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A crescente expansdo das arboviroses no Brasil, no ano de 2019 estima-se aumento de 432,3 % casos provaveis
de Dengue associado a resisténcia do vetor aos larvicidas convencionais. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito larvicida do extrato liofilizado de Caryocar coriaceum em larvas de Aedes aegypti. Para o
preparo do extrato usou-se 500g de folhas secas, maceradas e expostas ao etanol 50 GL. Apds 72 horas foi
concentrado sob baixa pressdo a 50 °C liofilizado e armazenado em frasco ambar. Os ovos de A. aegypti foram
eclodidos em uma bandeja contendo 2L de agua decorada, com amostra de 131 larvas, distribuidas em triplicata
nas quatro concentragdes: (1000 pg/ml, 750 ug/ml, 500 pg/ml e 250 ug/ml).O controle foi tratado apenas com
agua declorada, e todas as larvas alimentadas com ra¢do de gato ¢ mantidas até a fase de pupa. Os dados foram
analisados em frequéncia relativa, Anova de dois fatores e teste de Tukey a 0,05% no programa R-studio.
Obteve-se as seguintes taxas de mortalidade (18,52%, 22,59%, 67,40% ¢ 10,37%). Somente a concentragdo 500
ug/ml demonstrou efeito larvicida, porém as demais concentragdes influenciaram no desenvolvimento,cujo
retardo pode estar associado a presenca dos flavonoides e taninos.

Arbovirus, Natural, Bioprospeccao.
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Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) tem ampla distribui¢do geografica predomina em regides mais
quentes (tropicais e subtropicais), ao passo que sua distribuicdo espacial reflete na sua carga de
infeccdo (FERREIRA, CHIARAVALLOTI-NETO, MONDINI 2018). Os mosquitos podem voar
aproximadamente 240 m, ndo sendo esta uma situagdo limitante para sua expansao, pois o fluxo de
migragdo entre as cidades, estados e continentes corrobora para incidéncia global da dengue, uma
das infec¢des mais comuns (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2008). Estima-se que aproximadamente
metade da populagio mundial estd em risco de contrair a dengue (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2022).

O vetor tem uma alta capacidade de transmissao de infec¢des, sendo elas febre amarela urbana,
sorotipos de dengue (DENV1, DENV2,DEN 3 e DENVE4), zika virus e chikungunya. ao longo dos
tropicos € influenciado pela precipitacdo, temperatura e rapida urbanizag¢do nao planejada (I0C, 2019;
OPAS, 2022).

O crescimento urbano e trafego comercial favorecem a transmissdo e coinfec¢do, o qual
mesclado ao seu ciclo curto e habito diurno aumenta o risco de provocar epidemias. O seu habito
diurno assim como o dos seres humanos e diversidade de criadouros eleva o risco de transmissao. A
qual ¢ realizada apenas pela fémea através da hematofagia que executa a picada para ingestdo de
sangue, sendo necessario para maturagao dos seus ovarios desenvolvimento dos ovos, os quais podem
enfrentar problemas como a dessecagdo € mesmo assim se manter viaveis para eclosao (AZEVEDO,
2015).

O ciclo de 4. aegypti passa por diferentes fases: ovo, larva onde passa por quatro estagios, as
quais se alimentam de matéria organica, o estagio de pupa compreende a metamorfose completa nesta
fase a alimentagdo ¢ cessada. Os individuos adultos sdo alados e se alimentam de seiva bruta das
plantas e durante a oviposicdo as fémeas realizam o repasto, as medidas de prevencdo destas
arboviroses t€m suas intervencdes voltadas para as fases aquaticas.

Este vetor apresenta ampla capacidade de adaptagdo e mutagdo decorrente das variagdes
sazonais com: temperatura, umidade relativa, precipitacdo dentre outros, somado a elementos de
infraestrutura e descarte inadequado de residuos s6lidos em areas urbanas (BERMUDEZ et al., 2017).

Existem trés formas de controle: o mecanico que se baseia na remocao dos criadouros;
biologico de populagdes com uso de bactérias, peixes e até mosquitos transgénicos. Outro método
bastante difuso € o controle quimico, o qual consiste no emprego de substancias quimicas como
larvicidas organofosforados, Temephos e piriproxifen (hormdnio juvenil),amplamente utilizados pelo
os 6rgdos de saude publica no controle de larvas (OLIVEIRA et al., 2011).

Estes atuam diretamente no sistema nervoso central inibindo a Acetilcolinesterase (AChE),

contudo a estrutura quimica deste composto apresenta grande instabilidade(BRAGA e VALLE, 2007).
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A utilizacao dos larvicidas em massa, de forma indireta influencia no mecanismo de resisténcia da
populacao de A. aegypti, acelerando assim o processo de selecdo de populagdes mais resistentes,
influenciando na adaptagdo do vetor (TORRES et al., 2014).

As arboviroses no Brasil tem causando um maior nimero de mortalidade e morbidade gerando
graves problemas socioecondmicos, durante a 12 Semana Epidemioldgica (SE) de 2019 ocorreram
cerca de 290.889 casos provaveis de dengue, chikungunya e zika este Gltimo com dados registrados
referentes a SE 11, até a 12 SE havia confirmado 2 6bitos confirmados e 14 em investigagao por zika
e 80 por Dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2019a).

O cenério epidemioldgico agrava-se, pois ao comparar a SE 19 DE 2018 com o mesmo periodo
deste ano percebe-se um aumento de 432,3 % casos provaveis de Dengue (MINISTERIO DA SAUDE,
2019b). O manejo clinico, tratamento das pessoas infectadas e controle do vetor envolvem bilhdes em
2016 estes gastos foram or¢ados em cerca de 2,3 bilhdes no pais (TEICH, ARINELLI, FAHHAM,
2017).

Até a 30 SE deste foi registrado em Pernambuco 29.227 casos de provaveis de dengue, com 2
obitos e 10 casos de dengue grave. Os casos provaveis de chikungunya triplicaram (2.423), neste
mesmo periodo os casos provaveis de zika virus também aumentaram de 59 para 351 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019b)

Atualmente uma medida alternativa ¢ a utiliza¢ao de substancias naturais ou vegetais. Sendo a
sintese de metabolitos secundarios das plantas uma resposta fisioldgica de defesa e protegdo contra a
falta da dgua, ataque de microrganismos patogénicos e herbivoria sem implicar em danos nos seus
processos quimicos (MOURA et al., 2013). Neste contexto os extratos vegetais sdo empregados no
controle de microorganismos patogénicos que atacam tanto vegetal como animal (BRITO e
NASCIMENTO, 2015).

Os metabolitos sdo amplamente explorados pelas industrias de alimento, farmacéutica e de
cosmético (SANTOS, 2015). Frente as lacunas deixadas pelos larvicidas convencionais, usar
substancias naturais como larvicidas tornou-se uma pratica comum em virtude da biodiversidade dos
biomas brasileiros. Estes abrangem uma éarea de 8.516.000 km 2, compondo diferentes regides, cada
qual com suas variacdes climaticas: Amazonia, restinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa
(AGUIAR et al., 2016).

A diversidade e riqueza da flora do Cerrado torna-se alvo de importantes pesquisas na producao
de extratos com propriedades antifingica, antibacteriana, entre outras atividades, os quais sdo
produzidos a partir das folhas, sementes, caules e raizes. Sendo Caryocar coriaceum Wittm., uma
planta endémica do Cerrado, que também se distribui pela floresta atlantica, Caatinga e Amazonia. A
qual ¢ explorada tanto para fins medicinais no combate a inflamagdes e infec¢cdo, quanto alimenticio

(FIGUEIREDO et al., 2016). Estudos desenvolvidos com folhas, casca e fruto demonstram uma
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diversidade de metabolitos secundarios que podem ser explorados pela industria farmacéutica (ALVES
etal., 2017a).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a eficiéncia do extrato liofilizado de C. coriaceum
em larvas recém-eclodidas de A. aegypti, bem como analisar possiveis efeitos sobre atividade

biologica das larvas.

Para o desenvolvimento do trabalho as folhas de Caryocar coriaceum foram coletadas na
chapada do Araripe, cidade do Crato - CE, uma exsicata foi depositada no Herbario Prisco Bezerra, na
Universidade Federal do Ceara, sob o voucher #No. 44523.

No preparo do extrato foram utilizadas 500 gramas de folhas de C. coriaceum, as quais foram
lavadas, secas e maceradas, e posteriormente postas em contato com etanol 50 GL. Apods 72 horas, o
extrato foi concentrado sob baixa pressdo, a uma temperatura de 50 °C e em seguida foi liofilizado, o
produto foi armazenado em frasco ambar a uma temperatura de 10 °C.

Os ovos de Aedes aegypti foram obtidos de coletas realizadas no més de abril de 2018, com
auxilio de ovitrampas no perimetro urbano da cidade Princesa Isabel - PB. Para a montagem do
experimento, as palhetas com os ovos foram colocados para eclosdo em uma bandeja (40 x 27 x 7,5
cm), contendo 2 litros da agua declorada e cobertas com tule. Ap6s o processo de eclosdo as larvas
foram contadas e distribuidas em triplicatas para copos descartaveis transparentes com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur.

Para o preparo das solucdes utilizou-se d4gua declorada, para dilui¢do das concentrac¢des (1000
png/ml, 750 pg/ml, 500 png/ml e 250 pg/ml), tal procedimento utilizou-se pipetas volumétricas, apds as
diluicdes das concentragdes um volume de 150 ml foi transferido para copos descartaveis de 180 ml.
Os testes foram realizados em triplicata, as concentragdes 750 pg/ml, 500pg/ml e 250pg/ml receberam
cada 30 larvas recém eclodidas, enquanto que a concentragdo 1000 pg/ml recebeu larvas em estagio
larval L2, isso ocorreu devido ndo termos larvas recém eclodidas. O controle foi submetido apenas a
agua declorada sendo composto por 11 larvas recém eclodidas.

Em todos os copos foram adicionados ragdo de gato triturada, da marca CEDAN® sabor misto,
com intuito de evitar a mortalidade das larvas por inani¢do, os mesmos foram cobertos com tule e liga
elastica para que outros insetos ndo contaminasse os recipientes com ovos, mantendo a temperatura
ambiente. A mortalidade das larvas foi avaliada diariamente do periodo de 06 a 21 de julho, durante
16 dias. Por questdes de seguranga, as larvas que entraram em fase de pupa foram descartadas no solo.

Para analise estatistica a variavel adotada foi a taxa de mortalidade das larvas, os resultados

que representam a eficacia da mortalidade e efeito toxico foram expressas em frequéncias relativas
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calculadas no Microsoft Office Excel 2010. Os seguintes testes ANOVA de dois fatores e Tukey no
programa R-studio 1.0.136 versao livre com nivel de significancia 0,05%.
Com base no critério de que as mortes no controle entre 5% e 20%, essas devem ser corrigidas

de acordo com a féormula de Abbott:

Corre¢do da mortalidade (%) = % MT - %MC X100
100 - %MC

Onde a taxa de mortalidade do grupo tratado ¢ representada pelas siglas (MT) e a taxa de

mortalidade do controle e por (MC) (ABBOTT et al.,1925).

No experimento observou-se que ocorreu mortalidade do grupo controle, sendo o acumulado
de 18,18% (02 larvas). Através da correcdo de mortalidade constatou que as larvas tratadas nas
concentragdes 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml e 250 pg/ml apresentam as respectivas taxas de
mortalidade (18,52%, 22,59%, 67,40% e 10,37%), onde apenas a concentragdao 500 pg/mL demonstrou

efeito toxico para larvas com mortalidade de 67,40%.

Tabela 01.Taxa de mortalidade e frequéncia absolutas da larvas 4. aegypti.

Tratamentos Taxa da correcéo Larvas mortas Pupas-fémeas Pupas-macho Total
de mortalidade
%

Controle 18,18% 2 4 5 11
1000 pg/mL 18,52% 10 2 18 30
750 pg/mL 22,59%, 11 16 3 30
500 pg/mL 67,40% 23 1 6 30
250 pg/mL 10,37% 8 8 14 30

Total 54 31 46 131

Fonte: autores 2019.

De acordo com o acumulado de larvas vivas nos diferentes tratamentos (controle e
concentragdes) cerca de 59,74% das larvas que entraram no estagio de pupa eram machos, onde a
concentragdo 750 pg/mL apresentou 51,61% de pupas fémeas. No controle das 81,82% larvas
sobreviventes a taxa de pupas macho foram 45,45% frente 44,44% fémeas.

Embora a concentragdo 1000 pg/mL tenha recebido larvas no estagio L2 estas demoraram em
média 11,33 dias para entrarem no estagio de pupa, para as demais concentragdes (750 pg/ml, 500

pg/ml e 250 pg/ml) observou-se as seguintes médias (9; 9 e 10,33) todas demonstraram retardo no
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desenvolvimento na fase de transi¢ao larva-pupa em relagdo ao controle que no sétimo dia de
experimento 81,82% das larvas do controle entraram no estagio de pupa. O percentual do numero de

dias que as lavas levaram para atingir a fase de pupa durante o experimento esta representado na tabela
2.

Tabela 02: Percentual de larvas que atingiram a fase de pupa frente as concentragdes do extrato das folhas C. coriaceum
Dias

Tratamentos 50 6° 7° 8° 9° 10° 11° 12° 13° 14° 16° Total
Controle 0] 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 9
250 pg/mL 0] 0 0 0 4 12 3 0 1 0 0 20
500 pg/mL 0] 0 0 0 3 4 0 0 0 0 0 7
750 pg/mL 2 2 9 2 0 1 1 1 0 1 0 19
1000 pg/mL 0 1 4 5 5 1 0 1 1 1 1 20
Total 02 03] 22 07 12 18 04 02 02 02 01 75

% 27140 293 | 93 | 160 | 24,0 | 53 2,7 2,7 2,7 1,3 100

Fonte: AUTORES, 2019.

No experimento observou-se que 29,3% das larvas no 7° dia entraram na fase de pupa. A
concentragdo 750ug/mL no 7° dia 09 (47,37%) das larvas eram pupas Na tabela 3 temos os resultados
da ANOVA com dois fatores, com um nivel de significancia menor que 0,05%, logo ha uma diferenga
significativa entre as taxas percentuais médias de mortes nas concentragdes com um nivel de confianca

de 95%.
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Tabela 03. Resultado da ANOVA de dois fatores.

Parametro Soma dos quadrados Df F p valor
Dias 1.0166 2 13.7586 0.00071***
Extrato 1.00140 4 6.7769 0.0008***
Residuos 0.8866 24

Fonte: AUTORES, 2019. Nivel de significancia: “***°=0.001, “**’=0.01,°*’=0.05

Na tabela 03 observe que a taxa de mortalidade média na concentracao de 500 pg/ml ¢ diferente

da taxa de mortalidade média de todas as outras concentragdes para um valor de 0,05 .

Tabela 2:Teste de Tukey para as diferentes médias.

Concentracdes Diferenga 95% C.1. p-valor
250 pg/ml-1000 pg/ml -2.78E-17 (-0.266 , 0.266) 1
500 pg/ml-1000 pg/ml 3.89E-01 (0.121, 0.655) 0.002**
750 pg/ml-1000 pg/ml 8.89E-02 (-0.178, 0.355) 0.861

controle-1000 pg/ml -5.35E-02 (-0.431,0.323) 0.993
500 pg/ml-250 pg/ml 3.89E-01 (0.121, 0.655) 0.002**
750 pg/ml-250 pg/ml 8.89E-02 (-0.178 , 0.355) 0.861
controle-250 pg/ml -5.35E-02 (-0.431,0.323) 0.993
750 pg/ml-500 pg/ml -3.00E-01 (-0.566 , -0.033) 0.022%*
controle-500 pg/ml -4.42E-01 (-0.819, -0.064) 0.016*
controle-750 pg/ml -1.42E-01 (-0.519,0.235) 0.798

Fonte: AUTORES,2019. Nivel de significancia: ‘***’=0.001, “**’=0.01 ,**’=0.05

Como relatado, ocorreu mortalidade de 18,18% no controle deste evento que pode ter sido
provocado por uma hipdxia causada pelo excesso de ragdo no meio, ao qual as larvas estavam. O
excesso de matéria organica dificultou a sobrevivéncia, pois a fase larval de 4. aegypti € um periodo
suscetivel a varias variaveis que influencia no seu desenvolvimento tais como: excesso de matéria
organica, temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido e turbidez (SILVA, MARIANO,SCOPEL,
2008).

O ciclo de vida completo dos mosquitos dura de 10 a 14 dias, de acordo com a literatura, a fase
de larvas dura entre 5 a 7 dias, nos tratamentos observou uma aumento ou longevidade desta fase.
Como a fase de larva ¢ o periodo de maior atividade, as quais necessitam acumular reservas nutritivas
para a fase de inatividade da pupa onde ocorre a metamorfose completa, perturbagdes nesta fase
acarretam em mudancas reprodutivas (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2014) os residuos do larvicida
pyriproxyfen em uma concentragdo de 0,5% dura em média no reservatdrio oito semanas com efeito
retardante de 20 dias, para as concentracdes 1000 pg/ml e 250 pg/ml do extrato observou as menores
eficiéncia (18,52% e 10,37%), embora a concentracdo 1000 pug/ml tenha ocorrido o maior retardo,
mesmo com larvas em estagio L2.
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Através da caracterizacao fitoquimica qualitativa constatou-se que o extrato de C. coriaceum
apresentou: Compostos fenélicos, Flavonas, Flavondis, Xantonas e Taninos pirrogalicos. Ao passo que
as analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) indicaram a presenca dos compostos
fendlicos e Flavonoides nas suas respectivas concentragdes: Acido galico (19,0 mg/g); acido
clorogénico (31,40 mg/g); acido cafeico (18,70 mg/g); Rutina (68,10 mg/g); Quercetina (26,90 mg/g)
(ARARUNA, et al., 2013).

Os gastos no Brasil para o controle do vetor das arboviroses: dengue, zika virus e chikungunya
com o larvicida pyriproxyfen GR a 0,5% em 2016 representou um custo de 22.887.119,97 na aquisi¢ao
de 250.000 kg de larvicida, o uso deste apresentou um crescimento consecutivo, pois em 2014 foram
100.000kg e no ano seguinte 140.000kg (PRADO e OCKE-REIS, 2016). Estes gastos por unidades
federativas demonstram que as areas mais habitadas detém maiores investimentos no controle do vetor
(TEICH,ARINELLI, FAHHAM, 2017).

Os organofosforados temephos sdo amplamente utilizados, onde a sua forma granulada pode
ser aplicada diretamente na dgua para consumo humano, contudo o seu de forma indiscriminada pode
oferecer risco a saude dos individuos que o manipula quanto ao meio ambiente (FUNASA, 2001).

A intoxicac¢do por exposi¢cdo aos organofosforados carbamatos e piretroides pode causar os
seguintes sintomas: dor de cabeca, tontura, nausea, irritacdo do trato respiratorio, reacdes alérgicas e
entre outros. Sabendo que a toxicidade destes compostos podem variam de acordo com a sua féormula
quimica, a forma de exposicdo e entre outras variaveis para tanto se faz necessario conhecer a ecologia
do vetor, pois os principais larvicidas atuam na inibi¢do de enzimas do sistema nervoso € hormdnios
que regulam o desenvolvimento dos mesmos OMG, 2016; BRAGA e VALE, 2007). Por isso os ensaios
com extrato de C. coriaceum e sua caracterizacdo pode contribuir para a formulagdo de um larvicida
local de baixo custo, com menor toxicidade ao homem e meio ambiente, sendo que o fruto e sementes
sdo ricos em acidos graxos e oleico e palmitico explorado economicamente pelo extrativismo local
(MIRANDA et al.,2019).

O ¢6leo C. coriaceum demonstrou eficacia de controle de larvas de 4. aegypti em bioensaio com
larvas no instalar L3, contudo a instabilidade dos 6leos essenciais, dificulta o uso destes em sistemas
abertos, sendo necessario o encapsulamento deste composto para conservar as propriedades quimicas
desses 6leos (SILVA,2019; AZEVEDO et al.,2021).

Existem diversos estudos sobre as potencialidades medicinais e nutricionais do fruto, semente,
casca e folhas.Contudo sdo poucos os estudos sobre sua potencialidade como larvicida para 4. aegypti.
O extrato das folhas de C. coriaceum mediante as suas propriedades fisicoquimica apresentou efeito
redutor frente a resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos, além desta finalidade podem ser
empregados com antifungicidas, no controle de invertebrados como moluscos e tripanosoma

(ARARUNA, et al., 2013, ARRUDA, et al., 2012).
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Trabalhos semelhantes foram desenvolvidos por Alves et al (2017a) realizou testes
quantitativos de fenois, flavonoides e testou atividade antioxidante com extrato das folhas de C.
coriaceum. Os resultados comprovaram atividade antioxidante. Alves et al (2017b) comprovou que C.
coriaceum apresenta metabolitos secundarios como flavonoides que exercem atividade antifiingica e
antileishimanial, este resultado foi alcangado a partir de extratos obtidos tanto da polpa da fruta quanto
da casca.

Outra espécie natural do Cerrado ¢ Caryocar brasiliense Cambess, a qual em trabalhos
realizados por Carvalho, Pereira, Aratjo (2015), demonstrou principios bioativos como taninos e
flavonoides, com efeito fungicidas, tripanocidas e inseticidas podendo ser empregados no controle de
pragas e vetores.

Nos testes realizados com o extrato de folha da C. coriaceum, apenas a concentragdo 500 pg/mL
apresentou efeito larvicida significativo, contudo Lopes et al. (2011) ao testar o extrato hidroalcodlico
das folhas de C. brasiliense em caramujos constatou efeito larvicida apenas na concentragdao 0,17
mg/mL.

Morais et al. (2020) mostrou que o extrato hidroalcoolico das folhas de C. brasiliense tem
grande potencial para prevenir o desenvolvimento de larvas L3 de A. aegypti e exibiu toxicidade
minima em nosso organismo modelo (D. rerio) fora do alvo. Além disso, demonstramos pela primeira
vez que os compostos quimicos encontrados no extrato das folhas de C. brasiliense também podem

apresentar agao bioldgica contra o 4. aegypti .

Os resultados obtidos neste trabalho permitem afirmar que o extrato da folha de C. coriaceum,
tem efeito larvicidas apenas na concentragdo 500 pg/mL. Contudo, presumimos que houve efeito
retardante no desenvolvimento larva-pupa, os quais podem ser atribuidos aos flavonoides e taninos.
Para resultados mais contundentes sobre os efeitos do extrato faz-se realizar experimentos em estagio
L3 e no escuro, pois os componentes extraidos dos vegetais sdo estruturas instaveis que podem ser
influenciadas pela luz e temperatura. Essas observacdes do extrato do pequi como um larvicida natural
tem um carater multidisciplinar, visto que esta espécie tem um alto valor intrinseco das suas
propriedades medicinais e nutricionais de frutos de C. coriaceum em populagdes naturais do nordeste.
Sabemos que dengue, zika e chikungunya sdao um problema de satide publica na regido, desenvolver

um produto natural,com matéria prima acessivel, menos toxico pode agregar valor a espécie.
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