvas de Ae. aegypti foram
expostas a diferentes concentrac6es de hidrato de morina, e parametros bioldgicos e fisioldgicos
foram monitorados. Avaliaram-se a mortalidade larval, a taxa de pupacéo, a fecundidade das
fémeas, a suscetibilidade vetorial frente ao virus Mayaro (prevaléncia e carga viral), além de
ensaios toxicologicos em camundongos como modelo de organismo ndo alvo. Os resultados
demonstraram que o hidrato de morina promoveu aumento significativo da mortalidade larval
e reducdo na taxa de pupacéo, retardando o desenvolvimento do mosquito. Fémeas emergidas
apresentaram reducdo expressiva na fertilidade e no nimero de ovos viaveis, além de exibirem
diminuicdo da suscetibilidade vetorial, com menor prevaléncia e carga viral apos a infeccdo
pelo virus Mayaro. Notavelmente, o composto ndo apresentou toxicidade em camundongos,
mesmo em doses mil vezes superiores as utilizadas em mosquitos, confirmando sua seletividade
e seguranca. Em sintese, o hidrato de morina mostrou-se altamente eficaz em afetar multiplos
aspectos da biologia de Ae. aegypti, combinando efeitos larvicidas, antifecundidade e
antivetoriais, sem impacto em mamiferos. Esses achados reforcam seu potencial como
candidato para novas estratégias de manejo integrado de vetores. Futuras investigacdes voltadas
ao metabolismo energetico poderdo esclarecer os mecanismos moleculares responsaveis por
sua acdo, ampliando a aplicabilidade deste flavonoide no controle de insetos vetores de
arboviroses.

19



ABSTRACT

Flavonoids constitute a broad class of secondary metabolites found in plants, characterized by
their structural and functional diversity. This chemical variability endows flavonoids with a
range of biological activities, which has sparked growing scientific interest in the development
of pharmacological, nutraceutical, and biological control applications. The mosquito Aedes
aegypti remains one of the major challenges to global public health, acting as a vector for high-
impact arboviruses such as dengue, Zika, chikungunya, and Mayaro fever. Its wide geographic
distribution, adaptive capacity, and increasing resistance to conventional synthetic insecticides
highlight the urgency for innovative, selective, and environmentally safe control strategies. In
this context, natural compounds such as flavonoids emerge as promising alternatives. Morin
hydrate, a flavonol extensively studied for its antioxidant and pharmacological properties, has
proven to be a relevant candidate in integrated vector management. Therefore, investigating the
effects of morin hydrate on Ae. aegypti represents not only an opportunity to expand knowledge
on flavonoid action but also to explore more sustainable strategies to combat arboviruses. Ae.
aegypti larvae were exposed to different concentrations of morin hydrate, and biological and
physiological parameters were monitored. Larval mortality, pupation rate, female fecundity,
and vector susceptibility against Mayaro virus (prevalence and viral load) were assessed, in
addition to toxicological assays in mice as a non-target organism model. The results
demonstrated that morin hydrate significantly increased larval mortality and reduced pupation
rate, thereby delaying mosquito development. Emerged females exhibited a marked reduction
in fertility and the number of viable eggs, as well as decreased vector competence, with lower
prevalence and viral load following Mayaro virus infection. Notably, the compound did not
display toxicity in mice, even at doses a thousand times higher than those used in mosquitoes,
confirming its selectivity and safety. In summary, morin hydrate proved highly effective in
affecting multiple aspects of Ae. aegypti biology, combining larvicidal, anti-fecundity, and
antiviral effects without impacting non-target organisms. These findings reinforce its potential
as a candidate for new integrated vector management strategies. Future investigations focusing
on energy metabolism may elucidate the molecular mechanisms underlying its action,

expanding the applicability of this flavonoid in arbovirus control.
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2 REVISAO LITERARIA

Desde o surgimento da civilizagdo humana, as plantas medicinais tém sido utilizadas
para prevenir e tratar diversas doencas na sociedade. De acordo com avaliagdes da Organizacao
Mundial da Saude, cerca de 75% da populacdo mundial utiliza ervas e outros medicamentos
tradicionais para tratar diferentes enfermidades (Kuruvilla, 2002). As fitomedicinas e derivados
tém sido utilizados por um longo periodo e desempenham um papel fundamental na sadde
humana em muitas sociedades ao redor do mundo (Gong et al., 2020; Rauf et al., 2019). Foi
estimado no inicio do século que quase 5000 medicamentos fitoterapicos sdo comercializados
no mundo para fins terapéuticos (Patwardhan et al., 2005), porém, é provavel que esses nimeros
tenham escalonado exponencialmente. Assim, tem a crescido a relevancia pela busca por
medicamentos fitoterapicos na salide humana que apresentem sua baixa toxicidade, facil acesso

e menor ocorréncia de efeitos colaterais (Rajput et al., 2019).

A literatura tem apontado que diversas doencas cronicas, cardiovasculares, canceres e
disturbios neurodegenerativos estdo associados a desequilibrios em espécies reativas de
oxigénio (ROS) e os mecanismos antioxidantes enddgenos do organismo (Islam et al., 2016;
Rajput; Wang; Yan, 2021; Sinha; Ghosh; Sil, 2016; Zhang et al., 2015). O acumulo de ROS
danifica macromoléculas bioldgicas, como DNA, lipidios e proteinas, e promove processos
inflamatorios cronicos que aceleram o envelhecimento celular (Del Rio et al., 2013; Fraga et
al., 2019). Tendo isso em vista, o desenvolvimento de compostos bioativos com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias emerge como uma estratégia fundamental para a prevencéo
e o tratamento dessas doencas, substituindo ou complementando farmacos convencionais que
muitas vezes apresentam efeitos adversos significativos (Quagliariello et al., 2018; Ullah et al.,
2020).

Os fitoquimicos, uma ampla classe de moléculas derivadas de plantas, destacam-se
nesse cenario por apresentarem capacidade de modular processos celulares relacionados ao
estresse oxidativo, a inflamacdo e ao metabolismo energético (Kumar et al., 2013; Panche;
Diwan; Chandra, 2016). Esses compostos incluem alcaloides, terpenoides, lignanas e,
sobretudo, os flavonoides, que se sobressaem devido a sua diversidade estrutural e funcional
(Grosso et al., 2017; Nijveldt et al., 2001). Os flavonoides constituem a classe mais abundante
e estudada de compostos fendlicos, sendo encontrados mais de 9000 compostos em quase todas
as partes das plantas, como folhas, flores, frutos, sementes, caules e cascas, 0 que explica sua

ampla presenca na dieta humana (Baker, 2022; Panche; Diwan; Chandra, 2016; Ullah et al.,
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2020). Sua ingestdo diaria, estimada entre 20 mg e 500 mg, ocorre predominantemente por meio
de frutas, vegetais, cha, vinho tinto e chocolate, alimentos diretamente associados a efeitos
protetores contra doengas crénicas em estudos epidemioldgicos de larga escala (Del Rio et al.,
2013; Grosso et al., 2017).

A diversidade estrutural dos flavonoides resulta em uma variedade de atividades
bioldgicas, incluindo propriedades antioxidantes por sequestro direto de radicais livres,
modulacdo da expressdo génica de enzimas antioxidantes enddgenas, como superdxido
dismutase e catalase, e inibicdo de vias de sinalizacéo inflamatorias, como NF-kB ¢ MAPK
(Islam et al., 2016; Nijveldt et al., 2001). Além disso, estudos demonstram que os flavonoides
exercem efeitos antivirais, antibacterianos e antifangicos, contribuindo para a defesa do
organismo contra patdgenos, enquanto também apresentam atividades cardioprotetoras,
antidiabéticas, neuroprotetoras e anticancerigenas, reforcando seu papel multifuncional na
salide humana (Panche; Diwan; Chandra, 2016; Ullah et al., 2020). A partir dessa perspectiva,
os flavonoides sdo considerados candidatos promissores, ndo apenas para uso preventivo por
meio da dieta, mas também como modelos para o desenvolvimento de novas moléculas

bioativas com aplicacdo clinica.

2.1 Caracteristicas estruturais e classificacao dos flavonoides

Os flavonoides representam uma ampla classe de metabdlitos secundarios derivados do
metabolismo fenilpropanoides de plantas e compartilham como caracteristica fundamental uma
estrutura quimica baseada no esqueleto C6-C3-C6 (Figura 1), que consiste em dois anéis
aromaticos (A e B) conectados por uma cadeia de trés carbonos que geralmente forma um
heterociclo oxigenado (anel C) (Kumar et al., 2013; Panche; Diwan; Chandra, 2016). Essa
configuracdo estrutural confere aos flavonoides uma notavel diversidade, pois pequenas
variagOes nas posicdes de hidroxila, metoxila, glicosideos e outras substituicdes no ndcleo
basico resultam em grande variedade de subclasses, o que explica a complexidade de suas
funcgdes bioldgicas e sua ampla distribuicéo no reino vegetal (Nijveldt et al., 2001; Ullah et al.,
2020). As principais subclasses de flavonoides incluem flavonas, flavondis, flavanonas,
isoflavonas, antocianidinas e flavandis, cada uma caracterizada por modificacGes especificas
no anel C e nos padrdes de hidroxilagéo e glicosilacdo (Del Rio et al., 2013; Panche; Diwan;

Chandra, 2016).
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Figura 1 Estrutura quimica geral dos flavonoides. Composta por dois aneis benzénicos (A
e B) ligados por um heterociclo piranico (anel C). A numeracgéo padréo dos &tomos de carbono
esta indicada, permitindo a identificacdo das posicdes substituiveis que definem as diferentes

subclasses de flavonoides. Extraido de (Hao et al., 2024).

As flavonas, como a apigenina e a luteolina, apresentam uma dupla ligagéo entre C2 e
C3 e um grupo carbonila na posicdo C4, sendo amplamente distribuidas em vegetais e ervas
aromaticas, como o salsdo e pimentas (Kumar et al., 2013; Mutha; Tatiya; Surana, 2021;
Nijveldtetal., 2001). Similar a elas ha os flavondis, como a quercetina, kaempferol e miricetina,
se diferenciam por apresentarem um grupo hidroxila adicional no C3, o que potencializa sua
solubilidade e capacidade antioxidante, frequentemente estdo presentes em cebolas, brdcolis,
chas e frutos vermelhos (Grosso et al., 2017; Kumar et al., 2013; Mutha; Tatiya; Surana, 2021;
Ullah et al., 2020).

As flavanonas, representadas por hesperidina e naringina, ndo possuem a dupla ligacéo
entre C2 e C3, apresentando um anel C saturado, o que confere maior estabilidade quimica e
menor reatividade em comparacdo com flavonas e flavonois, sdo encontradas abundantemente
em frutas citricas (como laranja e toranja), geralmente na forma glicosilada (Del Rio et al.,
2013; Mutha; Tatiya; Surana, 2021). As isoflavonas, como a genisteina e a daidzeina,
distinguem-se por apresentarem o anel B ligado ao carbono C3 do anel central, em vez do C2,
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caracteristica estrutural que confere similaridade com os estrogénios humanos e justifica seu

papel como fitoestrogenos (Kumar et al., 2013; Panche; Diwan; Chandra, 2016).

As antocianidinas, pigmentos responsaveis por coloraces vermelhas, roxas e azuis em
frutos e flores, possuem um cétion flavilio como nucleo bésico, apresentando estabilidade
estrutural fortemente dependente do pH e da presenca de aglUcares quando conjugadas em
formas glicosiladas, denominadas antocianinas (Fraga et al., 2019; Zhang et al., 2015). Por fim,
os flavanodis, também conhecidos como catequinas, como a epicatequina e a galato de
epigalocatequina, ndo possuem grupo oxo no C4 nem dupla ligagdo entre C2 e C3, se
apresentando como compostos altamente hidroxilados e reconhecidos por suas fortes
propriedades antioxidantes, especialmente no cha verde e no cacau (Del Rio et al., 2013; Hao
etal., 2024).

Além destas, também ha as chalconas, intermedidrias na biossintese dos flavonoides,
apresentam uma estrutura ndo ciclica, com os anéis aromaticos A e B conectados diretamente
por uma cadeia de carbono o,B-insaturada, atuam como precursores biossintéticos e exibem
atividade biolodgica significativa (Dretcanu et al., 2022; Mutha; Tatiya; Surana, 2021). Ainda se
incluem os menos comuns, porém relevantes, neoflavonoides, compostos nos quais o anel B
estd ligado ao C4 do anel central, que possuem propriedades terapéuticas distintas, como

atividade anti-inflamatoria e antimicrobiana (Dretcanu et al., 2022).

Além das subclasses, modificagdes quimicas como metilacdo, acilacdo e glicosilacao
aumentam ainda mais a diversidade estrutural dos flavonoides (figura 2), influenciando sua
solubilidade, estabilidade, transporte intracelular e biodisponibilidade (Kawabata; Yoshioka;
Terao, 2019; Manach et al., 2004). A glicosilacdo, em particular, ¢ uma modificagdo comum
em plantas, na qual aclcares como glicose, ramnose ou galactose sdo adicionados
principalmente as hidroxilas nas posi¢cées C3 ou C7, alterando significativamente a polaridade
e a absorcéo intestinal (Del Rio et al., 2013). Essas varia¢Ges estruturais ndo apenas explicam
a diversidade quimica, mas também determinam a intensidade e a especificidade dos efeitos
bioldgicos dos flavonoides, relacionando diretamente a quimica da molécula a sua bioatividade.
Cada subclasse de flavonoides possui diferentes e exclusivos conjuntos de substituintes ligados
a distintos atomos de carbono, sendo os principais -H, -OH, -O/C-Glicosideo, -Manosideo, -

Galactosideo, -Metil, -Galato e grupos -Acil (Figura 2). A maioria deles pode ser encontrada
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na estrutura primaria dos flavonoides in planta, por exemplo, em frutos, a forma mais estavel

de flavonoides é a flavonoides-O-glicosideo (Dretcanu et al., 2022).
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Figura 2. Representacdo estrutural das principais subclasses de flavonoides: flavanais,
flavanonas, flavondis, flavonas, isoflavonas, antocianinas e chalconas. As variacdes estruturais
estdo associadas a presenca de diferentes radicais substituintes (-H, -OH, -O-CHs, -O-Glicose,
-Galato, -Br e -Cl), que conferem diversidade quimica e funcional a esses compostos. Adaptado
de Dretcanu e colaboradores (2022).

2.2 Caracteristicas dos flavonois

Os flavondis representam uma das subclasses mais relevantes dos flavonoides, como
dito anteriormente, diferenciando-se estruturalmente pela presenga de um grupo hidroxila na
posicdo C3 e de uma carbonila na posi¢do C4 do anel central, caracteristica que Ihes confere
elevada capacidade antioxidante e importante papel em processos fisiologicos e moleculares
(Mutha; Tatiya; Surana, 2021; Panche; Diwan; Chandra, 2016; Ullah et al., 2020). Mutag6es
gue alteram os niveis de flavondis em plantas, em Arabidopsis thaliana, evidenciam seu papel

crucial no desenvolvimento vegetal, influenciando arquitetura radicular, sinalizacdo estomatica
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e desenvolvimento de pdlen, principalmente por sua acdo como sequestradores de ROS
(Daryanavard et al., 2023).

Do ponto de vista nutricional, os flavondis destacam-se como compostos onipresentes
na dieta humana, presentes em frutas, hortalicas, chas e cereais. Estudos epidemioldgicos
sugerem associagdes inversas entre a ingestdo de flavondis (como quercetina, kaempferol e
miricetina) e o risco de doencgas crbénicas como cancer e cardiovasculares, embora se ressalte a
necessidade de cautela devido a limitada compreenséo da biodisponibilidade e metabolismo
desses compostos (Graf; Milbury; Blumberg, 2005). Outros estudos observacionais
identificaram que cada acréscimo de 10 mg/dia na ingestdo de flavondis esta associado a 20%
menor risco de fragilidade de Fried (sindrome que comumente afeta idosos gerando perda de
peso, exaustdo, sedentarismo, fraqueza muscular e lentiddo na marcha) em adultos ao longo de
12 anos, com destaque para a quercetina, cuja ingestdo adicional de 10 mg/dia reduziu em 35%
as chances de fragilidade (Oei et al., 2023).

Além disso, evidéncias apontam que os flavonodis exercem efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes e antibacterianos, com potencial para inibir moléculas inflamatérias como TNF-
a, NF-kB e ICAM-1, bem como interferir em funcdes celulares relevantes para a modulacdo da
resposta imunoldgica (Chagas et al., 2022). A ampla gama de modificacGes estruturais, como
glicosilacdes e metilagbes, aumenta a diversidade funcional dos flavonadis, influenciando sua

solubilidade e atividade bioldgica (Daryanavard et al., 2023).

2.3 Morina — um flavonol da familia Moraceae com potencial biotecnoldgico

A morina (2',3,4',5,7-pentahidroxiflavona) € um flavonol isolado de plantas da familia
Moraceae, como Maclura pomifera (osage orange), Maclura tinctoria e folhas de goiabeira
(Psidium guajava) (Zhang; Yan, 2023a). Ela e destacada pelo intenso caréater polifenolico, com
cinco hidroxilas que potencializam suas atividades antioxidante e anti-inflamatoéria (Rajput;
Wang; Yan, 2021; Zhang; Yan, 2023a). Do ponto de vista fisico-quimico, apresenta
solubilidade distinta em diferentes solventes: é altamente solivel em metanol (cerca de 50
mg/mL) e em solugdes alcoolicas, pouco solGvel em éter e &cido acético, e sua solubilidade em
agua é limitada, variando de 0,25 mg/mL a 20 °C para 0,94 mg/mL a 100 °C. Em soluges

alcalinas aquosas, exibe coloragdo amarela intensa, que se torna castanha quando exposta ao ar,
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caracteristica atribuida a oxidagdo dos grupos fendlicos (Sinha; Ghosh; Sil, 2016). Essas
propriedades tornam o hidrato de morina um composto de interesse ndo apenas para estudos
bioquimicos e farmacoldgicos, mas também para investigacdes envolvendo organismos de

importancia medica e ecologica, como 0s insetos vetores.

Na pesquisa experimental, a morina demonstrou sua capacidade de inibir a &cido graxo
sintase (FAS) com ICso aproximado de 2,33 uM, sugerindo potencial terapéutico contra
desordens metabolicas e tumorais (Li; Tian, 2004). Em um estudo com colite induzida por
TNBS em ratos, a morina elevou os niveis de glutationa (GSH), reduziu atividade da
mieloperoxidase, sintese de LTB.4 e niveis de MDA evidenciando seu papel anti-inflamatério
no intestino (Li et al.,, 2023). No campo oncoldgico, a morina inibiu a secrecdo da
metaloproteinase MMP-9 e suprimindo o marcador de transicdo epitélio-mesénquima N-
caderina em células de cancer de mama MDA-MB-231, via inibi¢do da via Akt, reduzindo
potencial de invasdo celular (Jin et al., 2014). Em modelos celulares de leucemia, também
induziu apoptose via modulacdo de membros da familia Bcl-2 e receptor Fas, aumentando a
morte celular programada (Park et al., 2015). Adicionalmente, foi observada a inducdo de
apoptose em células de cancer colorretal HCT-116, com aumento de subpopulagéo sub-G1,
fragmentacdo de DNA e ativacdo de caspases (Hyun et al., 2015).

No contexto neurodegenerativo, a morina mostrou efeitos promissores: em modelo de
Alzheimer com camundongos APPswe/PS1dE9, administrada via intraperitoneal (20 mg/kg/dia
por 12 semanas), melhorou desempenho em testes de memoria espacial, reduzindo deposi¢do
de B-amiloide ao regular a expressdo de ADAM10, BACEL e PS1, além de aumentar enzimas
degradadoras de AP (Zhang; Yan, 2023b). Este mesmo trabalho mostrou que a morina também
inibiu a atividade de GSK-3f e reduziu fosforilagdo de tau em hipocampo, além de modular
positivamente antioxidantes (CAT, SOD, GSH, GPx) e reduzir marcadores inflamatorios
(MDA, TNF-a, IL-1pB, IL-6, NF-xB) no cérebro de modelos com f-amiloide. Por fim, a morina
mostrou potencial em modelos de fibrose hepatica: em células estreladas hepaticas, ativou
PGC-1a via via AMPK, indicando possivel a¢ao antifibrotica (Yuan; Ahmad; Najar, 2017).

2.4 Ciclo de vida e ecologia de Aedes aegypti
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Ae. aegypti € um diptero pertencente & familia Culicidae que apresenta ampla
distribuicdo geogréfica em regibes tropicais caracterizadas por clima quente e umido (Figura 3)
(Kraemer et al., 2015; Leta et al., 2018), alem disso, € o principal vetor urbano dos arbovirus
dengue, zika, chikungunya e febre amarela, responsaveis por surtos recorrentes e graves
impactos em saude publica mundial (Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2018). Embora apresente
habitos predominantemente diurnos, esse mosquito pode manter alta atividade noturna na
presenca de luz artificial (Taveira; Fontes; Natal, 2001). Sua atividade comportamental esta
diretamente relacionada a disponibilidade de recursos energéticos, uma vez que a oferta
continua de fontes de glicose favorece o acimulo de lipidios no corpo gorduroso, contribuindo
para maior motilidade dos adultos (Upshur et al., 2019; Van Handel, 1965). Além disso, as
mudancas climaticas globais, especialmente o0 aumento da temperatura previsto até o final do
século XXI devido ao acimulo de gases de efeito estufa, tendem a intensificar ainda mais sua
dispersdo (Coffel; Horton; De Sherbinin, 2018; Iwamura; Guzman-Holst; Murray, 2020;
Upshur et al., 2019). Esse conjunto de fatores torna Ae. aegypti um dos insetos mais adaptaveis

e persistentes em ambientes urbanos e tropicais.

Figura 3. Distribuicdo global prevista de Ae. aegypti. O mapa mostra a probabilidade de
ocorréncia (de 0 em azul a 1 em vermelho) em uma resolugéo espacial de 5 km x 5 km. Extraido
de Kraemer e colaboradores (2015).
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A dindmica populacional de Ae. aegypti é profundamente influenciada por varidveis
climaticas. A temperatura afeta tanto a taxa de desenvolvimento quanto a sobrevivéncia dos
diferentes estagios do ciclo de vida, além de influenciar a replicacao viral no vetor (Mordecai
et al., 2017). A precipitagdo, por sua vez, cria criadouros temporarios que favorecem a
multiplicagdo do mosquito, embora em alguns cenarios chuvas muito intensas possam até
reduzir a populagéo ao eliminar ovos e larvas por arraste (Caminade et al., 2017). Modelos
matematicos tém demonstrado que a variabilidade climética, mais do que valores médios de
temperatura ou chuva, desempenha papel determinante na previsao de surtos (Siraj et al., 2017).
Isso significa que pequenas mudancas sazonais podem ter grandes efeitos sobre a abundancia
do vetor e, consequentemente, ampliar a sua distribuigcdo no globo terrestre.

O ciclo de vida desse vetor é caracterizado pela ocupacéo de nichos ecoldgicos distintos
em funcdo do estagio de desenvolvimento. Durante as fases larvais, Ae. aegypti habita
ambientes aquaticos, alimentando-se de matéria orgénica suspensa na coluna d’agua (Taveira;
Fontes; Natal, 2001). Apds a metamorfose, os adultos passam a explorar ambientes terrestres e
aéreos, obtendo energia sobretudo por meio da ingestdo de acUcares, como a sacarose
proveniente de plantas, embora possam recorrer a outras fontes em areas urbanas (Natal, 2002).
As fémeas, diferentemente dos machos, necessitam de repastos sanguineos ap6s a cépula,
recurso essencial para a producéo de ovos (Gulia-Nuss et al., 2011; Valzania et al., 2019). Essa
dualidade ecoldgica ao longo do ciclo de vida reflete a plasticidade alimentar e a eficiéncia

adaptativa da espécie.

O mosquito Ae. aegypti € um inseto holometabdlico em que inclui uma reconstrugédo
corporal completa com oviposi¢do, quatro estagios larvais, pupa e culminando em na fase adulta
(Figura 4), cujo tempo de desenvolvimento é resultado de fatores ambientais como temperatura,
disponibilidade de alimento e condic¢Ges hidricas (Turaga et al., 2025). A embriogénese em
torno de 25 °C leva cerca de 77 h, com formacdo da cuticula serosa entre 14-16 h apds
oviposicdo, essencial para resisténcia a dessecacao (Farnesi et al., 2015; Turaga et al., 2025).
Estudos revelam que os ovos desenvolvem uma estratégia hipometabdlica que inclui controle
do metabolismo de carboidratos, com modulacdo de enzimas como hexocinase, piruvato
quinase e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), permitindo a resisténcia ao periodo seco
(Da Silva et al., 2019). Apds a eclosdo, entre cada estagio larval ha uma muda que caracteriza
um rapido crescimento corporal. Entre cada muda ha um tempo médio de 24h, porém, a duracao

de todo o estagio larval até a pupacéo depende fortemente da temperatura ambiente. Através do
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uso de um modelo estatistico foi estimado que a temperatura étima para esse processo é de
aproximadamente 28 °C, com tempo médio do estégio larval até a pupagéo de cerca de 3,8 dias,
com desvio padréo de 0,5 dias (Li et al., 2022).

ETAPA AQUATICA

I pupa

BN 1 a3 dias

Figura 4 Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Representando a emergéncia de larvas
ap0Os 0s 0VOS entrarem em contato com a agua, passando por quatro instares larvais, seguido
por uma fase de pupa que se metamorfoseard emergindo adultos. A diferenciacéo entre a cabeca
de fémeas e machos também é notada atraves de adaptacdes morfolégicas nas antenas e

probdscide. Fonte: casadaciencia.org.

Apos a emergéncia, os adultos passam por um curto periodo de maturacdo antes de
iniciar atividades de voo e alimentacédo, sendo que os machos vivem em média de 10 a 15 dias,

enquanto as fémeas podem sobreviver por varias semanas dependendo das condicGes
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ambientais (Joy et al., 2010; Neira et al., 2014). Os machos alimentam-se exclusivamente de
acucares provenientes de nectar e outras fontes vegetais, enquanto as fémeas necessitam de
repasto sanguineo para completar o desenvolvimento ovariano e garantir a postura dos ovos
(Chadee; Sutherland; Gilles, 2014; Tenywa et al., 2024). A escolha dos locais de oviposicao é
altamente adaptativa, com predilecdo por recipientes artificiais em areas urbanas, o que
contribui para sua eficiéncia como vetor em ambientes antropicos (David et al., 2023; Kroth et
al., 2019). Por fim, fatores como temperatura, umidade e microbiota intestinal modulam a
longevidade e a competéncia vetorial do adulto, interferindo tanto na digestao do sangue quanto

na suscetibilidade as infecces virais (Costanzo et al., 2015; Styer et al., 2007).

2.5 Comportamento alimentar e ritmos circadianos

O comportamento alimentar de Ae. aegypti € regulado por ritmos circadianos bem
definidos. As fémeas, que necessitam de sangue para vitelogénese, apresentam picos de
atividade hematofagica ao amanhecer e no fim da tarde, periodos que coincidem com maior
chance de contato humano (Chadee; Martinez, 2000; Yee; Foster, 1992). Paralelamente, a
ingestdo de aclcares provenientes de néctar garante energia para manutencdo metabélica, sendo
mais frequente nos machos, mas também presente nas fémeas (Foster, 1995). Esse equilibrio

entre fontes energéticas influencia tanto a reproducdo quanto a sobrevivéncia.

Do ponto de vista molecular, genes associados ao ciclo circadiano modulam diretamente
tais comportamentos. O repasto sanguineo, por exemplo, suprime temporariamente a expressao
de genes reguladores no intestino médio, alterando a fisiologia do mosquito (Gentile et al.,
2013). Experimentos com mutantes para o gene cycle mostraram nao apenas alteracdes no
padrdo de atividade locomotora, mas também reducao de eclosdo, menor fertilidade e mudancas
na resposta a estimulos olfativos (Shetty et al., 2022). Assim, alem de coordenar 0s ritmos
diarios de busca por hospedeiro, o sistema circadiano influencia de maneira ampla a aptiddo

bioldgica da espécie.

Outro aspecto importante € a relacdo entre ritmos circadianos e detoxificacdo. Enzimas
como citocromos P450 exibem flutuacdes de expresséo ao longo do dia, o que pode modificar
a sensibilidade do mosquito a inseticidas dependendo do horério de aplicacdo (Gentile et al.,

2013). Esse detalhe aparentemente sutil tem implicagdes préaticas: 0 momento do dia em que as
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medidas de controle sdo implementadas pode impactar diretamente sua eficacia. Em termos
praticos, o reldgio biologico de Ae. aegypti representa ndo apenas um fendmeno fisioldgico,

mas um alvo estratégico para o controle vetorial.

2.6 Suscetibilidade vetorial e diversidade genética

Arbovirus sdo importantes causas de doencas em humanos no mundo todo,
principalmente em regibGes tropicais e subtropicais onde epidemias ocorrem em ciclos
endémicos urbanos persistentes, gerando impactos econdmicos e de satde publica (Soni et al.,
2023). O mosquito Ae. aegypti é geralmente associado a arbovirus causadores de febre amarela,
dengue, zika e chikungunya, seu habito antropofilico e suscetibilidade vetorial aumentam o
potencial para a ocorréncia dessas doencas (Weaver; Reisen, 2010). Estima-se que entre 1975
e 2022, os gastos decorrentes do tratamento de doencas transmitidas por Ae. aegypti e suas

sequelas atingiram US$ 310,8 bilhdes em todo o mundo (Roiz et al., 2024).

A sua eficiéncia como vetor de arbovirus estd diretamente ligada a sua biologia e
genética. O virus precisa atravessar barreiras de infeccao e escape no intestino médio e alcancar
as glandulas salivares para ser transmitido durante a picada. Estudos populacionais tém
demonstrado grande variacdo geografica na suscetibilidade vetorial, tanto para dengue quanto
para Zika e chikungunya (Lima-Camara, 2016; Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2019). Essa
heterogeneidade reflete diferencas genéticas entre populacgdes, além de fatores ambientais como

temperatura e nutri¢do larval.

O virus Mayaro (MAYYV) é um arbovirus do género Alphavirus, tradicionalmente
associado a mosquitos silvestres do género Haemagogus, como Haemagogus janthinomys. No
entanto, estudos recentes demonstraram que Ae. aegypti também possui suscetibilidade vetorial
para 0 MAYV (Kantor et al., 2019; Pereira et al., 2020; Wiggins; Eastmond; Alto, 2018).
Pesquisas indicam que Ae. aegypti pode se infectar com o virus por via oral e transmitir a
infeccdo por meio da saliva, com taxas de transmisséo variando entre 60% e 70% em condigdes
laboratoriais (Long et al., 2011). Além disso, a presenca do MAYV foi confirmada em
populacdes urbanas de Ae. aegypti em Goiania, Goias, sugerindo que o virus pode estar se
adaptando ao ambiente urbano e aumentando o risco de surtos em areas endémicas (De Curcio

et al., 2022). Esses achados ressaltam a importancia de monitorar a suscetibilidade vetorial de
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Ae. aegypti para 0 MAYYV, especialmente em contextos urbanos, para avaliar o potencial de

transmissao e orientar estratégias de controle eficazes.

Historicamente, a domesticidade da espécie resultou em forte associacdo com ambientes
humanos. Linhagens africanas silvestres, menos antropofilicas, contrastam com a forma
“doméstica” disseminada globalmente, altamente adaptada a recipientes artificiais e com
marcada preferéncia por hospedeiros humanos (Powell; Tabachnick, 2013). Essa transicdo esta
ligada a selecdo de tracos comportamentais e genéticos que aumentaram a eficiéncia da
transmissao viral em &reas urbanas densamente povoadas. O resultado é um vetor que combina

plasticidade comportamental e alta capacidade de adaptacéo.

2.7 Métodos de controle do mosquito Aedes aegypti

Hé& consenso na literatura de que o controle do mosquito continua sendo a medida mais
eficaz para a prevencéo das arboviroses, uma vez que, apesar dos avangos recentes, ainda nao
existem vacinas amplamente disponiveis ou tratamentos antivirais especificos para a maioria
dessas doencas, como dengue, zika e chikungunya (Soni et al., 2023; Souza-Neto; Powell;
Bonizzoni, 2019). Nesse contexto, estratégias de manejo vetorial permanecem no centro das
politicas de saude publica, uma vez que a ampla distribuicdo geografica do Ae. aegypti e sua
alta suscetibilidade vetorial representam um desafio constante para areas endémicas (Kraemer
etal., 2015).

Entre as ferramentas disponiveis, o controle quimico por meio da aplicacdo de
inseticidas, em especial aqueles a base de organofosforados e piretroides, é amplamente
empregado em programas governamentais. Contudo, esse método apresenta limitacdes
importantes: além de sua elevada toxicidade, que pode afetar organismos ndo alvo, como
peixes, anfibios e polinizadores, ha evidéncias crescentes de selecdo de populacdes resistentes,
comprometendo a eficacia desses produtos (Arias-Castro; Martinez-Romero; Vasilieva, 2020;
Moyes et al., 2017). Esse cenério ressalta a necessidade de novas abordagens sustentaveis e

integradas, capazes de reduzir o impacto ambiental e os riscos a saude humana.

Nesse sentido, compostos derivados de plantas tém recebido grande destaque como

alternativas promissoras no controle vetorial. Estudos demonstram que extratos vegetais, ricos
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em metabolitos secundarios como flavonoides, terpenoides e alcaloides, apresentam atividade
larvicida, adulticida e repelente, podendo ser empregados tanto isoladamente quanto em
combinacdo com inseticidas sintéticos, em uma estratégia de manejo integrado (George et al.,
2014; Pavela et al., 2019). Além disso, 0 uso de produtos naturais é recomendado por oferecer
menor risco para a fauna vertebrada e para os seres humanos, configurando-se como uma
ferramenta complementar de baixo impacto ambiental (dos Santos et al., 2023). Essa
perspectiva abre espaco para o desenvolvimento de novos bioinseticidas e refor¢a a importancia

da biodiversidade como fonte de compostos com potencial para o controle de Ae. aegypti.

6.8. A potencialidade da utilizacdo do hidrato de morina como inseticida

Nenhum estudo demonstrou os efeitos do hidrato de morina em modelos de insetos in
vivo antes desse trabalho. No entanto, ja existiam fortes evidéncias de seu potencial inseticida
baseadas em ensaios enzimaticos in vitro. Um dos principais achados iniciais foi o efeito
inibitorio sobre a ecdisona 20-monooxigenase, enzima chave no processo de muda, cuja
atividade foi reduzida de forma dose-dependente em homogeneizados de Ae. aegypti,
Drosophila melanogaster e Manduca sexta (Mitchell et al., 1993). Além disso, outro estudo
estima mecanismos moleculares de acéo de flavonoides como agentes larvicidas. Flavonoides
como daidzeina e derivados foram identificados como inibidores da enzima glutathione S-
transferase Noppera-bo (Nobo) que é essencial para a biossintese da ecdisona (Inaba et al.,
2022). Esses resultados sdo relevantes, uma vez que a interrupcdo da via da ecdisona
compromete diretamente o desenvolvimento larval e a metamorfose, tornando o flavonoide um

candidato promissor no controle de insetos vetores.

Outra via metabodlica importante afetada por esse composto é a bioenergética
mitocondrial. A atividade da transidrogenase mitocondrial foi avaliada em mitocéndrias
isoladas do intestino médio de larvas de M. sexta, e observou-se inibi¢cdo dose-dependente na
presenca de morina (Vandock; Mitchell; Fioravanti, 2012). Esses dados sugerem que 0
composto atua comprometendo o equilibrio redox e a producao de energia celular, mecanismos
que podem resultar em diminuicéo da sobrevivéncia larval. Adicionalmente, ja foi descrito que
outros flavonoides, estruturalmente relacionados a morina, também apresentam atividade
inibitdria sobre enzimas metabolicas essenciais. Por exemplo, a sintese de &cidos graxos animal

foi significativamente reduzida pela a¢éo de flavondis como a morina, quercetina e kaempferol,
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indicando um potencial mecanismo de deplecao de reservas lipidicas em insetos expostos (Li;
Tian, 2004).

Pesquisas com extratos de plantas contendo flavonoides reforcam seu potencial
inseticida. Foi demonstrado que extratos flavonoidicos de Poncirus trifoliata (poncirina,
rhoifolina, naringina e marmesina) possuem acdo larvicida e ovicida contra Ae. aegypti, além
de promoverem efeito repelente, com niveis elevados de protecdo e sem causar irritacao
dérmica em humanos (Rajkumar; Jebanesan, 2008). Isso evidencia que compostos da mesma

classe podem atuar em diferentes fases do ciclo biolégico do mosquito.

Extracdes flavondlicas de plantas vém sendo investigadas por sua atividade
antialimentar contra insetos agricolas, como Spodoptera litura. Por exemplo, flavonoides
polimetoxilados isolados de Gnaphalium affine (5-hidroxi-3,6,7,8,4’-pentametoxiflavona e 5,6-
diidroxi-3,7-dimetoxiflavona) demonstraram forte atividade antialimentar contra larvas dessa
espécie, destacando como substituicdes especificas na estrutura quimica (como grupos metoxi
ou posicdo dos grupos hidroxila) podem influenciar esses efeitos bioldgicos (Morimoto et al.,
2003). Além disso, um estudo abrangente sobre flavonoides concluiu que compostos dessa
classe podem agir de formas seletivas e multifuncionais, atuando como inseticidas pouco
toxicos, impedindo a alimentacao ou favorecendo o manejo integrado de pragas sem prejudicar
predadores naturais ou polinizadores (Riddick, 2024). Esses achados apoiam a ideia de que

mecanismos antialimentares associados a flavonoides séo plausiveis e viaveis.

Sendo assim, o hidrato de morina apresenta potencial multifuncional como inseticida:
bloqueando vias hormonais (ecdisona), comprometendo a producdo de energia
(transidrogenase), e possivelmente atuando sobre sistemas nutricionais, como demonstrado em
compostos analogos. Esse perfil reforga sua relevancia como alternativa natural ao controle de

Ae. aegypti, com menor impacto ambiental e risco a fauna ndo alvo.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficicia do hidrato de morina como agente larvicida e inseticida em Ae.
aegypti, investigando seus efeitos sobre desenvolvimento larval, sobrevivéncia, reproducéo,

suscetibilidade vetorial e seguranca toxicoldgica em modelos de mamiferos.

3.1 Objetivos especificos

» Determinar a sobrevivéncia larval de Ae. aegypti tratada com diferentes concentracfes

de hidrato de morina por 24h e estimar o seu efeito letal,

» Avaliar as taxas de pupacao e mortalidade das larvas tratadas para estimar a eficiéncia

inseticida persistente;

* Analisar o impacto do tratamento larval sobre a reproducdo das fémeas adultas,

incluindo nimero de ovos postos e taxa de eclosdo;

» Investigar os efeitos do hidrato de morina na suscetibilidade vetorial do mosquito para

0 virus Mayaro;

» Auvaliar os efeitos toxicos do hidrato de morina em camundongos, observando sinais de

intoxicacdo apds a exposicao.

36



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criacao dos mosquitos

Todos os experimentos foram conduzidos utilizando larvas de Ae. aegypti da cepa
Rockefeller. As larvas foram obtidas de uma coldnia estabelecida e mantida no Laboratdrio de
Bioquimica e Biologia Molecular de Artropodes (LBBMA), vinculado ao Departamento de
Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),

Brasil.

A manutengdo da colonia foi realizada em condi¢gbes ambientais controladas, com
fotoperiodo de 12 h de luz:12 h de escuro, temperatura constante de 28 + 1 °C e umidade relativa
de 80 £+ 10%. As larvas foram criadas em agua desclorada e alimentadas com racdo comercial
para gatos triturada (Whiskas®), fornecida em quantidade suficiente para garantir o
crescimento adequado sem provocar acimulo excessivo de residuos no meio. Os adultos
emergidos receberam solucéo acucarada a 10% ad libitum, garantindo a manutencdo da colénia

e favorecendo a longevidade necessaria para os experimentos.

Para estimular a postura dos ovos, as fémeas adultas receberam uma refeicdo sanguinea em
camundongos anestesiados com uma combinagdo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), administrada por via intraperitoneal, conforme protocolos comumente empregados em
experimentacao animal. Apos o repasto, recipientes contendo papel de filtro umedecido foram
disponibilizados como substrato para a postura, e 0s ovos coletados foram secos, armazenados
sob condi¢Bes ambientais controladas e posteriormente utilizados para a manutengéo da col6nia

ou experimentagé&o.

Todos os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes internacionais
para 0 uso de animais em pesquisa e de acordo com o0s padrdes éticos nacionais para
experimentacdo animal. O estudo foi previamente avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sob o numero de
protocolo 006/2022, garantindo que todos os procedimentos respeitassem as normas de bem-

estar animal e biosseguranca.

37



4.2 Tratamento com hidrato de morina

Aproximadamente 300 larvas de Ae. aegypti foram criadas em recipientes plasticos
contendo 1,5 L de &gua desclorada, mantidas sob condic¢des controladas até atingirem o estagio
larval L3, considerado adequado para ensaios fisiologicos e bioguimicos devido a sua elevada
taxa metabolica e sensibilidade a compostos exdgenos. Durante esse periodo, as larvas foram
alimentadas ad libitum com racdo comercial para gatos (Whiskas®, triturada finamente),
fornecida em quantidades balanceadas para evitar tanto a limitacdo nutricional quanto o
acumulo de residuos organicos que pudessem comprometer a qualidade da agua e,

consequentemente, a sobrevivéncia larval.

Apos atingirem o estagio desejado (L3), as larvas foram cuidadosamente transferidas para
recipientes experimentais, contendo agua desclorada e hidrato de morina comercial (Merck,
pureza < 85%) em diferentes concentracGes sob a mesma densidade larval (1 larva / ml). O
hidrato de morina foi solubilizado inicialmente em 0,1% de etanol absoluto, garantindo a
dissolugdo adequada do composto, e em seguida diluido em &gua até alcancar as concentracbes
finais utilizadas nos experimentos. Para garantir a reprodutibilidade e evitar interferéncias de
solvente, foi estabelecido um grupo controle contendo apenas 0,1% de etanol absoluto (0 uM

de morina).

A densidade larval foi rigorosamente controlada, mantendo-se a proporgdo de uma larva
por mL de solucdo de tratamento em todos os recipientes, a fim de evitar a competicdo por
recursos e assegurar que os efeitos observados fossem atribuidos exclusivamente a acdo do
hidrato de morina. Os experimentos foram conduzidos em cinco réplicas independentes por

tratamento e cada uma com um ndmero equivalente de larvas.

4.3 Ensaios de mortalidade e pupacgéo

A sobrevivéncia de larvas submetidas ao tratamento com hidrato de morina com
diferentes concentracdes de hidrato de morina foi avaliada ap6s 24 h em quatro réplicas
independentes, cada uma consistindo de quatro recipientes com 10 larvas em 10 mL de meio
de criagdo contendo concentragdes que variaram de 10 a 2500 uM de hidrato de morina. As
larvas foram mantidas em jejum e expostas ao hidrato de morina por 24 h. Apés esse periodo,

0 numero de larvas vivas foi contado para avaliar a mortalidade induzida. A determinacédo da
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concentracdo subletal, (< 50% de letalidade), letal mediana (50% de letalidade) e da
concentracdo superletal (> 75% de letalidade) das larvas foi realizada utilizando o método
proposto pela World Health Organization (WHO, 2005), que consiste em ajustar os dados de

mortalidade observada as diferentes concentragdes do composto através de analise probit.

A anélise consistiu em utilizar os dados observados para descrever a relacdo dose—
resposta entre a concentracgdo do hidrato de morina e a mortalidade larval, partiu do pressuposto
de que a suscetibilidade dos individuos seguiu uma distribuicdo normal quando expressa em
funcdo do logaritmo da concentracdo. Quando houve mortalidade no grupo controle dentro dos
limites aceitaveis, os dados foram corrigidos pela formula de Abbott, a fim de eliminar o efeito
da mortalidade natural sobre os resultados experimentais. Em seguida, as proporcdes de
mortalidade corrigidas sdo transformadas em unidades de probit e relacionadas aos valores logio
das concentracdes por meio de regressdo linear, permitindo a estimativa de concentracdes letais,
como CLso € CLso, com seus respectivos intervalos de confianca, bem como a avaliacdo da

qualidade do ajuste do modelo por testes de aderéncia.

O estabelecimento da concentracdo letal (CL) calculada com base nessa anélise foi
utilizado como base para determinar as concentracdes utilizadas na avaliacdo persistente do
tratamento com hidrato de morina. Onde 200 larvas do estagio L3 foram tratadas com 50, 100,
175 € 500 uM de hidrato de morina por 24 h. Apds esse periodo, as larvas sobreviventes foram
delicadamente lavadas para a remocéao do excesso de hidrato de morina, transferidas para agua
limpa (sem hidrato de morina) e contendo racdo de gato (1 mg / larva). A contagem de mortes

e pupas foi realizada diariamente em intervalos regulares de 24 horas durante 6 dias.

4.4 Avaliacdo da taxa de fertilidade

Para o ensaio de contagem de ovos, as larvas tratadas com hidrato de morina por 24 h foram
transferidas para meio de criagdo com agua limpa e racdo de gato. As pupas que emergiram nos
dias 3 e 4 apods o tratamento foram transferidas para gaiolas de criagdo dos adultos. Os adultos
que emergiram dessas pupas foram alimentados ad libitum com solucdo de sacarose a 10 %.
Fémeas adultas com quatro dias de idade receberam uma refei¢do de sangue e, apos 24 h, as
fémeas totalmente ingurgitadas foram transferidas para recipientes de oviposi¢édo forrados com
algoddo umido e papel filtro. No terceiro dia apos a alimentagdo com sangue, 0 nimero de ovos

foi contado. Ap6s a contagem, 0s ovos foram mantidos em uma estufa climatizada com 28 + 1
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°C e umidade relativa de 80 £ 10%. Apds 1 semana, 0s ovos foram imersos em &gua desclorada
e 0 numero de larvas do estagio L1 foi contado ap6s 24h.

4.5 Suscetibilidade vetorial

O MAYYV foi cultivado em células C6/36 de Aedes albopictus, mantidas em incubadora
a 28 °C por 48 h em meio Leibovitz (L-15) suplementado conforme descrito por Kawiecki &
Christofferson (2016). Apos o periodo de cultivo, a titulacdo viral foi realizada utilizando ensaio
de placa de lise para determinar a quantidade de unidades formadoras de placa (PFU/mL),
garantindo a padronizagdo das doses utilizadas nos experimentos. Esses ensaios foram
realizados em colaboracdo com a Dra. Ana Cristina Bahia Nascimento do Laboratorio de
Bioquimica de Insetos e Parasitos no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

Para os ensaios de suscetibilidade vetorial, larvas tratadas por 24 h com 175 uM de
hidrato de morina foram transferidas para dgua limpa, permitindo que completassem seu
desenvolvimento até a emergéncia adulta. Apos a emergéncia, os adultos foram mantidos em
fotoperiodo de 12:12 h, temperatura constante de 28 + 1 °C e umidade relativa de 80 + 10% por
7 dias. Apds esse periodo, 50 fémeas por gaiola foram separadas para a infec¢do experimental.
A alimentacdo foi realizada utilizando sangue de coelho inativado misturado com o virus
Mayaro, em titulagdo de 2 x 107 PFU / mL, colocado sobre uma membrana artificial introduzida
em um alimentador aquecido a 37 °C. O grupo controle foi estabelecido com a alimentagcdo com
sangue de coelho inativado sem a insercao do virus. A exposicao durou aproximadamente 30

minutos, garantindo que as fémeas ingurgitassem sangue suficiente para a infeccéo.

Logo apos a alimentacdo, os mosquitos foram anestesiados no gelo e separados em dois
grupos: alimentados e ndo alimentados. Apenas 0s mosquitos alimentados foram mantidos no
infectdrio por mais 7 dias, permitindo a incubagéo viral e a disseminagao do virus nos tecidos
do inseto. Apds esse periodo, a persisténcia da infecgdo foi avaliada utilizando a reagdo em

cadeia da polimerase quantitativa (QPCR).
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4.5.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Os mosquitos coletados apds o periodo de 7 dias apos a infeccdo com MayV foram
homogeneizados em 1 mL de reagente TRIzol® (Invitrogen), utilizando pistilo estéril em tubos
de 1,5 mL, sob condi¢des de gelo para evitar degradacdo enzimatica. Cada condicao foi

processada em quadruplicata biolégica independente, assegurando robustez estatistica.

A extragdo do RNA total foi conduzida conforme as instru¢cdes do fabricante do
TRIzol®, seguindo também as recomendacdes do guia MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (Bustin et al., 2009). Apoés a fase de
lise, foram adicionados 200 puL de cloroférmio, com vigorosa agitagao por 15 segundos, seguido
de incubagdo por 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000
x g por 15 minutos a 4 °C, permitindo a separacao das fases. A fase aquosa superior contendo
o RNA foi cuidadosamente transferida para novos tubos, a qual foram adicionados 500 pL de
isopropanol para precipitacdo do RNA. Apo6s centrifugacdo adicional (12.000 x g, 10 min, 4
°C), o pellet de RNA foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% e finalmente ressuspendido

em 30 pL de agua livre de nucleases (DEPC-treated water).

A concentracdo e a pureza do RNA foram avaliadas em espectrofotdbmetro NanoDrop
ND-2000 (Thermo Fisher Scientific), utilizando as razées A260/A280 e A260/A230 como
indicadores de qualidade, sendo consideradas aceitaveis as amostras que apresentaram valores
préximos a 2,0 + 0,1. Para a eliminacdo de contaminagdes genomicas, 1 pg de RNA total de
cada amostra foi tratado com 1 U de DNase | (Sigma-Aldrich), incubado por 30 minutos a 37
°C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 mM de EDTA e subsequente incubacédo por 10

minutos a 70 °C, garantindo a inativacdo da enzima

A sintese de cDNA foi realizada com o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific), utilizando primers random hexamers e oligo(dT) em reagéo de 20
puL de volume final, conforme instrugoes do fabricante. As rea¢des foram conduzidas em
termociclador com o seguinte perfil térmico: 25 °C por 10 minutos (anelagdo dos primers), 37
°C por 120 minutos (extensdo da transcriptase reversa) e 85 °C por 5 minutos (inativacéo
enzimatica). O cDNA resultante foi armazenado a —20 °C até o uso em analises subsequentes

de expressao génica.
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4.5.2 Quantitative PCR (qPCR)

A quantificagdo da expressdo génica relativa por qPCR foi realizada em um sistema
StepOnePlus™ Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific), utilizando o corante intercalante
Power SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems), que permite a deteccao em tempo
real da amplificacdo dos fragmentos de DNA alvo. Os primers especificos para os genes de
interesse foram selecionados com base em trabalhos previamente publicados, garantindo a
especificidade e a eficiéncia das reacdes. Os primers especificos foram extraidos de Mouréo et
al. (2012) (Tabela 1) que amplificam a glicoproteina E1 (sequéncia de referéncia: NC_003417),

seguindo protocolos validados para deteccao sensivel do RNA viral em tecidos de mosquitos.

Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados para checar a infec¢do por virus Mayaro.

Gene Sequences

Mayaro Virus Forward: 5’-CCTTTTATGTGGGGAGGTGC-3’
Reverse: 5°’- CATGGTCACCGTTCACATACG-3’

S7 Forward: 5’- GGGACAAATCGGCCAGGCTATC-3’

Reverse: 5°- TCGTGGACGCTTCTGCTTGTTG-3’

As reagdes foram preparadas em uma placa de reagdo MicroAmp™ Fast Optical de 96
pogos com codigo de barras (Applied Biosystems), utilizando volume final de 20 uL por reacéo,
contendo 10 pL de Power SYBR™ Green Master Mix, 0,4 uL de cada primer (10 uM), 2 uLb
de cDNA diluido (equivalente a ~50 ng de RNA reverso-transcrito) ¢ 7,2 uL de agua livre de
nucleases. O programa de ciclagem térmica adotado foi: 95 °C por 10 minutos (ativacao inicial
da DNA polimerase), seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60 °C
por 1 minuto (anelacdo e extensdo), finalizando com uma curva de dissociacdo (65-95 °C,

incremento de 0,5 °C a cada 5 s) para avaliar a especificidade da amplificacao.

Controles negativos foram incluidos em todas as placas: No Template Control (NTC),
para verificar a auséncia de contaminagdo de reagentes, e No Reverse Transcriptase Control
(NRT), para confirmar a auséncia de DNA genémico residual nas amostras de RNA. Como
genes de referéncia para normalizagdo, foram utilizados actina e a-tubulina, cuja estabilidade

de expressao foi previamente validada em condig¢des experimentais semelhantes.
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A anélise da expressdo relativa foi conduzida pelo método do 2"AACt (Livak;
Schmittgen, 2001), normalizando os valores de Ct dos genes alvo em relacdo a media
geométrica dos genes de referéncia. Como grupo calibrador, foi utilizada a condicao controle
negativo (0 uM de hidrato de morina), permitindo a comparacéo direta do efeito das diferentes
concentragOes de hidrato de morina sobre a expressdo dos genes relacionados ao metabolismo
de lipidios e carboidratos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica para

cada amostra bioldgica, assegurando a confiabilidade estatistica dos dados.

4.6 Avaliacdo toxicoldgica aguda do hidrato de morina

Camundongos Swiss machos (n= 13) foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Todos os experimentos foram conduzidos em
conformidade com as normas éticas estabelecidas pelo Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA) da UFRRJ, sob o protocolo n° 006/2022. Os animais foram mantidos em condigdes
ambientais controladas, com temperatura de 22 + 3 °C, umidade relativa de 50-60% e
fotoperiodo de 12:12 h em sala ventilada. Foi disponibilizado acesso ad libitum a racdo padréo

para roedores e agua filtrada.

A avaliacdo toxicoldgica aguda foi realizada seguindo as diretrizes da Organizacédo para
Cooperacéao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) para avaliagdo de toxicidade oral aguda
em camundongos (OCDE, 2022). Ap6s um jejum de 12 horas, os camundongos foram divididos
em dois grupos: o grupo experimental (n = 8) recebeu uma dose Unica de hidrato de morina a
300 mg/kg de peso corporal, dissolvido em solucdo salina 0,9%, por via oral via gavagem. O
grupo controle (n = 5) recebeu a mesma quantidade de solucédo salina 0,9%. Os animais foram
monitorados ao longo de 24 horas ap6s a administracdo quanto a sinais clinicos de toxicidade,
como alteragbes comportamentais, alteragfes na atividade motora, tremores, convulsoes,

alteracdes na postura, lacrimejamento, secrecdo nasal, diarreia, entre outros sintomas.

4.7 Andlise de dados

As representacOes graficas e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software), amplamente empregado em estudos para

analise e visualizacdo de dados experimentais. Todos os resultados foram expressos como
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média * erro padrdo da média (EPM), permitindo a adequada representacdo da variabilidade
entre os grupos experimentais. Com excecao ao teste de postura de ovos, onde os dados foram

representados por mediana.

Para a determinacdo das concentragOes letais e avaliacdo da relagcdo dose-resposta, foi
empregada a andlise de probit de acordo com o método cléssico descrito por Finney, utilizando
a calculadora estatistica proposta por (Mekapogu, 2021). Esse modelo permite estimar valores
em uma longa faixa de letalidade da CL; e CLgg, juntamente com seus intervalos de confianca
de 95%, fornecendo robustez na interpretacdo da mortalidade observada em funcdo das doses

testadas.

Nos ensaios de efeitos fisioldgicos residuais (mortalidade e pupacdo), bem como na taxa
de eclosao de ovos, as diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas por meio de
ANOVA unidirecional, seguida de testes pds-hoc de Tukey. Para os experimentos de postura
de ovos, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, adequado para dados que nédo
apresentaram distribuicdo normal. Ja nos ensaios relacionados a suscetibilidade vetorial, as
comparag0es entre grupos foram realizadas por meio do teste t de Student. Em todos os casos,

adotou-se como critério de significancia estatistica um valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Efeitos do hidrato de morina na sobrevivéncia e desenvolvimento larval

Existem poucas informac6es disponiveis na literatura cientifica acerca dos efeitos
bioldgicos do hidrato de morina sobre insetos, especialmente em mosquitos vetores de
importancia médica, como Ae. aegypti. Considerando essa lacuna, decidimos investigar os
efeitos de diferentes concentragdes de hidrato de morina em larvas do mosquito. A escolha da
fase larval deve-se ao fato de representar um estagio critico no ciclo de vida do inseto, no qual
alteracdes no desenvolvimento e na sobrevivéncia podem impactar diretamente a dindmica

populacional e, consequentemente, a transmissao de patdgenos.

Nos ensaios de exposi¢cdo aguda de 24 horas, observamos uma redugdo gradual na
sobrevivéncia larval em funcdo da concentragdo de morina, indicando um efeito dose-
dependente da substancia (Figura 5). Foi possivel constatar que concentracdes inferiores a 25
uM nido provocaram efeitos significativos na mortalidade larval, sugerindo que, abaixo desse
limiar, o metabolismo dos insetos pode compensar eventuais efeitos bioquimicos do composto.
Por outro lado, a mortalidade larval aumentou substancialmente em concentracbes mais
elevadas, sendo que a letalidade completa foi registrada em concentracGes superiores a 1800

UM no periodo avaliado.

A andlise estatistica por meio de modelos de probit possibilitou o célculo das CLs,
fornecendo pardmetros quantitativos importantes para a compreenséo da toxicidade do hidrato
de morina em Ae. aegypti. Os valores obtidos foram: CL2s = 52,692 uM, CL4o = 111,121 uM,
CLso = 174,775 uM, CL75 = 575,083 uM e CLgo= 1685,936 uM. Esses resultados evidenciam
que a substancia apresenta atividade larvicida moderada, sendo efetiva principalmente em doses

intermediarias a altas.

De forma complementar, os valores progressivos de letalidade sugerem que o hidrato
de morina exerce efeitos subletais em concentragdes menores, os quais podem influenciar
processos fisioldgicos relevantes, como metabolismo energético, desenvolvimento e
reproducdo, ainda que ndo provoquem mortalidade imediata. Esse aspecto torna 0 composto
particularmente interessante para estudos, uma vez que alteracGes fisioldgicas subjacentes

podem impactar a homeostase do mosquito, mesmo na auséncia de morte larval direta.
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Figura 5 Taxa de sobrevivéncia de larvas tratadas com diferentes concentragdes de
hidrato de morina. Larvas no estagio L3 foram criadas em solucBes com diferentes
concentracdes de morina, e a taxa de sobrevivéncia apos 24 h foi determinada. Os valores sdo
relatados como a porcentagem da sobrevivéncia média de quatro réplicas bioldgicas
independentes + EPM (n = 16).

Para avaliar a eficiéncia do tratamento e os impactos nas fases de desenvolvimento, o
efeito sobre essas larvas foi observado ap6s um tratamento de 24 h com hidrato de morina. As
larvas tratadas foram entdo transferidas para meio contendo &gua limpa e alimento, a fim de
permitir que completassem seu ciclo biolégico. Optamos por utilizar concentraces proximas a
CLos, CLao, CLso e CL7s, previamente determinadas nos ensaios de sobrevivéncia. A escolha
desses valores teve como objetivo estabelecer gradientes de toxicidade que permitissem avaliar
tanto efeitos subletais quanto letais ao longo do desenvolvimento. Por outro lado, a utilizacdo
de concentragdes proximas a CLgo mostrou-se inviavel, uma vez que resultava em mortalidade

excessiva, restringindo a disponibilidade de material bioldgico para as analises subsequentes.

As taxas de pupacgdo e mortalidade foram monitoradas diariamente apds o tratamento
com diferentes concentracfes de hidrato de morina (Figura 6). No sexto dia pds-tratamento,
todas as larvas dos grupos tratados haviam se transformado em pupas ou apresentado

mortalidade, indicando que o hidrato de morina interferiu diretamente no ritmo do
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desenvolvimento larval. Observou-se que a pupacgdo diéria (Figura 6A) apresentou um pico
entre no segundo dia ap6s o tratamento, sendo este mais evidente no grupo controle (com taxa
de 49,3 % de pupacéo), enquanto as concentracdes crescentes de morina retardaram e reduziram
a taxa de pupacdo didria. Com excecdo do grupo tratado com 50 uM que ndo apresentou
diferenca significativa para o grupo controle apresentando 45,3 % de pupagéo no segundo dia.
Em contraste, o pico de taxa de pupag¢ao das larvas tratadas com 100 e 175 uM ocorreu apenas
no terceiro dia, enquanto as larvas tratadas com 500 uM tiveram pico de pupacdo apenas no
quarto dia. Além do atraso no tempo de pupacéo, houve uma reducéo significativa nas taxas de
acumulo observadas com concentracdes mais altas de hidrato de morina. Apos 6 dias, quase
todas as larvas se tornaram pupas nas concentragoes de 0 ¢ 50 uM, mostrando uma pequena
reducdo no numero total de pupas observada em 100 uM, que se intensificou com o aumento
da concentragdo de hidrato de morina, com taxas de acimulo de aproximadamente 64% e 33%

em 175 e 500 uM, respectivamente (Figura 6B).

Quanto a mortalidade diaria (Figura 6C), os grupos tratados apresentaram aumento
progressivo ao longo dos dias, em contraste com o controle e 50 uM, que manteve mortalidade
persistente minima. O grupo tratado com 100 uM também apresentou mortalidade baixa,
porém, se diferenciou estatisticamente com o passar dos dias. Esse efeito foi ainda mais
evidente quando analisada a mortalidade acumulada (Figura 6D), onde as concentracfes de
morina resultaram em incrementos consistentes de mortalidade até o sexto dia, alcangando
diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao controle e o grupo de 50 uM. Esses
resultados demonstram ndo apenas o efeito larvicida imediato do hidrato de morina, mas
também seu impacto persistente ao longo do desenvolvimento, comprometendo tanto a

sobrevivéncia quanto a transicdo bem-sucedida das larvas para pupas.

Em conjunto, esses dados reforcam que o hidrato de morina exerce efeitos toxicos
cumulativos e graduais, interferindo de forma direta na dindmica do desenvolvimento larval de
Ae. aegypti revelando um retardamento no desenvolvimento. Esse padréo de acgdo é consistente
com a literatura sobre flavonoides, que frequentemente apresentam tanto efeitos agudos quanto
subletais em insetos, afetando a sobrevivéncia, o tempo de desenvolvimento e a fecundidade
(Herrera-Mayorga et al., 2022; Isman, 2020; Pavela et al., 2019).

A toxicidade observada pode estar relacionada a alta reatividade dos flavonoides,
compostos conhecidos por sua capacidade de interagir com proteinas, lipidios e acidos

nucleicos, promovendo alteraces funcionais e estruturais que comprometem a sobrevivéncia
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de organismos-alvo (Pavela et al., 2019). Alguns dos mecanismos que podem ser afetados
envolvem o potencial inibitério contra enzimas de detoxicagdo em insetos, como GSTSs,
esterases e oxidases do citocromo P450 que sdo essenciais para neutralizar compostos
xenobidticos e inseticidas (Azuma, 2014; Muthu et al., 2015). Dessa forma, a exposicao a
flavonoides pode levar a um acimulo de espécies toxicas e consequente desequilibrio

fisioldgico, resultando em reducéo da viabilidade larval.

Na literatura, 0 uso de extratos vegetais para avaliacdo da atividade inseticida é
amplamente reportado, e em grande parte dos casos esse potencial tem sido associado a
presenca de metabolitos secundarios, em especial flavonoides (Isman, 2020; Pavela; Benelli,
2016). No entanto, estudos com flavonoides isolados também tém demonstrado efeitos
larvicidas importantes. Por exemplo, a pectinaringenina (5,7-di-hidroxi-6,4'-dimetoxiflavona)
foi relatada como toxica contra Anopheles stephensi e Earias vittella, efeito atribuido a inibicdo
das enzimas GST e esterases, fundamentais na defesa metabdlica contra xenobidticos (Azuma,
2014; Muthu et al., 2015).

Outros flavonoides também exibem mecanismos de toxicidade semelhantes. A
quercetina, um isémero estrutural da morina (3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona), foi relatada
como inibidora da acetilcolinesterase em Spodoptera frugiperda, comprometendo a
neurotransmissdo colinérgica e levando a disfuncéo neuromuscular e 8 morte (Herrera-Mayorga
et al., 2022). De forma complementar, estudos demonstraram que a suplementacéo de morina
e quercetina, em associacdo com etilparaoxona e cipermetrina, reduziu significativamente o
ganho de peso e a sobrevivéncia de larvas de Helicoverpa armigera, sugerindo um efeito

sinérgico entre flavonoides e inseticidas convencionais (Aurade et al., 2011).
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Figura 6. Taxas diarias de pupacdo e mortalidade apds tratamento com hidrato de
morina. Apos 24 h de tratamento, as larvas sobreviventes foram lavadas e transferidas para um
meio contendo agua limpa. As taxas didrias de pupacdo (A), pupacdo acumulada (B),
mortalidade diaria (C) e mortalidade acumulada (D) foram registradas em intervalos de 24 h.
As diferengas estatisticas em relagdo ao controle (0 uM de hidrato de morina) foram
determinadas usando ANOVA bidirecional. As cores das linhas representam diferentes
tratamentos: cinza (0 uM), amarelo claro (50 uM), amarelo médio (100 uM), amarelo oliva
(175 uM) e verde (500 uM). Os valores sdo relatados como a porcentagem de pupacao e
mortalidade média de trés réplicas biologicas independentes £ EPM (n= 12). As barras

anotadas com asteriscos sdo significativamente diferentes do controle (0 uM), onde ***p <
0,001 e ****p < 0,0001.
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5.2 Efeitos residuais do hidrato de morina na fecundidade e fertilidade

Com o intuito de investigar possiveis efeitos residuais do hidrato de morina além da
mortalidade larval imediata, avaliamos a capacidade reprodutiva de Ae. aegypti cujos adultos
emergiram de larvas previamente expostas ao composto. Para isso, larvas sobreviventes ao
tratamento com diferentes concentra¢fes de morina foram mantidas até atingirem a fase adulta,
quando foram separadas e submetidas a ensaios de fertilidade. No quarto dia pds-emergéncia,
fémeas adultas foram alimentadas com sangue e, ap6s 72 h, 0 nimero de ovos depositados foi

quantificado.

Os resultados obtidos (Figura 7) indicam que o tratamento larval com concentracdes de
hidrato de morina acima de 100 pM reduziu significativamente a fecundidade das fémeas
adultas em relacéo ao controle. Fémeas tratadas com 100 uM e 175 uM de morina apresentaram
uma queda de aproximadamente 28% no numero de ovos depositados (p < 0,05), enquanto
aquelas expostas a 500 pM exibiram uma reducao ainda mais acentuada, de cerca de 35% (p <
0,01). Essa diminuicdo evidencia que a morina, mesmo ap6s um periodo limitado de exposi¢do
na fase larval, compromete a maturacao reprodutiva e, provavelmente, a alocacdo de recursos

energéticos nas fémeas.

A analise da taxa de eclosdo (Figura 8) revelou ainda maior impacto, apresentando que
a exposig¢ao larval a 100 uM resultou em mais de 20% de redugdo na taxa de eclosdo, enquanto
concentragdes de 175 pM e 500 uM provocaram uma queda superior a 46% na viabilidade dos
ovos. Esse quadro reforca que o dano vai além da quantidade de ovos produzidos, estendendo-
se também a sua qualidade e capacidade de originar descendentes viaveis. A reducao expressiva
na eclosdao sugere que o hidrato de morina interfere em etapas criticas do desenvolvimento
embrionario, possivelmente comprometendo a deposicdo de nutrientes essenciais no vitelo, a
integridade das membranas ou a regulacdo hormonal envolvida na formacgdo e maturacao dos

0OVOsS.
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Figura 7. Postura de ovos por fémeas submetidas a diferentes concentracfes de hidrato
de morina durante a fase larval. Larvas de Aedes aegypti no estagio L3 foram submetidas a
um tratamento de 24 horas com diferentes concentragfes de hidrato de morina. As larvas
sobreviventes ap6s o tratamento que atingiram a fase adulta foram alimentadas com sangue, e
0 numero de ovos postos foi contado. Os valores representam a mediana de quatro repeticdes
bioldgicas independentes. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste de Kruskal-
Wallis (* p <0,05, ** p <0,01).

Esses dados mostram que o tratamento com hidrato de morina causa mortalidade larval
de forma dose-dependente e que, mesmo apds o tratamento, as larvas sobreviventes foram
impactadas tanto no desenvolvimento quanto na geracdo de descendentes, mesmo sem
exposicao por mais de 24 horas. Em outras palavras, a administragdo de morina teve um efeito
persistente sistémico e de longo prazo nas larvas tratadas. Isso € consistente com o que foi
observado em Coptotermes formosanus, o flavonoide biochanin A reduziu significativamente
a fecundidade quando administrado a reprodutores primarios via alimentacao e aplicagéo topica
(Boué; Raina, 2003). Além disso, extratos vegetais ricos em flavonoides usados em larvas de
varias espécies de mosquitos diminuiram tanto a fecundidade quanto a eclosdo dos ovos de Ae.
aegypti, An. stephensi e Culex quinquefasciatus, com redugfes que variaram entre 62,4% e
87,4% nos prole e entre 82,8% e 93,3% no indice de esterilidade (Muthukrishnan; Pushpalatha,
2001).
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Figura 8. Taxa de eclosdo de ovos postos por fémeas tratadas com diferentes
concentracdes de hidrato de morina. Larvas de Aedes aegypti no estagio L3 foram
submetidas a um tratamento de 24 horas com diferentes concentrac¢des de hidrato de morina, e
as larvas que atingiram o estagio adulto foram alimentadas com sangue ap6s 96 horas. Os ovos
foram coletados, e 0 numero de larvas eclodidas desses ovos foi usado para calcular a
porcentagem. Os valores representam a média de trés réplicas bioldgicas independentes + EPM
(n =15). As diferengas estatisticas foram determinadas por ANOVA unidirecional (* p <0,05
e ****p <0,0001).

Esses resultados de fertilidade, associados aos observados anteriormente na figura 6,
sugerem um desequilibrio na homeostase do inseto, indicando que vias metabdlicas cruciais
podem ter sido comprometidas pela exposicao ao hidrato de morina. Estudos prévios mostram
que flavonoides podem reduzir a atividade da Nobo (Inaba et al., 2022) e da ecdisona 20-
monooxigenase dependente do citocromo P-450 (Mitchell et al., 1993), ambas enzimas
envolvidas na sintese de precursores e ativadores de ecdisona. A ecdisona € um hormonio
essencial para o crescimento larval, metamorfose e regulacdo de processos fisiologicos em
insetos holometabolicos (Kannangara; Mirth; Warr, 2021), além de ter uma funcéo fundamental
na regulacdo no metabolismo reprodutivo de Ae. aegypti apos refeicbes sanguineas (Roy et al.,
2016). Logo, é plausivel afirmar que a inibig&o enzimatica causada pelo hidrato de morina tenha
reduzido sua disponibilidade, retardando o desenvolvimento larval e taxa de pupagédo observada

em nosso estudo. Além disso, 0 seu comprometimento pode ter repercutido também no sistema
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reprodutivo das fémeas emergentes, uma vez que observamos redugdes expressivas tanto na
oviposic¢do, quanto na ecloséo. Assim, a agdo do hidrato de morina parece ndo apenas interferir
no desenvolvimento larval, mas também exercer efeitos residuais na fecundidade e na
viabilidade dos ovos, possivelmente mediados por alteracbes hormonais e metabdlicas

induzidas durante a fase larval.

Além disso, o comprometimento simultaneo da fecundidade e da eclosdo amplia o efeito
deletério do composto, uma vez que impacta tanto o nimero de descendentes gerados quanto a
probabilidade de sobrevivéncia das futuras larvas. Dessa forma, mesmo fémeas capazes de
ovipositar apresentam um potencial reprodutivo significativamente reduzido, o que, em um
contexto populacional, representa uma diminuicdo expressiva na capacidade de reposicao da
populacdo de mosquitos ao longo dos ciclos geracionais. Portanto, os efeitos adversos
observados refletem uma acdo abrangente dos flavonoides sobre processos fisioldgicos
essenciais ao desenvolvimento e a reproducdo dos insetos. Sendo assim, o hidrato de morina
atua ndo apenas como agente larvicida, mas também como modulador da fecundidade e da
viabilidade larval, configurando-se como uma molécula promissora no manejo integrado de
vetores, ao reduzir de forma cumulativa a sobrevivéncia, o desenvolvimento e o potencial

reprodutivo de A. aegypti.

5.3 Potencial modulador do hidrato de morina na suscetibilidade vetorial de Ae. aegypti

para o virus Mayaro

A suscetibilidade vetorial de mosquitos do género Aedes é um fator determinante para
a manutencdo e disseminagcdo de arboviroses emergentes, como o virus Mayaro, cuja
transmissao tem sido associada a espécies adaptadas ao ambiente urbano (Caicedo et al., 2021;
De Curcio et al., 2022; Pereira et al., 2020). Considerando que alteracdes fisioldgicas ocorridas
durante a fase imatura podem refletir na suscetibilidade dos adultos a infecgdo viral, avaliamos
o0 impacto do tratamento larval com hidrato de morina sobre a capacidade de fémeas adultas de
Ae. aegypti se infectarem e sustentarem a replicacédo do virus Mayaro apds o repasto sanguineo.
Para isso, adultos provenientes de larvas previamente expostas a 175 uM de hidrato de morina,
proximo a CLso, foram desafiados experimentalmente com sangue infectado, e, apés sete dias,

a prevaléncia de infecgéo e a carga viral foram determinadas por PCR em tempo real.
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Os resultados referentes a prevaléncia de infeccdo, que expressam a proporcao de
fémeas infectadas ap0s sete dias da alimentacdo com sangue infectado, bem como os dados de
carga viral estdo apresentados na Figura 9. O tratamento larval com hidrato de morina reduziu
de forma expressiva a suscetibilidade vetorial das fémeas adultas de A. aegypti para o virus
Mayaro. Apds sete dias da alimentagdo sanguinea infectada, a prevaléncia de infecgdo no grupo
controle foi de 75%, enquanto que nas fémeas oriundas de larvas tratadas com a CLso (175 uM)
do composto essa proporc¢do caiu para apenas 16,7% (Figura 9A). De maneira consistente, a
carga viral detectada por gPCR tambem foi significativamente menor nas fémeas tratadas,
correspondendo a apenas 17,2% daquela observada no controle, o que representa uma reducéo
de 82,8% na carga viral (Figura 9B).

Os resultados mostram que o tratamento larval com hidrato de morina reduziu
drasticamente tanto a prevaléncia de infec¢do quanto a carga viral do Mayaro em fémeas de Ae.
aegypti, indicando uma reducdo marcada na suscetibilidade vetorial desse vetor ap0s exposi¢ao
larval. Achados prévios demonstram que Ae. aegypti é potencialmente competente para o
Mayaro em condi¢des laboratoriais, mas que taxas de infeccdo e transmissdo variam
amplamente com a cepa viral, a populacdo de mosquitos e as condi¢fes experimentais; portanto,
alteracbes fisioldgicas induzidas durante o desenvolvimento imaturo podem modular
decisivamente esses parametros (Long et al., 2011). Além disso, ja foi relatado que o ambiente
larval é conhecido por modular a suscetibilidade vetorial, onde condi¢des nutricionais que
prejudicam ou estressam 0 desenvolvimento de larvas de Anopheles gambiae reduzem a
capacidade de adquirir e transmitir a malaria (Barreaux et al., 2016), fato que pode refletir um
conjunto de alteracdes fisioldgicas persistentes induzidas pelo hidrato de morina durante a etapa

larval.

A reducdo significativa da prevaléncia de mosquitos infectados e da carga viral
observada ap6s o tratamento larval com hidrato de morina sugere que alteracdes fisiologicas
durante o desenvolvimento podem ter comprometido a suscetibilidade vetorial do Ae. aegypti.
Estudos sugerem que danos ao epitélio intestinal larval, frequentemente mediados por estresse
oxidativo, reduzem a eficiéncia de absorcdo de nutrientes e modulam a microbiota, o que
impacta diretamente a formacéao de reservas energéticas e a suscetibilidade a patégenos na fase
adulta (Kuraishi; Hori; Kurata, 2013; Oliveira et al., 2011). Esse mecanismo é particularmente
relevante para mosquitos, no qual a integridade intestinal é determinante para a barreira inicial

contra arbovirus.
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Figura 9. Prevaléncia de infeccdo e carga viral em fémeas adultas apds 7 dias de
alimentacdo sanguinea pelo virus Mayaro. Em (A) ha a representacdo do percentual de
mosquitos que apresentaram infeccdo apos 7 dias e em (B) a carga viral que ocorreu em fémeas
originadas de larvas tratadas com a CLsg (175 uM) estabelecida nos testes larvicidas do hidrato
de morina. A carga viral foi aferida através de gqPCR. Apds a emergéncia na fase adulta, fémeas
de 7 dias de idade foram alimentadas com sangue infectado com o arbovirus Mayaro e ap6s 7
dias a prevaléncia infeccdo foi checada através de PCR. Os valores representam a média de
quatro réplicas biologicas independentes £ EPM ( n = 12). As diferengas estatisticas foram

determinadas por teste T (* p < 0,05 e **** p <0,0001).

A microbiota intestinal desempenha papel central na digestdo, desenvolvimento e
imunidade, sendo também um fator chave na competéncia vetorial (Cansado-Utrillaetal., 2021;
Dong; Manfredini; Dimopoulos, 2009). Alteragdes induzidas por compostos bioativos durante
a fase larval podem remodelar a composicdo microbiana e reduzir a permissividade ao virus
Mayaro, limitando sua disseminacao sistémica. Além disso, estudos prévios demonstram que
flavonoides exercem atividade antimicrobiana e antioxidante modulando a homeostase
intestinal (Cory et al., 2018), o que reforca a razoabilidade dessa via de agdo para explicar 0s
resultados obtidos.

Adicionalmente, flavonoides ja foram descritos contendo atividade antiviral direta
contra arbovirus, incluindo Dengue (Frabasile et al., 2017; Oo et al., 2018; Zandi et al., 2011).
Portanto, a reducéo da carga viral observada pode resultar tanto de efeitos indiretos mediados
pelo hospedeiro, via altera¢fes intestinais e metabolicas, quanto de uma acéo antiviral direta do
hidrato de morina. Assim, os resultados aqui apresentados corroboram evidéncias de que o

ambiente larval e a exposi¢do a metabolitos secundarios vegetais podem modular de forma

55



significativa a suscetibilidade vetorial de mosquitos (Alto; Bettinardi, 2013), destacando o
potencial do hidrato de morina como agente modulador da transmisséo de arboviroses.

5.4 Avaliacao toxicoldgica do hidrato de morina em camundongos

Para avaliar os efeitos do hidrato de morina em vertebrados, conduzimos ensaios
toxicologicos em camundongos utilizando uma dose aproximadamente 1000 vezes maior do
que aquela usada nos ensaios com mosquitos. Durante o periodo de observagdo, ndao foram
observados sintomas de intoxicacdo, como convulsGes, hiperatividade, perda do reflexo
postural, alteracdes na frequéncia respiratéria, sedacdo, tremores, convulsdes, lacrimejamento,

secrecdo nasal ou diarreia. Além disso, nenhuma morte ocorreu no grupo tratado.

Esse resultado estd de acordo com a literatura cientifica, que relata a natureza
relativamente segura da morina em modelos mamiferos. Por exemplo, um estudo subcrénico
em ratos F344 demonstrou boa tolerancia ao tratamento oral de morina, mesmo em doses
elevadas de até 2400 mg/kg ao longo de 13 semanas, sem mortalidade ou manifestacGes clinicas
adversas significativas (Cho et al., 2006), que é muito superior aos 300 mg/kg que foi utilizado
no presente estudo. Além disso, morina apresentou forte atividade antioxidante e
hepatoprotetora em modelos de lesdo hepatica induzida por CCls, atenuando os niveis de
marcadores de dano hepético e reduzindo estresse oxidativo (Li et al., 2019). Outro estudo
recente demonstrou que o tratamento com hidrato de morina protegeu contra a toxicidade
testicular induzida por agentes como acetamiprida, restaurando a sinalizacdo antioxidante via
Nrf2 e reduzindo estresse oxidativo e inflamacéo nos testiculos de camundongos (Alemdar et
al., 2025). E ainda foi descrito como modulador da regulacdo do metabolismo do agucar (Hua
et al., 2024). Além de vérias outras fungdes j& descritas na literatura, como antioxidante,
anticancerigena, antiartite, gastroprotetivo, nefroprotetivo, neuroproteivo, antimicrobiano,

entre outras (Rajput; Wang; Yan, 2021).

Contudo, diversos estudos tém buscado avaliar os efeitos toxicos de flavonoides em
modelos de mamiferos, considerando sua ampla distribuigdo na dieta e potencial farmacolégico.
Em roedores, a fragdo de flavonoides de Lithocarpus polystachyus (ST-F) foi avaliada em testes
de toxicidade aguda e subcrdnica, revelando auséncia de efeitos adversos significativos em

doses Unicas de até 5.000 mg/kg em camundongos, embora em exposi¢des prolongadas (70 a
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560 mg/kg/dia) tenham sido observadas alteracfes hematoldgicas e bioquimicas, incluindo
modificacbes nos niveis de glicose e enzimas hepaticas (Liang et al., 2017). De forma
semelhante, a administracdo do flavonoide formononetina em camundongos demonstrou que
doses elevadas (LDso ~ 103,6 mg/kg, via intraperitoneal) estao associadas a sinais de toxicidade,
especialmente hepatica, enquanto doses mais baixas (12,5 a 50 mg/kg por 28 dias) néo
apresentaram efeitos adversos relevantes (Pingale; Gupta, 2023). Esses dados refor¢cam a ideia
de que, apesar da seguranca em doses agudas elevadas, a exposi¢éo repetida pode desencadear

efeitos sistémicos sutis ou cumulativos.

No presente estudo, a administracdo de 300 mg/kg de hidrato de morina em
camundongos néo resultou em sinais de intoxicagdo aguda, corroborando com evidéncias
anteriores de que doses Unicas de flavonoides podem apresentar baixo potencial toxico em
modelos murinos. Essas evidéncias sugerem que o hidrato de morina possui um perfil de
seguranca elevado em mamiferos, mesmo quando administrado em doses substancialmente
maiores do que aquelas necessérias para o controle vetorial, a0 mesmo tempo em que
demonstrou alta eficacia contra Ae. aegypti. Tal resultado indica que seu mecanismo de acéao €
seletivo, impactando o metabolismo e a fisiologia dos insetos sem causar efeitos adversos
detectaveis em vertebrados como os camundongos. Contudo, a luz dos resultados reportados
para outros flavonoides, é plausivel supor que exposicOes repetidas ou prolongadas possam
afetar parametros fisioldégicos ou bioquimicos, especialmente aqueles relacionados ao
metabolismo hepatico. Assim, embora nossos achados sugiram seguranca em administracdo
aguda na concentracdo utilizada, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os efeitos a
longo prazo do hidrato de morina em modelos de mamiferos, permitindo compreender de forma

mais ampla suas implica¢fes metabdlicas e toxicoldgicas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que o hidrato de morina exerce efeitos
multifacetados sobre o ciclo de vida de Ae. aegypti, comprometendo tanto a sobrevivéncia
quanto a capacidade reprodutiva da espécie. A exposic¢do larval ao composto resultou em
aumento significativo da mortalidade, reduzindo a proporcdo de individuos que atingiram
estagios posteriores do desenvolvimento. Entre os sobreviventes, observou-se atraso no
processo de pupacdo, indicando que o composto interfere em mecanismos fisiologicos
fundamentais para a metamorfose. Além disso, as fémeas adultas emergidas das larvas tratadas
apresentaram reducao expressiva na fertilidade, refletida na menor oviposicao e viabilidade dos
ovos. Do ponto de vista epidemioldgico, o hidrato de morina também impactou a
suscetibilidade vetorial: as fémeas provenientes de larvas expostas exibiram menor prevaléncia
de infeccdo e reducdo acentuada da carga viral ap6s o desafio com o virus Mayaro, 0 que
demonstra a capacidade do composto em limitar a transmisséo de arbovirus. Esses resultados,
em conjunto, revelam que a morina atua em diferentes pontos criticos da biologia do mosquito,

reduzindo sua abundancia populacional e sua eficiéncia como vetor de patégenos.

Adicionalmente, os ensaios toxicoldgicos em camundongos mostraram que, mesmo em
doses muito superiores as utilizadas nos experimentos com mosquitos, o hidrato de morina ndo
induziu sinais clinicos de toxicidade aguda ou mortalidade, corroborando dados da literatura
que descrevem a baixa toxicidade deste flavonoide em modelos mamiferos. Esses achados
reforcam a seletividade do composto, sugerindo um potencial promissor para estratégias de
controle vetorial ambientalmente seguras, sem comprometer mamiferos. Contudo, mais estudos
sdo necessarios para compreender o efeito de exposi¢des cronicas do hidrato de morina em

modelos de mamiferos.

Considerando a amplitude de seus efeitos sobre a biologia de Ae. aegypti, é plausivel
propor que o hidrato de morina atue interferindo em vias metabdlicas criticas para o
desenvolvimento e a reproducdo do inseto. Nesse contexto, a investigagcdo do metabolismo
energético, incluindo o papel de vias relacionadas a homeostase de lipidios, carboidratos e
proteinas, poderdo esclarecer os mecanismos moleculares que sustentam a acao larvicida e
antivetorial da morina. Essa abordagem contribuird ndo apenas para compreender os efeitos
bioquimicos do composto, mas também para consolidar seu potencial como ferramenta

inovadora no manejo integrado de vetores.
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CAPITULO 11

O hidrato de morina reduz reservas lipidica e glicidicas,
além de desencadear estresse oxidativo
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RESUMO

Os flavonoides sdo compostos naturais amplamente distribuidos em plantas e conhecidos por
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e inseticidas, despertando crescente
interesse no controle de vetores devido ao seu potencial de modular processos metabdlicos
essenciais em insetos. Entre eles, o hidrato de morina tem se destacado por apresentar baixa
toxicidade em modelos de mamiferos e efeitos promissores contra Aedes aegypti, um dos
principais vetores de arboviroses como dengue, zika e chikungunya. Neste estudo, avaliamos o
impacto do hidrato de morina sobre 0 metabolismo energético e o equilibrio redox de larvas de
Ae. aegypti. Larvas L3 foram expostas por 24 h a diferentes concentragdes do composto (0, 50,
100, 175 e 500 uM), e avaliou-se 0 contetdo de triacilglicerois, glicose, trealose e glicogénio,
bem como a expressao de enzimas relacionadas ao metabolismo lipidico, glicidico e receptores
hormonais (AKH e ILPs), além disso, verificou-se a producdo de perdxido de hidrogénio. Os
resultados revelaram um efeito dose-dependente caracterizado pela reducédo progressiva dos
estoques lipidicos e de carboidratos, associado a ativacdo de lipases (TAGL1, HSL) e a forte
repressdo de enzimas lipogénicas (FAS1, DGATL1, GPAT1) e da glicogénio sintase, enquanto
a trealose circulante se manteve relativamente estavel, sugerindo priorizacdo da homeostase
hemolinfatica. A modulagdo hormonal incluiu aumento da expressao do receptor de AKH e
supressao drastica do receptor de ILPs, indicando um redirecionamento para um estado
catabdlico persistente. Paralelamente, observou-se inducdo significativa de peroxido de
hidrogénio em homogeneizados de larvas inteiras e intestinos, evidenciando que a sobrecarga
metabolica e a mobilizacdo energética intensificaram o metabolismo oxidativo, além de indicar
0 comprometimento da integridade intestinal e a absorcdo de nutrientes. Em conjunto, os
achados demonstram que o hidrato de morina atua como modulador metabolico profundo,
suprimindo vias anabolicas, estimulando vias catabolicas e induzindo estresse oxidativo, o que

contribui para a deplecdo energética e reducdo da aptidao larval de Ae. aegypti.
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ABSTRACT

Flavonoids are natural compounds widely distributed in plants and known for their antioxidant,
anti-inflammatory, and insecticidal properties, generating increasing interest in vector control
due to their potential to modulate essential metabolic processes in insects. Among them, morin
hydrate has stood out for its low toxicity in mammalian models and its promising effects against
Aedes aegypti, one of the main vectors of arboviruses such as dengue, Zika, and chikungunya.
In this study, we evaluated the impact of morin hydrate on the energy metabolism and redox
balance of Ae. aegypti larvae. Third-instar larvae were exposed for 24 h to different
concentrations of the compound (0, 50, 100, 175, and 500 uM), and the contents of
triacylglycerols, glucose, trehalose, and glycogen were measured, as well as the expression of
lipidic and glycogenic enzymes and hormonal receptors (AKH and ILPs). In addition, hydrogen
peroxide production was assessed. The results revealed a dose-dependent effect characterized
by a progressive reduction in lipid and carbohydrate stores, associated with the activation of
lipases (TAGL1, HSL) and strong repression of lipogenic enzymes (FAS1, DGAT1, GPAT1)
and glycogen synthase, while circulating trehalose remained relatively stable, suggesting
prioritization of hemolymph homeostasis. Hormonal modulation included an increase in AKH
receptor expression and a drastic suppression of ILP receptor expression, indicating a shift
toward a persistent catabolic state. In parallel, a significant induction of hydrogen peroxide was
observed in homogenates of whole larvae and midguts, demonstrating that metabolic overload
and energy mobilization intensified oxidative metabolism and compromised intestinal integrity
and nutrient absorption. Taken together, the findings demonstrate that morin hydrate acts as a
profound metabolic modulator, suppressing anabolic pathways, stimulating catabolic ones, and
inducing oxidative stress, which contributes to energy depletion and reduced larval fitness in

Ae. aegypti.
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7 REFERENCIAL TEORICO

O armazenamento e a mobilizacdo de reservas energéticas representam processos
fundamentais para a manutencdo da homeostase em insetos, pois permitem a sobrevivéncia em
periodos de escassez alimentar, variacbes ambientais e demandas fisiologicas especificas
(Arrese; Soulages, 2010). Nesse contexto, o0 tecido adiposo, denominado corpo gorduroso,
exerce papel central como 6rgdo metabdlico e de armazenamento, acumulando lipidios sob a
forma de triacilglicerois e carboidratos na forma de glicogénio (Canavoso et al., 2001; Gondim
et al., 2018). Assim, esse tecido funciona como um integrador metabolico, ajustando-se a
estimulos internos e externos de modo a sustentar fungdes vitais como crescimento,

metamorfose, reproducado e longevidade (Arrese; Soulages, 2010).

A manutencdo do equilibrio energético em insetos depende da interacdo coordenada
entre diferentes tipos de reservas. Enquanto os lipidios fornecem energia de longa duracédo e
participam da formacdo de membranas celulares, os carboidratos, especialmente o glicogénio,
atuam como fonte de energia de rapida mobilizacdo (Canavoso et al., 2001). Além disso, a
trealose, principal carboidrato circulante na hemolinfa, assegura aporte energético continuo as
células e tecidos, desempenhando ainda fungdes associadas a resisténcia ao estresse oxidativo
e & manutencéo estrutural durante variacdes ambientais (Shukla et al., 2015; Yu et al., 2021).
Dessa forma, lipidios, glicogénio e trealose constituem um sistema integrado que garante a
homeostase metabdlica dos insetos frente a diferentes condi¢des de desafio energético.

Em mosquitos vetores, como Ae. aegypti, a importancia das reservas energeticas torna-
se ainda mais evidente. Durante o primeiro ciclo gonotrofico, substratos acumulados
previamente, seja na fase larval ou por meio da ingestdo de acucares na fase adulta, sdo
mobilizados em paralelo a utilizacdo de nutrientes derivados do sangue, assegurando a
producdo eficiente de ovos (Briegel, 1990; Ziegler; Ibrahim, 2001). Ap6s o repasto sanguineo,
observam-se alteracbes marcantes na composic¢do lipidica e na morfologia das gotas
citoplasmaticas do corpo gorduroso, refletindo a redistribui¢do de nutrientes para a vitelogénese
(Hou et al., 2015; Wang et al., 2017). Assim, a capacidade de reorganizar as reservas
energéticas garante que o ciclo reprodutivo seja concluido mesmo diante de variagdes no aporte

nutricional.

Para além da reproducéo, as reservas energéticas tambem modulam outros processos

fisiologicos relevantes. Alteragcdes no metabolismo de lipidios e carboidratos estdo associadas
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a resposta imune e & interagdo com patégenos, como evidenciado em modificagdes metabolicas
observadas durante infeccBes por arbovirus (Barletta et al., 2017; Perera et al., 2012). De
maneira semelhante, ajustes no metabolismo glicidico durante o desenvolvimento embrionario
de ovos de Ae. aegypti conferem resisténcia a dessecacao, assegurando a viabilidade até a
ecloséo (Rezende et al., 2008). Ainda, o estado nutricional das larvas influencia diretamente a
quantidade de reservas acumuladas nos adultos, afetando fecundidade, longevidade e até a
competéncia vetorial (Silva et al., 2020; Telang et al., 2012). Nesse sentido, as reservas
energéticas nao apenas sustentam processos fisioldgicos imediatos, mas representam também
um elo entre nutricdo, reproducéo e sobrevivéncia em diferentes fases do ciclo de vida.
Portanto, o equilibrio entre armazenamento e mobilizacdo de reservas € essencial para a
homeostase geral dos insetos, garantindo ndo s6é a manutencdo das funcdes béasicas, mas

também a sobrevivéncia das espécies.

7.1 Padrdes nutricionais e suas implicacdes fisioldgicas em Aedes aegypti

As exigéncias nutricionais de Ae. aegypti variam de acordo com o estagio do ciclo de
vida, refletindo a adaptacdo do inseto a diferentes ambientes e fontes alimentares. Na fase
larval, a nutricdo depende principalmente da ingestdo de particulas orgénicas suspensas em
agua, como microrganismos, detritos vegetais e matéria organica em decomposi¢do, 0s quais
sdo processados por meio de um aparato bucal filtrador eficiente (Merritt; Dadd; Walker, 1992).
Essa dieta fornece proteinas, lipidios e carboidratos essenciais para 0 acumulo de reservas que
sustentardo a metamorfose e a emergéncia do adulto (Telang; Frame; Brown, 2007). A
disponibilidade e a qualidade desse alimento aquético influenciam diretamente no tamanho
corporal, na quantidade de reservas energéticas acumuladas e, consequentemente, na
fecundidade e longevidade dos adultos (3). Assim, a fase larval estabelece a base metabdlica

sobre a qual se desenvolverdo os estagios subsequentes.

Na fase adulta, as necessidades nutricionais se diversificam de acordo com 0 sexo e a
funcdo fisioldgica desempenhada. Tanto machos quanto fémeas dependem do consumo de
acucares de origem vegetal, principalmente néctar e exsudatos de frutas que fornecem energia
imediata para 0 metabolismo basal e o voo (Foster, 1995). Essa fonte de carboidratos é
fundamental para a sobrevivéncia dos adultos, especialmente em periodos nos quais a

disponibilidade de sangue € limitada (Martinez-lIbarra et al., 1997). J& as fémeas apresentam a
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peculiaridade de necessitar de uma refeicdo sanguinea, que fornece proteinas e lipidios
indispensaveis para a producdo de ovos (Attardo; Hansen; Raikhel, 2005). O sangue ingerido é
direcionado ao processo de vitelogénese, garantindo a sintese de vitelogenina e o
desenvolvimento dos odcitos (Clifton; Noriega, 2012). Dessa forma, enquanto o acgucar
assegura energia de manutencdo, a refeicdo sanguinea representa um aporte especifico e

direcionado a reproducao.

A interdependéncia entre estagios ressalta como a nutricdo em Ae. aegypti deve ser
compreendida como um processo integrado, que conecta o ambiente aquéatico inicial as
demandas metabdlicas e reprodutivas da fase terrestre. Essa perspectiva integrada evidencia
que alteracBes no aporte nutricional em um estagio reverberam nos subsequentes, afetando
parametros vitais como sobrevivéncia, fecundidade e capacidade vetorial, como visto no
capitulo anterior. Assim, compreender esses vinculos é essencial ndo apenas para a biologia da

espécie, mas também para estratégias de manejo e controle do vetor.

7.2 Digestao e absorc¢ao de nutrientes em Aedes aegypti: diferencas entre larvas e adultos

O trato digestivo de Ae. aegypti apresenta divisdo anatbmica em intestino anterior,
médio e posterior, sendo o intestino médio o principal local de digestdo e absorcdo em larvas e
adultos (Clements, 2011). Trabalhos mais recentes fazem a divisdo do intestino médio em
intestino médio anterior e intestino médio posterior dada sua grande extensdo (Figura 10)
(Godoy et al., 2023). Apesar da semelhanca estrutural basica, as demandas fisiologicas variam
entre as fases, refletindo as diferentes dietas: larvas consomem matéria organica suspensa no
ambiente aquatico, enquanto adultos, especialmente as fémeas, especializam-se na
hematofagia. Essa diferenca dietética determina tanto a composicdo enzimatica secretada

guanto a morfologia funcional do epitélio intestinal (Clements, 2011; Lehane, 1997).

Nas larvas, o epitelio do intestino médio é adaptado para digestdo extracelular de
detritos e microrganismos presentes no ambiente aquatico. A presenca de células colunares com
microvilosidades densas permite maior superficie de absor¢do de proteinas, carboidratos e
lipidios oriundos da dieta variada, enquanto a matriz peritrofica regula a passagem de particulas
maiores e protege o epitélio contra abrasdo (Hegedus et al., 2009). J& nos adultos, o epitélio

sofre remodelacéo apos a metamorfose, tornando-se especializado na digestdo de sangue, com

64



grande expansdo do reticulo endoplasmatico rugoso nos enterdcitos e secrecdo rapida de
proteases apds a refeicdo (Hecker, 1977). Essa transicdo evidencia a plasticidade do intestino

médio de Ae. aegypti frente as exigéncias nutricionais de cada fase.

N
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( Ceco gastrico
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Figura 10. Esquema representativo do trato digestivo de larvas de mosquitos. Em (A), um

Aedes aegypti

Intestino
anterior

Intestino

Intestino
posterior

desenho esquematico representando o trato digestivo. Em (B), larvas de Aedes aegypti. Em (C),
intestinos dissecados de larvas evidenciando o ceco gastrico (GC), o intestino médio anterior

(AMG) e o intestino médio posterior (PMG). Adaptado de Godoy e colaboradores (2023).

Embora em ambas as fases o intestino médio seja o principal sitio de absorcéo, os
mecanismos de transporte refletem necessidades distintas. Nas larvas, transportadores de
aminoéacidos e carboidratos sustentam o rapido crescimento corporal e 0 acimulo de reservas
energéticas, essenciais para a metamorfose (Nation, 2016). Nos adultos, especialmente apds a
refeicdo sanguinea, predominam transportadores de amino&cidos, além da ativacdo de vias
especificas para lipidios, com a lipoforinas transportando triacilglicer6is na hemolinfa, em

contraste com a predominancia de diacilglicerdis em outros insetos (Arrese et al., 2001). Assim,
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embora compartilnem estratégias béasicas de absorc¢do, larvas e adultos divergem quanto as
moléculas priorizadas em cada estagio. Outro ponto de semelhanca € a funcdo da matriz
peritrofica, onde tanto nas larvas quanto nos adultos, ela atua como barreira seletiva e protetora,
contudo, nos adultos seu papel ganha relevancia na digestdo sanguinea por reter produtos da
hemoglobina e reduzir a toxicidade associada a heme (Hegedus et al., 2009). Essa diferenca
funcional reflete a adaptagéo especifica dos mosquitos hematofagos em comparagéo ao estagio

larval filtrador.

A interagdo com a microbiota é um fator determinante. Nas larvas, o microbioma
intestinal contribui para a digestdo de compostos vegetais e a obtengéo de vitaminas (Coon et
al., 2014). Ja nos adultos, a microbiota se expande apds a ingestdo de sangue, favorecendo a
lise de eritrocitos e acelerando a digestao proteica, além de influenciar a fecundidade (Gaio et
al., 2011). Assim, enquanto em larvas o microbioma sustenta a nutri¢do geral, nos adultos ele
se integra diretamente ao sucesso reprodutivo. Além de tudo isso, o intestino medio atua como
barreira imunoldgica em ambas as fases, mas com func6es diferenciadas. Nas larvas, ele limita
a invasdo de microrganismos ambientais potencialmente patogénicos, garantindo a
sobrevivéncia em habitats ricos em matéria organica (Jagadeshwaran et al., 2009). Nos adultos,
além da protegdo contra bactérias, o intestino médio representa o primeiro ponto de contato
com arbovirus como dengue, Zika, Chikungunya e Mayaro, funcionando como barreira
permissiva ou refrataria a infeccdo (Sim; Jupatanakul, Dimopoulos, 2014). Dessa forma,
enquanto a funcdo larval esta ligada a defesa contra patdgenos ambientais, a funcdo adulta
associa-se diretamente a suscetibilidade vetorial.

O percurso do alimento no trato digestivo de Ae. aegypti, desde a ingestdo até a
distribuicdo pela hemolinfa, apresenta bases estruturais semelhantes entre larvas e adultos, mas
revela diferencas profundas em termos de fisiologia, metabolismo e integragdo com a
microbiota e patdgenos. Enquanto as larvas priorizam a absorcao de carboidratos e aminoacidos
para sustentar o crescimento rapido e a metamorfose, os adultos, sobretudo as fémeas
hematofagas, direcionam a utilizagdo de aminoacidos derivados do sangue para a producéo de
vitelogenina e mobilizam lipidios, transportados por lipoforinas, para a maturacdo ovariana.
Essas particularidades refletem as exigéncias adaptativas de cada fase do ciclo de vida e

explicam, em grande parte, 0 sucesso desse mosquito como vetor de importancia médica.
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7.3 O corpo gorduroso como centro integrador do metabolismo em insetos

O corpo gorduroso é um oOrgdo multifuncional central na fisiologia dos insetos,
desempenhando papéis fundamentais na regulacdo da homeostase. Atua como principal 6rgao
de armazenamento lipidico e de sintese de metabdlitos intermediarios, liberando na hemolinfa
precursores essenciais para reproducdo, locomogao e outros processos fisiologicos (Gondim et
al., 2018; Nation, 2016; Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021; Van Handel, 1965;
Wigglesworth, 1942). Além disso, exerce papel ativo no sistema imunoldgico, por meio da
producdo de peptideos antimicrobianos, e na resisténcia a inseticidas e moléculas tdxicas
(Azeez; Meintjes; Chamunorwa, 2014; Hu et al., 2016). Esse carater multifuncional, que inclui
ainda a producgdo de hormonios como a 20-hidroxiecdisona (20E) e fatores de crescimento
(IDGFs, ADGFs), frequentemente leva a comparacdo com o figado e o tecido adiposo dos
vertebrados (Chapman, 2013; Lord; Brown, 2012; Nation, 2016; Sendergaard, 1993;
Wigglesworth, 1942; Yafei; Yongmei, 2015).

Os metabolitos adquiridos a partir da alimentacdo sdo direcionados ao corpo gorduroso,
que exerce funcdes equivalentes a figado e tecido adiposo, mas adaptadas ao ciclo de vida
holometabolo (Wigglesworth, 1942). Esse tecido é de origem mesodérmica e ocupa grande
parte da cavidade interna do inseto, formado por trés tipos celulares: trofécitos, uratocitos e
oendcitos. Os trofdcitos predominam e concentram as principais reservas energéticas; 0s
uratocitos estdo envolvidos no metabolismo do nitrogénio; e os oendcitos apresentam papel
central na regulacéo lipidica (Arrese; Soulages, 2010). Essa diversidade celular permite integrar
funcBes de armazenamento, detoxificacdo, metabolismo enddcrino e imunidade, consolidando
o corpo gorduroso como verdadeiro “Orgdo central” da fisiologia dos insetos (Canavoso et al.,

2001).

Morfologicamente, o corpo gorduroso apresenta-se como um tecido esbranquicado
distribuido por todo o corpo, atuando como tecido conjuntivo, mas concentrado principalmente
no abdome (Assis et al., 2014; Nation, 2016; Roma; Bueno; Camargo-Mathias, 2010). Divide-
se em dois tipos: periferico, localizado sob o tegumento e associado ao sistema muscular; e
perivisceral, distribuido ao redor de 6rgaos, especialmente na regido posterior do trato digestivo
(Figura 11) (Assis et al., 2014; Chapman, 2013; Martins, 2008; Roma; Bueno; Camargo-
Mathias, 2010; Turgay-izzetoglu; Giilmez, 2019). Em A. aegypti, ambas as formas ocorrem na
fase larval, mas apenas a periférica permanece visivel nos adultos (Martins; Pimenta, 2008;

Martins, 2008). Alteragcdes conformacionais acompanham mudancas fisiologicas: dietas ricas
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em acucar podem induzir hipertrofia, enquanto a ingestdo de sangue leva ao achatamento do
6rgdo devido a expansdo intestinal (Martins; Pimenta, 2008).

torax corpo gorduroso

sistema

1 mm J corpo gorduroso

sistema nervoso

Figura 11. O corpo gorduroso em um esquema anatémico do mosquito Aedes aegypti. Em

vermelho a localizacdo do corpo gorduroso € evidenciada. Retirado de Martins (2008).

Na Figura 12 observa-se um corte histologico transversal do abdome de Lutzomyia
longipalpis alimentada com dieta acucarada, evidenciando a distribuicdo do corpo gorduroso.
O tecido aparece organizado em duas porc¢des distintas: o corpo gorduroso perivisceral,
indicado em vermelho, localizado em torno dos 6rgéos internos, e o periférico, assinalado em
verde, situado proximo ao tegumento. Em ambos, é possivel identificar trofocitos contendo
abundantes goticulas lipidicas, confirmando a fun¢éo do corpo gorduroso como principal érgédo
de armazenamento de energia. Além disso, o corte permite visualizar estruturas associadas a
fisiologia abdominal, incluindo a hemocele, o coracédo, o tegumento, a musculatura, o intestino
médio, os tabulos de Malpighi, o sistema nervoso, bem como a presenca de oendcitos (0) e
ovarios. Essa organizacéo reforca a importancia do corpo gorduroso na integracdo metabolica

e no suporte fisioldgico dos dipteros, conforme descrito por Assis e colaboradores (2014).

68



Figura 12. Corte histoldgico transversal do abdome de Lutzomyia longipalpis alimentada
com acgucar. O corte foi corado com hematoxilina e eosina evidenciando a distribuicdo do
corpo gorduroso. Os lobos corpo gorduroso (FB) perivisceral (circulado em vermelho) e o
periférico (circulado em verde) estdo indicados. Trofdcitos (T) no FB aparecem ricos em
goticulas de lipidios (LD). h, hemocele; H, coracéo; i, tegumento; M, musculo; mg, intestino
médio; mt, tubulos de malpighi; ns, sistema nervoso; o, oendcitos; Ov, ovario. Retirado de Assis
e colaboradores (2014).

A estrutura celular inclui trofécitos, oendcitos e, em insetos em geral, uratocitos, porém,
nos mosquitos, apenas os dois primeiros sdo predominantes (Canavoso et al., 2001; Johnson;
Butterworth, 1985). Os trofocitos, que representam cerca de 91-94% das células, concentram
lipidios, acUcares, proteinas e precursores de vitelo, apresentando mitocéndrias abundantes,
reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi desenvolvidos (Arrese; Soulages, 2010;
Martins et al., 2011b, 2011c). ApGs 0 repasto sanguineo, observa-se enriquecimento
citoplasmatico em organelas associadas ao metabolismo energético, processo critico para
vitelogénese (Assis et al., 2014). J& os oendcitos, menos abundantes, destacam-se por vacuolos

digestivos, mitocondrias densas e reticulo endoplasmatico liso desenvolvido, desempenhando
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funcdes de defesa inata, lipogénese, detoxificacdo e producao de hormonios esteroides como -
e B-ecdisona (Martins et al., 2011a, 2011d; Roma; Bueno; Camargo-Mathias, 2010; Ruvolo;
Landim, 1993; Tzou; De Gregorio; Lemaitre, 2002).

No metabolismo energético, o corpo gorduroso atua como reservatorio dinamico de
lipidios e carboidratos. Em relagdo aos lipidios, a estocagem ocorre principalmente sob a forma
de triacilglicerdis (TAG) em goticulas lipidicas, representando mais de 90% das reservas
energéticas (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021; Zimmermann et al., 2009). A mobilizacédo
dessas reservas depende da acdo das lipoforinas, lipoproteinas de alta densidade que
transportam lipidios de forma eficiente na hemolinfa, sem degradacdo completa da particula
(Canavoso et al., 2001; Gondim et al., 2018; Horne; Haritos; Oakeshott, 2009; Van der Horst
et al., 2002). Apos a refeicdo sanguinea, a captacdo de acidos graxos pelo corpo gorduroso e
sua rapida transferéncia aos ovarios sdo cruciais para a vitelogénese e o ciclo gonotréfico
(Ziegler; lbrahim, 2001).

Os carboidratos também tém papel central no metabolismo energético, onde a glicose e
a frutose absorvidas no intestino sdo convertidas em trealose no corpo gorduroso pela a¢éo da
trealose-6-fosfato sintase e liberadas na hemolinfa como principal fonte de energia circulante
(Becker et al., 1996). A trealose sustenta a intensa atividade muscular durante o voo, sendo
hidrolisada em glicose por trealases nos tecidos-alvo (Veenstra, 1989). O corpo gorduroso
também acumula glicogénio, mobilizado em periodos de jejum para complementar as reservas
lipidicas (Murphy; Wyatt, 1965).

A integracdo metabdlica é finamente regulada por horménios, incluindo os peptideos
semelhantes a insulina (ILPs) e o horménio juvenil (JH), que modulam tanto a sintese quanto a
mobilizacdo de reservas (Raikhel; Dhadialla, 1992). Em Ae. aegypti, tais vias sinalizadoras séo
criticas por conectar o estado nutricional a reproducdo, garantindo a alocacdo eficiente da

energia do repasto sanguineo para a producéo de ovos (Attardo; Hansen; Raikhel, 2005).

Assim, o corpo gorduroso em Ae. aegypti consolida-se como centro integrador do
metabolismo, recebendo e redistribuindo nutrientes de acordo com as demandas fisioldgicas e
ecologicas. Lipidios e carboidratos, em particular, representam reservas energéticas
estratégicas, sustentando desde o voo até a vitelogénese, reforcando o papel essencial desse

tecido para a sobrevivéncia e sucesso reprodutivo do inseto.
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7.4 Metabolismo de lipidios em insetos

Os lipidios sé@o essenciais para a manutencao das funcgdes regulares do metabolismo dos
insetos, uma vez que estdo envolvidos na embriogénese, crescimento, desenvolvimento,
metamorfose, diapausa, reproducdo, voo prolongado e sobrevivéncia durante o inverno e
periodos de escassez de alimentos (Arrese; Soulages, 2010; Gondim et al., 2018). A ingestdo e
0 processamento de nutrientes sdo fundamentais para o crescimento, o desenvolvimento e a
manutencdo da homeostase em organismos vivos (Shi & Burn, 2004). Entre esses nutrientes,
os lipidios constituem fontes energéticas altamente densas, podendo ser ingeridos na forma de
TAG, fosfolipidios, ésteres de colesterol e acidos graxos livres (FA). Antes de sua absorcéo,
contudo, passam por transformaces catalisadas por lipases digestivas. Em insetos, enzimas
lipoliticas foram identificadas na regido anterior do intestino médio e associadas a matriz
peritréfica (Dow, 1987; Toprak et al., 2008), hidrolisando TAG, diacilglicerol (DAG),
monoacilglicerol (MAG) e fosfolipidios em &acidos graxos, glicerol e outros intermediarios
(Terra; Ferreira, 1994). As enzimas que catalisam essa hidrolise sdo classificadas como lipases
que compartilham a triade catalitica Ser-His-Asp/Glu caracteristica de hidrolases (Horne;
Haritos; Oakeshott, 2009; Pirahanchi; Sharma, 2019), outros estudos mostram que a digestéo
lipidica em insetos envolve principalmente lipases neutras, fosfolipases e colesterol esterases
(Carriere et al., 1993; Toprak, 2020).

Os produtos finais da digestdo lipidica incluem acidos graxos, glicerol e colesterol ndo
esterificado (Gondim, 2018). Esses metabolitos sdo absorvidos por enterdcitos no intestino
médio, como demonstrado em D. melanogaster, com participacdo de proteinas transportadoras
de &cidos graxos (Esteves; Ehrlich, 2006; Holtof et al., 2019). Uma vez internalizados, os &cidos
graxos podem ser oxidados em mitocondrias para geracdo imediata de energia, utilizados para
sintese de novos lipidios complexos ou transportados para outros tecidos. As lipoforinas
circulantes distribuem energia para tecidos ativos, como musculos durante o voo, e também
direcionam lipidios para estocagem no corpo gorduroso na forma de TAG (Figura 13) (Arrese;
Soulages, 2010; Gondim et al., 2018).
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Figura 13. Transporte de lipidios via lipoforinas. Em destaque a absorcéo de triacilglicerol
(TAG), fosfolipidios (PL), ester de colesterol (CE), colesterol (Cho) e acidos graxos (FA) do
lumen intestinal, nos enterécitos TAG, PL e CE sdo sintetizados para serem transportados por
lipoforinas (Lp) que distribui esses lipidios para diferentes lipidios. No corpo gorduroso os
lipidios sdo estocados em goticulas lipidicas (LD). Adaptada de Gondim e colaboradores
(2018).

O metabolismo lipidico em mosquitos reflete a plasticidade alimentar ao longo do ciclo
de vida. Durante o estégio larval, a dieta é baseada em detritos organicos presentes no ambiente
aquatico, com relatos de canibalismo em situacdes de escassez (Beserra; Fernandes; Ribeiro,
2009). Ja os adultos apresentam héabitos distintos: ambos 0s sexos ingerem carboidratos de
fontes vegetais, enquanto as fémeas necessitam do sangue para sustentar a vitelogénese (Arrese;
Soulages, 2010; Gondim et al., 2018). Acucares simples, como glicose e frutose, absorvidos no
intestino apds hidrélise por carboidrases (Chapman, 2013; Grossman et al., 1997), podem ser
oxidados ou convertidos em lipidios e armazenados como TAG no corpo gorduroso (Van
Handel, 1965; Ziegler; Ibrahim, 2001). Esse processo depende de transportadores de glicose do
tipo GLUT e SGLT (Meyer; Vitavska; Wieczorek, 2011), além de enzimas lipogénicas como
acetil-CoA carboxilase e &cido graxo sintase. J& 0s aminoacidos resultantes da digestdo de

proteinas do sangue sdo desviados para vias anabodlicas, sendo substratos para a sintese de
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lipidios de novo, reforcando a conexdo entre dieta proteica e lipogénese (Borovsky, 2003;
Holtof et al., 2019; Venancio et al., 2009).

A mobilizacdo de TAG em insetos depende da ativacdo de cascatas de sinalizacao
reguladas pelo horménio adipocinético (AKH), que atua via receptores acoplados a proteina G
promovendo o aumento de AMPc e a subsequente ativacdo da proteina quinase A (PKA) (Lu
et al., 2018). A PKA fosforila proteinas associadas as goticulas lipidicas, como LSD-1, que
controlam o acesso das lipases ao substrato (Toprak, 2020). A lipase brummer (bmm), ortologa
da adipose triglyceride lipase (ATGL) de mamiferos, desempenha papel essencial na hidrélise
de TAG, sendo regulada tanto por fosforilagdo como por proteinas coativadoras semelhantes a
CGI-58 (Gronke et al., 2005; Walther; Farese, 2009). Estudos recentes em Ae. aegypti
demonstram que a expressao de bmm varia conforme o estagio de desenvolvimento (mais alta
em larvas tardias e pupas) e que em adultos submetidos ao jejum a expressdo de bmm
correlaciona com a redugdo nos niveis de TAG, evidenciando sua participacdo funcional na
mobilizacdo lipidica quando ha escassez de alimento (Dos Santos et al., 2024). Em mamiferos,
a cascata lipolitica ¢ desencadeada principalmente por catecolaminas que ativam receptores [3-
adrenérgicos, resultando em um mecanismo anélogo de ativacdo de PKA, porém, envolvendo
lipases distintas, como ATGL, lipase horm6nio sensivel (HSL) e monoacilglicerol lipase
(MGL) (Duncan et al., 2007; Zechner et al., 2009). Esse paralelismo funcional entre insetos e

mamiferos sugere uma conservacdo evolutiva do controle hormonal da lipélise.

Apos a formacdo de diacilglicerol (DAG) por acdo da ATGL, a sequéncia lipolitica é
similar entre insetos e mamiferos. Em vertebrados, a HSL atua sobre DAG, convertendo-o em
monoacilglicerol (MAG), que por sua vez é hidrolisado pela monoacilglicerol lipase (MGL),
liberando &cidos graxos livres e glicerol (Figura 14) (Lass et al., 2006; Zechner et al., 2009).
Nos insetos, evidéncias sugerem a presenca de lipases neutras capazes de realizar a hidrdlise de
DAG, desempenhando funcdo andloga a de HSL em mamiferos (Canavoso et al., 2001; Toprak,
2020). Os acidos graxos liberados nesse processo podem ser direcionados para f-oxidagdo
mitocondrial, gerando acetil-CoA que alimenta o ciclo do &cido citrico e a cadeia transportadora
de elétrons, resultando na producdo de ATP (Arrese; Soulages, 2010; Nassel;, Zandawala,
2019). Esse suprimento energético é particularmente critico durante voo sustentado e processos
reprodutivos em mosquitos, nos quais a mobilizacao lipidica atua como principal via de suporte
metabdlico (Dos Santos et al., 2024).
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Figura 14. Lipdlise comparada de mamiferos e insetos. Em A ha a representacao do estado
onde ndo ha a estimulacéo da lipdlise, em B h& a ocorréncia do mecanismo lipolitico descrito
em mamiferos e em C h& a representacéo do que ja é documentado sobre lipdlise em insetos.
Proteinas representadas em vermelho representam proteinas homoélogas entre si com atividade
de TAG lipase. Proteinas representadas em verde representam proteinas com atividade
relacionada ao estoque de TAG. As formas em azul representam os hormonios receptores que
regulam o metabolismo. HSL, Lipase Horménio Sensivel; Plin, Perilipina; CGI-58, Gene
Comparativo de Identificacdo 58; ATGL, Lipase Trigliceridica Adiposa; MAGL,
Monoacilglicerol lipase; PKA, Proteina quinase A; FA, Acido graxo; TAG, Triacilglicerol;
DAG, Diacilglicerol; MAG, Monoacilglicerol; cAMP, Adenosina Monofosfato Ciclica; Bmm,
Brummer; Lsdl, Lipid storage droplet 1; AKHR, Receptor do Horménio Adipocinético.
Adaptado de (Lord; Brown, 2012).

Ap0s periodos de abundancia nutricional, como ap6s uma refeicdo sanguinea, 0 corpo
gorduroso de insetos hematofagos direciona seu metabolismo para a sintese de lipidios de novo,
acumulando principalmente triacilglicerois que servirdo de reserva energética para processos
vitais como reproducdo e voo (Arrese; Soulages, 2010; Gondim et al., 2018; Saraiva et al.,
2021). Em Rhodnius prolixus, esse processo é bem caracterizado e envolve aumento da
atividade de acetil-CoA carboxilase (ACC), essencial para a formacdo de malonil-CoA, e cuja
reducdo compromete a lipogénese e a capacidade reprodutiva (Moraes et al., 2022). Em
mosquitos, particularmente em Ae. aegypti, a cido graxo sintase (FAS) apresentou expressao

elevada em fémeas adultas, sendo FAS1 a isoforma predominante na lipogénese, e sua redugéo
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estd associada a prejuizos no acumulo de lipidios e no sucesso reprodutivo (Chotiwan et al.,
2022). Além disso, estudos de nutricdo mostram que dietas ricas em carboidratos durante a fase
larval elevam a ocorréncia de ILPs e aumentam a eficiéncia de conversdo de aclcares em
lipidios no corpo gorduroso de adultos, evidenciando que a qualidade nutricional precoce afeta
diretamente a capacidade de sintese lipidica em fases posteriores (Pooraiiouby et al., 2018).
Essa plasticidade metabdlica garante a rapida reposicao das reservas lipidicas apds periodos de
mobilizacdo, sustentando a demanda energética necessaria para a reproducdo e a manutencao

da homeostase.
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Figura 15. Lipogénese. A figura representa um esquema da sintese lipidica mediada pela

acetil-Coa carboxilase e acido graxo sintase I. Adaptado de Alabaster e colaboradores (2011).

7.5 Metabolismo de carboidratos em insetos

Os carboidratos representam uma classe de biomoléculas essenciais, cuja principal

fungéo é fornecer energia répida e servir como matéria-prima para processos biossintéticos
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fundamentais (Berg et al., 2019). Em insetos, esses compostos podem ser armazenados sob a
forma de polissacarideos, como o glicogénio, ou circular no hemolinfa como agucares livres,
principalmente glicose e trealose (Thompson, 2003; Wyatt; Loughheed; Wyatt, 1956). O
glicogénio funciona como uma reserva de medio prazo, acumulada principalmente no corpo
gorduroso, enquanto a trealose atua como agucar ndo redutor predominante no hemolinfa,
desempenhando papel central na manutencdo da homeostase energética e na protecdo contra
estresses ambientais (Becker et al., 1996; Thompson, 2003). Dessa forma, os carboidratos
fornecem uma base metabolica flexivel, capaz de sustentar tanto processos continuos de
manutencdo quanto respostas adaptativas rapidas a diferentes condi¢des fisiologicas e

ambientais.

A glicose livre constitui a forma mais imediata de carboidrato nos insetos, atuando como
substrato essencial para a glicolise e o ciclo do acido citrico. Sua concentracdo na hemolinfa é
normalmente baixa devido ao controle osmético e a rapida conversdo em trealose no corpo
gorduroso (Arrese; Soulages, 2010; Becker et al., 1996). Experimentos em D. melanogaster
mostraram que a manipulacao de transportadores de glicose (GLUT-like) afeta o crescimento
larval e o balanco energético, evidenciando a importancia desse agcicar mesmo em pequenas
concentragfes (Dus; Ai; Suh, 2013). Em mosquitos, incluindo Ae. aegypti, a glicose é
rapidamente desviada para a sintese de trealose ou glicogénio, desempenhando papel transitorio
antes de ser estabilizada em formas mais seguras de armazenamento (Wyatt; Loughheed,;
Wyatt, 1956).

A trealose representa a principal forma de carboidrato circulante em insetos, atingindo
concentracfes na hemolinfa até 200 vezes maiores do que a glicose (Thompson, 2003).
Formada por duas moléculas de glicose ligadas, sua sintese ocorre no corpo gorduroso a partir
da trealose-6-fosfato sintetase (TPS) e da trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) (Figura 16) (Shukla
et al., 2015). O silenciamento génico em Nilaparvata lugens demonstrou que a inibicdo de TPS
reduz significativamente os niveis de trealose circulante, comprometendo a sobrevivéncia pos-
emergéncia e a resisténcia ao estresse oxidativo (Yang et al., 2017). A mobilizacdo desse
dissacarideo é catalisada pela trealase, enzima que hidrolisa a trealose em duas moléculas de
glicose, rapidamente utilizadas em tecidos metabolicamente ativos, como o0 musculo durante o
voo ou 0 epitélio intestinal em condigdes de infecgdo viral (Shukla et al., 2015). Além do papel

energético, a trealose confere protecdo estrutural a proteinas e membranas em estados de
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dessecacdo, sendo considerada uma molécula chave para a toleréncia a estresses ambientais
(Elbein et al., 2003).
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Figura 16. Modelo esquematico da biossintese e hidrolise do glicogénio e trealose. HK:
Hexoquinase, PGM: Fosfoglicomutase, GP: Glicogénio fosforilase, GS: Glicogénio sintase,
TPS: Trealose 6-fosfato sintase. TPP: Trealose 6-fosfato fosfatase, TREH: Trealase, HTM:

Horménio hipertrealossémico. Retirado de Shukla e colaboradores (2015).

O glicogénio, por sua vez, € a forma predominante de armazenamento de carboidratos
nos insetos, acumulando-se principalmente no corpo gorduroso, mas também em tecidos como
o musculo e o epitélio intestinal (Arrese; Soulages, 2010; Murphy; Wyatt, 1965; Wigglesworth,
1942). Estruturalmente, consiste em uma rede altamente ramificada de residuos de glicose
unidos por ligagdes a-1,4 ¢ a-1,6, permitindo tanto estabilidade, quanto mobilizacdo rapida.
Sua degradacdo ocorre via glicogenolise, mediada pela glicogénio fosforilase, liberando
glicose-1-fosfato que é convertida em glicose-6-fosfato e direcionada para a glicolise (Figura
16) (Géde; Auerswald, 2003). Em Ae. aegypti, experimentos de restricdo alimentar larval

mostraram que o acumulo reduzido de glicogénio compromete a fecundidade e a longevidade
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dos adultos, evidenciando o impacto desse polimero na preparacdo energética para o ciclo
gonotrofico (Telang; Frame; Brown, 2007). Mais recentemente, andlises transcriptbmicas
revelaram que a infeccdo por arbovirus pode modular a expressdo de genes relacionados a
sintese e mobilizacdo de glicogénio, reforcando a conexao entre metabolismo energético e

competéncia vetorial (Saraiva et al., 2016).

Portanto, glicose livre, trealose e glicogénio nao apenas representam diferentes formas
de carboidratos, mas também refletem estratégias moleculares e fisiologicas complementares.
Enquanto a glicose atua como substrato imediato e regulado de forma estrita, a trealose funciona
como uma reserva circulante estavel e multifuncional, e o glicogénio constitui o deposito
energético de médio prazo. Essa triade garante flexibilidade metabdlica aos insetos, permitindo
adaptacdes rapidas a mudancas ambientais, demandas energéticas extremas e desafios

imunoldgicos.

7.6 Regulacdo hormonal e molecular do metabolismo energético em insetos

O balanc¢o energético em insetos € mantido por mecanismos integrados que regulam o
armazenamento e a mobilizacdo de lipidios e carboidratos, garantindo a homeostase frente a
variagcOes nutricionais e fisioldgicas (Arrese; Soulages, 2010). O corpo gorduroso atua como
principal dep6sito metabolico, acumulando triacilglicerdis em gotas lipidicas e glicogénio, além
de funcionar como centro de sintese e degradacdo de substratos (Arrese et al., 2001). A
circulacéo de lipidios na hemolinfa € mediada por lipoforinas, que transportam diacilglicerdis
de forma reversivel entre drgdos de consumo e reservas de armazenamento, porém, em
mosquitos ocorre na forma de triacilglicerdis (Arrese; Soulages, 2010; Ford; Van Heusden,
1994). Assim, esse tecido desempenha papel central como elo entre a ingestdo alimentar e a

utilizacdo energética nos diferentes estagios do ciclo de vida.

A regulacdo metabolica depende de hormonios e vias de sinalizagéo sensiveis ao estado
nutricional. Horménios peptidicos como 0 AKH estimulam a lipolise e a glicogendlise durante
periodos de alta demanda energética, enquanto ILPs (Sieglaff; Duncan; Brown, 2005) e a via
TOR favorecem o anabolismo em condicdes de abundancia (Alves-Bezerra et al., 2016; Gulia-
Nuss et al., 2011; Lu et al., 2018). Além desses, a 20E exerce papel fundamental no
redirecionamento de nutrientes ap0s 0 repasto sanguineo em Ae. aegypti, estimulando a

mobilizacdo de lipidios e carboidratos para sustentar a vitelogénese (Lu et al., 2018). Essa
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integracao entre AKH, insulina/ TOR e 20E garante que as reservas energéticas sejam utilizadas
de forma coordenada em funcgdo das demandas fisioldgicas do ciclo reprodutivo (Roy; Hansen;
Raikhel, 2007). Esse equilibrio entre vias catabolicas e anabolicas confere ao inseto

flexibilidade metabdlica diante de diferentes contextos ambientais.

O controle molecular da utilizacéo de lipidios e carboidratos também envolve fatores de
transcricdo e reguladores enziméticos especificos. Homologos do fator HNF4 em insetos
induzem a expressdo de genes relacionados a -oxidacdo e a mobilizacdo de acidos graxos,
favorecendo o uso energético em momentos de demanda elevada (Palanker et al., 2009). A
homeostase de carboidratos, por sua vez, é sustentada pela regulacdo da trealose, principal
acucar circulante, cuja sintese e degradacdo sdo controladas por trealose-fosfato sintase e
trealase (Shukla et al., 2015). Ha ainda evidéncias de que a 20E, em conjunto com ILPs, regula
indiretamente a expressdo de enzimas envolvidas na mobilizacdo de lipidios e no controle de
carboidratos durante a fase reprodutiva em mosquitos (Sieglaff; Duncan; Brown, 2005). A
integracdo dessas vias assegura que lipidios e carboidratos atuem de forma complementar,

mantendo o fluxo energético constante para processos vitais do inseto.

Quando o equilibrio entre armazenamento e mobilizagdo é perturbado, surgem
consequéncias significativas para a aptiddo do mosquito. Alteraces na expressédo de lipases,
receptores de hormonios ou na sinalizacdo de insulina podem reduzir a fecundidade, a
longevidade e até a competéncia vetorial (Arrese; Soulages, 2010; Gondim et al., 2018). Esse
impacto evidencia como a regulacdo das reservas energéticas ndo apenas garante a
sobrevivéncia individual, mas também influencia a dindmica populacional e epidemioldgica da

espécie.

7.7 Efeitos de flavonoides sobre 0 metabolismo energético

Muitos flavonoides vegetais tém sido identificados como inibidores da enzima
ecdisone-20-monooxigenase, que converte ecdisona em 20E, crucial para metamorfose e
eventos metabdlicos em insetos; entre os flavonoides com esse efeito estdo quercetina,
miricetina, kaempferol, apigenina e flavona, os quais inibem essa atividade em Ae. aegypti,
larvas de D. melanogaster e larvas de Man. sexta, num regime dose-dependente (Mitchell et

al., 1993). Essa inibig&o retarda o desenvolvimento larval ou de muda, o que altera o balango
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energeético porque exige redistribuicdo ou mobilizacdo de reservas energéticas para manutencao

metabdlica na auséncia de progresso de desenvolvimento (Mitchell et al., 1993).

Além disso, ha evidéncias de que a sintese de acidos graxos pode ser diretamente
modulada por flavonoides. Em modelos animais, diversos compostos dessa classe atuam como
inibidores diretos da FAS, incluindo quercetina, morina e outros, apresentando ICso em faixa
micromolar contra FAS isolada de figado de mamiferos (Li; Tian, 2004). Esses resultados séo
consistentes com achados em insetos, onde a supressdo experimental de FAS em Colaphellus
bowringi comprometeu a formacéo de reservas lipidicas durante a preparacdo para diapausa,
afetando também a expressdo de genes de tolerancia ao estresse (Tan et al., 2017). De forma
semelhante, em Ae. aegypti, a reducdo experimental da atividade de ACC e FAS afetou de
maneira diferencial a formacdo da camada externa dos ovos e a digestdo do sangue, revelando
que a integridade das vias lipogénicas é essencial tanto para o acimulo quanto para a utilizacédo
de lipidios em processos reprodutivos e metabolicos (Alabaster et al., 2011). Assim, o bloqueio
da sintese de acidos graxos emerge como um mecanismo convergente pelo qual flavonoides

reduzem o acumulo de reservas energéticas.

O impacto dos flavonoides sobre a bioenergética em insetos ndo se restringe a
lipogénese, mas também envolve alteragbes em enzimas mitocondriais associadas ao
metabolismo energético. Em Man. sexta, foi demonstrado que diferentes flavonoides vegetais,
incluindo morina, interferem na atividade da transidrogenase mitocondrial em intestino médio
e corpo gorduroso de larvas do quinto instar, indicando que compostos dessa classe afetam
diretamente o balanco redox celular e, por consequéncia, a utilizacdo de substratos energéticos
(Vandock; Mitchell; Fioravanti, 2012). Esses efeitos podem comprometer a eficiéncia de
geracdo de NADPH, essencial para sintese de lipidios, além de diminuir a absorcdo de

nutrientes, o que ajuda a explicar reducdes de estoques lipidicos sob exposicdo a flavonoides.

Ainda que o a maior parte da literatura sobre carboidratos em insetos sob acdo de
flavonoides seja limitado, estudos paralelos indicam que inibidores do crescimento, ao alterar
0 balanco hormonal e o metabolismo, impactam tanto reservas lipidicas quanto glicogénicas
em mosquitos, sugerindo que compostos flavonoides com atividade anti-ecdisona podem gerar
efeitos semelhantes (Dhadialla; Carlson; Le, 1998). Esse redirecionamento metabdlico reforca
a ideia de que a acdo dos flavonoides em vias hormonais e enzimaticas ndo apenas reduz a

sintese de reservas, mas também acelera sua mobilizagéo.
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Em vertebrados, achados recentes reforcam essa visdo de convergéncia. A morina foi
descrita como potente inibidor da lipase pancreética e da adipogénese em modelos celulares,
reduzindo a diferenciacdo adipocinética e limitando o acumulo de triglicerideos (Venkateish;
Rajamanikandan; Perumal, 2024). Nesse mesmo estudo, verificou-se que a morina modulou de
forma significativa a expressdo de transportadores de glicose, favorecendo a captacdo e
utilizacdo de glicose, o que impacta diretamente no balanco energético (Venkateish;
Rajamanikandan; Perumal, 2024). Adicionalmente, observou-se reducdo da expressao de FAS
e das proteinas da familia perilipinas, responsaveis pelo revestimento e estabilidade das
goticulas lipidicas, indicando que a morina ndo apenas diminui a lipogénese, mas também
compromete a estocagem segura de lipidios em adipdcitos (Venkateish; Rajamanikandan;
Perumal, 2024). Além disso, em modelos de mamiferos sob dieta rica em lipidios, flavonoides
como morina diminuiram o acumulo lipidico hepético e adiposo, modulando a expressdo de
genes lipogénicos e aumentando a -oxidacdo (Naowaboot; Wannasiri; Pannangpetch, 2016).
Esses resultados, embora obtidos em animais distantes filogeneticamente, destacam que o

potencial de flavonoides em reduzir reservas energéticas é amplamente conservado.

Em conjunto, os estudos disponiveis indicam que os flavonoides podem comprometer
0s estoques energéticos de insetos por multiplas vias: (1) inibicdo da biossintese de ecdisona,
impactando indiretamente o metabolismo; (2) bloqueio direto de enzimas lipogénicas, como
FAS; e (3) alteragdo do metabolismo mitocondrial, limitando a producéo de cofatores essenciais
para a sintese lipidica. Apesar dos avancos, ainda ha lacunas substanciais, especialmente quanto
a quantificacdo de reservas de carboidratos e a analise integrada dos efeitos desses compostos

ao longo do ciclo de vida dos insetos.
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8 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de diferentes concentrac¢des de hidrato de morina sobre o metabolismo
de lipidios e carboidratos em Ae. aegypti, buscando compreender os impactos desse composto

bioativo na regulacéo das reservas energéticas e na homeostase metabdlica do inseto.

8.1 Objetivos especificos

» Quantificar os niveis de triacilglicerol em larvas de Aedes aegypti expostos a diferentes

concentragdes de hidrato de morina;

» Avaliar possiveis alteracdes na expressdo génica de proteinas envolvidas com o

metabolismo lipidico;

» Analisar os niveis de glicose, trealose e glicogénio em larvas sob acdo o hidrato de

morina;

» Investigar possiveis alteracGes na expressdo génica na expressao de glicogénio sintase
e glicogénio fosforilase;

* Investigar se os niveis de expressdo de receptores de AKH e IL modulam a acgdo

observada

» Verificar a presenca de estresse oxidativo em larvas tratadas.
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9 MATERIAL E METODOS

9.1 Tratamento com hidrato de morina

Conforme detalhado no Capitulo 1, as condigdes de criacdo larval e preparo das solugoes
de hidrato de morina seguiram protocolos previamente padronizados de modo a garantir a
reprodutibilidade dos experimentos. Entretanto, neste capitulo é importante destacar que todos
os ensaios foram conduzidos apds 24 horas de exposi¢do ao composto. Nos experimentos de
quantificacdo de TAG e de expressdo génica por gPCR, foram utilizadas as concentragdes de
0, 50, 100, 175 e 500 uM de hidrato de morina, permitindo avaliar desde efeitos subletais até
concentracdes mais elevadas. Por outro lado, nos ensaios de quantificacdo de carboidratos e de
produgdo de perdxido de hidrogénio (H20:), foram empregadas apenas as concentracdes de 0 e
175 uM, esta ultima escolhida por corresponder aproximadamente a CLso previamente

estabelecida, assegurando a analise em um ponto critico de resposta larval.

9.2 Quantificacéo de triacilglicerol

Para a determinacdo do teor de TAG, 10 larvas previamente expostas a diferentes
concentracdes de hidrato de morina foram coletadas e imediatamente transferidas para
microtubos de 1,5 mL previamente identificados. As amostras foram homogeneizadas em 200
pL de 4gua destilada gelada utilizando micropistilo estéril, garantindo a ruptura celular
completa e a liberacdo dos lipidios intracelulares. O procedimento foi conduzido em gelo para
minimizar a degradacdo enzimatica e oxidativa dos acidos graxos durante a extracdo. Para
aumentar a reprodutibilidade e reduzir o efeito de varia¢des individuais, foram estabelecidas
cinco réplicas bioldgicas independentes para cada tratamento, cada uma composta por um pool
de 10 larvas.

O teor de TAG foi quantificado utilizando um kit enzimatico comercial de
monorreagente de triglicerideos (Bioclin®), seguindo rigorosamente as instrucbes do
fabricante. Brevemente, 10 uL. do homogeneizado larval foram transferidos para placas de 96
pocos de fundo transparente, aos quais foram adicionados 200 puL do reagente corante fornecido
no kit. A mistura foi homogeneizada por agitacao suave e incubada a 37 °C por 30 minutos em
estufa de microplacas, condicdo necessaria para a hidrolise completa dos triglicerideos em

glicerol e acidos graxos, bem como para o desenvolvimento da reagdo colorimétrica.
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Apo6s a incubagdo, a absorbancia foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro de
microplacas (Greiner® 96 Well Clear Polystyrene), com calibracdo prévia do equipamento.
Para a quantificacdo absoluta, foi construida uma curva padréo de TAG utilizando solucdes de
triglicerideos de concentracdo conhecida, processadas nas mesmas condi¢es experimentais
que as amostras biologicas. Os valores de absorbancia obtidos foram interpolados na curva
padrdo, permitindo a determinacdo da concentracdo de TAG nos homogeneizados larvais. Por
fim, os resultados foram normalizados pela quantidade de proteinas totais pareada por réplica,

possibilitando comparacdes diretas entre os diferentes grupos experimentais.

9.3 Quantificacéo de carboidratos

A quantificacdo de carboidratos foi realizada segundo protocolo adaptado de Van
Handel (1985), amplamente empregado em estudos de metabolismo energético de insetos por
permitir a determinagdo simultanea de agucares de reserva e circulantes. Nesse ensaio, foram
mensurados os teores de glicose, trealose e glicogénio. Diferentemente dos experimentos
anteriores de triacilglicerois, foi utilizada apenas a concentracdo correspondente a CLso do
hidrato de morina (175 uM), com o objetivo de avaliar especificamente o impacto metabdlico

dessa dose critica.

Cinco larvas L4 foram homogeneizadas em 130 pL de tampao PBS (10 mM, pH 7.4,
contendo 150 mM de NaCl) e 90 uL de solugdo de sulfato de sodio a 4% (p/v). Em seguida, 20
uL do homogeneizado foram reservados para a quantificacdo de proteinas totais. Ao restante,
adicionou-se 1 mL de etanol absoluto, seguido de agitacdo em vortex e centrifugacdo a 14.000
rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi dividido em duas fragcdes de 600 puL para as analises de
acucares totais e trealose, enquanto o pellet foi reservado para a dosagem de glicogénio. As
amostras do sobrenadante foram processadas em um concentrador a VAacuo por
aproximadamente 30 minutos a 30 °C, evitando a secagem completa para ndo comprometer a
ressuspensdo. As analises foram realizadas com o a reagente Antrona (150 mg de antrona, 30

mL de agua destilada, 76 mL de acido sulfarico).

Para dosagem de glicose total, as amostras foram ressuspensas em 100 pL de etanol
absoluto e processadas em paralelo com uma curva padréo de glicose. A reacédo foi realizada
pela adicdo de 1 mL de reagente de antrona, seguida de incubacdo a 90 °C por 17 minutos em

banho seco. Apds o resfriamento, 250 ul. de cada amostra ou padréo foram transferidos em
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triplicata para microplacas de 96 pogos. A absorbancia foi lida a 655 nm em espectrofotdmetro
de microplacas.

As amostras destinadas a quantificacao de trealose foram ressuspensas em 100 uL de
etanol absoluto. Em seguida, foram adicionados 50 uL. de HC1 1 M, com incubagao a 90 °C por
7 minutos, seguida pela neutralizacdo com 150 pL. de NaOH 1 M e nova incubag@o nas mesmas
condigdes. Apos essa etapa, adicionou-se 1 mL do reagente de antrona, com incubagcdo final a
90 °C por 17 minutos. Apos resfriamento, 250 uL. das amostras foram transferidos em triplicata

para microplacas, e a leitura foi realizada a 655 nm.

O pellet proveniente da etapa inicial foi utilizado para a determinacgé@o do glicogénio.
Onde, 0 mesmo foi ressuspenso em 100 pL de etanol absoluto. As amostras ¢ os padrdes de
glicogénio foram tratados com 1 mL de reagente de antrona e incubados a 90 °C por 17 minutos.
Apos o resfriamento, 300 uLL das amostras foram transferidos em triplicata para microplacas e

a leitura foi realizada a 655 nm.

Apds a execucdo das etapas do protocolo, a leitura espectrofotométrica foi realizada a
655 nm em espectrofotdmetro de microplacas devidamente calibrado. A guantificacdo absoluta
foi obtida por meio da interpolacdo dos valores de absorbancia em uma curva padrao construida
com solucgdes de glicose, trealose e glicogénio de concentragfes conhecidas. Por fim, os
resultados foram normalizados pela quantidade de proteinas totais pareada por réplica,
possibilitando comparagdes diretas entre os diferentes grupos experimentais.

9.4 Quantificacao de proteinas totais

Os resultados obtidos nos ensaios bioquimicos foram normalizados em relag&o ao teor
total de proteinas presentes nas amostras, de modo a corrigir varia¢fes decorrentes do tamanho
ou da massa corporal das larvas. Para essa finalidade, foi utilizado o método colorimétrico de
Lowry modificado (Lowry et al., 1951), reconhecido por sua alta sensibilidade e aplicabilidade

em amostras biologicas complexas.

Inicialmente, 2 pL do homogeneizado larval foram transferidos para pogos de
microplaca de 96 pocos, aos quais foram adicionados 200 pL da solu¢do de Lowry, conforme
descrito no protocolo padréo. Essa solugdo promove a reacdo inicial de complexacao entre o
cobre e as ligacOes peptidicas das proteinas, formando um complexo estavel. Em seguida, foram
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adicionados 20 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) previamente diluido em
agua destilada, responsavel pela reducéo dos ions fosfomolibdato e fosfotungstato, resultando

na formacéo de um cromdforo azul caracteristico.

As placas foram homogeneizadas por agitagdo suave e incubadas em temperatura
ambiente por 30 minutos em ambiente escuro, prevenindo a fotodegradacdo do reagente de
Folin-Ciocalteu. ApOs a reacdo, a intensidade da coloracdo azul foi medida por
espectrofotometria em 660 nm. A quantificacdo absoluta foi realizada a partir de uma curva
padrdo de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich), preparada em concentracdes conhecidas e

submetida as mesmas condi¢des experimentais que as amostras biolégicas.

Os valores de absorbancia das amostras foram interpolados na curva padrdo para
calcular a concentracdo de proteina total em cada homogeneizado larval. Finalmente, os
resultados de carboidratos e lipidios foram normalizados por esse valor de proteina, sendo
expressos como ng de TAG ou carboidrato por mg de proteina, permitindo comparacGes
consistentes entre tratamentos distintos e reduzindo a influéncia de variagdes individuais de

massa larval.

9.5 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

ApoOs 24 horas de tratamento com diferentes concentracdes de hidrato de morina (50,
100, 175 e 500 uM), grupos de 10 larvas por condi¢do experimental foram coletados e
imediatamente homogeneizados em 1 mL de reagente TRIzol® (Invitrogen), utilizando pistilo
estéril em tubos de 1,5 mL, sob condi¢des de gelo para evitar degradagcdo enzimética. Cada
condicdo foi processada em quadruplicata bioldgica independente, assegurando robustez

estatistica.

A extracdo do RNA total foi conduzida conforme as instrucdes do fabricante do
TRIzol®, seguindo também as recomendacgdes do guia MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (Bustin et al., 2009). Apos a fase de
lise, foram adicionados 200 pL de cloroférmio, com vigorosa agita¢ao por 15 segundos, seguido
de incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000
x g por 15 minutos a 4 °C, permitindo a separacao das fases. A fase aquosa superior contendo

o RNA foi cuidadosamente transferida para novos tubos, a qual foram adicionados 500 pL de
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isopropanol para precipitacdo do RNA. Apo6s centrifugacdo adicional (12.000 x g, 10 min, 4
°C), o pellet de RNA foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% e finalmente ressuspendido

em 30 pL de agua livre de nucleases (DEPC-treated water).

A concentracdo e a pureza do RNA foram avaliadas em espectrofotdometro NanoDrop
ND-2000 (Thermo Fisher Scientific), utilizando as razdes A260/A280 e A260/A230 como
indicadores de qualidade, sendo consideradas aceitaveis as amostras que apresentaram valores
préximos a 2,0 + 0,1. Para a eliminacdo de contaminag¢des genomicas, 1 ug de RNA total de
cada amostra foi tratado com 1 U de DNase | (Sigma-Aldrich), incubado por 30 minutos a 37
°C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 mM de EDTA e subsequente incubacao por 10

minutos a 70 °C, garantindo a inativacdo da enzima

A sintese de cDNA foi realizada com o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific), utilizando primers random hexamers e oligo(dT) em reacéo de 20
pL de volume final, conforme instrugdes do fabricante. As reages foram conduzidas em
termociclador com o seguinte perfil térmico: 25 °C por 10 minutos (anelacdo dos primers), 37
°C por 120 minutos (extensdo da transcriptase reversa) e 85 °C por 5 minutos (inativacéo
enzimatica). O cDNA resultante foi armazenado a —20 °C até o uso em analises subsequentes

de expressao génica.

9.6 Quantitative PCR (qPCR)

A quantificacdo da expressdo génica relativa por qPCR foi realizada em um sistema
StepOnePlus™ Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific), utilizando o corante intercalante
Power SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems), que permite a deteccdo em tempo
real da amplificacdo dos fragmentos de DNA alvo. Os primers especificos para 0s genes de
interesse foram selecionados com base em trabalhos previamente publicados, garantindo a
especificidade e a eficiéncia das reacdes. Os primers para triacilglicerol lipase-1 (TAGL1),
lipase Brummer (Bmm), lipase hormonio-sensivel (HSL), diacilglicerol aciltransferase-1
(DGAT1), glicerol-3-fosfato aciltransferase-1 (GPATL1), glicogénio sintase (GS), glicogénio
fosforilase (GP), receptor de horménio adipocinético (AKHTr) e receptor semelhante a insulina
(ILr) foram utilizados conforme descrito por Dou e colaboradores (2022), enquanto o primer
para &cido graxo sintase-1 (FAS1) foi adotado conforme (Alabaster et al., 2011).
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Informagdes detalhadas sobre os primers estdo listadas na Tabela 2, incluindo o
identificador génico no VectorBase, a sequéncia dos oligonucleotideos, a eficiéncia de
amplificacdo (90-110%), a inclinacdo da curva padrdo de cDNA e o coeficiente de
determinagao (2 > 0,99). Antes da execugao dos ensaios, todos 0s primers foram testados para
especificidade por anélise de curva de dissociagdo (melting curve), confirmando a presenca de
um Unico produto de amplificacdo para cada reacao.

As reagdes foram preparadas em uma placa de reagdo MicroAmp™ Fast Optical de 96
pocos com codigo de barras (Applied Biosystems), utilizando volume final de 20 pL por reagao,
contendo 10 pL. de Power SYBR™ Green Master Mix, 0,4 uL de cada primer (10 uM), 2 puL
de cDNA diluido (equivalente a ~50 ng de RNA reverso-transcrito) ¢ 7,2 uL de agua livre de
nucleases. O programa de ciclagem térmica adotado foi: 95 °C por 10 minutos (ativacao inicial
da DNA polimerase), seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60 °C
por 1 minuto (anelagdo e extensdo), finalizando com uma curva de dissociagdo (65-95 °C,
incremento de 0,5 °C a cada 5 s) para avaliar a especificidade da amplificacéo.

Controles negativos foram incluidos em todas as placas: No Template Control (NTC),
para verificar a auséncia de contaminacdo de reagentes, e No Reverse Transcriptase Control
(NRT), para confirmar a auséncia de DNA gendmico residual nas amostras de RNA. Como
genes de referéncia para normalizagdo, foram utilizados actina e a-tubulina, cuja estabilidade

de expressao foi previamente validada em condic¢des experimentais semelhantes.

A analise da expresséo relativa foi conduzida pelo método do 2 24t (Livak; Schmittgen,
2001), normalizando os valores de Ct dos genes alvo em relacdo a média geométrica dos genes
de referéncia. Como grupo calibrador, foi utilizada a condigdo controle negativo (0 uM de
hidrato de morina), permitindo a comparacdo direta do efeito das diferentes concentracOes de
hidrato de morina sobre a expressdo dos genes relacionados ao metabolismo de lipidios e
carboidratos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica para cada amostra

bioldgica, assegurando a confiabilidade estatistica dos dados.
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Tabela 2. Sequéncias e informag0es obtidas de curvas de calibracdo de primers usadas em gPCR

Gene (VectorBase) Sequéncias Slope r? Eficiéncia (%)

Actinl (AAEL011197) Forward: 5’>-CGTCGTGACATCAAGGAAA-3’ -3.329  0.9992 99.67
Reverse: 5’-GAACGATGGCTGGAAGAGAG-3’
a-Tubulin (AAEL013229) Forward: 5’>-CTGCTTCAAAATGCGTGAAT-3’ -3.324  0.9983 99,93
Reverse: 5’-GGTTCCAGATCGACGAAA-3’
TAGL1 (AAEL014553) Forward: 5’-CATTGGGCACTTGGATTTCT-3’ -3.296  0,9901 101.08
Reverse: 5’-GGGCACTTGGTACGCATACT-3’
Brummer (AAEL011918) Forward: 5>-TCTTTCGGGTGGTGAACGAG-3’ -3.394  0.9909 97.08
Reverse: 5’-GACGTTCTTGCCGTCGTAGA-3’
HSL (AAEL005706) Forward: 5’-ATGGAGGAGGGTTCGTAGCT-3’ -3.431  0.9997 95.65
Reverse: 5’-CTTCTAGAGCACGCGGGAAT-3’
FAS1 (AAEL001194) Forward: 5’>-GAGGTCGTCCGATTGGTTTC-3’ -3.352 0.991 98.76
Reverse: 5’-AGGACAACCTTGCCGATGTG-3’
GPAT1 (AAEL007080) Forward: 5’>-AGGTTCTGAAGGCACGCTAC-3’ -3.493  0.9873 93.31
Reverse: 5’-GGACGACGAGGATGGTTTGT-3’
DGAT1 (AAEL001204) Forward: 5°>-GCCGACGTTGTGCTATGAAC-3’ -3.342 0.985 99.18
Reverse: 5-CATGTTGGAGAACGGGACCA-3’
AKHr (AAEL011325) Forward: 5’-GCGGCGAAGTGTTGAATTATAG-3> -3.306  0.9996 100.65
Reverse: 5>-CTTGTGTCCATCGTTGAATTGC-3’
ILr (AAEL002317) Forward: 5’-GCGGGCAGAGTAAGATCAAG-3’ -3.183  0,9934 106.15

Reverse: 5’-ATGTCCCGCAGTTTATCGTC-3’

9.7 Producdo de peroxido de hidrogénio

A producao de H20: foi determinada fluorimetricamente em larvas inteiras e intestinos
isolados apds 24h de tratamento pelo método de oxidagdo utilizando Amplex Red (Sigma-
Aldrich) na presenca de peroxidase de rabanete (Sigma-Aldrich), conforme descrito por
Votyakova & Reynolds (2004). Essa metodologia permite detectar a formacao de perdxido de

hidrogénio em condi¢Ges experimentais proximas as fisioldgicas. Para a preparacdo das
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amostras, 10 larvas por tratamento foram homogeneizadas em 180 uL de PBS (pH 7.4)
acrescido de 20 pL de coquetel de inibidor de proteases (Sigma-Aldrich), sendo cada condigéo
preparada em triplicata independente. O homogeneizado foi transferido para placas de
microtitulacdo de 96 pocos apropriadas para fluorescéncia, contendo a mistura de reacédo
composta por Amplex Red (50 uM) e peroxidase de rabanete (0,1 U/mL), em tampao fosfato
50 mM (pH 7,4).

Apds a preparacdo da placa, foi realizada a primeira leitura (tempo 0 h) em leitor de
microplacas multimodo, no modo fluorescéncia, utilizando filtro de excitacdo de 534 nm e filtro
de emisséo de 590 nm. A placa foi entdo mantida em ambiente protegido da luz a temperatura
ambiente e, apds 1 h, procedeu-se a segunda leitura nas mesmas condi¢fes experimentais. A
producdo de perdxido de hidrogénio foi determinada como a diferenca entre a fluorescéncia
final e inicial: [AF=F(60min)-F(0min)]. Por fim, os resultados foram normalizados pelo teor

total de proteinas de cada amostra sendo expressos como nmol de H-O>-h™'-mg™* proteina.

9.8 Andlise estatistica

As representaces graficas e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software). Todos os resultados foram expressos
como média £ SEM, assegurando a representacdo adequada da variabilidade entre os grupos

analisados.

Nos ensaios de quantificacdo de TAG e de expressdo génica, as comparacgdes entre 0s
diferentes grupos experimentais foram realizadas por meio de andlise de variancia
unidirecional, seguida da aplicacdo dos testes de significancia apropriados para deteccdo de
diferencas entre as concentracGes testadas. Ja para os ensaios de quantificacdo de carboidratos
e de producéo de perdxido de hidrogénio, foi empregado o teste t de Student para comparacéao
direta entre os grupos controle e tratado. Em todos os casos, foi considerado como critério de
significancia estatistica um valor de p < 0,05, sendo que as diferencas observadas nos
experimentos atenderam a esse critério e, portanto, foram consideradas estatisticamente

significativas.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 O impacto do hidrato de morina no metabolismo lipidico

Déficits no metabolismo lipidico afetam de maneira critica a fisiologia dos insetos, uma
vez que os TAG constituem a principal forma de armazenamento energético e sdo
indispensaveis para processos como o desenvolvimento, a reproducdo e a sobrevivéncia em
condigdes adversas (Alabaster et al., 2011; Arrese; Soulages, 2010; Gondim et al., 2018). A
regulacdo adequada dos estoques de TAG é, portanto, essencial para a manutencdo da
homeostase, permitindo o equilibrio entre 0 consumo energético basal e as demandas adicionais
impostas por desafios ambientais ou quimicos. Nesse contexto, avaliar como esses estoques
lipidicos sdo modulados diante da exposic¢do ao hidrato de morina representa uma estratégia
fundamental para compreender os efeitos desse flavonoide sobre 0o metabolismo energético de

Ae. aegypti.

Nossos resultados demonstraram que a mobilizacdo dos estoques de TAG acompanhou
diretamente os valores de concentracgdo letal previamente relatados no Capitulo I, evidenciando
um efeito dose-dependente do hidrato de morina sobre o metabolismo larval e estio
evidenciados na figura 17. A concentra¢ao de 50 uM, correspondente a CL25, ndo promoveu
alteracdo significativa nos estoques de TAG em relacdo ao grupo controle, sugerindo que, nesse
nivel de exposicdo, a energia armazenada ainda é suficiente para sustentar a homeostase
metabdlica. Ja em 100 uM (CLao), foi registrada uma reducdo em torno de 17% nos estoques
lipidicos, indicando o inicio de uma resposta adaptativa frente ao estresse quimico. Essa
tendéncia se intensificou em 175 uM (CLso), onde a diminuicao ultrapassou 33%, refletindo um
impacto mais severo sobre o metabolismo energético. Por fim, em 500 uM (CL7s) verificou-se
a reducdo mais acentuada, com cerca de 61% de deplecéo dos estoques de TAG, 0 que sugere
uma reducdo dréastica das reservas energeticas para enfrentar o estresse imposto pelo composto.
Esse perfil de resposta reforca a correlacdo entre toxicidade letal e comprometimento
metabdlico, indicando que a perturbacdo lipidica é um dos principais mecanismos associados a

acdo do hidrato de morina em Ae. aegypti.
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Figura 17. Conteado de triacilglicerol em larvas de Aedes aegypti tratadas com diferentes
concentracdes de hidrato de morina. Larvas L3 foram submetidas a um tratamento de 24 h
com diferentes concentragdes de hidrato de morina, e o0 TAG total de toda a larva foi
quantificado e normalizado para proteinas totais. Os valores representam a média de quatro
réplicas biologicas independentes + EPM (n= 12). As diferengas estatisticas foram

determinadas por ANOVA unidirecional (*p < 0,05, ***p < 0,001 e ****p <0,0001).

Variagdes no contetudo de TAG causadas pelo estresse ja foram relatadas na literatura.
O estresse causado por uma alta densidade larval em Ae. aegypti gera um aumento na
ocorréncia de TAG em pupas e adultos, além de gerar um aumento no tamanho corporal de
mosquitos adultos (Silva et al., 2020). Por outro lado, a supressdo de uma dieta energética
durante a vida adulta de mosquitos gerou uma grande reducdo nos estoques de TAG ap06s 3 dias
e levou a mortalidade ap6s 7 dias (Dos Santos et al., 2024). O uso do Oleo essencial de
Cymbopogon citratus causou mortalidade do besouro Callosobruchus maculatus , além de
reduzir os niveis de TAG e acidos graxos totais em cerca de 60%, prejudicando assim a
fertilidade das fémeas tratadas (Alves et al., 2019, 2015). Além disso, sabe-se que os lipidios
sdo mobilizados durante a depressdo imunoldgica como fonte de energia para a biogénese de
membranas em locais de infecgdes e hemdcitos, apoiando outras fungdes imunoldgicas em
corpos adiposos (Arrese; Soulages, 2010; Wronska et al., 2023).
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A analise das enzimas responsaveis pela sua sintese e degradacdo dos estoques de TAG
é fundamental para a elucidagdo de como o tratamento com hidrato de morina. Essas enzimas
regulam o fluxo de lipidios dentro das células e determinam se 0s estoques energéticos seréo
acumulados, mobilizados ou redirecionados para outras vias metabolicas. Assim, investigar o
funcionamento desses alvos moleculares é essencial para entender como substancias quimicas

modulam o metabolismo lipidico.

Para entender a contribuicdo das enzimas envolvidas, os niveis de expressdo de
diferentes genes relacionados ao metabolismo lipidico (Figura 18) foram avaliados em larvas
tratadas com hidrato de morina por 24 h. Selecionamos proteinas com ago lipolitica, entre elas:
Bmm e TAGL1, ambas envolvidas na hidrolise de TAG (Dos Santos et al., 2024; Gronke et al.,
2005; Heier; Kuhnlein, 2018); e a HSL, que atua na degradacdo de DAG em resposta a
estimulos hormonais (Gondim et al., 2018; Heier; Kuhnlein, 2018). Além disso, foram
avaliadas trés enzimas associadas a sintese lipidica: FAS1, que catalisa a formacdo de &cidos
graxos (Alabaster et al., 2011); a DGATL, responsavel pela conversdao de DAG em TAG por
esterificacdo com acidos graxos (Heier; Kihnlein, 2018); e a GPAT1, que catalisa a etapa inicial
da sintese de TAG e atua como enzima limitante da via de novo na formacdo de

glicerofosfolipidios (Yamashita et al., 2014).

A expressdo da TAGL1 manteve-se estavel em larvas tratadas por 24h com 50 uM de
hidrato de morina quando comparada ao grupo controle, sugerindo que concentracfes mais
baixas do composto ndo sdo suficientes para desencadear respostas significativas nessa via
lipolitica. Contudo, em concentragdes superiores a 100 uM, foi observada uma inducdo
altamente significativa na expressao da enzima, com aumentos de aproximadamente 11 vezes
em 175 uM e ultrapassando 15 vezes em 500 uM (Figura 18A). Esse padrao claro e dependente
da dose indica que TAGL1 é um dos principais alvos metabdlicos sob a a¢do do hidrato de

morina, desempenhando papel essencial na mobilizacdo de reservas energéticas.

Esses achados ganham forca quando relacionados aos resultados de quantificacdo de
triacilglicerdis (Figura 17), que demonstraram uma reducdo progressiva dos estoques lipidicos
nas mesmas condicgdes. A correlacdo direta entre a maior expressao de TAGLL1 e a diminuicéo
dos niveis de TAG reforca o papel dessa lipase como reguladora central da resposta cataboélica
em Ae. aegypti, assegurando a liberacdo rapida de acidos graxos para sustentar processos
metabolicos sob condi¢des de estresse quimico. Essa mobilizacdo de TAG pode representar um
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mecanismo adaptativo imediato frente a toxicidade do

larvas tentem manter sua homeostase energética.
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Figura 18. Expressado de genes do metabolismo lipidico em larvas de Aedes aegypti tratadas

com diferentes concentracdes de hidrato de morina. Os niveis de expresséo de triacilglicerol
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lipase 1 (A), lipase de Brummer (B), lipase horménio sensivel (C), sintase de acidos graxos
(D), diacilglicerol aciltransferase 1 (E) e glicerol-3-fosfato aciltransferase (F) foram relativos
aos valores de larvas a 0 uM (1,0). Os niveis de expressao foram normalizados pelos genes de
referéncia, actinal e a-tubulina. Os valores sdo relatados como a porcentagem da expressao de
pico e representam a média de quatro réplicas biologicas independentes = SEM (n= 8). As
diferencgas estatisticas relativas ao controle (0 uM) foram determinadas usando ANOVA

unidirecional (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001).

Em contrapartida, a bmm, também envolvida na hidrélise de TAG, ndo apresentou
variacoes significativas em nenhum dos tratamentos testados (Figura 18B). Essa auséncia de
resposta sugere que bmm néo é sensivel ao estresse agudo provocado pelo hidrato de morina,
possivelmente devido ao seu papel diferenciado no metabolismo lipidico. Enquanto TAGL1 é
modulada rapidamente em resposta a mudancas energéticas subitas, bmm é tradicionalmente
associada a condic¢des de jejum prolongado ou estados nutricionais cronicos (Gronke et al.,
2005, 2007).

A distin¢do entre os perfis de expressdo de TAGL1 e bmm destaca a especificidade da
resposta metabdlica de Ae. aegypti ao hidrato de morina. A ativacdo expressiva da TAGL1,
combinada a auséncia de alteracbes em bmm, revela um cenério no qual diferentes lipases
atuam em contextos fisiologicos distintos: a primeira regulando a homeostase energética em
situacOes de estresse imediato, e a segunda associada a pressdes cronicas relacionadas a dieta.
Esses resultados ndo apenas elucidam a acdo do hidrato de morina no metabolismo lipidico,
mas também fornecem sustentacdo sobre a regulacdo diferencial de enzimas-chave na

manutencdo da sobrevivéncia larval.

A HSL apresentou um perfil de expressdo distinto em comparacdo as demais lipases
analisadas. Em 50 pM de hidrato de morina, ndo foram observadas diferencas em relagdo ao
grupo controle, sugerindo que, em concentracfes baixas, 0 composto ndo € capaz de elevar a
expressao dessa enzima. Entretanto, em concentragdes de 100 uM e 175 puM, registrou-se
aumentos de aproximadamente 34%, superando 65% em 500 uM (Figura 18C). Esses
resultados indicam uma ativacéo progressiva e dependente da dose, consistente com o papel da
HSL em respostas metabolicas rapidas, sobretudo na hidrolise de DAG sob estimulo hormonal
(Fredrikson; Torngvist; Belfrage, 1986; Holm, 2003).
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Do ponto de vista fisiologico, a ativagdo de HSL em doses mais elevadas de morina
pode refletir uma adaptacdo metabolica critica, na qual a mobilizacdo de DAGs funciona como
resposta compensatoria ao déficit energético acentuado. Dessa forma, a HSL se mostra um
componente-chave do balanco energético larval, atuando ndo apenas na quebra de lipidios ja
disponiveis, mas também na manutencdo da plasticidade metabdlica frente a um ambiente

quimico hostil que também se reflete na expressdo de proteinas de sintese lipidica.

A reducdo de mais de 75% na expressao de FAS1 em todas as concentracdes testadas é
um dos achados mais marcantes deste estudo (Figura 18D). Essa enzima desempenha papel
central na sintese de &cidos graxos, etapa essencial para a formacéo de lipidios estruturais e de
reserva em insetos (Kaczmarek et al., 2024). O fato de que até mesmo a concentra¢do de 50
UM, que ndo impacta diretamente a viabilidade larval (como visto no capitulo I), ja tenha
causado supressdo significativa, sugerindo que o FAS1 é extremamente sensivel ao hidrato de
morina, refletindo um blogueio metabdlico precoce. Esse padrdo de resposta indica que a
morina ndo apenas induz efeitos letais em doses altas, mas também compromete funcdes

metabolicas em concentracdes subletais, podendo afetar a aptidao de longo prazo dos insetos.

Esse resultado ganha relevancia considerando que os acidos graxos nao sdo apenas
reservas energéticas, mas também participam de processos fisiologicos diversos, incluindo a
formacdo de membranas e a manutengdo da homeostase metabdlica (Arrese; Soulages, 2010).
Em insetos, alteracdes nas vias lipogénicas podem impactar a disponibilidade de substratos
essenciais para a sintese de lipidios estruturais e para a regulacao do balango energético (Heier;
Kihnlein, 2018). Assim, a reducdo de FAS1 observada neste estudo sugere que o hidrato de
morina compromete ndo apenas a capacidade de armazenar TAG, mas também pode limitar a
provisdo de acidos graxos necessarios para funcdes celulares basicas. Outro ponto de relevancia
é que a literatura ja relatou a capacidade da morina em inibir a atividade enzimatica da FAS em
modelos animais in vitro (Li & Tian, 2004), e nossos resultados sugerem que esse mecanismo
pode ser conservado a nivel de expressao génica, configurando um possivel alvo molecular do

composto.

Outro ponto importante é que a inibicdo da FAS forca as larvas a mobilizarem seus
estoques de TAG para suprir as demandas energéticas. Como observado, o0 consumo acentuado
de TAG acompanha a queda de FASL, reforcando a hipotese de que a degradacgéo dos lipidios
de reserva compensa, a0 menos parcialmente, a perda da via anabdlica. Essa transicdo de um

metabolismo predominantemente de sintese para um estado catabolico sustentado indica um
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redesenho metabdlico imposto pelo hidrato de morina, em que 0s estoques energéticos
acumulados se tornam a principal fonte para manter a homeostase diante do bloqueio

biossintético.

A consisténcia desse efeito é reforcada pela analise de outras enzimas da via lipidica. A
reducéo, entre 65 e 80%, nos niveis de DGAT1 em concentragdes superiores a 100 uM (Figura
18E) sugere um comprometimento adicional na etapa final da sintese de TAG. Essa enzima é
essencial para a esterificacdo de DAG em TAG, e sua supressdo restringe de forma critica a
capacidade do inseto de repor estoques energéticos (Heier; Kuhnlein, 2018). Assim, o impacto
da morina ndo se restringe ao bloqueio inicial da via (FAS1), mas se estende também as etapas

finais, criando um blogueio completo no fluxo biossintético.

De maneira semelhante, a reducdo significativa de GPAT1 em concentracdes acima de
175 uM (Figura 18F) demonstra que a morina afeta também a etapa limitante da sintese de novo
de glicerolipidios, necesséria tanto para a formacdo de TAG, quanto de membranas celulares
(Yuetal., 2018). A relacéo direta observada entre a expressdo de GPAT1 e as reservas de TAG,
corroborada por estudos em R. prolixus que mostram queda drastica nos estoques lipidicos apds
silenciamento dessa proteina (Alves-Bezerra et al., 2017), reforca que a morina compromete de
forma sistémica as vias de armazenamento energético. Esse resultado amplia a compreensao do
mecanismo de acdo do composto, sugerindo que ele provoca uma desregulacdo global da
biogénese lipidica em insetos.

Assim, ao integrar os resultados de TAGL1, HSL, FAS1, DGAT1 e GPAT], fica
evidente que o hidrato de morina atua gera a inibicdo das vias de sintese e hidrélise lipidica,
desde a producéo inicial de &cidos graxos até a formacdo final de TAG, além de elevar a
degradacdo do TAG ja estabelecido. Essa repressao generalizada da lipogénese, associada ao
aumento da mobilizacdo de reservas previamente acumuladas, cria um estado metabdlico de
deplecdo progressiva, que pode explicar tanto os efeitos letais em concentragcdes elevadas
quanto os potenciais impactos subletais em doses mais baixas. Dessa forma, a morina se destaca
como um modulador metabolico profundo, com efeitos que ultrapassam a simples toxicidade

larval e atingem a fisiologia basica do inseto.
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10.2 O impacto do hidrato de morina no metabolismo de carboidratos

Os carboidratos séo reservas energéticas de rapida mobilizacdo em insetos, essenciais
para manter funcdes fisiolégicas como locomocéo, alimentacéo, atividade neural, manutencéo
da hemolinfa e resposta ao estresse (Arrese; Soulages, 2010; Hou et al., 2015; Kunieda et al.,
2006; Mattila; Hietakangas, 2017). Eles se encontram em formas livres, como a glicose,
dissacaridicas realizando o transporte energético na forma de trealose, e polissacaridicas, como
é 0 caso do glicogénio que serve como reserva de longo prazo no corpo gorduroso e outros
tecidos (Arrese; Soulages, 2010). A regulacao desses estoques é fundamental para a homeostase
energética que depende de balanco entre sintese desses compostos e sua degradacdo. Sob essa
regulacdo pode sofrer alteragdes que afetam sobrevivéncia e desempenho (Thompson, 2003).

O desafio com hidrato de morina com os efeitos vistos anteriormente também impactou
0 metabolismo de carboidratos. A glicose total apresentou reducdo de mais 40% no grupo
tratado com 175 uM de hidrato de morina em relagdo ao controle (Figura 19A), enquanto o
glicogénio foi depletado em mais de 33,5% (Figura 19C). Por outro lado, a trealose manteve-
se inalterada (Figura B). Os valores foram normalizados por proteina, o que indica que as
mudancas refletem variacGes reais nas reservas de carboidratos e ndo apenas diferencas de

tamanho ou massa das amostras.

Fisiologicamente, a queda marcante na glicose combinada com a deplecdo expressiva
do glicogénio indica um deslocamento do balango energético em direcdo ao catabolismo, ou as
larvas estdo consumindo glicogénio (glicogendlise) e glicose livre em ritmo muito maior para
gliconeogénese) que normalmente mantém esses niveis. Em insetos, o glicogénio é uma reserva
central utilizada rapidamente durante picos de demanda energética e para manutencao
metabolica sob estresse (Wigglesworth, 1942). Musculos e outros tecidos consumidores podem
baixar rapidamente glicogénio para sustentar atividade e sobrevivéncia (Arrese; Soulages,
2010; Bretscher; O’Connor, 2020). A magnitude da reducdo (~40% glicose, ~33,5%
glicogénio) sugere que a exposicdo de 24 h ao composto impde uma pressao energética

consideravel nas larvas, ndo s6 uma alteragdo marginal.
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Figura 19. Niveis de carboidratos em larvas tratadas com hidrato de morina. Larvas L3
foram submetidas a um tratamento de 24 h com 175 pM de hidrato de morina. O contetdo de
glicose (A), trealose (B) e glicogénio (C) foi quantificado e normalizado para proteinas totais.
Os valores representam a média de quatro réplicas biologicas independentes =+ EPM (n= 16).

As diferencas estatisticas foram determinadas por Teste T (****p <0,0001).

A manutencdo da trealose apesar da reducdo de glicose e glicogénio é biologicamente
plausivel: trealose é o principal agucar hemolinfatico e costuma ser rigidamente regulada para
preservar homeostase hemolinfatica, integridade neural e tolerancia a estresses (Tevatiya et al.,
2020; Thompson, 2003). A estabilidade da trealose sugere que vias que sintetizam (TPS e TPP)
ou que controlam sua degradacao (trealase) ndo foram afetadas pelo hidrato de morina, ou que

exista prioridade fisiologica em manter trealose circulante em troca do glicogénio.

Além dos estoques de carboidratos livres e armazenados, investigamos também o

impacto do hidrato de morina sobre enzimas-chave do metabolismo glicogénico. A GS,
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responsavel pela polimerizagdo de glicose em glicogénio e considerada a principal enzima
reguladora da sintese desse polissacarideo, apresentou uma forte reducdo de expressao em
concentragdes superiores a 100 uM (Figura 20A). A queda foi de quase 50% em 100 uM e se
manteve drasticamente baixa em 175 e 500 uM (cerca de 87%), sugerindo que o composto
exerce um efeito direto ou indireto sobre a via de armazenamento de carboidratos. A inibigéo
de GS representa um ponto critico, uma vez que essa enzima é essencial para a manutencao
energética de insetos, particularmente em fases de desenvolvimento intensivo como o estagio

larval, quando as reservas precisam sustentar a metamorfose (Murphy; Wyatt, 1965;
Wigglesworth, 1942).
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Figura 20. Expressdo de genes do metabolismo do glicogénio em larvas de Aedes aegypti
tratadas com diferentes concentragdes de hidrato de morina. Os niveis de expressdo de
Glicogénio sintase (A) e Glicogénio fosforilase (B) sao relativos aos valores de larvas a 0 uM
(1,0). Os niveis de expressdo foram normalizados pelos genes de referéncia, actinal e a-
tubulina. Os valores sdo relatados como a porcentagem da expressao de pico e representam a
média de quatro réplicas biologicas independentes + SEM (n= 12). As diferencas estatisticas

relativas ao controle (0 pM) foram determinadas usando ANOVA unidirecional (****p <
0,0001).

Esses resultados sdo consistentes com estudos que demonstram o papel essencial da GS
na regulacdo do balanco energético em insetos. Por exemplo, a supressao da expressdo de GS
em mosquitos Culex pipiens durante a diapausa levou a uma reducdo acentuada nos estoques

de glicogénio e lipidios, comprometendo a sobrevivéncia e a adaptagdo metabolica (Sim;
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Denlinger, 2013). Em Harmonia axyridis, a privacao alimentar resultou em deple¢do réapida de
glicogénio associada a alteragdes na atividade de GS, indicando que a enzima responde de
forma sensivel a condicdes de estresse energético (Shi et al., 2017). Além disso, estudos
mostram que a regulacdo da GS em insetos esta frequentemente associada a sinais hormonais
que controlam a sintese de glicogénio em resposta ao estado nutricional (Chowanski et al.,
2021).

Em contraste, a GP, que catalisa a etapa limitante da degradacéo do glicogénio liberando
glicose-1-fosfato, ndo apresentou variagGes significativas de expressdo em nenhuma das
concentragdes de hidrato de morina testadas (Figura 20B). A manutencéo da expressao relativa
de GP sugere que a via catabdlica para mobilizacdo de glicogénio permanece funcional,
enquanto a via anabdlica de sintese estd prejudicada. Esse padrdo de resposta indica uma
assimetria regulatéria, onde o hidrato de morina compromete a reposicao de glicogénio, mas
preserva sua degradacdo, resultando em um desequilibrio favoravel ao consumo das reservas.
SituacBes semelhantes foram descritas em outros insetos sob estresse quimico ou ambiental,
nos quais a reducdo da sintese e o aumento relativo da mobilizacdo de glicogénio refletem uma
priorizacdo de energia imediata para sobrevivéncia (Arrese; Soulages, 2010; Mattila;
Hietakangas, 2017).

Portanto, nossos resultados indicam que o hidrato de morina promove um forte bloqueio
na via de sintese de glicogénio ao reduzir drasticamente a expressdo de GS, sem afetar
significativamente a expressdo de GP. Esse desequilibrio sugere que o composto compromete
a capacidade de reposicéo das reservas de carboidratos, forcando a mobilizacao de glicose livre

e o consumo de TAG como fontes alternativas de energia.

10.3 O impacto do hidrato de morina em reguladores hormonais

A contribuicdo das vias de sinalizacdo para a sintese e mobilizacdo do metabolismo
energético também foi avaliada por meio da expressdo dos receptores de hormonios-chave em
larvas de Ae. aegypti tratadas com hidrato de morina. O balango metabdlico em insetos é
regulado, em grande parte, pela oposicao entre os ILPs, que promovem o armazenamento de
nutrientes, e 0 AKH, que estimula a mobilizagdo de carboidratos e lipidios (Gulia-Nuss et al.,
2011; Nassel; Broeck, 2015; Sharma; Nuss; Gulia-Nuss, 2019).
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Nos ensaios realizados, observamos que a expressdo do AKHr aumentou de forma
progressiva com o tratamento, atingindo aproximadamente o dobro dos niveis do grupo controle
em 50 e 100 uM e chegando a valores 140% e 155% superiores nos grupos tratados com 175 e
500 uM, respectivamente (Figura 21A). Esse perfil sugere um estimulo a mobilizagao
energética, compativel com os efeitos previamente descritos do AKH, que atua de maneira
analoga ao glucagon em mamiferos, promovendo glicogenolise e lipdlise (Lorenz; Géde, 2009;
Toprak, 2020). Além disso, AKH é conhecido por induzir a ativacdo de lipases como TAGL1,
bmm e HSL, ao mesmo tempo em que reprime enzimas lipogénicas, como DGATL1 e GPAT],
ampliando o desbalango em dire¢cdo ao catabolismo (Alves-Bezerra et al., 2016; Arrese;
Soulages, 2010).
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Figura 21. Expressdo de genes do metabolismo do glicogénio em larvas de Aedes aegypti
tratadas com diferentes concentragdes de hidrato de morina. Os niveis de expressdo de
receptor de horménio adipocinético (A) e receptor semelhante a insulina (B) sdo relativos aos
valores de larvas a 0 uM (1,0). Os niveis de expressdo foram normalizados pelos genes de
referéncia, actinal e a-tubulina. Os valores sdo relatados como a porcentagem da expresséo de
pico e representam a média de quatro réplicas bioldgicas independentes + SEM (n= 12). As
diferencgas estatisticas relativas ao controle (0 puM) foram determinadas usando ANOVA

unidirecional (*p < 0,05, **p < 0,01 e ****p < 0,0001).

Em contraste, a expressdo do ILr sofreu reducbes abruptas em concentragcbes mais
elevadas de hidrato de morina. Em 175 puM, a expressdo caiu para cerca de 16% do nivel
observado no controle, e em 500 uM praticamente nao foi detectada, com valores proximos de
zero (Figura 21B). Considerando que a ativacdo de ILr estimula a via AKT, a qual inibe a
lipdlise e promove a lipogénese (Chowanski et al., 2021; Sharma; Nuss; Gulia-Nuss, 2019), a

supressdo tdo acentuada da expressao de ILr observada em nossos experimentos sugere que 0
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hidrato de morina compromete severamente a sinalizagdo anabodlica. Esse efeito esta de acordo
com estudos funcionais em Tribolium castaneum, nos quais a supressao de ILr resultou em
elevada mortalidade larval e reducdo da fecundidade (Sang et al., 2016), bem como em Ae.
aegypti, onde a manipulacdo da via insulin-like levou a perdas significativas nas reservas

energeéticas dos ovos e a diminui¢do da viabilidade da prole (Gulia-Nuss et al., 2011).

Assim, a elevacédo progressiva da expressdo de AKHr, combinada com a forte repressao
de ILr, revela que o hidrato de morina direciona o metabolismo larval para um estado catabdlico
persistente, caracterizado por aumento da mobilizacdo de reservas energéticas e inibicdo das
vias de sintese. Esse desequilibrio pode explicar, em parte, os efeitos drésticos observados sobre
os niveis de TAG, glicose e glicogénio, sugerindo que a acdo do composto envolve ndo apenas
efeitos sobre enzimas metabdlicas, mas também uma modulacao profunda das vias hormonais

de regulacgdo energética.

10.4 O impacto do hidrato de morina, um antioxidante causador de estresse oxidativo

Embora os flavonoides, como a morina, sejam amplamente reconhecidos por sua acao
antioxidante, evidéncias crescentes apontam que, em determinadas condicdes celulares e
ambientais, esses compostos podem atuar como pré-oxidantes, induzindo o acimulo de ROS
(Galati; O’Brien, 2004; Prochazkova; Bousova; Wilhelmova, 2011). Esse comportamento
paradoxal é frequentemente associado a capacidade dos flavonoides de interagir com ions
metalicos de transicdo e com componentes mitocondriais, modulando a producéo de peréxido
de hidrogénio e outras ROS (Boots; Haenen; Bast, 2008).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com hidrato de morina levou a um
aumento significativo da producdo de perdxido de hidrogénio tanto em homogeneizado de
larvas inteiras quanto no intestino de Ae. aegypti (Figura 22). Em larvas inteiras (Figura 22A),
a fluorescéncia indicativa de peroxido foi aproximadamente duas vezes maior em relacdo ao
grupo controle. No intestino (Figura 22B), observou-se aumento de cerca de 35% em relagéo
ao basal, confirmando que o trato digestivo € uma das principais fontes de ROS apés a
exposicdo ao composto. Esse achado sugere que, apesar de suas propriedades antioxidantes
descritas em sistemas in vitro, a morina pode induzir estresse oxidativo em condicOes

fisioldgicas complexas, como as encontradas em organismos Vivos.
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Figura 22. Producéo de peroxido de hidrogénio em larvas inteiras e no intestino de Aedes
aegypti apo6s exposicdo ao hidrato de morina. Em A ha a representacdo da producdo de
peréxido em homogeneizado de larvas inteiras, enquanto em B ha a representacdo da producao
em homogeneizado de intestino de larvas apds o tratamento de 24h de hidrato de morina. As
diferengas estatisticas em relagao ao controle (OuM de hidrato de morina) foram determinados
usando Teste T. Valores sdo representados como média de 3 réplicas bioldgicas independentes
+ SEM (n = 12). Asteriscos representam diferencas significativas em relacdo ao controle (0

pUM), onde * p < 0.05 e *** p < 0.001.

O aumento da producao de ROS observado aqui pode estar intimamente relacionado as
alteracdes metabolicas previamente descritas neste trabalho. A ativacdo do receptor de AKH e
a supressao da sinalizacdo via ILr indicam um predominio de processos catabdlicos e aumento
da mobilizacdo energética. Esse desbalanco pode intensificar o fluxo de elétrons na cadeia
transportadora mitocondrial, favorecendo a producdo de ROS (Boots; Haenen; Bast, 2008;
Murphy, 2009). Da mesma forma, a reducdo dos niveis de TAG, glicose e glicogénio
observados nas larvas sugere que a utilizacdo exacerbada de lipidios como fonte energética
pode gerar um metabolismo mais oxidativo, uma vez que a reducdo de substratos energéticos
tem sido associada ao aumento da producdo de ROS e ao comprometimento da capacidade

antioxidante em insetos (Pompka; Szulinska; Kafel, 2022).

E importante destacar que a inducdo de ROS por flavonoides ja foi relatada em
diferentes modelos bioldgicos. Em células tumorais humanas, por exemplo, a morina
demonstrou comportamento pro-oxidante em determinadas condic¢des, promovendo apoptose
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mediada por ROS e ativacdo de vias de estresse oxidativo (Park et al., 2014). Além disso,
estudos recentes demonstraram que 0 estresse oxidativo em Spodoptera exigua pode estar
diretamente ligado ao desequilibrio energético e a mobilizacdo de reservas, visto que a deplecéo
de substratos energéticos potencializa a vulnerabilidade oxidativa (Pompka; Szulinska; Kafel,
2022). Portanto, o aumento de perdxido observado em nossas analises provavelmente reflete
ndo apenas um efeito direto do hidrato de morina sobre o metabolismo oxidativo, mas também
um efeito indireto decorrente do estresse metabdlico induzido pelo desequilibrio energético

documentado em nossas analises bioquimicas e moleculares.

No contexto do intestino de insetos, 0 aumento da producédo de ROS representa um fator
critico de disfuncao tecidual. Estudos classicos ja apontaram que 0 excesso de espécies reativas
pode comprometer tecidos metabolicamente ativos, como o corpo gorduroso e o epitélio
intestinal, resultando em alteragcdes na integridade das membranas celulares, na oxidacdo de
lipidios e proteinas e, consequentemente, na reducdo da viabilidade celular larval (Ahmad,
1995; Felton; Summers, 1995). No caso especifico do epitélio intestinal, o estresse oxidativo
pode danificar diretamente os enterdcitos, levando a perda da funcdo das microvilosidades e a
reducdo da capacidade de absorcdo de nutrientes essenciais, como carboidratos, lipidios e
aminoacidos. Esse comprometimento ndo apenas limita o aporte energético necessario para
sustentar o desenvolvimento larval, mas também pode desencadear respostas inflamatorias
locais e acelerar a apoptose das células intestinais, enfraquecendo ainda mais a homeostase
metabolica. Assim, os aumentos de ROS observados em nossos experimentos sugerem que 0
intestino pode estar sendo um dos principais alvos do hidrato de morina, onde o estresse
oxidativo compromete simultaneamente a integridade tecidual e a eficiéncia na absorcdo de

nutrientes, impactando diretamente a sobrevivéncia e a aptiddo das larvas de Ae. aegypti.

Os resultados aqui obtidos reforcam essa hipétese, uma vez que a exposicao ao hidrato
de morina reduziu de forma expressiva os niveis de TAG, glicose e glicogénio. Esses achados
sugerem que a disfuncgéo intestinal causada pelo estresse oxidativo pode ter contribuido para a
queda nas reservas energeticas, comprometendo tanto a absor¢do quanto o armazenamento de
nutrientes. Assim, o intestino emerge como um ponto central de vulnerabilidade frente & acéo
pré-oxidante do hidrato de morina, e seu comprometimento funcional parece estar diretamente

relacionado a reducédo da sobrevivéncia e da aptiddo das larvas de Ae. aegypti.
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11 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que o hidrato de morina exerce um efeito
multifacetado sobre o metabolismo energético de Ae. aegypti, atingindo de forma integrada os
principais eixos de regulacdo: lipidios, carboidratos, vias hormonais e equilibrio redox. A
reducdo progressiva dos estoques de TAG, associada a ativacdo da lipase TAGL1 e a represséo
de enzimas-chave da lipogénese, evidencia um cenario de deple¢do energética induzida por um
redirecionamento metabolico forcado para o catabolismo. Esse efeito é reforcado pela
supressdo da FAS1, DGAT1 e GPAT1, que limita ndo apenas a capacidade de acumular energia
em longo prazo, mas também a reposicdo de substratos essenciais para fungdes celulares

basicas.

De modo convergente, a deplecdo de glicose e glicogénio, combinada a forte inibicao
da expressdo da glicogénio sintase, sugere que o hidrato de morina compromete profundamente
a via anabdlica dos carboidratos. A manutencdo relativa da trealose, entretanto, indica que o
inseto prioriza a preservacdo da homeostase hemolinfética frente a perda de outras reservas.
Esse desequilibrio anabdlico-catabolico parece estar vinculado a regulacdo hormonal, ja que
observamos inducéo da expressdo do receptor de AKH e supressao drastica do receptor de ILPs,

confirmando uma transicdo para um estado metabdlico catabdlico persistente.

Outro ponto central revelado pelos resultados é a inducao de estresse oxidativo. Embora
a morina seja reconhecida como antioxidante em diferentes contextos, aqui 0 composto induziu
a producéo de perdxido de hidrogénio, especialmente no intestino larval. Esse achado sugere
que a sobrecarga catabdlica e a mobilizacdo excessiva de substratos energéticos intensificaram
0 metabolismo oxidativo, favorecendo a geracdo de ROS. No intestino, esse aumento parece
comprometer a integridade dos enterdécitos, reduzindo a absor¢do de nutrientes e agravando o
déficit energético. Assim, o intestino emerge como um ponto critico de vulnerabilidade, onde
a acdo pré-oxidante da morina pode interligar diretamente estresse metabdlico, perda de

reservas energéticas e mortalidade larval.

Em conjunto, esses resultados revelam que o hidrato de morina atua ndo apenas como
um agente toxico direto, mas também como um modulador metabdlico profundo, capaz de
reorganizar o balanco energético larval. Ao suprimir vias anabolicas, estimular vias catabdlicas
e induzir estresse oxidativo, 0 composto compromete simultaneamente a sintese, 0

armazenamento, a mobilizacao e a utilizacdo de energia. Essa acdo sistémica ajuda a explicar a
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relacdo clara entre concentracdo do composto, deplecdo metabolica e toxicidade observada.
Portanto, a morina deve ser considerada ndo apenas por seus efeitos letais, mas também por seu
potencial de afetar a fisiologia basica dos insetos em doses subletais, o que pode ter implicacfes

diretas no controle populacional de Ae. aegypti.
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CAPITULO I

Alteracdes metabolicas decorrentes da acéo do hidrato de

morina na incorporacao de energia
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RESUMO

A nutricdo larval exerce papel central no desenvolvimento e na aptidao fisiologica de Ae.
aegypti, influenciando diretamente crescimento, reservas energéticas e sobrevivéncia e pode
ser modulada tanto pela disponibilidade de alimento quanto pela exposicdo a compostos
bioativos, como o hidrato de morina. A investigacdo do perfil metabolico de insetos submetido
a estresses € interessante para compreender o papel de diferentes compostos presentes no
metabolismo atraveés a integracdo coordenada de diferentes vias metabdlicas fundamentais para
a homeostase. O presente capitulo teve como objetivo avaliar de forma integrada os efeitos do
hidrato de morina sobre parametros bioldgicos e sobre o perfil metabdlico de larvas em
diferentes condi¢6es nutricionais. Para isso, larvas foram expostas por 24 horas a concentracdo
de 175 uM do flavonoide, na presenca ou auséncia de dieta e analisadas quanto ao crescimento,
as reservas de proteinas, lipidios e carboidratos, bem como ao perfil metabolémico obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os resultados mostraram
que o tratamento com hidrato de morina reduziu significativamente o tamanho larval,
independentemente da oferta de alimento, indicando que o composto compromete a digestéo e
a absorcdo de nutrientes. As reservas energéticas apresentaram reducbes expressivas,
especialmente de proteinas e triacilglicerdis, configurando um padréo fisioldgico semelhante
ao jejum. A analise de carboidratos revelou diminuicdo acentuada de glicose, trealose e
glicogénio, sugerindo bloqueio na incorporacdo de substratos de rapida utilizacdo. A
metabolémica indicou alteragbes profundas no equilibrio bioquimico, incluindo deplecéo
seletiva de aminoacidos essenciais e antioxidantes, acimulo de glutamina e aspartato
relacionados a detoxificacdo de nitrogénio, reducdo de intermediarios do ciclo do &cido citrico
e queda nos niveis de lactato, evidenciando perda de flexibilidade energética. O aumento de
acido propanoico foi identificado como marcador adicional de estresse metabdlico. Em
conjunto, os dados demonstram que o hidrato de morina interfere de forma ampla na
homeostase larval, reduzindo a capacidade de mobilizagdo e armazenamento de energia,
promovendo uma condigdo comparavel ao jejum mesmo na presenca de alimento e limitando

o0 desenvolvimento, a sobrevivéncia e o potencial fisiologico do vetor.
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ABSTRACT

Larval nutrition plays a central role in the development and physiological fitness of Ae. aegypti,
directly influencing growth, energy reserves, and survival, and can be modulated both by food
availability and by exposure to bioactive compounds. Among these compounds, flavonoids
stand out for their ability to interfere with intestinal absorption and energy metabolism, with
morin hydrate emerging as a relevant candidate for studies in vector insects. The present study
aimed to integratively evaluate the effects of morin hydrate on biological parameters and the
metabolic profile of larvae under different nutritional conditions. To this end, larvae were
exposed for 24 hours to 175 uM of the flavonoid, in the presence or absence of diet, and
analyzed for growth, protein, lipid, and carbohydrate reserves, as well as for their metabolic
profile assessed by gas chromatography—mass spectrometry (GC—MS). The results showed that
treatment with morin hydrate significantly reduced larval size, regardless of diet availability,
indicating that the compound compromises nutrient digestion and absorption. Energy reserves
were markedly reduced, particularly proteins and triacylglycerols, establishing a physiological
pattern analogous to fasting. Carbohydrate analysis revealed a pronounced decrease in glucose,
trehalose, and glycogen, suggesting impaired incorporation of readily available substrates.
Metabolomic analysis indicated profound alterations in biochemical balance, including
selective depletion of essential and antioxidant amino acids, accumulation of glutamine and
aspartate related to nitrogen detoxification, reduction of tricarboxylic acid cycle intermediates,
and a decrease in lactate levels, evidencing loss of metabolic flexibility. The increase in
propanoic acid was identified as an additional marker of metabolic stress. Altogether, the data
demonstrate that morin hydrate broadly disrupts larval homeostasis, reducing the capacity for
energy mobilization and storage, inducing a fasting-like condition even in the presence of food,

and ultimately limiting development, survival, and the physiological potential of the vector.
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12 REFERENCIAL TEORICO

A nutricdo larval constitui um dos fatores mais determinantes para o desenvolvimento,
capacidade vetorial e aptiddo de Ae. aegypti, influenciando diretamente variaveis como
tamanho corporal, reserva energética e expressdo de hormonios regulatorios (Telang et al.,
2006; Telang; Frame; Brown, 2007). Estudos demonstram que dietas com diferentes proporcoes
de proteina e carboidrato durante os estagios larvais alteram o tempo de desenvolvimento, o
tamanho adulto e o acumulo de lipidios, glicogénio e proteinas, refletindo como a
disponibilidade de alimento modela reservas energéticas essenciais (Caragata et al., 2014;
Telang; Frame; Brown, 2007). Em Ae. aegypti, por exemplo, larvas privadas de alimento
apresentam atraso no desenvolvimento, reducdo drastica no tamanho corporal e menor
fecundidade na fase adulta, demonstrando que o balanco nutricional larval é determinante para

a aptiddo reprodutiva e sobrevivéncia (Kang et al., 2017).

O intestino médio desempenha papel central nesse processo, sendo o principal local de
digestdo, absorcdo e regulagdo metabolica. Ele atua como interface entre o ambiente e o
metabolismo larval, determinando ndo apenas a eficiéncia de assimilacdo dos nutrientes
ingeridos, mas também o direcionamento dessas reservas para crescimento, sintese de
macromoléculas ou armazenamento energético em forma de lipidios e carboidratos (Clements,
2011; Taracena et al., 2018). Perturbag6es na fisiologia intestinal, seja por privagao alimentar
Ou por exposi¢do a compostos bioativos, podem comprometer a integridade epitelial, reduzir a
absorcdo de nutrientes e desencadear respostas compensatérias no metabolismo energético,
afetando diretamente a sobrevivéncia e a plasticidade fenotipica dos insetos (Shanbhag;
Tripathi, 2009; Terra; Ferreira, 2011).

Além disso, a interacdo entre fatores nutricionais e estresse quimico tem ganhado
destague na entomologia experimental. Compostos vegetais como flavonoides, presentes
naturalmente em dietas ou aplicados como agentes inseticidas, podem atuar tanto como
antioxidantes quanto como pré-oxidantes em insetos, afetando o equilibrio redox, a fungéo
intestinal e, consequentemente, a capacidade de mobilizar e armazenar reservas energeticas
(Felton; Summers, 1995; Perera et al., 2012). No caso especifico da morina, estudos em
modelos animais tém demonstrado sua capacidade de modular enzimas envolvidas no
metabolismo lipidico e glicidico (Li; Tian, 2004; Venkateish; Rajamanikandan; Perumal,
2024), embora pouco se saiba sobre seu impacto direto na fisiologia intestinal de mosquitos.
Assim, a investigacdo do efeito combinado entre a presenga ou auséncia de alimento e o
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tratamento com hidrato de morina oferece uma oportunidade para compreender como fatores
nutricionais e quimicos interagem no remodelamento do metabolismo energético e na

integridade intestinal em Ae. aegypti.

12.1 O papel do intestino no metabolismo

O intestino médio representa o principal 6rgdo de digestdo e absor¢do em insetos,
atuando como a interface essencial entre o alimento ingerido e a distribuicdo de nutrientes para
os tecidos periféricos (Terra; Ferreira, 2011). E nesse tecido que ocorre a secrecdo de enzimas
digestivas, a quebra de macromoléculas e o transporte transepitelial de agtcares, aminoéacidos
e lipidios para a hemolinfa, processos fundamentais para o crescimento e a manutencéo da
homeostase energética (Hakim; Baldwin; Smagghe, 2010; Lemaitre; Miguel-Aliaga, 2013).
Alteracdes na integridade ou funcionalidade do intestino médio comprometem diretamente o

aporte de nutrientes e podem impactar de forma critica a sobrevivéncia larval.

A eficiéncia na digestdo e absor¢do esta intimamente associada a estrutura e funcéo dos
enterécitos e da matriz peritrofica, que protegem o epitélio contra agentes quimicos e
microrganismos (Lehane, 1997; Richards; Richards, 1977). Altera¢6es nessas barreiras podem
aumentar a permeabilidade intestinal e reduzir a eficiéncia de absorgao de nutrientes essenciais,
resultando em prejuizos no crescimento (Hegedus et al., 2009). Estudos mostram que
disfungdes no transporte de actcares ou lipidios no intestino médio impactam a disponibilidade
energética de forma sistémica, afetando a mobilizacdo de reservas no corpo gorduroso
(Lemaitre; Miguel-Aliaga, 2013).

Diversos compostos bioativos vegetais tém sido descritos como indutores de alteracfes
histopatoldgicas no epitélio intestinal, incluindo vacuolizacdo, desorganizacdo das
microvilosidades e falhas na renovacéo celular, que resultam em prejuizo na eficiéncia digestiva
e na absorcdo de nutrientes (Roel et al., 2010; Scudeler et al., 2014; Kilani-Morakchi et al.,
2021). Além do efeito morfoldgico, evidéncias demonstram que fitocompostos tambem podem
induzir a geragdo de ROS no intestino, desencadeando apoptose de enterdcitos e

comprometendo ainda mais a fungéo digestiva (Lu et al., 2020; Liu et al., 2024)

Diversos trabalhos experimentais demonstram que o intestino & também um dos

principais alvos de toxinas e compostos bioativos. Os cristais de Bacillus thuringiensis, por
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exemplo, ligam-se a receptores do epitélio intestinal, promovendo lise celular, perda de
integridade tecidual e, consequentemente, reducdo na capacidade de absorcdo de nutrientes
(Bravo; Gill; Soberén, 2007; Vachon; Laprade; Schwartz, 2012). Situacdo semelhante é
observada na exposicdo a pesticidas naturais e metabolitos secundarios de plantas, que
frequentemente causam desorganizacgéo epitelial e estresse oxidativo no intestino de larvas (de
Oliveira Mendes et al., 2020; He et al., 2019).

Além de fatores quimicos, a microbiota intestinal exerce papel essencial na regulacéo
do metabolismo energético. Em Ae. aegypti, a abundéncia da dieta larval modula tanto a
composi¢do quanto o tamanho da microbiota do intestino e do habitat aquatico, afetando
diretamente o conteddo de carboidratos, proteinas, glicogénio e lipidios armazenados
(MacLeod; Dimopoulos; Short, 2021). Além de ser necessaria para a fecundidade normal,
longevidade e competéncia vetorial dos mosquitos adultos. Ja foi relatado na literatura que
mosquitos livres de microbiota apresentaram producdo de ovos reduzida, metabolismo basal
alterado, mas esses efeitos podiam ser parcialmente revertidos pela recolonizagido da flora

intestinal (Harrison et al., 2023).

O intestino de insetos é altamente suscetivel ao estresse oxidativo, especialmente em
condicBes de privacdo alimentar ou exposicdo a agentes toxicos. Em insetos, a infeccdo por
microorganismo ou por agentes toxicos eleva a peroxidacdo lipidica como resposta danos
oxidativos gerados pelo desequilibrio redox, evidenciando vulnerabilidade e perda da
integridade celular onde, como resposta secundaria, gera individuos com menor absor¢do
nutricional e menores reservas de carboidratos (Kazek et al., 2020; Pompka; Szulinska; Kafel,
2022). Além disso, em Chlosyne lacinia, a transi¢do larva-pupa foi acompanhada por alteracbes
no metabolismo redox, incluindo aumento na atividade de enzimas antioxidantes e maior
peroxidacdo lipidica, sugerindo que periodos criticos de remodelacdo fisiologica e possivel
restricdo nutricional favorecem o estresse oxidativo nos tecidos do trato digestivo (Moreira;
Hermes-Lima, 2024). Esses achados em conjunto indicam que, na auséncia de alimento ou sob
limitacdo de nutrientes, o intestino pode sofrer dano estrutural e funcional, comprometendo a

absorcdo de nutrientes e agravando a deplecéo energética em insetos.
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12.2 Metabolismo energético de insetos

O metabolismo energético em insetos é caracterizado por uma flexibilidade notavel, que
garante a manutencdo das funcdes vitais mesmo em condic¢des adversas de disponibilidade de
nutrientes. Durante o desenvolvimento larval de mosquitos como Ae. aegypti, a alta taxa de
crescimento e divisdo celular demanda uma producdo constante de ATP, o que é alcancado pela
integracdo coordenada de diferentes vias metabdlicas centrais. A glicélise representa a principal
rota de degradacgéo inicial da glicose, fornecendo piruvato como produto final e gerando
pequenas quantidades de energia de forma rapida (Chapman, 2013). O piruvato pode, entdo, ser
convertido em lactato em condicdes fermentativas ou direcionado para o ciclo do acido citrico,
localizado nas mitocéndrias, onde ¢ oxidado a CO2 com a produgdo de equivalentes redutores
como NADH e FADH: (Nation, 2016). Esses equivalentes sdo posteriormente utilizados na
cadeia transportadora de elétrons para geracdo de ATP por fosforilacdo oxidativa, um processo
altamente eficiente que sustenta as elevadas exigéncias energéticas associadas ao

desenvolvimento larval (Clements, 2011).

Além da glicose obtida diretamente da dieta, 0s insetos utilizam reservas energeéticas
intermedidrias que garantem a homeostase em situacGes de variacdo nutricional (Algurashi;
English; Wall, 2020; Singh; Brown, 1957). A trealose, dissacarideo formado por duas
moléculas de glicose, é o principal agucar circulante na hemolinfa dos insetos e desempenha
papel central como fonte rapida de energia (Thompson, 2003). Sua mobiliza¢do permite suprir
de forma imediata tecidos com elevada demanda metabdlica, como musculos e o proprio
intestino médio, sendo essencial para manter o equilibrio energético durante periodos de intensa
atividade celular (Becker et al., 1996; Wang et al., 2020). O glicogénio, por sua vez, constitui
a principal forma de armazenamento de carboidratos em insetos, sendo acumulado no corpo
gorduroso e degradado em glicose quando necessario, especialmente em situacdes de jejum ou

privacao alimentar (Arrese; Soulages, 2010; Murphy; Wyatt, 1965; Wigglesworth, 1942).

Os lipidios representam a reserva energética mais densa e de longo prazo, sendo
estocados no corpo gorduroso e mobilizados principalmente em fases de escassez alimentar ou
durante a metamorfose, quando o organismo enfrenta elevadas demandas energéticas
decorrentes da remodelacdo de tecidos (Arrese et al., 2001; Arrese; Soulages, 2010; Canavoso
et al., 2001). Diferente dos carboidratos, que sdo rapidamente consumidos, os triacilglicerdis
fornecem energia de forma mais gradual e sustentada, sendo oxidados no ciclo do acido citrico
e na fosforilacdo oxidativa para suprir ATP em situacdes prolongadas de estresse (Gondim et
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al., 2018). Essa dualidade entre reservas energéticas de curto prazo (glicose, trealose e
glicogénio) e de longo prazo (lipidios) confere ao mosquito uma plasticidade metabolica

fundamental para sua sobrevivéncia em ambientes onde a disponibilidade alimentar é variavel.

Embora a utilizacdo de carboidratos e lipidios seja predominante, as proteinas também
podem desempenhar papel energético em insetos, especialmente em condic¢Bes de privacdo
alimentar ou estresse metabdlico. Nesses contextos, o catabolismo proteico fornece esqueletos
carbdnicos de aminoacidos que podem ser convertidos em intermediarios do ciclo do acido
citrico, como piruvato, succinil-CoA ou oxaloacetato, assegurando a producdo de ATP em
situacdes criticas (Chapman, 2013; Nation, 2016; Scaraffia; Wells, 2003; Teulier et al., 2016).
Além disso, a degradacgdo de proteinas libera nitrogénio na forma de amonia, cuja detoxificacao
é realizada principalmente pela conversdo em glutamina e aspartato, destacando a integracao
entre metabolismo energético e nitrogenado (Isoe; Scaraffia, 2013; Scaraffia et al., 2005). Em
larvas de Ae. aegypti, a mobilizacdo de proteinas e aminoacidos para suprir energia durante o
jejum reflete uma estratégia adaptativa que garante a sobrevivéncia, ainda que as custas da

reducdo das reservas destinadas ao crescimento e a sintese de biomoléculas estruturais.

O intestino médio assume papel central nesse contexto, funcionando como a principal
interface entre o alimento ingerido e a distribuicdo de nutrientes para os tecidos periféricos
(Terra; Ferreira, 2011). Nesse 6rgdo, ocorre a secrecao de enzimas digestivas, a degradacdo de
macromoléculas e o transporte de agucares, aminoécidos e lipidios para a hemolinfa (Hakim;
Baldwin; Smagghe, 2010). Uma vez absorvidos, esses nutrientes podem ser direcionados ao
crescimento, a sintese de macromoléculas ou ao armazenamento no corpo gorduroso (Taracena
et al., 2018). PerturbacGes nesse equilibrio, seja por privacdo alimentar ou por exposicdo a
compostos bioativos que interfiram na digestdo e absor¢do, comprometem a capacidade do
inseto de acumular reservas energéticas adequadas, refletindo em atrasos no desenvolvimento,

reducdo do tamanho corporal e diminuicdo da fecundidade adulta (Kang et al., 2017).

Em sintese, 0 metabolismo energético de insetos, como Ae. aegypti, é sustentado por
um sistema integrado de vias bioquimicas que convertem carboidratos, lipidios e proteinas em
energia, equilibrando o uso de reservas de curto e longo prazo conforme as exigéncias
fisioldgicas. Essa plasticidade garante que o inseto consiga ndo apenas crescer em ambientes
ricos em nutrientes, mas também sobreviver e completar seu ciclo de vida em condic¢des de

estresse nutricional ou quimico. Dessa forma, compreender como essas vias se ajustam em
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resposta a fatores externos é essencial para desvendar os mecanismos que regulam o

desenvolvimento e a sobrevivéncia larval.

12.3 Aminoacidos como reguladores metabdlicos

Os aminoécidos desempenham papel fundamental no metabolismo energético de
insetos, ndo apenas como precursores na sintese de proteinas, mas também como importantes
substratos para a geracdo de energia em situacdes de alta demanda ou de estresse nutricional.
Durante o desenvolvimento larval de Ae. aegypti, a intensa divisdo celular e a rapida taxa de
crescimento exigem flexibilidade metabolica, e a utilizagdo de aminoécidos como fontes
alternativas de energia é uma caracteristica marcante desse processo (Hakim; Baldwin;
Smagghe, 2010; Nation, 2016). Além de suprirem o ciclo do acido citrico por meio de
intermediarios anaplerdticos, determinados aminoacidos participam diretamente da regulagédo
de vias bioquimicas, atuando como sinalizadores metabdlicos capazes de ajustar o balango entre
anabolismo e catabolismo. Dessa forma, os perfis de aminoacidos livres no organismo nao
apenas refletem o estado nutricional, mas também constituem indicadores da capacidade
adaptativa do inseto frente a condi¢cdes ambientais variaveis (Scaraffia et al., 2005; Taracena et
al., 2018).

A prolina é um dos aminoacidos mais relevantes no metabolismo de insetos,
reconhecida por sua fungdo como combustivel preferencial em tecidos com alta demanda
energética (Scaraffia; Wells, 2003; Teulier et al., 2016). Embora seu papel como substrato
oxidativo seja mais estudado em adultos durante o voo, ha evidéncias de que em larvas de
mosquitos esse aminoacido também seja utilizado em rotas anapleroticas para sustentar o ciclo
do acido citrico, especialmente em situacdes de restri¢cdo alimentar (Scaraffia; Wells, 2003).
Além de seu valor energético, a prolina participa na regulacao do equilibrio redox celular, uma
vez que sua oxidacdo esta acoplada a producéo de NADPH, contribuindo para a defesa contra
especies reativas de oxigénio (Moreira; Hermes-Lima, 2024). Assim, a prolina cumpre funcoes
duplas, servindo tanto como substrato energético quanto como modulador da homeostase

oxidativa.

A alanina, por sua vez, desempenha papel estratégico como aminoacido glicogénico.
Ela participa do chamado ciclo glicose-alanina, no qual transporta grupos amino dos tecidos

periféricos para o corpo gorduroso, onde € transaminada a piruvato e pode ser convertida
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novamente em glicose por gliconeogénese (Adeva-Andany et al., 2014). Esse ciclo permite a
manutencdo da glicemia e da producgdo de energia mesmo quando os carboidratos dietéticos
estdo escassos, além de atuar como mecanismo de redistribuicdo de nitrogénio durante periodos
de privacdo alimentar. Em mosquitos, esse processo garante um suprimento energético
alternativo, mantendo a integridade do metabolismo central em momentos de estresse(Gondim
etal., 2018).

A glutamina se destaca como o principal aminoacido associado ao metabolismo
nitrogenado em mosquitos. Ela atua como forma segura de transporte e armazenamento de
nitrogénio, prevenindo a toxicidade da amonia liberada durante o catabolismo proteico (Isoe;
Scaraffia, 2013; Scaraffia et al., 2005). Em condic¢des de estresse nutricional, sua sintese é
intensificada pela acdo da glutamina sintetase, funcionando como regulador da homeostase de
nitrogénio (Cruzat et al., 2018). Além disso, a glutamina é precursora de glutamato e pode
alimentar diretamente o ciclo do acido citrico, desempenhando papel energético adicional (Wu,
2013). Essa versatilidade explica por que, em anélises metabolémicas, a glutamina tende a se
acumular em larvas submetidas ao jejum, refletindo uma estratégia de adaptacdo que alia

detoxificacdo de nitrogénio e suporte energético (Horvath; Dagan; Scaraffia, 2021).

O aspartato complementa essa rede metabolica ao atuar como intermediario essencial
na conexdo entre 0 metabolismo de amino&cidos, o ciclo do &cido citrico e a biossintese de
nucleotideos (Scaraffia, 2016). Formado pela transaminacdo do oxaloacetato, o aspartato
participa tanto da reposicdo de intermediarios anapleréticos quanto da doacdo de nitrogénio
para rotas biossintéticas criticas, como a producdo de purinas e pirimidinas (Cooper; Jeitner,
2016). Em insetos submetidos ao jejum, seu acUimulo sugere um papel adaptativo na
manutencédo da atividade metabdlica, funcionando como elo entre o metabolismo de carbono e
de nitrogénio (Liu; Sutter; Tu, 2021). Dessa forma, o aspartato assume funcéo regulatoria, ndo
apenas sustentando a bioenergética celular, mas também garantindo a continuidade de

processos anabdlicos essenciais para o desenvolvimento larval.

Em conjunto, prolina, alanina, glutamina e aspartato exemplificam como o0s
aminoacidos exercem funcbes além da sintese proteica, atuando como combustiveis e
sinalizadores do estado metabdlico. Essa multifuncionalidade confere aos mosquitos uma
notavel plasticidade fisioldgica, permitindo que ajustem suas rotas bioguimicas frente a
diferentes pressfes ambientais, desde a restricdo nutricional até a exposi¢cdo a compostos

bioativos que afetam a absor¢éo e utilizagdo de nutrientes.
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12.4 Metabolismo do nitrogénio e detoxificacdo de derivados da hidrolise proteica

O metabolismo do nitrogénio em insetos representa um eixo fundamental da fisiologia,
pois a degradacdo de proteinas durante o crescimento, o jejum ou sob condicbes de estresse
metabolico libera grandes quantidades de amoénia, um composto altamente toxico que precisa
ser rapidamente convertido em formas menos toxicas (Isoe; Scaraffia, 2013). Ao contrario de
vertebrados que excretam ureia ou acido Urico em maior proporgdo, mosquitos como Ae.
aegypti utilizam estratégias baseadas na assimilagdo da aménia em moléculas transportadoras
de nitrogénio, especialmente glutamina e aspartato, que permitem tanto o armazenamento
seguro quanto a utilizacdo anaplerotica desse subproduto (Isoe; Scaraffia, 2013; Scaraffia et al.,
2005). Essa via de detoxificacdo garante a manutencdo da homeostase celular e evita o acumulo
de aménia livre na hemolinfa, condigcdo que comprometeria a integridade fisioldgica do inseto.

A glutamina ocupa papel central nesse processo por funcionar como principal
reservatorio de nitrogénio em insetos (Xue et al., 2022). Sua sintese ocorre pela acdo da enzima
glutamina sintetase, que incorpora 0 grupo aménio ao glutamato, produzindo uma molécula
altamente solUvel e ndo toxica capaz de circular na hemolinfa e ser transportada para tecidos
periféricos (Felig et al., 1969). Essa estratégia é particularmente importante durante o jejum,
guando o catabolismo proteico é intensificado para suprir energia, resultando em maior
producdo de nitrogénio livre (Scaraffia, 2016). Além de sua funcdo detoxificante, a glutamina
participa da regulacdo do balango redox, sendo precursora do glutamato e, consequentemente,
da sintese de glutationa, um dos principais antioxidantes celulares dos insetos (Ahmad; Pardini,
1990).

O aspartato, formado a partir da transaminacdo do oxaloacetato, também é um
intermediario essencial na detoxificacdo de nitrogénio. Ele atua como doador de grupos amino
em vias biossintéticas, especialmente na sintese de nucleotideos, e serve como elo entre o
metabolismo energético e nitrogenado (Cooper; Jeitner, 2016). Durante periodos de intensa
degradacédo proteica, como em condig¢Oes de privagdo alimentar ou exposi¢cdo a compostos
bioativos, o acumulo de aspartato reflete a adaptacdo metabdlica necessaria para manter a
anaplerose do ciclo do &cido citrico e ao mesmo tempo manejar o excesso de nitrogénio liberado

pela protedlise (Liu; Sutter; Tu, 2021).

Assim, a detoxificacdo dos derivados da hidrdlise proteica em insetos envolve uma

integracdo estreita entre metabolismo energético e nitrogenado. O acoplamento da degradacéo
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de proteinas a sintese de moléculas como glutamina e aspartato assegura ndo apenas a
neutralizacdo da aménia, mas também a manutencdo de vias biossintéticas e anapleroticas
cruciais para o desenvolvimento larval. Esse equilibrio garante que larvas de Ae. aegypti
possam sustentar seu crescimento mesmo sob condi¢cdes de estresse, demonstrando a

importancia estratégica do metabolismo do nitrogénio para sua sobrevivéncia.

12.5 Estresse oxidativo e metabolismo redox em insetos

O metabolismo energético intenso caracteristico das larvas de insetos, aliado a
exposicao a fatores estressores como jejum ou compostos xenobi6ticos, frequentemente leva a
um aumento da produgdo de ROS (Misra et al.,, 2011). Essas moléculas sdo geradas
principalmente durante o transporte de elétrons na mitocéndria, quando parte do oxigénio
consumido é reduzido de forma incompleta, resultando na formacéo de radicais livres (Gautam;
Sharma; Trivedi, 2023). Em condi¢cBes normais, a producdo de ROS estd associada ao
funcionamento celular e pode atuar inclusive como sinalizadora em processos fisiologicos
(Lennicke; Cochemé, 2020). Entretanto, quando a geracao dessas espécies excede a capacidade
antioxidante do organismo, ocorre um desequilibrio redox que compromete a integridade das
células, desencadeando peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA (Felton;
Summers, 1995). Em insetos, esse estresse oxidativo pode ser intensificado por restricdo
alimentar, que limita a disponibilidade de substratos energéticos, e pela exposi¢do a compostos
bioativos, como flavonoides, que modulam diretamente o metabolismo mitocondrial e a
geracdo de radicais (Gautam; Sharma; Trivedi, 2023; Hay et al., 2020; Pompka; Szulinska;
Kafel, 2022).

O intestino médio e o corpo gorduroso representam dois dos principais alvos de ROS
em insetos. O epitélio intestinal, responsavel pela absorcdo de nutrientes e pela barreira contra
microrganismos e toxinas, é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo (Bai et al., 2021,
Khan; Kojour; Han, 2023). A producdo exacerbada de ROS pode induzir apoptose de
enterocitos, vacuolizacdo e desorganizagdo das microvilosidades, reduzindo a eficiéncia da
digestdo e absorcéo de nutrientes (Bai et al., 2021; Roel et al., 2010). Ja o corpo gorduroso,
orgao funcionalmente analogo ao figado e ao tecido adiposo em vertebrados, é diretamente
afetado pela peroxidacdo lipidica, que compromete suas reservas de triacilglicerdis e

glicogénio, essenciais para sustentar o metabolismo em fases de jejum ou metamorfose (Arrese;
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Soulages, 2010; Kazek et al., 2020). Dessa forma, a producédo excessiva de ROS, induzida por
caréncia nutricional ou xenobioticos, interfere tanto na absor¢éo quanto no armazenamento de

energia, impactando a sobrevivéncia e o desenvolvimento larval.

Para contrabalancar os danos causados pelo estresse oxidativo, insetos desenvolveram
um arsenal de sistemas antioxidantes enddgenos. Entre eles, destacam-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferases (GSTs), que atuam em conjunto
para neutralizar radicais livres e prevenir o acimulo de espécies reativas (Hemingway; Ranson,
2000; Rivero et al., 2011). A SOD converte o0 anion superdéxido em peroxido de hidrogénio, que
por sua vez é decomposto em agua e oxigénio pela acdo da catalase, evitando sua conversdo em
radicais hidroxila altamente toxicos. As GSTs, por sua vez, utilizam a glutationa reduzida
(GSH) para conjugar e detoxificar xenobiéticos, além de atuarem na protecdo contra
peroxidacdo lipidica (Ahmad; Pardini, 1990). O equilibrio entre esses sistemas € crucial para a
manutencdo da integridade do intestino médio e do corpo gorduroso, funcionando como linha
de defesa contra os efeitos deletérios de ROS gerados tanto endogenamente quanto em resposta

a fatores ambientais.

Estudos recentes evidenciam que periodos criticos do ciclo de vida dos insetos, como a
transicdo larva-pupa, estdo associados a aumento na atividade de enzimas antioxidantes,
sugerindo que a regulacdo redox é essencial para o sucesso do desenvolvimento (Moreira;
Hermes-Lima, 2024). Em Ae. aegypti, tanto a restricdo alimentar quanto a exposi¢cdo a
metabolitos secundarios de plantas foram descritas como condi¢fes capazes de induzir forte
estresse oxidativo no intestino e no corpo gorduroso (Gautam; Sharma; Trivedi, 2023). Assim,
a manutencdo da homeostase redox depende da atuacdo coordenada de multiplos mecanismos
antioxidantes, que asseguram a protecao contra ROS e preservam a funcionalidade de érgdos-

chave para o metabolismo energético.
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13 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do hidrato de morina em condicdes de presenca e auséncia de alimento
sobre parametros bioldgicos e o perfil metabdlico de larvas de Ae. aegypti, integrando os
impactos no crescimento larval, nas reservas energéticas (proteinas, triacilglicerdis e
carboidratos) e na reorganizacdo da homeostase bioguimica, de modo a compreender como 0

flavonoide influencia a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a fisiologia desse vetor.

13.1 Objetivos especificos

e Mensurar parametros bioldgicos avaliando o efeito do hidrato de morina, em associacao
com a disponibilidade ou auséncia de alimento, sobre o tamanho larval e possiveis
atrasos no desenvolvimento;

e Quantificar reservas energéticas atraves da determinacdo conteido de proteinas totais,
TAG e carboidratos nas larvas submetidas as diferentes condi¢fes experimentais,
verificando a influéncia do flavonoide na mobilizacéo e no armazenamento energético;

e Caracterizar o perfil metabolémico analisando os efeitos do hidrato de morina sobre o
metabolismo larval, identificando alteracbes em aminoécidos, carboidratos, acidos
graxos e acidos organicos;

e Investigar a integracdo metabolica, interpretando como o hidrato de morina, em
interacdo com o estado nutricional, reorganiza vias centrais do metabolismo, incluindo
o ciclo do acido citrico, a glicélise, a fermentacgdo latica, o0 metabolismo nitrogenado e
a defesa antioxidante;

e Relacionar parametros bioldgicos e metabdlicos, integrando os dados obtidos para
compreender de que forma as alteragBes metabolicas se refletem em sobrevivéncia,

reservas energéticas, desenvolvimento e potencial fisiolégico das larvas.
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14 METODOLOGIA

14.1 Tratamento com hidrato de morina com a disponibilizacdo de ragéo

Conforme detalhado no Capitulo 1, as condi¢des de criacdo larval e preparo das solugoes
de hidrato de morina seguiram protocolos previamente padronizados de modo a garantir a
reprodutibilidade dos experimentos. Entretanto, neste capitulo é importante destacar que todos
0s ensaios foram conduzidos apds 24 horas de exposicao a 175 uM do flavonoide mesclado a
presenca de uma dieta rica energeticamente (Tabela 3). A nomenclatura dos tratamentos foi
padronizada para melhor visualizacdo grafica e escrita: C+ refere-se ao grupo controle
alimentado com racdo, C- refere-se ao grupo controle sob jejum, M+ refere-se ao grupo tratado
com 175 pM de hidrato de morina com racdo e M- refere-se ao grupo tratado com hidrato de

morina sem racao.

Tabela 3. Valores nutricionais da ragdo de gato.

Componente Quantidade
Energia (Kcal) 3740 kcal/kg
Proteina bruta 320 g/kg
Cinzas 85 g/kg
Gordura bruta 80 g/kg
Fibra bruta 45 g/kg
Fosforo 8000 mg/kg
Potassio 7000 mg/kg
Célcio 6000 mg/kg
Taurina 1000 mg/kg
Zinco 100 mg/kg
Ferro 80 mg/kg
Vitamina A 5000 Ul/kg

Fonte: Whiskas
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14.2 Medicagé&o do tamanho larval

O comprimento larval foi determinado por meio de mensuracOes realizadas em um
microscopio estereoscopico Olympus SZX16, acoplado a um sistema de captura de imagens
conectado a um computador. As imagens obtidas foram processadas e arquivadas utilizando o
software Olympus cellSens (versao 4.3), o qual permitiu ndo apenas a visualizacdo detalhada,
mas também a padronizacdo das medidas realizadas. Para cada condicdo experimental, foram
selecionadas e analisadas 15 larvas em cada uma das quatro repeticbes independentes,

garantindo-se uma amostragem minima representativa de cada tratamento.

A afericdo do comprimento foi conduzida de forma individualizada, registrando-se a
distancia linear entre a extremidade anterior da cépsula cefalica e a regido posterior delimitada
pelas papilas anais. Esse procedimento assegurou a uniformidade dos critérios de medicéo entre
os diferentes grupos analisados. As mensuracdes foram realizadas diretamente no software, que
dispde de uma escala integrada calibrada ao sistema Optico, eliminando a necessidade de

estimativas visuais e conferindo maior precisao e reprodutibilidade aos dados coletados.

14.3 Quantificacdo de carboidratos

Para a determinacdo dos niveis de glicose, trealose e glicogénio foram utilizados quatro
grupos amostrais de larvas (C+, C-, M+ e M-). Em cada tratamento, pools de 10 larvas
previamente expostas ao hidrato de morina foram coletados ¢ homogeneizados em 200 pL de
agua destilada gelada com o auxilio de micropistilo estéril, mantendo as amostras em gelo para

evitar degradacdes. Foram realizadas cinco réplicas bioldgicas independentes por grupo.

O protocolo utilizado foi o adaptado de Van Handel (1985) descrito no capitulo 11,
utilizando uma reacdo de antrona para gerar variacdo colorimétrica e comparar com uma curva

padrdo especifica para cada carboidrato.

14.4 Quantificacéo de triacilglicerol

Para a determinagdo dos niveis de TAG foram utilizados quatro grupos amostrais de
larvas (C+, C-, M+ e M-). Em cada tratamento, pools de 10 larvas previamente expostas ao

hidrato de morina foram coletados € homogeneizados em 200 puL de 4gua destilada gelada com
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o0 auxilio de micropistilo estéril, mantendo as amostras em gelo para evitar degradacées. Foram

realizadas cinco réplicas bioldgicas independentes por grupo.

O contetdo de TAG foi quantificado com kit enzimatico comercial de triglicerideos
(Bioclin®), conforme instrugdes do fabricante. Brevemente, 10 uL. do homogeneizado foram
incubados com 200 pL de reagente em microplacas a 37 °C por 30 minutos, e a absorbancia foi
medida a 540 nm em espectrofotdmetro de microplacas. A quantificacdo foi realizada a partir
de curva padrdo de triglicerideos, e os valores foram normalizados pela concentracdo de

proteinas totais de cada réplica.

14.5 Analise do perfil metabolico

A extracdo dos metébolitos seguiu protocolo adaptado de (Lisec et al., 2006),
amplamente utilizado em metabolémica de insetos. As amostras ap0s 24h sob o tratamento
experimental especifico foram homogeneizadas por 5 min em etanol absoluto, contendo 60 pL
de ribitol (0,2 pg/pL) como normalizador interno. O processo de extragdo foi conduzido em
termomixer a 950 rpm por 15 min a 70 °C. Apo6s centrifugacéo e parti¢do, 300 L da fase polar
foi recuperada, concentrada a vacuo até secagem completa ¢ armazenada a —80 °C para evitar

degradacéo oxidativa.

A derivatizacdo dos extratos seguiu dois estagios: inicialmente, 40 puL de metoxiamina
hidrocloridrica em piridina foi adicionada e incubada por 2 h a 37 °C, permitindo a estabilizacéo
de grupamentos carbonilicos por formacdo de oximas. Em seguida, adicionaram-se 70 pL de
MSTFA (N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida) e a mistura foi agitada por mais 30 min a
37 °C, etapa necessaria para silarizacdo dos grupos hidroxila e carboxila, aumentando a
volatilidade e estabilidade térmica dos metabdlitos para analise em cromatografo a gas acoplado

a espectrébmetro de massas (GC-MS).

As amostras derivatizadas (0,5 pL) foram injetadas em GC-MS (Shimadzu QP2010
Plus), utilizando injecdo em modo split (1:20), de forma a evitar sobrecarga da coluna e
saturacdo do detector. A separacdo dos compostos ocorreu em coluna capilar de silica fundida
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um ID) contendo 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano como fase
estacionaria, adequada para analise de metabolitos polares apds derivatizacdo. As condicoes
cromatograficas foram: temperatura do injetor a 230 °C, gas de arraste hélio (1,0 mL/min),

programa de aquecimento iniciando em 70 °C por 5 min, seguido de aumento de 5 °C/min até
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290 °C, mantida por 20 min. A interface e a cdmara de ionizagdo foram mantidas a 310 °C e
250 °C, respectivamente.

A deteccéo foi realizada em espectrémetro de massas por impacto eletrénico a 70 eV,
operando em modo varredura no intervalo 40-800 m/z, com taxa de 0,5 scans/. Para garantir
robustez na identificagdo, uma série de alcanos (C8-C40) foi utilizada como padrdo de indice
de retencéo e os picos foram comparados com espectros da biblioteca NIST 2008 e de padrdes
auténticos processados nas mesmas condicOes. Por fim, a area de cada composto identificado

foi normalizada pela area gerada pelo ribitol.

14.6 Analise estatistica

As representacfes graficas e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software). Todos os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (SEM), assegurando a representacdo adequada da
variabilidade entre os grupos analisados, com exce¢do dos resultados de tamanho larval que

foram expressos na forma de medianas.

Em todos os ensaios foi utilizado a ANOVA unidirecional, seguida da aplicagdo dos
testes de significancia apropriados para deteccéo de diferencas entre as concentracgdes testadas.
Com excecdo aos resultados de tamanho larval, onde foi empregado o teste de Kruskal-wallis.
Em todos os casos, foi considerado como critério de significancia estatistica um valor de p <
0,05, sendo que as diferencas observadas nos experimentos atenderam a esse critério e,

portanto, foram consideradas estatisticamente significativas.
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15 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados apresentados nos capitulos | e Il, o tratamento com hidrato de morina
por 24h em larvas de Ae. aegypti efeitos sobre a sobrevivéncia, desenvolvimento e reservas
energéticas. Esses resultados indicam que a incorporacdo de energia pode estar sendo
comprometida. A partir dos dados obtidos, ha indicativos que células intestinais e a absor¢édo
dos nutrientes foram comprometidas. Para investigar essa hipotese de forma mais aprofundada,
neste capitulo o tratamento todos os ensaios foram realizados com a CLs calculada no capitulo
I, 175 uM de hidrato de morina e mesclamos o tratamento com racdo altamente proteica para

verificarmos se houve a incorporacdo de nutrientes.

15.1 Alterac@es no crescimento larval de Aedes aegypti em resposta ao hidrato de morina:

evidéncias de limitacdo nutricional

A anélise do tamanho larval evidenciou um impacto direto tanto na auséncia de dieta
quanto da presenca do hidrato de morina sobre o desenvolvimento de Ae. aegypti. O grupo
controle, mantido exclusivamente com racdo por 24h, apresentou a maior mediana de
comprimento, refletindo condicGes ideais de crescimento (Figura 23). A privacdo alimentar
reduziu mais de 14% o tamanho das larvas, demonstrando o efeito esperado da caréncia de
substratos energéticos no crescimento corporal (Figura 23). No entanto, os grupos tratados com
hidrato de morina, independentemente da presenca de racdo, exibiram tamanhos
significativamente menores, semelhantes entre si e inferiores ao controle negativo,

apresentando reducdo média de mais de 23% do tamanho em relacéo ao controle com racéo.

Os flavonoides ja foram descritos interagindo com as enzimas digestivas de animais e
insetos e podem inibir atividades enzimaticas responsaveis pela degradacdo de carboidratos,
proteinas e lipidios no limen intestinal (Cao; Chen, 2012). As relagGes estrutura-atividade
indicam que grupos hidroxila e padrdes de substituicdo em flavonoides influenciam fortemente
a capacidade de inibir a-amilases e a-glucosidases in vitro, sugerindo um mecanismo plausivel
pelo qual flavonoides ingeridos ou presentes no ambiente larval reduziriam a eficiéncia da
digestdo de carboidratos (Cao; Chen, 2012). Revisdes sobre compostos vegetais com atividade
inseticida também destacam que constituintes fenolicos e flavonoides frequentemente
suprimem atividades de proteases e amilases em larvas de insetos, 0 que se associa a reducéo

do aproveitamento nutritivo e ao retardo do crescimento (Senthil-Nathan, 2020; Silvério et al.,
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2020), o que corrobora com os dados que obtivemos ap6s 24h de tratamento com hidrato de

morina (Figura 23).
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Figura 23. Tamanho larval de Aedes aegypti submetido a tratamento cruzado entre dieta
padrdo e exposicdo ao hidrato de morina. A presenca de racdo e hidrato de morina foi
sinalizado com (X) e a auséncia dos mesmos com (-). Os pontos representam os valores do
tamanho de cada individuo que teve seu tamanho aferido e a linha representa a mediana de
quatro repeticBes independentes em cada condicdo experimental. Letras distintas indicam
diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos estabelecidas a partir do teste de Kruskal-

wallis, onde p < 0.05.

Em mosquitos, a digestdo no intestino médio depende de uma cascata de proteases e
outras enzimas cuja expressdao e atividade sdo reguladas por fatores hormonais e de
desenvolvimento; a inibicdo ou modulacdo dessas enzimas compromete a degradacdo do
alimento e a disponibilidade de nutrientes para absorcdo (He et al., 2021). Experimentos
demonstraram que inibidores das proteases do intestino médio ou mutacGes que reduzem a
atividade enzimatica alteram a digestéo e reduzem a fecundidade, evidenciando a sensibilidade

do processo digestivo a bloqueios enzimaticos (He et al., 2021; Manzato et al., 2022).

Além da inibicdo direta de enzimas, compostos vegetais, incluindo flavonoides, podem

induzir estresse oxidativo no epitélio intestinal, promovendo peroxidacdo lipidica, dano de
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membrana e eventual desprendimento de células epiteliais, 0 que reduz a area absortiva e a
eficiéncia de captacdo de nutrientes (Hay et al., 2020; Pompka; Szulinska; Kafel, 2022).
Estudos com lepiddpteros expuseram que situacdes que elevam espécies reativas ou
peroxidacdo lipidica (por exemplo privacdo nutricional, metais ou xenobioticos) levam a
reducdo das reservas energéticas e a alteracdes histoldgicas no trato digestivo, comprometendo
absorcéo e crescimento (Fan et al., 2024; Pompka; Szulinska; Kafel, 2022).

A microbiota intestinal também desempenha papel central na digestdo e na
disponibilizacdo de nutrientes para mosquitos, contribuindo para a degradacdo de componentes
do sangue e a liberacdo de metabdlitos essenciais para a fecundidade; perturbacfes dessa
comunidade, por antibidticos ou por compostos bioativos, reduzem a eficiéncia digestiva e a
producdo de ovos (Caragata; Tikhe; Dimopoulos, 2019; Gaio et al., 2011). Revisdes recentes
mostram ainda que alteracfes na composicdo microbiana influenciam vias metabdlicas do
hospedeiro e podem modular a disponibilidade de amino&cidos e outros substratos, impactando
0 balango energético (Shi; Yu; Cheng, 2023).

Em conjunto, a literatura sustenta trés mecanismos ndo mutuamente exclusivos pelos
quais o hidrato de morina poderia reduzir o crescimento larval observado: (i) inibicédo
enzimatica direta no limen intestinal (reduzindo quebra de polissacarideos e proteinas); (ii)
dano oxidativo ao epitélio intestinal (reduzindo superficie e capacidade de absor¢do); e (iii)
desregulacdo da microbiota que suporta a digestdo e o metabolismo nutritivo do mosquito.
Esses mecanismos explicam porque larvas expostas a morina apresentaram reducéo de tamanho
mesmo quando racdo estava disponivel: a presenca de substrato ndo garante absorcdo se as

etapas de hidrolise, integridade epitelial ou suporte microbiano estiverem comprometidos.

Para testar diretamente essa hipdtese em Ae. aegypti, estudos futuros deveriam aferir (a)
a atividade das principais enzimas digestivas do intestino médio (amilases, lipases, proteases)
apos exposicdo larval a hidrato de morina; (b) a morfologia e integridade do epitélio intestino
médio por histologia e marcadores de apoptose/peroxidacéo lipidica; e (c) alteracBes na
composigdo e funcdo da microbiota intestinal por sequenciamento 16S rRNA e analises
metagendmicas, correlacionando esses dados com medidas de absorcdo (por exemplo

incorporacgdo de precursores marcados).
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15.2 Interferéncia do hidrato de morina na absor¢do e metabolismo energético de Aedes
aegypti

Considerando que o tamanho larval foi reduzido ndo apenas pela auséncia de dieta, mas
também pela presenca do hidrato de morina, mesmo quando a racéo estava disponivel, tornou-
se necessario avaliar diretamente 0 metabolismo energético em Ae. aegypti. Para isso, foram
mensurados os niveis de proteinas totais, triacilglicerdis, glicose, trealose e glicogénio nas
quatro condigdes experimentais utilizadas anteriormente. Essa abordagem permite investigar se
a reducdo do crescimento esta associada a limitagdes na absorcdo ou utilizacdo dos nutrientes,
e se o flavonoide exerce efeito independente da oferta alimentar, alterando diretamente a

disponibilidade de reservas energéticas essenciais ao desenvolvimento.

A quantificacdo de proteinas totais revelou diferencas marcantes entre os tratamentos
(Figura 24A). O grupo controle alimentado com racdo apresentou os maiores valores, com
média proxima a 164 pg/larva, aproximadamente 145% maior que demais grupos. Em
contraste, tanto a privacdo alimentar quanto a exposicdo ao hidrato de morina,
independentemente da presenca de racdo, resultaram em valores reduzidos e estatisticamente
semelhantes entre si. Esse padrdo evidencia que a presenca do flavonoide compromete a

disponibilidade proteica das larvas de forma comparavel ao jejum.

De forma similar, os niveis absolutos de TAG seguiram um padrdo comparavel ao das
proteinas (Figura 24B). O grupo controle alimentado apresentou a maior concentracdo (24,8
pg/larva), enquanto os grupos sob jejum ou tratados com hidrato de morina, independentemente
da oferta de racdo, exibiram reducGes expressivas, com valores proximos entre si (em média
5,4 pg/larva). Esses achados indicam que tanto a privagdo alimentar quanto a presencga do
flavonoide prejudicam o acumulo de reservas lipidicas. A anélise do TAG normalizado pelas
proteinas totais, entretanto, revelou um panorama adicional (Figura 24C). Apesar de todos 0s
grupos submetidos ao estresse (jejum ou hidrato de morina) apresentarem redugdo em relagéo
ao controle alimentado (reducdo em torno de um terco em relagcdo ao controle com ragédo), o
tratamento com hidrato de morina sem ragdo mostrou queda ainda mais acentuada (cerca de
55%). Esse dado sugere que o efeito do composto pode ser potencializado pela caréncia
nutricional, reduzindo de forma desproporcional os estoques de TAG em relacdo & massa

proteica larval.
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Figura 24. Niveis de proteinas totais e triacilglicerol em larvas de Aedes aegypti submetidas
ao tratamento cruzado entre dieta padréo e exposicdo ao hidrato de morina. A presenca
de racdo e hidrato de morina esta indicada por (X) e a auséncia por (-). As barras representam
a média * erro padrdo de quatro repeti¢fes independentes. Em A séo destacados os niveis de
proteinas totais, em B os niveis de triacilglicerol e em C os niveis de triacilglicerol normalizados
por proteinas totais. Letras minGsculas distintas indicam diferencas estatisticas significativas

entre 0s grupos estabelecidas por ANOVA unidirecional, onde p < 0,05.

A analise dos niveis de carboidratos evidencia um forte impacto tanto da auséncia de
dieta quanto da exposic¢do ao hidrato de morina sobre o metabolismo energético das larvas de
Ae. aegypti (Figura 25). A glicose foi o metabolito mais drasticamente afetado (Figura 25A),
apresentando valores significativamente mais elevados no grupo controle alimentado em
comparacdo a todos os demais. Tanto o jejum quanto o tratamento com hidrato de morina
reduziram fortemente sua disponibilidade, sendo o efeito mais severo observado quando ambas

as condicdes foram combinadas.
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Figura 25. Quantificacdo de carboidratos em larvas de Aedes aegypti submetidas ao
tratamento cruzado entre dieta padréo e exposi¢cdo ao hidrato de morina. A presenga de
racao e hidrato de morina esta indicada por (X) e a auséncia por (-). As barras representam a
média * erro padrdo de quatro repeti¢es independentes. Em A sdo destacados os niveis de
Glicose, em B os niveis de trealose e em C os niveis glicogénio. Letras minasculas distintas
indicam diferencas estatisticas significativas entre os grupos estabelecidas por ANOVA

unidirecional, onde p < 0,05.

A trealose, principal agucar circulante nos insetos e um dos principais substratos
energéticos para musculos e tecidos em atividade intensa, também foi reduzida de forma
significativa nos grupos privados de dieta ou expostos ao flavonoide (Figura 25B). Embora nédo
tenham sido detectadas diferengas expressivas entre 0os grupos submetidos ao jejum ou ao

hidrato de morina, a reducdo consistente em relacao ao controle alimentado sugere que ambos
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os fatores restringem a manutencdo da trealose hemolinfatica, comprometendo o suprimento

energeético sistémico.

O glicogénio acompanhou o mesmo padrdo observado anteriormente (Figura 25C).
Considerado o principal polimero de reserva rapida em insetos, apresentou niveis elevados
apenas no grupo controle alimentado, sendo significativamente reduzido nos demais. O efeito
mais pronunciado ocorreu novamente no grupo submetido & combinagdo de hidrato de morina
e auséncia de dieta, destacando a acdo potencializada do flavonoide em condi¢c6es de estresse

nutricional.

De forma geral, proteinas e carboidratos representam reservas energéticas de
mobilizacdo imediata em insetos, especialmente nos estagios larvais caracterizados por vida
curta, intensa diferenciacdo celular e elevadas taxas de crescimento (Chapman, 2013; Nation,
2016). A glicose, a trealose e o glicogénio sdao prontamente utilizados para sustentar a alta
demanda metabdlica, diferindo dos lipidios, que constituem reservas de longo prazo,
mobilizadas em situacgdes de jejum prolongado ou durante a metamorfose, quando 0 organismo
enfrenta intensas remodelacGes celulares e elevada demanda energética (Arrese; Soulages,
2010; Canavoso et al., 2001). O fato de os grupos tratados com hidrato de morina apresentarem
estoques reduzidos, mesmo com a presenca de dieta, concorda com os dados obtidos no capitulo
I1, onde h& um indicativo que o composto pode comprometer a absorcao intestinal e/ou a sintese
de reservas energéticas, levando as larvas a um estado fisioldgico analogo ao jejum e justificam

os efeitos de reducdo do tamanho larval observado na figura 23.

15.3 Analise do perfil metabodlico

A caracterizacdo abrangente das alteracGes no metabolismo primario de larvas expostas
por 24 horas ao tratamento cruzado entre dieta padrdo e exposi¢do ao hidrato de morina foi
conduzida por meio de analise metabolomica utilizando CG-MS. Diferentemente das analises
bioquimicas direcionadas a classes especificas de moléculas, como proteinas totais,
triacilglicerdis, glicogénio, glicose e trealose, a abordagem metabolémica ndo direcionada
possibilitou a identificacdo de um conjunto mais diversificado de metabolitos, revelando
padrdes de reorganizacado metabolica associados ao tratamento. Essa estratégia é especialmente

relevante em estudos com insetos, pois permite observar modifica¢des sutis e interdependentes
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no metabolismo, que ndo seriam captadas por metodologias convencionais de analise de

biomoléculas isoladas.

A analise inicial revelou centenas de picos cromatograficos, contudo, a maioria
correspondia a ruidos provenientes dos solventes utilizados na derivatizacdo ou a diferentes
formas de um mesmo composto. Para compostos detectados em mais de uma forma
derivatizada, com multiplas ligagdes trimetilsilil (TMS), suas areas foram somadas e tratados
como uma Unica entidade quimica. Apoés essa filtragem, foram identificados 44 metabolitos,
distribuidos em quatro grandes classes: 19 aminoacidos, 15 acidos organicos, 6 carboidratos e

2 compostos nitrogenados.

15.3.1 Perfil de aminoacidos em larvas de Aedes aegypti

Os aminoécidos identificados possuem uma ampla diversidade estrutural considerando
0 grupo radical da cadeia lateral que s&o encontrados mais comumente (Tabela 4). Foram
identificados 5 aminodacidos apolares/alifaticos que possuem uma natureza hidrofébica, sendo
eles: Glicina, Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina e prolina. Além deste, foram identificados 3
aromaticos: Fenilalanina, Tirosina e Triptofano. Também foram identificados 5 aminoacidos
com o radicais polares ndo-carregados: Serina, Treonina, Cisteina, Asparagina e Glutamina, 2
carregados negativamente: Aspartato e Glutamato e 2 carregados positivamente: Lisina,

histidina e a ornitina.

De forma geral, os mais abundantes foram tirosina (em média 1,76), glutamina (em
média 0,725), lisina (em média 0,66), histidina (em média 0,57) e glutamato (em média 0,5).
Esses resultados contrastam com o perfil encontrado por (Jiménez-Martinez et al., 2025), em
seu trabalho foi realizada uma andlise percentual utilizando apenas 12 aminoacidos como
padrdo de referéncia e os mais abundantes no estagio L4 de Ae. aegypti foram alanina (24,16%),
prolina (13,19%), leucina (13,06%), arginina (12,43%) e tirosina (11,2%). Essa divergéncia
pode ser explicada por diferentes fatores metodoldgicos. Primeiramente, no estudo referido
foram utilizados apenas 12 aminoacidos como padrdes de referéncia, enquanto no presente
trabalho foi identificado um numero mais amplo de compostos, incluindo glutamina, lisina,

histidina e glutamato, que ndo estavam contemplados na andlise anterior. Além disso,
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diferencas no preparo das amostras, nos pardmetros cromatograficos e nos métodos de

derivatizacdo podem alterar a eficiéncia de deteccédo e quantificagéo.

Tabela 4 Amino&cidos identificados na analise relativa do perfil metabolico.

TR médio Compostos C+ C- M+ M-
identificados
8,2028 Alanina 0,662 + 0,15a 0,185+ 0,02b 0,615+ 0,21a 0,106 + 0,03b
12,36 Valina 0,123 + 0,03a 0,006 + 0,005b 0,016 + 0,003b 0,012 + 0,002b
12,463 Leucina 0,066 +0,001a  0,0013 + 0,001b 0,042 +0,01a 0,0084 + 0,006b
13,103 Isoleucina 0,164 + 0,01a 0,026 + 0,01b 0,212 + 0,06a 0,011 + 0,002b
14,8845 Prolina 0,621 + 0,15a 0,029 + 0,003b 0,603+0,19a 0,103 +0,02b
17,064 Glicina 0,29 +0,03a 0,13+0,03b 0,096 + 0,02bc 0,033 +0,01c
18,714 Serina 0,193 +0,03a 0,079 + 0,06ab 0,213 +0,06a 0,014 £ 0,003b
19,445 Treonina 0,552 +0,052a 0,017 = 0,004c 0,243 +0,04b 0,021 + 0,004c
22,799 Aspartato 0,047 + 0,02b 0,445 + 0,02a 0,038 + 0,002b 0,0767 £ 0,02b
24,968 Ornitina 0,092 + 0,03a 0,076 + 0,01a 0,036 +0,007ab 0,021 + 0,008b
25,115 Glutamato 0,52 + 0,08a 0,58 + 0,01a 0,7+0,12a 0,203 £ 0,04b
25,177  Fenilalanina 0,188+ 0,03a 0,002 + 0,001b 0,135+ 0,02a 0,006 + 0,002b
25,3775  Asparagina 0,108 + 0,02a 0,026 + 0,002b 0,02 + 0,004b 0,004 + 0,001b
28,488 Glutamina 0,375+ 0,19 1,331+ 0,31a 0,595 + 0,06b 0,599 + 0,21b
30,667 Lisina 1,037 £ 0,28a 1,022 +0,18a 0,3+0,02b 0,288 + 0,08b
30,991 Cisteina 0,498 + 0,06a 0,197 + 0,05b 0,494 + 0,05a 0,018 + 0,003c
31,515 Histidina 1,001 +0,19a 0,391 + 0,03bc 0,636 + 0,06ab 0,251 + 0,06¢c
31,858 Tirosina 2,336 +0,21a 1,857 £ 0,23a 1,86 + 0,06a 1,005 + 0,27b
36,849 Triptofano 0,012+ 0,002a 0,0003 +£0,0003b 0,009 +0,002a  0,0002 + 0,0001b

Obs:: ap6s + 0 SEM de cada grupo ¢ apresentado

Obsz: ap0s o erro padrao, as letras representando as diferencas estatisticas

15.3.1.1. Impacto da restri¢do alimentar no perfil de aminoécidos

A auséncia de alimento no grupo controle submetido ao jejum (C-) promoveu alteracdes
marcantes no perfil de amino&cidos livres em larvas de Ae. aegypti em comparagdo ao grupo
alimentado (C+), onde sdo observadas alteragdes em 14 dos 19 aminoacido identificados. O

jejum provocou a reducdo de alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, glicina, treonina,
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fenilalanina, asparagina, cisteina, histidina e triptofano, além de gerar o aumento de aspartato e
glutamina (Tabela 4).

A reducdo de alanina (0,662 £ 0,15 em C+ para 0,185 + 0,02 em C-), valina (0,123 £
0,03 para 0,006 £ 0,005), leucina (0,066 + 0,001 para 0,0013 £ 0,001) e isoleucina (0,164 +
0,01 para 0,026 £ 0,01) no grupo em jejum (C—) em comparacéo ao alimentado (C+) sugere
uma mobilizagdo coordenada desses aminoacidos para sustentar o metabolismo energético
durante a caréncia de nutrientes. Enquanto valina, leucina e isoleucina constituem o0s
aminoéacidos de cadeia ramificada, catabolizados inicialmente nos tecidos periféricos e capazes
de alimentar o ciclo do acido citrico via succinil-CoA ou acetil-CoA (Harper; Miller; Block,
1984; Neinast; Murashige; Arany, 2019), a alanina atua como um importante aminoacido
glicogénico, participando do ciclo glicose-alanina, no qual é transaminada a piruvato e
transporta grupos amino ao corpo gorduroso para neoglicogénese (Adeva-Andany et al., 2014;
Felig et al., 1969; Felig, 1973). Assim, a queda simultanea desses quatro aminoacidos reflete a
intensa utilizacdo do esqueleto carbonico para geracdo de energia em condicOes de estresse
metabolico, destacando a relevancia desses compostos como substratos de rapida mobilizacéo

para manutencdo da homeostase durante a privacdo alimentar.

De modo semelhante, a reducdo de prolina, glicina e treonina pode estar relacionada a
sua mobilizacdo como substratos oxidativos. Em mosquitos, a prolina tem papel central como
combustivel para 0 voo e para 0 metabolismo energético geral, sendo oxidada no ciclo do acido
citrico (Scaraffia; Wells, 2003; Teulier et al., 2016). A glicina e a treonina, por sua vez, sdo
importantes na manutencdo do equilibrio redox, atuando como doadores de carbono e
nitrogénio em vias anapleréticas (Hubbard; Murray; Perdew, 2015). A queda desses
aminoacidos sugere forte mobilizacdo para sustentar vias de producédo de energia e sintese de

glutationa, especialmente em uma condicdo de estresse como o jejum.

A reducdo de fenilalanina, histidina e triptofano indica que aminoacidos aromaticos e
essenciais também foram direcionados para metabolismo energético ou processos de adaptacédo
ao estresse. Esses compostos sdo precursores de neurotransmissores e intermediarios bioativos
(Matthews, 2007; Wu, 2013; Xue et al., 2022), mas em situagdes de privacdo nutricional podem
ser catabolizados para fornecer intermediarios como fumarato e acetoacetato. O consumo de
histidina, em especial, pode estar associado a sua conversdao em glutamato via histidase e ao

papel no balancgo acido-base (Wu, 2013).
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A reducdo dos niveis de asparagina e cisteina nas larvas submetidas ao jejum indica a
mobilizacdo desses aminoéacidos como fontes alternativas de energia em condic¢des de limitacdo
nutricional. A asparagina pode ser rapidamente hidrolisada a aspartato por acdo da
asparaginase, sendo posteriormente convertida em oxaloacetato, que atua como intermediario
anaplerético no ciclo do é&cido citrico, sustentando a geracdo de ATP em tecidos
metabolicamente ativos (Yuan et al., 2024). J& a cisteina pode ser degradada a piruvato,
entrando diretamente na via glicolitica ou no ciclo do acido citrico, além de contribuir para a
manutencdo do equilibrio redox por meio da sintese de glutationa (Koirala; Moural; Zhu, 2022;
Misra et al., 2011). Em insetos, essa mobilizacdo adquire relevancia adicional, uma vez que a
rdpida demanda energética durante o desenvolvimento larval exige fontes diversificadas de
substratos, especialmente quando carboidratos e lipidios se tornam limitados (Scaraffia; Wells,
2003). Assim, a queda nos niveis de asparagina e cisteina reflete ndo apenas a utilizacdo dessas
moléculas para geracdo de energia, mas também uma adaptacdo metabdlica essencial para

garantir a sobrevivéncia durante periodos de escassez alimentar.

O aumento dos niveis de aspartato (0,047 £ 0,02 em C+ para 0,445 = 0,02 em C-) e
glutamina (0,375 £ 0,19 para 1,331 £ 0,31) em larvas de Ae. aegypti submetidas ao jejum de 24
horas sugere um rearranjo metabolico voltado para o equilibrio do metabolismo de carbono e
nitrogénio. A glutamina, reconhecida como principal forma de transporte e detoxificacdo de
amonia em insetos, tende a se acumular em condic¢des de catabolismo proteico, funcionando
como um reservatorio seguro de nitrogénio liberado pela degradacdo de outros aminoacidos
(Scaraffia et al., 2005). Além disso, sua sintese esta associada a acdo da glutamina sintetase,
enzima altamente responsiva a flutuagdes no balango de nitrogénio, permitindo manter a
homeostase durante periodos de limitagdo nutricional (Cruzat et al., 2018). O aspartato, por sua
vez, pode se acumular como consequéncia da intensa atividade de transaminases, que canalizam
nitrogénio proveniente do glutamato para oxaloacetato, produzindo aspartato como
intermediario central na conex&o entre metabolismo de aminoacidos, ciclo do acido citrico e
biossintese de nucleotideos (Liu; Sutter; Tu, 2021). Assim, enquanto outros aminoacidos séo
rapidamente consumidos como substratos energéticos, a manutenc¢ao ou acimulo de glutamina
e aspartato reflete uma estratégia metabolica para manejar excedentes de nitrogénio e sustentar

rotas anaplerdticas essenciais durante o jejum.

De forma geral, os resultados demonstram que a restri¢do alimentar impde as larvas de

Ae. aegypti uma reprogramacdo metabdlica caracterizada pela mobilizacdo de multiplos

136



aminoacidos como substratos energéticos e, simultaneamente, pelo acumulo seletivo de
glutamina e aspartato. Esse padrdo evidencia um balango dindmico entre catabolismo e
preservacdo de rotas-chave, no qual a degradacdo de aminoacidos essenciais e ndo essenciais
sustenta a producdo de energia e o0 equilibrio redox, enquanto glutamina e aspartato atuam como
pontos de convergéncia do metabolismo de carbono e nitrogénio, assegurando tanto a
detoxificacdo de amdnia quanto a reposicao de intermediérios do ciclo do acido citrico. Assim,
o perfil observado reflete uma adaptacdo metabolica estratégica, que maximiza a utilizacao de

recursos internos e garante a sobrevivéncia larval frente a escassez de nutrientes.

15.3.1.2. Efeitos do hidrato de morina em larvas alimentadas

O tratamento com hidrato de morina em larvas de Ae. aegypti alimentadas (M+)
provocou alteracbes claras no perfil de aminoacidos livres quando comparado ao controle
alimentado (C+). Observou-se reducdo em aminoacidos como a valina (0,123 + 0,03 em C+
para 0,016 + 0,003 em M+), glicina (0,29 + 0,03 para 0,096 + 0,02), treonina (0,552 + 0,05 para
0,243 % 0,04), asparagina (0,108 + 0,02 para 0,02 £ 0,004) e lisina (1,037 + 0,28 para 0,3 =

0,02), indicando um impacto generalizado sobre a homeostase de aminoacidos.

A valina, um aminoécido de cadeia ramificada, desempenha papel central no
fornecimento de energia para tecidos em crescimento rapido, podendo ser oxidada no ciclo do
acido citrico apds transaminagdo para a-cetoacidos (Harper; Miller; Block, 1984). Sua reducao
em M+ sugere que o hidrato de morina pode ter acelerado o seu catabolismo para suprir energia,
possivelmente em resposta a um estado metabolico de estresse imposto pelo flavonoide, como
ja observado em outros modelos animais expostos a compostos fendlicos (Panche; Diwan;
Chandra, 2016). De forma similar, a lisina, um aminodcido essencial envolvido na sintese de
proteinas estruturais e na modificagdo pos-traducional de histonas, apresentou niveis reduzidos
em M+. Esse resultado é particularmente relevante, pois flavonoides podem interferir na
absorcédo intestinal de aminoacidos essenciais através da interacdo com transportadores de
membrana (Manach et al., 2004), sugerindo que o hidrato de morina pode ter limitado a

biodisponibilidade de lisina mesmo na presenca de dieta.

A glicina, envolvida na sintese de glutationa e no metabolismo de porfirinas e purinas

(Wu, 2014), é também um importante aminoacido osmoprotetor em insetos (Locasale, 2013).
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A glicina também participa da biossintese de glutationa, essencial para o equilibrio redox
celular (Misra et al., 2011). A queda em M+ pode refletir maior consumo para sustentar
mecanismos antioxidantes e de detoxificacdo, uma vez que flavonoides podem gerar
desbalanco redox e demandar maior producéo de glutationa reduzida (Sanz; Stefanatos, 2008).
A treonina, precursora de glicina e acetil-CoA, também participa na manutencdo do
metabolismo energético e proteico. Sua reducgdo sugere que a via de conversdo para glicina e
piruvato pode ter sido intensificada em M+, aumentando a drenagem desse aminoacido para

suprir rotas metabdlicas compensatorias (Kalhan; Hanson, 2012).

A asparagina € um aminoécido condicionalmente essencial em organismos de rapido
crescimento, importante para 0 metabolismo nitrogenado e como forma de armazenamento e
transporte de nitrogénio (Yuan et al., 2024). A reducéo de seus niveis pode estar relacionada a
mobilizacdo para sintese de aspartato e subsequente entrada no ciclo do &cido citrico,
reforcando a hip6tese de que o hidrato de morina impds uma maior dependéncia das larvas em

substratos de aminoacidos para sustentar energia celular.

Além disso, a queda de aminoacidos em M+ dialoga com estudos que mostram o
impacto de compostos fenolicos na absorcdo intestinal. Flavonoides séo capazes de interagir
com transportadores de aminoacidos e modular a permeabilidade da membrana, reduzindo a
taxa de assimilacdo de nutrientes (Li; Paxton, 2013). Em larvas de mosquitos, ja foi
demonstrado que dietas contendo compostos fendlicos comprometem a eficiéncia digestiva e
reduzem a taxa de crescimento (Barbehenn; Peter Constabel, 2011). Assim, é plausivel que o
hidrato de morina esteja interferindo tanto na absorcdo quanto no metabolismo subsequente

desses compostos nitrogenados.

Em conjunto, os dados indicam que a morina, mesmo na presenca de alimento, reduz o
pool de aminodcidos essenciais e ndo essenciais em Ae. aegypti, impactando rotas de
crescimento, manutencdo da barreira intestinal e metabolismo intermediario. Essa agdo sugere
um efeito metabdlico profundo que pode comprometer a capacidade das larvas de acumular

reservas para o desenvolvimento subsequente.
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15.3.1.3 Sinergia entre jejum e hidrato de morina

No grupo de larvas submetidas simultaneamente a auséncia de alimento e ao tratamento
com hidrato de morina (M-), observou-se um perfil ainda mais acentuado de deplecdo de
aminoéacidos quando comparado ao controle em jejum (C-). Glicina (0,13 = 0,03 em C- para
0,033 + 0,01 em M-), aspartato (0,445 + 0,02 para 0,0767 + 0,02), glutamato (0,58 + 0,01 para
0,203 £ 0,04), glutamina (1,331 % 0,31 para 0,599 + 0,21), lisina (1,022 + 0,18 para 0,288 +
0,08), cisteina (0,197 + 0,05 para 0,018 £ 0,003) e tirosina (1,857 + 0,23 para 1,005 * 0,27)
apresentaram reducdes expressivas, revelando um efeito sinérgico entre a restricdo alimentar e
a presenca do flavonoide. Esses dados indicam que houve impacto intensificado pelo hidrato
de morina que afetou a disponibilidade de compostos nitrogenados.

O aspartato e o glutamato desempenham papéis centrais no metabolismo energético e
nitrogenado, participando diretamente do ciclo do acido citrico, da transaminacdo e como
substratos para a sintese de outros aminoécidos e nucleotideos (Cooper; Jeitner, 2016). Em
condicBes de jejum, ambos ja tendem a ser mobilizados para sustentar a gliconeogénese e a
producdo de energia. Contudo, a queda mais acentuada em M- indica que o hidrato de morina
pode ter exacerbado a drenagem dessas vias, seja por aumento da demanda energética ou por
comprometimento da homeostase redox, uma vez que flavonoides sao conhecidos moduladores
do metabolismo mitocondrial e podem afetar a atividade de enzimas chave do ciclo do acido
citrico (Kicinska; Jarmuszkiewicz, 2020; Sanz; Stefanatos, 2008).

A glutamina, por sua vez, € um aminodcido altamente versatil, atuando como doador de
nitrogénio para sintese de nucleotideos, precursor de glutamato e substrato importante para
celulas de alta taxa proliferativa (Cruzat et al., 2018; Wu, 2013). Sua reducédo em M- sugere
que o hidrato de morina pode ter acelerado sua conversdo em glutamato e, consequentemente,
em intermediarios do ciclo do acido citrico, ampliando a deplecdo ja induzida pelo jejum. Esse
esgotamento pode comprometer processos anaboélicos essenciais ao crescimento larval, como

sintese de proteinas e acidos nucleicos.

A tirosina, aminoacido aromatico derivado da fenilalanina, além de compor proteinas
estruturais, também é precursora de catecolaminas e quinonas envolvidas na melanizagéo,
processo crucial para a imunidade de insetos (Nappi; Christensen, 2005). A reducdo de seus
niveis no grupo M- pode refletir tanto uma maior utilizagio para sustentar respostas de estresse

oxidativo, possivelmente intensificadas pela acdo do hidrato de morina (Gautam; Sharma;
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Trivedi, 2023), quanto um redirecionamento para a producdo de metabdlitos fenolicos

envolvidos na defesa.

A reducdo de cisteina, glicina e serina em M- reforca a hipdtese de que esses
aminoéacidos estejam sendo consumidos preferencialmente em rotas de sobrevivéncia celular.
Ambos integram o ciclo do carbono de um s6 e séo cruciais para sintese de nucleotideos, o que
é essencial para a manutencdo de células em divisdo, mesmo em condi¢des de escassez
(Locasale, 2013). Estudos com D. melanogaster demonstraram que a privacao alimentar leva a
reprogramacao do metabolismo de um carbono e ao redirecionamento de cisteina, serina e
glicina para a sintese de glutationa, protegendo contra estresse oxidativo induzido pelo jejum
(Misra et al., 2011). No grupo M-, a adi¢cdo da morina parece intensificar esse desvio,

diminuindo ainda mais a concentracdo detectavel desses aminoacidos no metaboloma.

Outro ponto importante é que a presenca do flavonoide pode ter reduzido ainda mais a
eficiéncia de absorgdo residual de aminoacidos. Estudos mostram que polifendis inibem
transportadores intestinais e reduzem a taxa de recuperacdo de nutrientes mesmo quando estes
estdo em baixas concentracdes (Barbehenn; Peter Constabel, 2011; Li; Paxton, 2013). Isso
ajuda a explicar porque, em M-, a queda foi mais acentuada do que em C—, sugerindo que a
morina age de forma aditiva ou sinérgica ao jejum, comprometendo tanto a captacdo quanto a

conservacao interna dos aminoacidos.

Portanto, a reducdo conjunta desses aminoacidos em M- sugere que o hidrato de morina
ndo apenas reforcou o impacto do jejum sobre o metabolismo basal, mas também pode ter
induzido um desbalanco no metabolismo nitrogenado e oxidativo das larvas. Esse efeito pode
contribuir para o enfraquecimento da sobrevivéncia e da capacidade de desenvolvimento,
reforcando a vulnerabilidade metabdlica de Ae. aegypti frente a combinagdo de estresse

nutricional e exposicdo ao flavonoide.

15.3.1.4 Aminoacidos energéticos e rotas de detoxificacédo

Os aminoéacidos relacionados ao metabolismo energético e a defesa antioxidante
apresentaram alteracGes consistentes entre os tratamentos. Os que sdo destacados abaixo sdo 0s

que sdo associados comumente ao metabolismo energético e a reagdes antioxidantes.
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O glutamato, por exemplo, manteve niveis relativamente altos em C+ (0,52 + 0,08), em
C- (0,58 £ 0,01) e, principalmente, em M+ (0,7 £ 0,12), mas sofreu uma grande queda em M-
(0,203 £ 0,04). O papel central do glutamato em insetos esta ligado tanto ao metabolismo
energético quanto a neurotransmissdo. Esse aminoacido ¢é precursor direto de a-cetoglutarato
no ciclo do &cido citrico, permitindo a conexdo entre metabolismo de aminoéacidos e producéo
de energia (Clements, 2011; Nation, 2016). Niveis reduzidos de glutamato sob jejum estdo
associados a mobilizacdo de reservas energéticas e a reprogramacdo do metabolismo central
para sustentar a sobrevivéncia (Zhang et al., 2019). A queda observada em M- sugere que além
do jejum, o flavonoide pode ter comprometido a capacidade de manter fluxos adequados no
ciclo do &cido citrico.

A glutamina apresentou um padrdo de ocorréncia muito particular. Apresentou
manutencdo dos seus niveis em C+ (0,375 = 0,19), M+ (0,595 + 0,06) e M- (0,599 + 0,21),
porém, se mostrou significativamente aumentada em C- (1,331+ 0,31). 0 que sugere acimulo
decorrente da captacdo de nitrogénio livre resultante da degradagédo proteica em jejum. Esse
fendmeno ja foi descrito em mosquitos e outros insetos, nos quais a glutamina atua como forma
de transporte e armazenamento de nitrogénio sob estresse nutricional (Scaraffia, 2016; Scaraffia
et al., 2005; Timmermann; Briegel, 1999). Contudo, nos grupos tratados com morina os valores
retornaram a patamares mais baixos, proximos aos do controle alimentado. Isso sugere que as
aminas derivadas da degradacéo proteica ndo foram canalizadas para formacao de glutamina,
mas redirecionadas para outras vias metabolicas, possivelmente ligadas a detoxificacdo e
conjugacdo de compostos fendlicos (Ahmad; Pardini, 1990; Misra et al., 2011). Portanto,
enguanto em C— a glutamina parece desempenhar papel central na homeostase nitrogenada, em
M- a morina altera esse equilibrio, desviando o nitrogénio para rotas de defesa metabdlica.

No caso da prolina, além de sua funcdo estrutural, ela tem papel relevante como
combustivel em insetos. Os dados observados nos grupos alimentados se mostraram muito
superiores aos grupos em jejum. No grupo C+ foi observado 0,621 + 0,15 e em M+ foi
observado 0,603 + 0,19, enquanto que em C- ocorreu 0,029 £+ 0,003 e em M- 0,103 £ 0,02.
Diversas espécies utilizam a prolina como substrato energético preferencial em tecidos com alta
demanda, como musculo de voo (Briegel; Knisel; Timmermann, 2001; Teulier et al., 2016).
Embora larvas de Ae. aegypti ndo apresentem voo, a prolina também pode ser direcionada para
rotas anapleroticas, alimentando o ciclo do acido citrico ou para a musculatura responsavel pelo

movimento natatorial (Scaraffia; Wells, 2003). A reducgdo de prolina nos grupos em jejum
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indica que esse aminoécido pode estar sendo rapidamente mobilizado como substrato

energético ndo sendo afetado pelo hidrato de morina, mas sim pela auséncia de nutrientes.

O aspartato apresentou valores relativamente baixos em C+ (0,047 + 0,02), mas um
aumento expressivo em C— (0,445 + 0,02), voltando a niveis reduzidos em M+ (0,038 + 0,002)
e M- (0,0767 £ 0,02). Esse padrdo sugere que o acumulo de aspartato em C— pode estar
associado a um gargalo metabdlico decorrente da intensifica¢do do ciclo do acido citrico, ja que
0 aspartato é precursor direto do oxaloacetato por transaminacgédo (Clements, 2011). Em insetos
sob jejum, a mobilizagcdo de aminoacidos glicogénicos para sustentar a producéo energeética €
amplamente relatada (Scaraffia et al., 2005). Assim, o aumento de aspartato em C— sugere
utilizacdo ampliada de aminoécidos como fonte de anaplerose para o ciclo do &cido citrico.

Outra possivel explicacdo € a maior participacdo do aspartato no metabolismo de
nitrogénio e na biossintese de nucleotideos que sdo particularmente ativos durante o jejum e em
condicGes de estresse, quando produtos nitrogenados precisam ser rapidamente redistribuidos
para manter o equilibrio celular (Isoe; Scaraffia, 2013; Scaraffia et al., 2005) A auséncia de
acumulo em M- sugere que a morina redireciona o fluxo do aspartato para outras rotas,
possivelmente ligadas a conjugacdo de compostos fendlicos ou a ajustes redox, reduzindo sua

disponibilidade para sustentar a anaplerose.

A cisteina apresentou niveis detectaveis em C+ (0,498 + 0,06), com reducdo em C—
(0,197 £ 0,05), manutencdo em M+ (0,494 + 0,05) e queda acentuada em M- (0,103 = 0,02).
Esse comportamento € consistente com seu papel como substrato energético e precursor
essencial na sintese de glutationa, um dos principais antioxidantes celulares em insetos. A
glutationa atua provendo energia, porém, também € associado tanto no controle de ROS quanto
na detoxificacdo de xenobioticos (Ahmad; Pardini, 1990; Frampton et al., 2006). A diminuicdo
dos niveis de cisteina, glicina e glutamato em condicdes de jejum e, sobretudo, sob tratamento

com morina, indica provavel utilizacdo intensificada dessa via.

Estudos em D. melanogaster mostraram que a deplecdo de cisteina estd diretamente
ligada ao aumento da sintese de glutationa em resposta a compostos fenolicos e pesticidas
(Koirala; Moural; Zhu, 2022; Misra et al., 2011). Em mosquitos, a atividade das enzimas GSTSs,
dependentes de cisteina e glutationa, € um dos mecanismos-chave para lidar com estresse
oxidativo e detoxificagdo de xenobioticos (Hemingway; Ranson, 2000; Rivero et al., 2011).

Dessa forma, a queda de cisteina em M- sugere que a morina atua como indutor de estresse
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oxidativo, aumentando a demanda por glutationa e, consequentemente, 0 consumo de seu

precursor.

Em conjunto, os resultados sugerem que aminoacidos tradicionalmente associados ao
metabolismo energético e a defesa antioxidante sdo intensamente mobilizados em Ae. aegypti
sob jejum, e que o tratamento com morina intensifica essa mobilizagdo. Isso pode comprometer
a disponibilidade de intermediarios para o ciclo do &cido citrico e reduzir a capacidade

antioxidante das larvas, afetando seu desenvolvimento e sobrevivéncia.

15.3.2 Perfil de &cidos organicos: bioenergética e rotas centrais

Foi detectado um namero ligeiramente menor de acidos organicos, quando comparados
com os aminoacidos. No total foram identificados 15 acidos organicos: acido latico, acido
oxaloacético, acido piravico, &cido succinico, &cido fumarico, acido piroglutdmico, acido
malico, acido 2-oxoglutérico, acido fosférico, acido propanoico, acido citrico, acido glucdnico,
acido palmitico, acido esteérico e acido xanturénico (Tabela 5). A maior parte deles esta
relacionado ao metabolismo energético (&cido latico, &cido oxaloacético, acido piravico, &cido
succinico, acido fumarico, acido malico, acido 2-oxoglutérico e &cido citrico), outros estdo
relacionados ao metabolismo de aminoacidos (acido piroglutdmico e &cido xanturénico), dois
estdo envolvidos com o metabolismo de carboidratos (acido glucdnico e acido fosférico) e dois
sdo acidos graxos (&cido palmitico e &cido estearico), além do acido propanoico (propionato)

gue € produto da oxidacao dos acidos graxos.

Tabela 5 Acidos organicos identificados na analise relativa do perfil metabélico.

TR Compostos

médio identificados « © M+ M
9,528 Acido latico 1,81+0,3a 0,915+ 0,13b 0,972+0,18b 0,2974 £0,11c
12,132 Acido oxaloacético 0,063 + 0,007a 0,025+ 0,003b 0,055+ 0,007a 0,031 + 0,004b
12,219 Acido pirtvico 0,048 + 0,01 0,044 + 0,02 0,029 + 0,007 0,016 + 0,005
17,246 Acido succinico 0,335 + 0,04a 0,098 +0,005b 0,231 +0,03a 0,107 = 0,02b
18,14 Acido fumarico 0,029 + 0,001a 0,02+0,001b 0,027 +0,001a 0,006 + 0,001c
21,976  Acido piroglutamico 0,003 + 0,005b * 0,027 £0,005a 0,022 £ 0,1a
22,051 Acido malico 0,882 + 0,05a 0,387+0,04b  0,681+0,038a 0,272 +0,06b
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24,101 Acido 2-oxoglutarico 0,939+0,1a 0,582 +0,21b 0,939+0,13a  0,451+0,1b

28,787 Acido fosférico 0,041+ 0,01b 0,078+0,01b  0,159+0,02a 0,165+ 0,02a
29,444 Acido propanoico 0,026 +0,003b  0,025+0,003b  0,102+0,02a 0,085+ 0,02a
29,632 Acido citrico 0,244 +0,1b 0,651+0,13a  0,314+0,12b 0,736 +0,25a
32,695 Acido glucdnico 0,023+0,01 0,024+0,008 0,016+0,006 0,008 +0,003
33,574 Acido palmitico 0,047 +0,02a 0,003+0,001b 0,049 +0,001a 0,027 +0,008b
37,082 Acido estearico 0,017 + 0,006 0,012+0,001 0,016 +0,002 0,009 £ 0,002
37,734 Acido xanturénico 0,042 +0,01 0,043+0,01 0,034 +0,008 0,024 0,004

Obs1: ap6s + o erro padrdo de cada grupo é apresentado
Obs2: ap6s o erro padréo, as letras representando as diferencas estatisticas

* nao identificado em nenhuma das réplicas

De maneira geral, o perfil de acidos organicos em larvas de Ae. aegypti mostrou padrdes
distintos em resposta ao jejum e ao tratamento com morina. Os compostos associados ao
metabolismo energético, como acido latico (lactato), acido oxaloacético (oxaloacetato), acido
piravico (piruvato), acido succinico (succinato), acido fumarico (fumarato), a&cido malico
(malato), &cido 2-oxoglutarico (a-cetoglutarato) e acido citrico (citrato) foram particularmente
sensiveis as condicBes experimentais, refletindo ajustes diretos na glicélise, na fermentacao e
no ciclo do &cido citrico. Além disso, metabdlitos relacionados ao catabolismo de aminoécidos,
como 4cido piroglutamico (5-oxoprolina), também apresentaram alteracdes relevantes,
sugerindo mudancas na conexo entre metabolismo nitrogenado e energético. Acidos ligados
ao metabolismo de carboidratos, como o gluconico e o fosforico, e os acidos graxos detectados
(palmitico e estearico) completam esse panorama, indicando que mdaltiplas rotas metabolicas
foram moduladas de forma coordenada. Esse conjunto de resultados aponta para uma
reorganizacdo ampla do metabolismo intermediario, em que tanto a restricdo nutricional quanto

a exposi¢do a morina atuam como fatores que remodelam os fluxos metabolicos.

Essas variacOes refletem ajustes metabdlicos associados tanto a privacdo alimentar
quanto & exposicdo ao hidrato de morina. Em insetos, os niveis de &cidos organicos sdo
altamente dinamicos, respondendo rapidamente a mudangas na oferta de substratos energéticos
e na atividade de vias oxidativas (Nation, 2016; Scaraffia; Wells, 2003). A reducdo dos
intermediarios do ciclo do acido citrico sugere maior utilizagdo anaplerotica desses compostos

em condicGes de estresse nutricional, enquanto a queda do lactato pode indicar um
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redirecionamento metabdlico para maximizar a eficiéncia energética. Esse panorama global
evidencia que tanto o jejum quanto a presenga do flavonoide induzem reorganizacgdes profundas

no metabolismo energético das larvas de Ae. aegypti.

15.3.2.1 Alteracdes na glicolise e fermentacao

A analise metaboldmica revelou diferencas significativas nos niveis relativos de lactato,
porém, ndo apresentou no &cido pirdvico entre 0s grupos experimentais avaliados. As larvas do
grupo controle alimentado (C+) apresentaram a maior abundancia de &cido latico (1,81 + 0,3),
enguanto valores intermediarios foram observados em C— (0,915 + 0,13) ¢ M+ (0,972 £+ 0,18).
O grupo tratado com morina e privado de alimento (M—) exibiu a menor concentragdo (0,2974
+ 0,11). Esses resultados demonstram que a disponibilidade de nutrientes e a exposi¢do ao
hidrato de morina influenciam fermentativo nas larvas de Ae. aegypti sem afetar o produto final

da glicdlise.

A auséncia de diferencas significativas nos niveis de piruvato sugere que, embora a
glicolise prossiga até sua etapa final, a regulagcdo subsequente do destino metabolico desse
intermediario € o ponto de maior sensibilidade as condi¢cdes experimentais. Em insetos, o
piruvato pode ser direcionado para multiplas vias, incluindo a fermentacdo latica, a oxidacdo
via ciclo do &cido citrico ou a conversdo em alanina e outros metabolitos (Khrapunov et al.,
2021; Petchampai et al., 2019). Assim, a estabilidade relativa de suas concentracGes pode
refletir um equilibrio dindmico entre rotas metabdlicas concorrentes, enquanto o lactato, como
produto terminal da fermentacdo, expressa de forma mais direta as variagdes no fluxo

fermentativo.

O padrdo observado indica que a alimentacdo sustenta a atividade da lactato
desidrogenase, resultando em maior acimulo de lactato, fenbmeno ja descrito em tecidos de
Drosophila melanogaster em condic¢des de abundancia nutricional (Tennessen et al., 2011). Em
contraste, a privagéo alimentar reduziu significativamente as concentragfes desse metabolito,
corroborando evidéncias de que o jejum forca larvas de mosquitos a recorrerem as reservas
lipidicas como fonte energética, diminuindo a dependéncia da fermentacdo de glicose (Arrese;
Soulages, 2010).
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O efeito do hidrato de morina é particularmente relevante, pois reduziu os niveis de
lactato mesmo quando havia disponibilidade de racdo (M+). Esse resultado sugere que o
flavonoide interfere na disponibilidade energética e, consequentemente, reduzindo estoques
energéticos de curto prazo. Além disso, como observado anteriormente, o hidrato de morina
altera o metabolismo lipidico em Ae. aegypti, comprometendo a utiliza¢éo eficiente das reservas
lipidios, proteinas e carboidratos (Figuras 24 e 25), limitando a flexibilidade metabdlica

necessaria para sustentar a fermentacdo em condi¢des de estresse.

Resultados semelhantes foram encontrados em larvas expostas a inseticidas, nas quais
a reducdo do metabolismo glicolitico foi acompanhada por alteracdo no perfil energético global
(Singh et al., 2022). Além disso, a supressao da helicase Dhx15 em células de Ae. aegypti
demonstrou que a diminuicdo da expressdo de genes glicoliticos esta diretamente associada a
reducdo da producdo de lactato, sem alterar significativamente o piruvato intracelular (Machado
et al.,, 2022). Esses achados reforcam que o lactato € um marcador sensivel de ajustes
metabdlicos em resposta a fatores ambientais ou quimicos, ao passo que o piruvato tende a
manter-se em niveis relativamente estaveis devido a sua centralidade no metabolismo
intermediario. Portanto, os resultados obtidos indicam que a interferéncia do hidrato morina,
somada a privagdo nutricional, compromete diretamente a fermentacéo latica, limitando sua

capacidade de gerar energia rapida por meio dessa via.

15.3.2.2 Ciclo do acido citrico

Os intermediarios do ciclo do éacido citrico mostraram alteragdes marcantes entre 0s
grupos experimentais, refletindo ajustes nas rotas oxidativas frente ao jejum e ao tratamento
com morina. O a-cetoglutarato apresentou niveis de ocorréncia maiores nos grupos alimentados
com ragéo (0,939 + 0,1 em C+ e 0,939 + 0,13 em M+), enquanto que 0S grupos em jejum
apresentaram reducéo independente do tratamento com hidrato de morina (0,582 £+ 0,21 em C-
e 0,451 + 0,1 em M-). O succinato foi mais abundante no grupo C+ (0,335 + 0,04) e sofreu
quedas progressivas no jejum (0,098 £+ 0,005) e em M- (0,107 £0,02), sugerindo maior
utilizacdo dessa molécula para sustentar o fluxo anaplerético do ciclo. O fumarato, por outro
lado, foi detectado em niveis muito baixos em todos os tratamentos, porém, com redugéo
significativa sob jejum (0,029 + 0,001 em C+ para 0,02 = 0,001 em C-), se intensificando mais

ainda com adicéo do hidrato de morina (0,006 + 0,001 em M-). Reforcando sua condicéo de
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intermediério transitério rapidamente convertido em malato, que, por sua vez, apresentou
reducdo significativa em C— e M- (de 0,882 + 0,05 em C+ para 0,387 +0,04 e 0,0272 * 0,06,
respectivamente), indicando mobilizacdo acelerada dessa molécula para regeneracdo de
oxaloacetato, que também apresentou comportamento similar (reducéo de 0,063 + 0,007 em C+
para 0,025 + 0,003 em C- e 0,031 £ 0,004 em M-).

O citrato, molécula que marca a entrada de acetil-CoA no ciclo, apresentou
comportamento distinto, mantendo-se relativamente estavel entre os grupos alimentados (0,244
+0,1em C+e 0,314 + 0,12 em M+) e elevando-se nos grupos sub jejum (0,651 + 0,13 em C-
e 0,736 + 0,25 em M-), o que pode indicar um gargalo em funcgdo da alta sintese decorrente da
intensificacdo da mobilizacdo de reservas endégenas que alimentam a producéo de acetil-CoA,
resultando em maior fluxo pela citrato sintase e consequente acimulo desse intermediario. Esse
fendmeno ja foi descrito em insetos submetidos a restricdo alimentar, nos quais a oxidacéo de
substratos alternativos leva ao incremento de citrato como marcador de maior atividade
oxidativa e de redirecionamento metabdlico para sustentar a producdo energética (Scaraffia;
Wells, 2003; Tennessen et al., 2011). Assim, 0 aumento do citrato nos grupos em jejum reflete
principalmente a intensificacdo do fluxo energético derivado da quebra de reservas, sem um

efeito direto da morina sobre essa via.

Na literatura, o succinato é reconhecido ndo apenas como intermediario energético, mas
também como molécula sinalizadora envolvida na regulacdo de vias de resposta ao estresse em
insetos (Tennessen et al., 2011). A queda observada sugere que a combinacdo de jejum e morina
pode limitar esse papel duplo. O malato, por sua vez, esta intimamente ligado a regeneracao de
NADH e a sustentacdo da fosforilacdo oxidativa, sendo fundamental para o balanco energético
larval (Scaraffia; Wells, 2003). A reducdo consistente desse metabolito em condicBes de

estresse aponta para uma limitacdo na capacidade oxidativa das larvas.

Em conjunto, os resultados indicam que o ciclo do &cido citrico e fortemente impactado
tanto pelo jejum, com reducédo de intermediarios essenciais e possiveis bloqueios parciais em
etapas-chave. Isso implica ndo apenas em menor geracdo de equivalentes redutores para a
cadeia respiratoria, mas também em limitagdes no fornecimento de precursores biossintéticos,
comprometendo a homeostase metabodlica das larvas. Em todos os casos, o hidrato de morina
ndo apareceu como um modulador dentre esses compostos, tendo apenas papeis secundarios

aqui.
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15.3.2.3 Associagdes com o metabolismo de aminoacidos

Entre os &cidos organicos relacionados ao metabolismo de aminoacidos, foram
identificados o acido piroglutamico e o acido xanturénico (Tabela 5). O &cido xanturénico nao
apresentou diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos experimentais, mantendo niveis
proximos em C+ (0,042 + 0,01), C— (0,043 = 0,01), M+ (0,034 + 0,008) e M— (0,024 + 0,004).
Por outro lado, o acido piroglutdmico exibiu um padréo distinto, com baixa deteccdo em C+
(0,003 + 0,005b) e auséncia em C—, mas aumento expressivo nos grupos tratados com morina,
tanto em M+ (0,027 + 0,005a) quanto em M- (0,022 + 0,1a).

O écido piroglutamico, também conhecido como 5-oxoprolina, é formado a partir do
metabolismo do glutamato e glutamina, bem como do turnover da glutationa (Koirala; Moural;
Zhu, 2022; Lv et al., 2019). Sua elevacdo em larvas expostas ao hidrato de morina sugere uma
intensificacdo da utilizacdo da via da glutationa, que pode estar sendo recrutada para sustentar
a defesa antioxidante frente ao estresse oxidativo induzido por compostos fendlicos. Esse
padrdo € consistente com trabalhos que mostram o acimulo de piroglutamato em insetos e
outros organismos submetidos a condi¢Bes de maior demanda redox, nas quais a reciclagem da
glutationa se torna critica para neutralizar espécies reativas de oxigénio (Franco; Cidlowski,
2012; Kumar et al., 2003). Dessa forma, os resultados reforcam a hip6tese de que o hidrato de
morina promove desequilibrios oxidativos, induzindo a mobilizacdo de rotas ligadas a

glutationa.

J& 0 &cido xanturénico, derivado do metabolismo do triptofano pela via da quinurenina,
é reconhecido em insetos por desempenhar funcBes diversas, incluindo regulacdo imune e
modulacdo do estresse oxidativo (Dillon; Dillon, 2004; Hubbard; Murray; Perdew, 2015;
Pawlak et al., 2002). Além disso, tem sido descrito como indutor do desenvolvimento do
Plasmodium no intestino de mosquitos, relacionando-se diretamente com a competéncia
vetorial (Billker et al., 1998). No entanto, a auséncia de diferencas significativas entre os grupos
em nosso estudo sugere que o metabolismo do triptofano via &cido xanturénico ndo foi
substancialmente modulado nem pelo jejum nem pela exposi¢do a morina. Isso indica que, ao
contrario do piroglutdmico, o xanturénico pode ndo ser um marcador sensivel das alteraces

metabolicas observadas neste contexto experimental.

Em sintese, enquanto o acido xanturénico manteve-se estavel entre os tratamentos, 0

aumento do acido piroglutamico nos grupos tratados com hidrato de morina aponta para um
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papel central da via da glutationa no enfrentamento do estresse oxidativo induzido por esse
composto.

15.3.2.4 Metabolismo de carboidratos

A andlise metaboldmica revelou que o &cido glucdnico ndo apresentou diferengas
significativas entre os tratamentos, sugerindo que essa via nao foi substancialmente modulada
pelo jejum ou pela exposigdo ao hidrato de morina. O acido glucénico resulta da oxidacéo da
glicose, sendo um intermediario associado a via das pentoses-fosfato e a geracdo de NADPH,
essencial para processos biossintéticos e defesa antioxidante (Mattila; Hietakangas, 2017;
Nation, 2016). A estabilidade dos niveis observados pode indicar que, mesmo sob estresse
nutricional ou quimico, o fluxo basal da glicose oxidase e da via das pentoses € mantido,
provavelmente para assegurar o fornecimento de poder redutor necessario a manutencdo da
homeostase celular, como ja relatado em insetos submetidos a estresse oxidativo (Scaraffia;
Wells, 2003).

Em contraste, o acido fosforico apresentou variacdo significativa entre os tratamentos,
com niveis mais elevados em grupos tratados com hidrato de morina (0,159 £ 0,02 em M+ e
0,165 + 0,02 em M-) em comparacao aos respectivos controles (0,041 + 0,01 em C+ ¢ 0,078 +
0,01 em C-). O &cido fosfarico esta diretamente ligado ao metabolismo energético, participando
de processos fundamentais como a fosforilacdo de agtcares (formacéo de glicose-6-fosfato, por
exemplo), o turnover de ATP/ADP e a modificacdo pds-traducional de proteinas por
fosforilacdo (Berg et al., 2019; Tennessen et al., 2011). O aumento observado na presenca do
hidrato de morina pode refletir um alto turnover energético, compativel com a maior demanda
por fosforilagdo de proteinas regulatorias durante a resposta ao estresse metabdlico induzido.
Além disso, esse padrdo pode estar relacionado a ativacéo de rotas redox dependentes da via da
glutationa, como forma de enfrentar o estresse oxidativo associado ao tratamento (Koirala;
Moural; Zhu, 2022; Misra et al., 2011).

De forma integrada, esses resultados sugerem gue, enquanto o metabolismo do acido
glucénico permanece estavel para garantir suporte minimo ao balanco redox, o acido fosforico
funciona como um marcador mais sensivel da pressdo metabolica exercida pelo hidrato de

morina, indicando que o composto intensifica a mobilizacdo de vias dependentes de

149



fosforilacdo, tanto em larvas alimentadas quanto em jejum. Assim, o acido fosférico pode ser
interpretado como um indicador do desequilibrio energético e regulatério imposto pela

exposicdo ao flavonoide.

15.3.2.5 Acidos graxos

A analise dos acidos graxos e um derivado revelou padrbes distintos entre 0s
tratamentos. O &cido palmitico apresentou niveis significativamente mais elevados nos grupos
alimentados (0,047 + 0,02 em C+ e 0,049 + 0,001 em M+), em comparagdo aos grupos em
jejum (0,003 + 0,001 em C—e 0,027 £ 0,008 em M-). Esse resultado indica que a presenca de
dieta é o fator determinante para o acimulo desse acido graxo, independentemente da exposicao
ao hidrato de morina. Por se tratar de um acido graxo saturado de 16 carbonos amplamente
distribuido em membranas biolégicas e em reservas lipidicas de insetos, sua maior
disponibilidade nos grupos alimentados reflete o aporte nutricional direto proveniente da ragéo,
corroborando estudos que apontam o &cido palmitico como um dos principais componentes dos

estoques energéticos de mosquitos (Arrese; Soulages, 2010; Canavoso et al., 2001).

O é&cido estearico, por sua vez, ndo apresentou diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos, sugerindo que seu metabolismo em larvas de Ae. aegypti € menos responsivo tanto
ao jejum quanto a exposi¢do ao hidrato de morina. Esse padrdo pode estar associado ao papel
mais estrutural desse acido graxo de 18 carbonos em membranas celulares, com menor
mobilizacdo metabolica frente a variacGes de dieta, conforme relatado em perfis lipidicos de

outros insetos (Majerowicz; Gondim, 2013; Stanley-Samuelson et al., 1988).

J& o acido propanoico apresentou elevacéo significativa nos grupos expostos ao hidrato
de morina (0,102 + 0,02 em M+ e 0,085 £ 0,02 em M-) em relacéo aos controles (0,026 + 0,003
em C+ e 0,025 + 0,003 em C-). Esse resultado sugere que a presenca do flavonoide pode ter
interferido em rotas metabolicas associadas a degradacdo de aminodcidos e carboidratos,
resultando na maior producéo desse acido de cadeia curta. Estudos prévios indicam que o &cido
propanoico pode se originar do catabolismo de aminoacidos como a valina e do metabolismo
secundario de carboidratos, sendo frequentemente associado a condi¢es de estresse metabolico

(Halarnkar; Blomquist, 1989; Zhang et al., 2019b). Assim, 0 aumento observado pode refletir
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uma disfuncdo metabolica desencadeada pela agdo do hidrato de morina, levando a ativacao de

vias alternativas para suprimento energético.

Em conjunto, esses resultados indicam que, enquanto o acido palmitico responde
primariamente a disponibilidade de dieta, 0 acido estearico se mantém estavel frente as
condicBes experimentais, e 0 &cido propanoico se destaca como um possivel biomarcador da

acédo do hidrato de morina sobre o metabolismo larval de Ae. aegypti.

15.3.3 Compostos nitrogenados e carboidratos

Os compostos nitrogenados e carboidratos desempenham papel central na manutengéo
da homeostase metabdlica em insetos, atuando tanto no fornecimento de energia quanto na
regulacdo de processos fisiologicos essenciais. Enquanto os carboidratos representam a
principal fonte energética e estdo diretamente ligados a mobilizacéo das reservas de glicogénio
e a regulacdo da glicemia via hemolinfa, os compostos nitrogenados refletem a dinamica do
metabolismo proteico, incluindo processos de desaminacdo, detoxificacdo e producdo de
poliaminas, fundamentais para crescimento e diferenciacdo celular (Berg et al., 2019; Nation,
2016). Assim, alteracdes nesses metabolitos podem indicar ajustes finos na forma como os

insetos lidam com estresses nutricionais e quimicos.

Na presente analise foram identificados sete compostos principais: dois nitrogenados
(ureia e putrescina) e cinco carboidratos (glicose, manose, mio-inositol, trealose e maltose),
além do eritro-hexofuranose, que se relaciona ao metabolismo de acglcares (Tabela 5). Esses
compostos representam pontos-chave do balanco energético e da regulacdo nitrogenada,

permitindo avaliar como o jejum e a exposi¢do a morina modulam a homeostase larval.

15.3.3.1 Metabolismo do nitrogénio

Foram detectados dois compostos principais associados ao metabolismo do nitrogénio:
ureia e putrescina (Tabela 6). A ureia apresentou maior concentragdo nos grupos alimentados
(0,367 = 0,05 em C+ e 0,279 + 0,03 em M+), mas sofreu reducdo significativa no grupo em
jejum (0,142 + 0,02) e valores ainda mais baixos foram observados no grupo tratado com
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hidrato de morina sob jejum (0,023 + 0,009). J& a putrescina ndo apresentou diferencas
estatisticas.

Tabela 6. Compostos nitrogenados e carboidratos identificados na analise relativa do

perfil metabdlico.

TR Compostos

médio identificados “ “ M W
15,155 Ureia 0,367 £0,05a 0,142 £0,02b 0,279 + 0,03a 0,023 + 0,009c¢
27,609 Putrecina 0,071 + 0,03 0,066 = 0,02 0,075+ 0,03 0,04 £0,01
29,855 FEritrotetrofuranose 0,031 £ 0,01 0,052 + 0.001 0.037 £ 0,01 0,016 + 0,008
31,416 Glicose 2,218+ 0,41a  1.078+0,23b 1,604 + 0,23ab 0,568 + 0,1c
31,758 Manose 0,772+0,17a 0,679 +0,06a 0,307 + 0,05b 0,213 + 0,05b
34,977 Mio-inusitol 0,031+0,02 0,024 +0,001 0,025 + 0,005 0,024 + 0,01
45,669 Trealose 4,429+ 0,47a 1,396 £ 0,14c 2,667 +0,12b 1,083 £ 0,19c
46,069 Maltose 0,143 +0,02a 0,015 £ 0,005b 0,027 £ 0,005b 0,003 £ 0,002b

Obs1: ap6s + o erro padrdo de cada grupo é apresentado

Obs2: ap6s o erro padrdo, as letras representando as diferencas estatisticas

A presenca de ureia em insetos esta associada principalmente a excrecdo de nitrogénio
excedente resultante da degradacdo de aminoacidos (Nation, 2016; Scaraffia; Wells, 2003). Os
niveis mais altos nos grupos alimentados refletem maior disponibilidade de substratos
nitrogenados provenientes da dieta. Em contraste, o jejum reduz a producdo de ureia,
possivelmente porque os aminoacidos passam a ser direcionados preferencialmente para a
geracdo de energia, limitando a desaminacao e, consequentemente, a formacao desse composto.
O fato de que o hidrato de morina ndo alterou os niveis de ureia no grupo alimentado, mas
intensificou sua queda em M-, sugere que o flavonoide interfere na capacidade de detoxificacéo
nitrogenada quando as larvas j& se encontram sob estresse nutricional. Isso pode indicar uma
sobrecarga das vias alternativas de eliminacdo de nitrogénio, como a produgéo de &cido Urico,

mecanismo ja descrito em mosquitos durante o metabolismo proteico (Scaraffia et al., 2005).

No caso da putrescina, trata-se de uma poliamina derivada da descarboxilagédo da

ornitina, com fungdes amplamente relacionadas ao crescimento celular, estabilizagdo de
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membranas e protecdo contra estresse oxidativo (Gilbert; Gill, 2010; Pegg, 2016). A auséncia
de diferengas marcantes entre os grupos indica que as larvas mantém certa estabilidade na
biossintese de poliaminas, mesmo em condicdes adversas, dado seu papel essencial para a
viabilidade celular. Apesar de ndo ocorrer reducgéo da putrecina, a reducdo observada na ornitina
em M- (tabela 6) sugere que a combinacdo de jejum e morina pode comprometer a
disponibilidade de poliaminas, limitando tanto a proliferacdo celular quanto mecanismos de
defesa antioxidante, como ja descrito em outros insetos sob estresse metabdlico (Madeo et al.,
2018).

Assim, os resultados indicam que, enquanto a ureia reflete de forma clara a influéncia
do estado nutricional e revela uma intensificacdo do déficit nitrogenado sob o hidrato de morina,
a putrescina demonstra um possivel gargalo na regulacdo das poliaminas quando estresse
nutricional e quimico sdo combinados. Em conjunto, essas alteracGes sugerem impacto tanto na

capacidade de detoxificacdo quanto na manutencédo da integridade celular das larvas.

15.3.3.2 Metabolismo de aclcares

Os resultados do perfil metabolico demonstraram alteracfes expressivas nos agucares
das larvas de Ae. aegypti submetidas aos diferentes tratamentos (Tabela 6), além disso, padrdes
muito similares aos observados na quantificacdo dos carboidratos que foram discutidos
anteriormente (Figura 25). A glicose apresentou maiores concentracfes no grupo controle
alimentado (2,218 + 0,41), com reducdo significativa no grupo controle submetido ao jejum
(1,078 £ 0,23), enquanto que o grupo tratado com hidrato de morina e alimentados nao
apresentou diferenca estatistica em relagcdo ao controle (1,604 + 0,23), o grupo M- apresentou
reducdo mais intensa do que os demais grupos (0,568 + 0,1). A trealose, principal agUcar
circulante em insetos, também foi reduzida de forma acentuada nos grupos em jejum (1,396 +
0,14 em C- e 1,083 + 0,19 em M-) quando comparados ao grupo controle alimentado (4,429 +
0,47), enquanto 0 grupo M+ manteve niveis intermediarios (2,667 + 0,12). Ja a manose
apresentou reducdes estatisticas ligadas a presenca do hidrato de morina, apresentando 0,772 +
0,17 em C+ e 0,679 + 0,06 em C-, enquanto que 0s grupos tratados com o flavonoide
apresentaram 0,307 + 0,05 em M+ e 0,213 £ 0,05 em M-. Diferentemente, a maltose teve um

padrdo de ocorréncia diferente, apresentando valores mais elevados em C+ e fortes redugdes
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nos demais grupos. A abundancia de eritrotetrofuranose e mio-inusitol ndo apresentou

diferengas estatisticas entre os grupos testados.

A manutencao de glicose elevada em C+ estd de acordo com o papel central desse
monossacarideo no suprimento energético imediato dos insetos, servindo como substrato
preferencial para vias glicoliticas e para a sintese de trealose (Thompson, 2003). A queda
observada em C— confirma a mobilizacdo das reservas de glicogénio durante o jejum, padrdo
também descrito em larvas de Bombyx mori, onde a glicose plasmatica decai de forma rapida
diante da privacdo alimentar (Masumura et al., 2000). Ja a reducdo mais acentuada em M—
sugere que o hidrato de morina intensifica a demanda metabdlica ou interfere em rotas de
mobilizacdo de acucares, semelhante ao observado em Drosophila melanogaster quando
exposta a compostos fendlicos, que alteram a homeostase glicémica por meio da modulacao do
horménio adipocinético (Isabel et al., 2005; Lee; Park, 2004).

A trealose, por sua vez, apresentou padrdo classico de deplecdo em jejum, corroborando
seu papel como principal aglcar circulante em insetos (Becker et al., 1996). Em condicGes
normais, a trealose funciona como “aglcar-tampao”, estabilizando os niveis de glicose na
hemolinfa (Thompson, 2003). A queda intensa observada em C— e M- é consistente com
achados em Helicoverpa armigera, onde a restricdo alimentar reduz trealose
concomitantemente ao aumento da atividade da trealase, enzima responsavel por sua clivagem
em glicose (Wang et al., 2020). A manutencéo parcial em M+ sugere que, mesmo na presenca
do hidrato de morina, individuos alimentados conseguem sustentar niveis intermediarios,

possivelmente pela preservacdo parcial do metabolismo glicogénico.

A manose apresentou comportamento distinto, sendo modulada especificamente pelo
tratamento com hidrato de morina, independentemente da dieta. Esse padrédo pode estar
relacionado ao papel da manose como precursor em processos de glicosilacao de proteinas e no
metabolismo de nucleotideos agucarados, processos altamente sensiveis a estresses quimicos
(Walski et al., 2017). Embora estudos com insetos sejam mais escassos, dados em D.
melanogaster mostram que disturbios em vias de glicosilagdo impactam o desenvolvimento e
a viabilidade (Aumiller; Jarvis, 2002). Assim, a queda de manose nos grupos tratados com
hidrato de morina pode indicar que o flavonoide interfere nessas rotas, aumentando a demanda

por esse monossacarideo para funcdes estruturais e de detoxificagéo.
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A maltose exibiu padréo de abundéncia elevado em C+, com reducdes significativas em
todos os demais grupos, sugerindo que sua disponibilidade esta fortemente ligada a presenca
continua de alimento. Em insetos, a maltose € um dissacarideo resultante da digestdo de amido
e outros polissacarideos vegetais, sendo rapidamente convertido em glicose por maltase no
intestino (Ferreira et al., 2002). Dessa forma, sua baixa detecgdo em grupos submetidos ao
jejum ou tratados com hidrato de morina reflete tanto a auséncia de substrato dietético quanto

possivel alteracdo da digestibilidade em decorréncia do composto fenolico.

Por fim, eritrotetrofuranose e mio-inositol ndo apresentaram diferencas significativas
entre os grupos. O mio-inositol € conhecido por atuar como regulador osmotico e precursor de
fosfoinositideos em insetos, enquanto a eritrotetrofuranose é um intermediario pouco
abundante, associado a vias secundarias do metabolismo de acgucares (Contreras et al., 2023;
Rivera et al., 2021). A auséncia de variacao sugere que essas moléculas desempenham fungdes

mais estaveis, ndo sendo significativamente moduladas nem pelo jejum nem pela morina.

Em sintese, os resultados evidenciam que o metabolismo de agucares em larvas de Ae.
aegypti é altamente sensivel tanto ao estado nutricional quanto a exposi¢do ao hidrato de
morina. A glicose e a trealose se destacaram como principais marcadores do balango energético,
refletindo a capacidade dos insetos em ajustar rapidamente o fluxo metabélico frente ao jejum.
Ja a manose e a maltose revelaram-se mais responsivas a presenca do flavonoide, indicando
rotas de utilizag&o diferenciadas. Por fim, a auséncia de alteragdes significativas em compostos
como mio-inositol e eritrotetrofuranose sugere que tais metabdlitos atuam de forma mais
estavel, possivelmente desempenhando fungbes estruturais ou regulatérias de longo prazo.
Dessa forma, a integracdo desses perfis aponta para uma homeostase fina entre reservas
energéticas, sinalizacdo celular e respostas adaptativas, compondo um quadro complexo de
como o metabolismo de carboidratos pode ser modulado em condi¢fes ambientais e quimicas

distintas.

15.3.4 Integracéo metabdlica e implicagdes biologicas

A analise integrada do perfil metabdlico revelou que a resposta das larvas de Ae. aegypti
ao jejum e a exposicdo ao hidrato de morina envolve ajustes coordenados em multiplas rotas

centrais, refletindo uma reorganizacdo global da homeostase bioenergética. Os resultados
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demonstraram que tanto a privagdo alimentar quanto o flavonoide modulam de forma sinérgica
0 metabolismo de aminodcidos, carboidratos, acidos graxos e acidos organicos, promovendo
um redirecionamento das vias catabdlicas para sustentar a sobrevivéncia em condi¢bes de

estresse.

No metabolismo energético, a reducao consistente de intermediarios do ciclo do &cido
citrico, associada a queda de lactato e malato, evidencia limitagcGes na capacidade oxidativa e
fermentativa das larvas. Esse quadro sugere que a manutengédo da producao de energia passa a
depender de rotas alternativas, como o catabolismo de aminoacidos e a geracédo de acidos de
cadeia curta, exemplificada pelo aumento de propionato em grupos tratados com morina. Em
paralelo, o acimulo de citrato em condicdes de jejum indica bloqueios parciais no ciclo,

possivelmente relacionados a intensificacdo da mobilizacdo de reservas enddgenas.

No ambito do metabolismo nitrogenado e antioxidante, destacam-se a redugdo de
aminoacidos sulfurados e de um carbono (cisteina, glicina e serina) e o aumento do
piroglutamato em grupos tratados com morina, sugerindo a ativagdo do eixo glutationa como
estratégia de enfrentamento ao estresse oxidativo. Esse padrdo reforca que o flavonoide
intensifica a demanda por defesa redox, consumindo precursores essenciais e comprometendo
0 equilibrio entre protegdo antioxidante e geragdo de energia. Adicionalmente, o acumulo
seletivo de glutamina e aspartato em jejum aponta para um mecanismo de tamponamento do
nitrogénio livre, enquanto a queda acentuada da ureia em M- reflete déficit na capacidade de

detoxificacdo nitrogenada.

O metabolismo de acucares também apresentou forte reorganizacdo. A reducdo
significativa de glicose e trealose em condigdes de jejum, exacerbada pela presenga da morina,
evidencia que a manutencdo do balanco energético depende da rapida mobilizacdo de
carboidratos circulantes. O aumento do &cido fosforico em grupos tratados com o flavonoide
sugere, ainda, maior turnover de processos de fosforilagdo e alta pressdo regulatdria sobre

enzimas-chave.

De forma integrada, esses achados indicam que a combinacgdo de jejum e morina limita
a flexibilidade metabolica das larvas, restringindo a eficiéncia na utilizagdo de multiplos
substratos energéticos e comprometendo tanto a biossintese quanto a defesa antioxidante. Esse

colapso metabolico pode explicar a reducdo de sobrevivéncia, atraso no desenvolvimento e
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diminuicdo das reservas lipidicas observados em experimentos complementares, reforcando o

potencial do hidrato de morina como modulador negativo da fisiologia larval de Ae. aegypti.

15.3.4.1 Efeitos integrados do jejum

A privagdo alimentar por 24 horas desencadeou uma reprogramacdo metabdlica
profunda das larvas, caracterizada pela mobilizacdo coordenada de aminoédcidos, acidos
organicos e carboidratos para sustentar a homeostase energética em condicdes de estresse
nutricional. O jejum provocou a reducao de 14 dos 19 aminoacidos identificados, incluindo
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, glicina, treonina, fenilalanina, histidina, triptofano,
asparagina e cisteina. Esse padrdo reflete a utilizacdo intensiva dos esqueletos carbénicos como
substratos energéticos, com destaque para os aminoacidos de cadeia ramificada e a alanina,
mobilizados para alimentar o ciclo do acido citrico ou sustentar a gliconeogénese (Adeva-
Andany et al., 2014; Harper; Miller; Block, 1984; Neinast; Murashige; Arany, 2019).

Paralelamente, observou-se aumento significativo de glutamina e aspartato, indicando
um rearranjo estratégico no metabolismo de nitrogénio. A glutamina acumulada funciona como
forma de transporte e detoxificacdo da amonia liberada pelo catabolismo proteico (Cruzat et al.,
2018; Scaraffia et al., 2005), enquanto o aspartato conecta 0 metabolismo de aminoacidos ao
ciclo do acido citrico e a biossintese de nucleotideos (Liu; Sutter; Tu, 2021). Esses ajustes
reforcam o papel dessas moléculas como pontos de convergéncia entre catabolismo energético

e homeostase nitrogenada.

No metabolismo energético, o jejum resultou em queda significativa de intermediarios
do ciclo do acido citrico, como succinato, malato, oxaloacetato e a-cetoglutarato, sugerindo
maior utilizacdo anaplerotica para sustentar a producdo de ATP. Ao mesmo tempo, houve
acumulo de citrato, possivelmente associado a intensificacdo da mobilizacdo de reservas
energéticas e a sobrecarga da citrato sintase (Scaraffia; Wells, 2003; Tennessen et al., 2011). O
lactato também sofreu reducdo expressiva, refletindo a diminuicdo da dependéncia da
fermentacdo glicolitica em favor do uso de lipidios como fonte energética (Arrese; Soulages,
2010).

As reservas de carboidratos também foram mobilizadas de forma intensa. A glicose e a

trealose apresentaram quedas significativas, confirmando seu papel como substratos de rapida
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mobilizacdo durante a privagdo alimentar (Becker et al., 1996; Thompson, 2003). Esse padréo
é consistente com relatos em outros insetos, como B. mori e H. armigera, nos quais o jejum

promove rapida reducdo da glicemia e deplecéo de trealose (Masumura et al., 2000).

Em conjunto, os dados evidenciam que o jejum impde as larvas de Ae. aegypti um estado
de estresse metabdlico marcado pela drenagem de aminoécidos para rotas energéticas, pela
reconfiguracdo do metabolismo nitrogenado e pela mobilizacdo acelerada de carboidratos.
Esses ajustes asseguram a sobrevivéncia larval a curto prazo, mas comprometem a biossintese
de macromoléculas e a manutencdo do equilibrio redox, reduzindo a capacidade de crescimento

e desenvolvimento em condigdes de escassez de nutrientes.

15.3.4.2 Efeitos integrados do hidrato de morina sobre o metabolismo energético

A exposicdo ao hidrato de morina promoveu alteracbes metabolicas marcantes, mesmo
na presenca de alimento, evidenciando que o flavonoide atua como modulador negativo da
homeostase energética e nitrogenada. Entre os aminoécidos, observou-se reducao expressiva de
valina, glicina, treonina, asparagina e lisina. A queda da valina, um aminoécido de cadeia
ramificada associado ao suprimento energético via ciclo do acido citrico (Harper; Miller; Block,
1984), sugere intensificacdo de seu catabolismo em resposta ao estresse imposto pelo
flavonoide. Ja a reducdo de lisina, aminoacido essencial com papéis estruturais e epigenéticos,
pode estar associada a interferéncia da morina na absor¢éo intestinal de nutrientes, uma vez que
flavonoides interagem com transportadores de membrana e modulam a permeabilidade
intestinal (Li; Paxton, 2013; Manach et al., 2004).

A diminuicdo de glicina e treonina, ambas relacionadas a sintese de glutationa e ao
equilibrio redox (Kalhan; Hanson, 2012; Misra et al., 2011), sugere que o hidrato de morina
intensifica a demanda antioxidante, redirecionando esses aminoacidos para a defesa contra
estresse oxidativo. Esse padrdo é corroborado pela elevagdo do piroglutamato nos grupos
tratados, metabdlito derivado do turnover da glutationa, que se acumula em condicdes de
sobrecarga redox (Franco; Cidlowski, 2012; Koirala; Moural; Zhu, 2022). Assim, o hidrato de
morina ndo apenas reduz a disponibilidade de precursores antioxidantes, como também induz
maior consumo da glutationa, enfraquecendo a capacidade larval de lidar com desequilibrios

oxidativos.
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No metabolismo de acidos organicos, os efeitos do hidrato de morina foram
evidenciados pela reducédo de lactato e pela elevagdo do acido propanoico. A queda de lactato
em larvas alimentadas tratadas com o flavonoide sugere supresséo da via fermentativa, mesmo
sem restricdo de glicose, indicando limitacédo na flexibilidade metabolica (Machado et al., 2022;
Singh et al., 2022). O aumento do propanoato, por sua vez, indica maior dependéncia do
catabolismo de aminocidos e carboidratos em condigdes de estresse metabolico, funcionando
como marcador de desvio para rotas alternativas de suprimento energético (Halarnkar;
Blomquist, 1989).

AlteracGes também foram observadas no metabolismo de acucares, em especial na
reducdo da manose e na elevacao do &cido fosfdrico. A queda da manose, presente tanto em
larvas alimentadas quanto em jejum, sugere interferéncia do hidrato de morina em vias de
glicosilacdo e no metabolismo de nucleotideos agucarados, processos criticos para crescimento
e viabilidade celular (Walski et al., 2017). O aumento do &cido fosférico nos grupos tratados,
por outro lado, reflete maior turnover energético e ativacdo de processos de fosforilacdo

associados a resposta ao estresse (Koirala; Moural; Zhu, 2022; Tennessen et al., 2011).

No metabolismo nitrogenado, o hidrato de morina intensificou a reducdo da ureia em
larvas sob jejum, sugerindo comprometimento da capacidade de eliminacdo de nitrogénio
excedente. Esse achado reforga que o flavonoide sobrecarrega as vias de detoxificagéo,
favorecendo o acimulo de subprodutos nitrogenados e possivelmente redirecionando o fluxo

para a producdo de 4cido urico (Scaraffia et al., 2005).

Em sintese, os efeitos do hidrato de morina sobre o metabolismo larval de Ae. aegypti
envolvem: (i) deplecéo seletiva de aminoécidos essenciais e antioxidantes; (ii) ativacdo da via
da glutationa como resposta ao estresse oxidativo; (iii) limitacdo da fermentacdo latica e
inducdo de rotas alternativas de energia; (iv) alteracGes na homeostase de aglcares e processos
de glicosilacdo; e (v) comprometimento da detoxificagcdo nitrogenada. Esses efeitos integrados
comprometem a capacidade das larvas de acumular reservas e manter a homeostase, reduzindo

seu potencial de desenvolvimento e sobrevivéncia.
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16 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que o hidrato de morina exerce um impacto
profundo sobre a fisiologia larval de Ae. aegypti, comprometendo de maneira integrada a
absorcéo de nutrientes, a manutencao do metabolismo energético e a homeostase redox. Mesmo
em condicdes de disponibilidade alimentar, as larvas expostas ao flavonoide apresentaram
deplecdo acentuada de proteinas, carboidratos e lipidios, acompanhada por uma reducéao
seletiva de aminoacidos essenciais e antioxidantes. Esse padrdo sugere que a morina atua ndo
apenas como inibidora da digestdo e absorcéo intestinal, mas também como indutora de estresse
oxidativo, forcando o redirecionamento de recursos metabolicos para rotas de defesa em

detrimento de processos anabdlicos e de crescimento.

A andlise metaboldémica revelou ainda a reducéo de intermediarios do ciclo do &cido
citrico e da fermentacdo latica, associada ao aumento de metabolitos relacionados ao estresse
oxidativo e ao catabolismo de aminoécidos. Esses achados reforcam que a morina limita a
flexibilidade bioenergética das larvas, restringindo sua capacidade de utilizar multiplos
substratos para geracdo de ATP e comprometendo a eficiéncia do metabolismo basal. Tal
reorganizacdo metabolica aproxima o estado fisioldgico das larvas tratadas ao observado em
condicGes de jejum, explicando a reducdo no tamanho corporal, no acimulo de reservas e no

potencial de desenvolvimento.

Adicionalmente, a sinergia observada entre a restricdo alimentar e o tratamento com
morina demonstra que o estresse nutricional potencializa os efeitos deletérios do flavonoide,
levando a uma deplecdo ainda mais severa de aminoacidos, reservas energéticas e compostos
antioxidantes. Esse efeito combinado reforca a vulnerabilidade metabdlica de Ae. aegypti frente
a cenarios de estresse mdultiplo, indicando que a morina age como um disruptor metabolico

capaz de enfraquecer significativamente a aptidao larval.

Em conjunto, esses resultados destacam o hidrato de morina como um composto de
interesse para o controle de mosquitos vetores. Assim, a compreensdo de seus mecanismos de
acao contribui ndo apenas para 0 avanco da metabolémica aplicada a entomologia, mas também
para o desenvolvimento de novas abordagens integradas no manejo de populagdes de mosquitos

de importancia médica.
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17 DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho oferece uma contribuicdo inédita ao demonstrar, de forma integrada,
que o hidrato de morina exerce multiplos efeitos sobre a biologia e 0 metabolismo energético
de Ae. aegypti, abrangendo desde a mortalidade larval até a reducéo da suscetibilidade vetorial
para o virus Mayaro. Embora flavonoides ja fossem reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e moduladoras de processos metabdlicos em diferentes
organismos (Panche; Diwan; Chandra, 2016; Ullah et al., 2020), esta é a primeira evidéncia
experimental de que o hidrato de morina pode atuar como agente larvicida, antifecundidade e
antivetorial em mosquitos de importancia médica. Tal achado amplia significativamente o
entendimento sobre a interagdo entre metabdlitos vegetais e insetos vetores, destacando novas

perspectivas para 0 manejo sustentavel de arboviroses.

Do ponto de vista cientifico, os resultados obtidos reforcam a hip6tese de que compostos
naturais podem interferir de maneira seletiva em vias bioguimicas essenciais ao
desenvolvimento dos mosquitos. O hidrato de morina provocou alteragdes no metabolismo
energético, incluindo a reducdo de lipidios e carboidratos, além de interferir em processos
hormonais associados a ecdisona e a bioenergética mitocondrial (Mitchell et al., 1993,
Vandock; Mitchell; Fioravanti, 2012). Essa acdo multifatorial ajuda a explicar a combinacéo de
efeitos larvicidas, retardamento do desenvolvimento e diminuicdo da fertilidade observados.
Ao evidenciar que o hidrato de morina atua em concentragdes subletais alterando a homeostase
do inseto, a tese contribui para a compreensdo de mecanismos metabolicos de toxicidade que

podem servir de base para o desenho de novos bioinseticidas ou moléculas analogas.

Sob a oOtica aplicada, o estudo demonstra que o hidrato de morina apresenta eficacia
significativa e seletividade ambiental, uma vez que ndo foram detectados efeitos toxicos em
camundongos mesmo em doses muito superiores as utilizadas nos ensaios com mosquitos. Esse
perfil reforca seu potencial como alternativa natural aos inseticidas sintéticos, frequentemente
associados a resisténcia populacional e riscos a saide humana e a fauna néo alvo (Moyes et al.,
2017; Pavelaetal., 2019). Alem disso, a reducdo da suscetibilidade vetorial para o virus Mayaro
indica que o composto pode atuar em diferentes niveis da transmissdo de arboviroses,
combinando efeitos ecoldgicos e epidemioldgicos. Em um cenario de resisténcia crescente a
inseticidas quimicos, os resultados desta tese fortalecem a busca por estratégias de controle
baseadas em produtos naturais, de baixo impacto ambiental e compativeis com programas de

manejo integrado de vetores.
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Por outro lado, é importante reconhecer limitacdes e desafios para a aplicacdo prética
desses achados. Embora o hidrato de morina tenha se mostrado promissora em condic¢oes
laboratoriais, sua eficacia em ambientes naturais depende de fatores como estabilidade quimica,
formulacdo, custo de producédo e impacto em ecossistemas aquaticos complexos. Estudos de
campo e analises de viabilidade econdmica sdo, portanto, etapas indispensaveis antes de sua

incorporagdo em programas de salde publica.

Em sintese, esta tese avanca tanto no campo fundamental, ao elucidar mecanismos
bioguimicos da interacdo entre flavonoides e mosquitos vetores, quanto no campo aplicado, ao
propor um composto natural com potencial para o desenvolvimento de novas ferramentas de
controle de Ae. aegypti. Ao revelar que o hidrato de morina pode reduzir simultaneamente o
desenvolvimento, a fertilidade e a suscetibilidade vetorial do mosquito, o trabalho abre
caminhos para inovagdes em controle de arboviroses, alinhadas as demandas por solu¢bes mais

seguras, sustentaveis e ecologicamente responsaveis.

17.1 Integracédo dos efeitos bioldgicos e metabdlicos

Os resultados obtidos nos trés capitulos desta tese revelam, de forma consistente, que o
hidrato de morina exerce um conjunto integrado de efeitos biolgicos e metabdlicos sobre Ae.
aegypti, que vdo muito além da simples mortalidade larval. A anélise conjunta dos
experimentos demonstra uma convergéncia entre alteragdes no desenvolvimento, reducgéo das
reservas energéticas e comprometimento da reproducao, sugerindo que a a¢do do composto se

da por maltiplos mecanismos interdependentes.

No Capitulo I, foi demonstrado que a exposicao larval ao hidrato de morina provoca
mortalidade dose-dependente, atraso no desenvolvimento e reducdo significativa da fertilidade
das fémeas emergidas, mesmo quando tratadas em estagios juvenis. Esses achados indicam que
0 composto ndo apenas afeta a sobrevivéncia imediata, mas também exerce efeitos residuais
que comprometem a aptiddo populacional do mosquito, incluindo menor taxa de pupacéo,
menor nimero de ovos viaveis e queda da suscetibilidade vetorial para o virus Mayaro. O fato
de fémeas provenientes de larvas expostas apresentarem menor fertilidade reforca a ideia de
que alteragdes precoces no metabolismo energético repercutem em fases posteriores do ciclo

de vida, impactando a capacidade reprodutiva e a transmissdo viral. Esse padrdo esta em
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consonancia com observagdes prévias de que o metabolismo energético é determinante para a

fecundidade e a competéncia vetorial de mosquitos (Foster, 1995a; Valzania et al., 2019).

No Capitulo II, analises bioguimicas e moleculares confirmaram que tais efeitos
biologicos estdo diretamente associados a alteragdes profundas no metabolismo energético.
Larvas tratadas exibiram deplecdo significativa de lipidios e carboidratos, além de mudangas
em vias relacionadas as vias de sintese e hidrdlise de TAG e glicogénio, alem de receptores
hormonais que culminaram no aumento do estresse oxidativo. Estudos prévios ja sugeriam que
flavonoides podem inibir enzimas-chave, como a ecdisona 20-monooxigenase e a
transidrogenase mitocondrial, interferindo na metamorfose e na producgdo de energia celular
(Mitchell et al., 1993; Vandock; Mitchell; Fioravanti, 2012). Os resultados desta tese reforcam
esse mecanismo, mostrando que a reducdo das reservas de energia compromete nao apenas a
viabilidade larval, mas também o sucesso reprodutivo dos adultos, integrando metabolismo e

reproducdo em uma mesma rede de efeitos.

Por sua vez, o Capitulo 111 amplia a compreensdo desses mecanismos ao mostrar que a
interferéncia metabdlica causada pelo hidrato de morina resulta em impactos fisiol6gicos
sistémicos, com alteragcbes na incorporagdo da dieta que aprofundou as influencias sob
metabolismo de lipidios e carboidratos. Essa evidéncia reforca que a acdo do composto néao é
restrita a um anico alvo, mas sim multifatorial, atingindo processos essenciais a manutencao da
homeostase energética. A conjugacao desses efeitos (reducdo das reservas, aumento do estresse
oxidativo e modulacdo de enzimas-chave) explica a combinacdo de efeitos larvicidas,
retardamento do desenvolvimento e antifecundidade observados nos capitulos anteriores.
Trabalhos anteriores ja sugeriram que flavonoides podem atuar como moduladores metabolicos
multifuncionais, interferindo em etapas criticas do ciclo de vida de insetos (Inaba et al., 2022;
Rajkumar; Jebanesan, 2008).

Em conjunto, esses achados revelam que o hidrato de morina atua de maneira integrada
ao longo de todo o ciclo de vida do mosquito: mata parte das larvas, enfraquece o metabolismo
das sobreviventes, retarda a metamorfose e compromete a fertilidade dos adultos emergentes.
Essa integracdo entre efeitos bioldgicos e metabolicos é particularmente relevante no contexto
do controle vetorial, pois demonstra que mesmo exposi¢des subletais podem reduzir
drasticamente a capacidade populacional de Ae. aegypti. Além disso, o fato de o composto
apresentar baixa toxicidade para mamiferos, como evidenciado pelos testes em camundongos,

reforga seu potencial como ferramenta de manejo sustentavel, em consonancia com a tendéncia
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de utilizag&o de produtos naturais como alternativas menos impactantes no controle de vetores
(Pavela et al., 2019; Santos et al., 2023).

Assim, a presente tese demonstra que a deplecdo das reservas energéticas constitui a
base fisiologica para os efeitos larvicidas e antifecundidade do hidrato de morina. Ao interferir
na incorporacéo e utilizacdo de energia, 0 composto desencadeia um ciclo de perturbacdes que
se estende da fase larval a adulta, comprometendo de forma duradoura a biologia do vetor. Essa
visdo integrada ndo apenas amplia a compreensdo dos mecanismos de acdo de flavonoides,
como também abre perspectivas para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de
mosquitos baseadas em compostos naturais que atuem simultaneamente em multiplos pontos

criticos do ciclo de vida.

17.2 Mecanismos Moleculares e Bioquimicos

Os resultados desta tese demonstram que o hidrato de morina atua de forma
multifacetada sobre o metabolismo energético e a sinalizacdo hormonal de Ae. aegypti,
ultrapassando o papel de um simples larvicida. Em diferentes niveis de organizacédo bioldgica,
observou-se que 0 composto comprometeu a sobrevivéncia larval, retardou a pupacao, reduziu
a fecundidade e diminuiu a suscetibilidade vetorial, efeitos que, em conjunto, revelam uma
profunda desestabilizacdo da homeostase do inseto. Esses achados dialogam com a literatura
que descreve os flavonoides como moléculas capazes de modular alvos metabdlicos e

hormonais essenciais em insetos (Pavela et al., 2019; Rajkumar; Jebanesan, 2008).

Um dos mecanismos mais consistentes foi a provavel interferéncia na via da ecdisona.
A inibicdo da ecdisona 20-monooxigenase por flavonoides ja havia sido reportada em
homogeneizados de Ae. aegypti, D. melanogaster e M. sexta (Mitchell et al., 1993), bem como
a acdo de compostos da mesma classe sobre a enzima Noppera-bo, crucial para a biossintese
desse hormonio (Inaba et al., 2022). Nossos resultados, que apontam atraso e bloqueio no
processo de muda, reforcam a hipotese de que o hidrato de morina compromete diretamente a
conversao de ecdisona em 20-hidroxiecdisona, prejudicando a transicdo larval e explicando a

incapacidade de completar o desenvolvimento mesmo em condigdes nutricionais adequadas.

Outro eixo relevante foi a bioenergética mitocondrial. Estudos prévios demonstraram
gue a morina pode inibir a transidrogenase mitocondrial em larvas de M. sexta, comprometendo
0 balanco NADH/NADPH e a producao de ATP (Vandock; Mitchell; Fioravanti, 2012) . De
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forma integrada, nossos experimentos revelaram a reducdo de triacilglicerdis, glicose e
glicogénio nas larvas expostas, associada & ativacdo de lipases e a supressdo de genes
lipogénicos. Esse padrdo é compativel com um estado metabdlico catabélico induzido,
semelhante ao jejum, no qual o inseto passa a mobilizar rapidamente suas reservas para suprir

a demanda energética.

Essa deplecdo de lipidios e carboidratos tem implicacdes profundas para o fitness do
mosquito. O corpo gorduroso, principal 6rgdo de armazenamento energético, é essencial para
sustentar tanto a metamorfose quanto a reproducgédo (Arrese; Soulages, 2010). A inibicdo da
FAS pelo hidrato de morina, ja relatada na literatura (Li; Tian, 2004), corrobora nossos achados
de reducdo drastica nas reservas lipidicas, impactando diretamente a producdo de ovos e a
viabilidade da prole, como evidenciado no Capitulo I. Dessa forma, o hidrato de morina ndo
compromete apenas a sobrevivéncia larval imediata, mas também a qualidade fisiologica dos

adultos emergidos, reduzindo a fecundidade e a suscetibilidade vetorial de forma persistente.

Adicionalmente, nossos resultados se alinham ao que é descrito em contextos de
privacdo nutricional. Estudos mostram que o jejum em mosquitos leva a ativacdo de vias
catabdlicas, aumento da lipolise e reorganizacdo da sinalizacdo hormonal, incluindo o eixo
AKH-ILPs (Foster, 1995a; Gulia-Nuss et al., 2011; Valzania et al., 2019). O padrdo observado
no presente trabalho, com aumento da expressédo do receptor de AKH e supressao de receptores
de ILPs, sugere que o hidrato de morina induz um “estado de jejum quimico”, for¢ando os

insetos a priorizar a sobrevivéncia em detrimento da reproducdo e do acimulo de reservas.

Também ¢é importante destacar que os efeitos do hidrato de morina vdo além da
toxicidade direta. Assim como observado para outros flavonoides com atividade antialimentar
ou inseticida seletiva (Morimoto et al., 2003; Riddick, 2024), o composto atua como um
desestabilizador sistémico, combinando acdo hormonal, metabolica e possivelmente pro-
oxidativa. Esse perfil multifuncional reforca seu potencial como ferramenta para 0 manejo
integrado de vetores, especialmente por apresentar seletividade e baixa toxicidade para
mamiferos (Santos et al., 2023).

17.3 Implicacdes ecoldgicas e epidemioldgicas

Os resultados também abordam implicagGes ecoldgicas e epidemiolégicas, indicando
que o hidrato de morina possui potencial como ferramenta de controle vetorial capaz de
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impactar ndo apenas a sobrevivéncia do mosquito, mas também sua capacidade de transmitir
arboviroses. A reducdo expressiva da suscetibilidade de Ae. aegypti para o virus Mayaro,
observada em fémeas emergidas de larvas tratadas, demonstra que o composto pode interferir
em etapas cruciais do ciclo de transmissao viral, diminuindo a prevaléncia e a carga viral em

individuos expostos.

Uma hipotese plausivel para explicar essa diminuicdo de suscetibilidade é que o hidrato
de morina, além de alterar o metabolismo energético, possa provocar interferéncias bioquimicas
ou lesBes celulares no intestino médio, 6rgéo-chave para a infeccéo inicial e a passagem do
virus para a hemolinfa. Alteracdes na integridade epitelial, no pH luminal ou em transportadores
de nutrientes poderiam dificultar tanto a absorcéo do sangue (reduzindo a eficiéncia do repasto
hematofagico e, consequentemente, a nutricdo necessaria para a replicacdo viral), quanto a
translocacdo do virus para os tecidos sistémicos. Essa hipétese é coerente com a observacao do
aumento de que fémeas expostas durante a fase larva apresentaram elevagdo do estresse
oxidativo no intestino enquanto larvas e, enquanto adultas, apresentaram fertilidade reduzida,
sugerindo que desarranjos intestinais e metabdlicos impactam simultaneamente a reproducéo e

a transmissdo de patdgenos.

Embora o foco deste estudo tenha sido o virus Mayaro, é essencial reforcar que outros
arbovirus de importancia médica, como dengue, zika e chikungunya, ainda precisam ser
testados para determinar se mecanismos semelhantes de bloqueio intestinal ou inibicdo da
replicacdo viral também se aplicam a esses patogenos. A confirmacdo dessa hip6tese em
diferentes virus poderia consolidar o hidrato de morina como um agente de amplo espectro para
reduzir a disseminacdo de arboviroses. Além disso, estudos de ultraestrutura que visualizem as
celulas intestinais sob efeito do hidrato de morina podem verificar se a hipotese de dano tecidual

se sustenta.

Outro aspecto de destaque é a seletividade ecoldgica do hidrato de morina. Ensaios
toxicolégicos em camundongos, aliados ao conhecimento prévio sobre a baixa toxicidade de
flavonoides em vertebrados, indicam que o composto apresenta perfil ambientalmente seguro,
mesmo em doses muito superiores as aplicadas aos mosquitos. Essa seletividade é estratégica

em programas de manejo integrado, pois minimiza riscos para organismos nao alvo.

Sob a perspectiva da sustentabilidade, o hidrato de morina representa um modelo
promissor de flavonoide bioativo para o controle de Ae. aegypti. Sua origem vegetal e renovavel
favorece a producdo em larga escala, enquanto sua agao multifuncional possibilita a formulagéo
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de produtos capazes de atuar em diversos pontos criticos do ciclo de vida do mosquito. Essa
abordagem integrada ndo apenas reduz a dependéncia de inseticidas quimicos, mas também

pode retardar a selecéo de resisténcia em populacdes de campo.

17.4 Perspectivas, limitacgdes e relevancia Cientifica e social

Apesar do potencial promissor do hidrato de morina como bioinseticida, a aplicagio
pratica dos resultados desta tese em programas de controle vetorial enfrenta desafios
importantes. Um dos principais entraves é a formulacdo e estabilidade do composto em
condi¢cdes ambientais, uma vez que flavonoides apresentam solubilidade limitada em agua e
podem sofrer degradacao fotoquimica quando expostos a luz solar (Del Rio et al., 2013; Ullah
et al., 2020). A padronizacdo de métodos de extracdo, purificacdo ou sintese da morina, assim
como o desenvolvimento de veiculos de liberagdo controlada, como microencapsulagdo ou
nanoparticulas, serd fundamental para garantir eficacia e persisténcia em cenarios reais de

aplicacdo.

Outro desafio é a necessidade de testes de campo em ambientes naturais, nos quais
fatores como pH da agua, temperatura, matéria organica e presenca de microbiota podem
modificar a atividade observada em condicdes laboratoriais (Pavela et al., 2019). Ensaios em
criadouros reais de Ae. aegypti permitirdo avaliar a estabilidade do composto, sua interacdo
com a fauna local e possiveis impactos na comunidade aquatica. Da mesma forma, estudos
toxicoldgicos de longo prazo com diferentes organismos ndo alvo (incluindo polinizadores e
vertebrados aquaticos) sdo indispensaveis para confirmar a segurancga ecologica em programas
de aplicacdo continua, considerando a relevancia de garantir a seletividade e evitar efeitos em

organismos benéficos (Santos et al., 2023).

Do ponto de vista do manejo integrado, o hidrato de morina deve ser considerado
ferramenta complementar a outras estratégias ja consolidadas, como a eliminacdo de
criadouros, o uso de armadilhas, a liberagdo de mosquitos infectados com Wolbachia e a
aplicacdo pontual de inseticidas sintéticos em surtos epidémicos (Kraemer et al., 2015; Moyes
et al., 2017). Essa integracdo é essencial para reduzir a pressao seletiva e minimizar o risco de
resisténcia, problema frequente em programas baseados em um Unico mecanismo de acéo
(Arias-Castro; Martinez-Romero; Vasilieva, 2020). Como proximos passos, pesquisas

translacionais devem priorizar ensaios de campo controlados, analise de custo de produgéo,
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escalabilidade e, principalmente, testes com outros arbovirus de importancia epidemioldgica,
como dengue, zika e chikungunya, a fim de verificar se o bloqueio intestinal e a reducgéo da
suscetibilidade vetorial observados para o virus Mayaro podem ser reproduzidos em outros
patogenos (De Curcio et al., 2022; Weaver; Reisen, 2010). Estudos moleculares adicionais
também serdo valiosos para confirmar se lesbes ou interferéncias bioquimicas no intestino
médio, provaveis responsaveis por dificultar a absor¢do do sangue e a passagem dos virus para

a hemolinfa, constituem de fato 0 mecanismo central de acdo do composto.

No plano cientifico, esta tese oferece evidéncias inéditas da interacdo entre flavonoides
e insetos vetores, demonstrando que o hidrato de morina é capaz de modular simultaneamente
0 metabolismo energético, a integridade intestinal e a suscetibilidade vetorial. Estudos prévios
ja sugeriam gue flavonoides podem inibir enzimas-chave como a ecdisona 20-monooxigenase
(Mitchell et al., 1993) e a transidrogenase mitocondrial (Vandock; Mitchell; Fioravanti, 2012),
0 que corrobora as observagdes de interferéncia metabolica aqui descritas. Essa abordagem
multidimensional avanca o entendimento de como metabdlitos vegetais podem influenciar
processos fisioldgicos essenciais, consolidando um paradigma inovador de controle vetorial
baseado em desestabilizacdo metabdlica e bloqueio da infec¢do viral, em contraste com a
toxicidade direta caracteristica dos inseticidas tradicionais.

Sob a ética social e de satde publica, os achados reforcam a necessidade de explorar
alternativas naturais e ambientalmente seguras para o controle de Ae. aegypti, vetor de algumas
das mais graves arboviroses globais (Soni et al., 2023; Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2019).
A demonstracdo de que um flavonoide isolado pode reduzir a fertilidade do mosquito e sua
capacidade de transmissdo viral, sem apresentar toxicidade significativa para vertebrados,
representa um avanco concreto diante do cenario atual de resisténcia a inseticidas e da limitacéo

de vacinas para doencgas como dengue e Mayaro (Roiz et al., 2024).

Além de seu valor imediato, o hidrato de morina ilustra como a biodiversidade vegetal
pode ser fonte de inovacdo tecnoldgica. Ao integrar conhecimento quimico, bioquimico e
ecologico, esta pesquisa abre caminhos para o desenvolvimento de bioinseticidas de nova
geracdo, capazes de atuar em diferentes pontos do ciclo de vida do mosquito e de contribuir
para estratégias de controle mais sustentaveis, economicamente viaveis e alinhadas aos
principios de saude Unica (One Health). Dessa forma, a presente tese ndo apenas amplia a

compreensdo dos mecanismos de interacdo entre flavonoides e insetos vetores, mas também
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oferece uma base para novas abordagens de prevencdo de arboviroses, unindo impacto

cientifico e relevancia social.
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18 CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho revela que o hidrato de morina atua como um modulador profundo
da biologia de Ae. aegypti, promovendo um conjunto de alteracdes que vao além da toxicidade
larval imediata. Ao interferir no metabolismo energético e, provavelmente, na sinalizacao
hormonal, o composto desencadeia uma cascata de perturbagdes que repercutem em diferentes
fases do ciclo de vida, comprometendo ndo apenas a sobrevivéncia larval, mas também a
metamorfose, a fecundidade e a suscetibilidade vetorial. Essa visdo integrada amplia o
entendimento das interagdes entre metabdlitos vegetais e insetos vetores, consolidando o
conceito de que compostos naturais podem desestabilizar multiplos eixos fisioldgicos de forma

simultdnea e duradoura.

Um aspecto central dessa investigacdo foi a constatacdo de que o hidrato de morina
induz um estado metabdlico andlogo ao jejum em diversos aspectos, ainda que em condicdes
de disponibilidade alimentar. Essa condi¢do de “jejum quimico” se mostrou elucidativa para
compreender 0s mecanismos subjacentes aos efeitos observados, revelando que o inseto passa
a priorizar a mobilizacdo de reservas energéticas em detrimento de processos anabolicos e
reprodutivos. Essa estratégia de sobrevivéncia for¢ada, embora momentaneamente adaptativa,
resulta em adultos enfraquecidos, com menor capacidade de reproducao e de transmisséo viral.
Assim, 0 composto ndo apenas ameaca a continuidade individual, mas fragiliza de modo

persistente a dindmica populacional e epidemiolégica do vetor.

Ao conjugar mortalidade larval, atraso no desenvolvimento, infertilidade parcial e
reducdo da suscetibilidade ao virus Mayaro, o hidrato de morina se destaca como um agente
multifuncional, capaz de interferir em pontos estratégicos do ciclo de vida do mosquito. Sua
seletividade para o alvo, associada a baixa toxicidade para organismos mamiferos, refor¢a seu
potencial como alternativa promissora no contexto do manejo sustentavel de vetores. Mais do
que oferecer uma prova de conceito, esta tese demonstra que a exploragdo da biodiversidade
vegetal pode fornecer solugdes inovadoras e refinadas para desafios de saude publica, abrindo
espaco para bioinseticidas que aliam eficacia, seguranga ambiental e impacto epidemioldgico.
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