UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA
REGIAO CENTRO-OESTE

Raquel da Silva Vieira

POTENCIAL LARVICIDA DO FRUTO DE Caryocar brasiliense Cambess. EM
Aedes aegypti, E EFEITOS TOXICOS IN VITRO E IN VIVO

Campo Grande

2024



RAQUEL DA SILVA VIEIRA

POTENCIAL LARVICIDA DO FRUTO DE Caryocar brasiliense Cambess. EM
Aedes aegypti, E EFEITOS TOXICOS IN VITRO E IN VIVO

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacao em Salde e Desenvolvimento na
Regido Centro-Oeste, da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, como parte dos requisitos para
obtengdo do titulo de Doutor em Saude e
Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste.
Linha de Pesquisa: A biodiversidade do
pantanal e cerrado e suas relagfes e
aplicacdes na salde.

Orientadora: Prof. Dra. Danielle Bogo.

Campo Grande

2024



Ministerio da Educsgio
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
coordenadoria de Pos-Graduacao |[CPG/PROPP)
Frograma de Pos-Gradssgio =m Saode & Desenvoivimento na Regido Centro-Oeste

I

Ata de Defesa de Tese
Programa de Pds-Graduacdo em Salde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
Doutorado

fos dezessete dias do més de junho do ano de dois mil & vinte e gquatro, as catorze horas, na videoconferéncia, da
Fundagas Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos membros:
Danielle Bogo (UFMS), Evelyn de Andrade Salom3o (-], Juliana Rodrigues Donadon |UFMS), Raquel Pires Campos [UFMS)
& Rita de Cassia Avellaneda Guimaraes [UFKS), sob a presidéncia do primeiro, para julgar o trabalho da aluna: RAGUEL
DA SILVA VIEIRA, CPF 99854708187, Area de concentrag3o em Ternologia e Saide, do Programa de Pos-Graduacio em
Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Curso de Doutorado, da Fundacdo Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, apresentado sob o titulo "POTENCIAL LARVICIDA DO FRUTO DE CARYOCAR BRASILIENSE CAMEBESS. EM
AEDES AEGYPTI, E EFEITOS TOMICOS IN VITRO E IN VIVO® & orientagso de Danielle Bogo. & presidente da Banca
Examinadora declarcu abertos os trabalhos e agradeceu a presenca de todos o5 Membros. & seguir, concedeu a palavra
a aluna que expds sua Tese. Terminada a exposicao, os senhores membros da Banca Examinadora iniciaram as arguigoes.
Terminadas as arguigdes, a presidente da Banca Examinadora fez suas consideracbes. & seguir, a Banca Examinadora
reuniu-se para avaliagdo, e apos, emitiu parecer expresso conforme segue:

EMAMINADDR[A) ASSINATURA mm.um;.iu
Trmi o wivhd i s @ iha il | advasna -
Aprovacao
. OAMTLLE RO
Dra. Danielle Bogo [Interna) g ‘.I,b DAL ETRETH 1P R gﬂpmman o/ revisso
Presidente ds Bano Exsminadors

Werifigue s Biipocy el M s s B

] reprovagio

Me=cuieivia s o ikt el iiests

mﬁ.pmﬁ;ﬁn
[] aprovacdo of revisao
] reprovagio

Dra. Rita de Cassia Avellaneda Guimaraes (internc() vb B LB/ L S 3406

Wariligu e e Bidpes vl M erorepeee

CHosiim v mliin 8 ok digl talmaats -

AFI[EI'HEI;E{F
Ub AL FALS CAMPOS - -

g ¥ [EETE N DR TG RS R E RS R i _ﬂ,p[uuﬂ;ﬂﬂ |:||r revisad

Ve EIL e T I T e A e EI H.Epmhla;ﬁn

Dra. Raquel Pires Campos (Extemao)

Pl spii wi v g i ki D) aldgmal s m.ﬂ.prnual;ﬁn
Dra. Juliana Rodriguss Donadon | Externa) g 'U'.h CaCH LT R AN T eI Aprovagdo of revisio
Verifigue wrm Blipn: el Hargee H.EPI'O'-'HFEQ
[T ST T T TR A .ﬂ.prl:l'l.lEH;Eﬂ
Dra. Evelyn de Andrade Salomao |Externa) g 'U',,b HJ.T:L*:-:.IH.:ﬁ-'::::f Aprovagao of revisao
Veraligu e wrn Biipos vl M e g By H.EPI'G'I'EFEO
] aprovacio
Dr. Luciana Miyagusku (Externa) (Suplente] Aprovagdo of revisio
Reprovagao

RESULTADD FINAL:

OBSERVACDES:

k] aprovacio

[ arrovagio com REVISAD

govb

] rerrovacio

ez i e dessmin i ik il i plmeende

AR (18,510 ViEIRA
Dwhac 185300 1757 A1-3100
VETITRgLIE T TR KA e B

Assinaturs dojs) Alunc[a)

Mada mais havendo a ser tratade, ofa) Presidente declarou a sess3o encerrada e agradeceu a todos pela presenca.



A Deus, Criador da Vida.
A minha familia pelo apoio e oracdes.



AGRADECIMENTOS

A meu bom Deus, pelo Dom da vida, saude, sabedoria, paciéncia e guardido da

minha satude mental.

Meus sinceros agradecimentos a minha orientadora e amiga Profa. Dra. Danielle
Bogo por acreditar no meu projeto e pelos anos de convivio durante o doutorado, pela
orientacdo, dedicacdo e disponibilidade. Obrigada pelos conselhos nos momentos bons e
nos momentos dificeis que passei nessa jornada. Amizade e parceria que levarei para

minha vida profissional.

Ao professor Dr. Paulo Roberto Haidamus de Oliveira Bastos, por abrir as portas

para a minha carreira cientifica, meus sinceros agradecimentos.

A Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) que me recebeu de portas

abertas desde a graduacéo, especializacao, mestrado e agora doutorado.

Ao Instituto Federal de Mato Grosso do Sul (IFMS), Campus Coxim, em especial
a diretora do campus Profa Dra. Angela Kwiatkowski pela gentileza na parceria com o
espaco fisico e equipamentos para 0s ensaios bioldgicos com o Aedes aegypti, e ao técnico

do laboratério Dr. Danilo To6foli pela disponibilidade com o laboratorio.

Ao professor Dr. Antdnio Pancracio de Souza, do Departamento de
Morfofisiologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) pelo

conhecimento compartilhado.

A Profa Dra. Ana Cristina Jacobowski, da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) pela disponibilidade com espago fisico do Laboratorio de Tecnologia

Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FACFAN) e ensinamentos.

Ao professor Dr. Eduardo José de Arruda, da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD) por fornecer os ovos de Aedes aegypti, pela imensa parceria,
ensinamentos compartilhados, atencdo, motivacdo, palavras de conforto nos momentos

dificeis, meus sinceros agradecimentos.



A Profa Dra. Rosangela Assis Jacques, da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, UFRS pela colaboracéo na anélise quimica deste estudo.

A Profa Dra. Luciane Candeloro, pela importante colaboragdo no estudo

histologico.

Ao meu colega Roberto Mitsuro Souza Sato, agente de Entomologia da Secretaria
Estadual de Saude, pela parceria desde o inicio deste projeto, nas palestras realizadas nas
escolas publicas de Coxim/MS, levando conhecimento as criancas e adolescentes sobre o

Aedes aegypti, meus sinceros agradecimentos.

A minha colega Eliane Cristina Brunhera (in memorian), companheira de
mestrado que esteve presente em todos 0s momentos dificeis que passei, sempre parceira
e prestativa. Torceu por mim na minha defesa de mestrado e hoje ndo esté presente nesse

momento especial, mas tenho certeza de que festejaria comigo. Meu muito obrigado.



RESUMO

Com o aumento da resisténcia do Aedes aegypti aos inseticidas quimicos convencionais
e as epidemias de arboviroses, surge a necessidade de encontrar alternativas sustentaveis
para controlar o vetor, especialmente em paises tropicais e subtropicais. O Brasil possui
uma biodiversidade vegetal no bioma Cerrado que oferece um vasto potencial de
bioativos, destacando a importancia de estudos para explorar essas substancias naturais.
Destaca-se o Caryocar brasiliense Cambess, um fruto nativo conhecido como pequi, rico
em substancias bioativas em sua composi¢do quimica, sendo assim, o objetivo deste
estudo avaliar o potencial larvicida do fruto de Caryocar brasiliense Cambess. em Aedes
aegypti e efeitos toxicos in vitro e in vivo. Os extratos da polpa e da améndoa do pequi
foram obtidos por maceracdo em solvente etanol, filtrados e rotaevaporados. Na anélise
quimica, as amostras foram submetidas a reacdo de esterificacdo de acidos graxos,
injetadas em cromatografo gasoso acoplado a Espectrometria de Massas (CG/EM) e
identificados quatro ésteres graxos no extrato da polpa e cinco no extrato da améndoa,
sendo os majoritarios derivados do palmitico e oleico. As amostras foram testadas em
larvas de terceiro instar de Aedes aegypti da linhagem Rockefeller e obtiveram atividade
larvicida em todas as concentracdes testadas de 0,3 a 1,0 mg/mL, obtendo o extrato da
améndoa o melhor efeito na mortalidade, com CLsg 0,58 e CLgo1,15 mg/mL, em relagéo
ao da polpa CLso 0,64 e CLgo 1,69 mg/mL. A analise morfolégica mostrou alteracdo na
coloracdo das larvas expostas ao tratamento, como perda da continuidade do tubo
digestivo, perda parcial da matriz peritrofica e alteracdo no lobulo anal. Nos testes in
vitro, foram testadas duas linhagens de células, sendo uma de fibroblastos murino 3T3
(ATCC CRL-1658) e outra de corddo umbilical humano HUVEC (ATCC CRL-1730),
obtendo parametro de inibicdo de 50% do crescimento celular em Glso. Os extratos
etandlico da polpa e da améndoa do pequi ndo apresentaram citotoxicidade na
concentracdo maxima testada, Glso >250 pg/ml, comparado a doxorrubicina que
apresentou citotoxicidade em 0,25 e 0,023 pg/ml, evidenciando toxicidade 1000 vezes
menor na linhagem 3T3 (ATCC CRL-1658) e 10.000 vezes menor HUVEC (ATCC CRL-
1730) quando comparados ao mesmo quimioterépico. Os testes in vivo foram realizados
em camundongos machos da linhagem BALB/c em quatro grupos com trés animais cada,
que receberam os extratos da polpa e da améndoa diluidos em azeite de oliva nas doses
2000 mg/Kg (G1), 300 mg/Kg (G2), 50 mg/kg (G3) e 5 mg/kg (G4) e um controle (G5)
que recebeu apenas azeite de oliva, todos em dose Unica (200 pul) via gavagem apos 8h de
jejum e observados pelo periodo de 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas, e diariamente
por 17 dias. Apos a administracdo das doses, um screening hipocratico foi realizado para
avaliacdo dos parametros de anestesia, atividade geral, forca para agarrar, resposta ao
toque, tremores, locomocao, frémito vocal, irritabilidade, contorcdo, ptose, lacrimacao,
respiracdo, ataxia, alimentagdo com &gua e alimentacdo com comida e constatou-se
valores normais nos parametros observados, sem sinais de toxicidade, e sem 06bito nas
diferentes concentraces testadas, obtendo DLso estimada maior que 2000 mg/kg. Figado
e rins dos animais testados com o extrato da polpa foram coletados para os parametros
histopatoldgicos, esteatose (degeneracdo gordurosa), necrose, infiltrado leucocitério,
degeneracéo hialina, degeneracdo hidrépica e fibrose, apresentaram padrdes histolégicos
dentro da normalidade. Portanto, os extratos etanolicos da polpa e da améndoa do
Caryocar brasiliense se mostraram ativos contra larvas do Aedes aegypti, com seguranca
toxica in vitro e in vivo.



Descritores: Aedes; acidos graxos; biodiversidade; compostos fitoquimicos; larvicidas;
controle de vetores de doencas



ABSTRACT

The increasing resistance of Aedes aegypti to conventional chemical insecticides and
arbovirus epidemics leads to a need to find sustainable alternatives to control the vector,
especially in tropical and subtropical countries. Brazil has a plant biodiversity in the
Cerrado biome that offers a vast potential of bioactives, highlighting the importance of
studies to explore these natural substances. The Caryocar brasiliense Cambess stands out,
a native fruit known as pequi, rich in bioactive substances in its chemical composition, so
the objective of this study is to evaluate the larvicidal potential of the fruit of Caryocar
brasiliense Cambess. in Aedes aegypti and toxic effects in vitro and in vivo. The extracts
of pequi pulp and almond were obtained by maceration in ethanol solvent, filtered and
routeevaporated. In the chemical analysis, the samples were submitted to the fatty acid
esterification reaction, injected in a gas chromatograph coupled to Mass Spectrometry
(GC/MS) and four fatty esters were identified in the pulp extract and five in the almond
extract, the majority being palmitic and oleic derivatives. The samples were tested in third
instar larvae of Aedes aegypti of the Rockefeller strain and obtained larvicidal activity at
all tested concentrations of 0.3 to 1.0 mg/mL, with the almond extract having the best
effect on mortality, with LC50 0.58 and LC90 1.15 mg/mL, in relation to the pulp LC50
0.64 and LC90 1.69 mg/mL. The morphological analysis showed changes in the color of
the larvae exposed to the treatment, such as loss of continuity of the digestive tract, partial
loss of the peritrophic matrix and alteration in the anal lobe. In the in vitro tests, two cell
lines were tested, one of murine fibroblasts 3T3 (ATCC CRL-1658) and the other of
human umbilical cord HUVEC (ATCC CRL-1730), obtaining a parameter of inhibition
of 50% of cell growth in G150. The ethanolic extracts of the pequi pulp and almond did
not present cytotoxicity at the maximum concentration tested, GISO0 >250 pg/ml,
compared to doxorubicin which presented cytotoxicity at 0.25 and 0.023 pg/ml, showing
toxicity 1000 times lower in the 3T3 strain (ATCC CRL-1658) and 10,000 times lower
in the HUVEC strain (ATCC CRL-1730) when compared to the same chemotherapy
drug. The in vivo tests were carried out in male mice of the BALB/c strain in four groups
with three animals each, which received the extracts of the pulp and almond diluted in
olive oil at doses 2000 mg/kg (G1), 300 mg/kg (G2), 50 mg/kg (G3) and 5 mg/kg (G4)
and a control (G5) that received only olive oil. All in a single dose (200 pL) via gavage
after 8 hours of fasting and observed for a period of 30 minutes, 1, 2, 4, 6, 12 and 24
hours, and daily for 17 days. After the administration of the doses, a Hippocratic screening
was performed to evaluate the parameters of anesthesia, general activity, grasping force,
response to touch, tremors, locomotion, vocal thrill, irritability, contortion, ptosis,
lacrimation, respiration, ataxia, feeding with water and feeding with food, and normal
values were found in the parameters observed, with no signs of toxicity, and no death in
the different concentrations tested. obtaining an estimated LD50 greater than 2000
mg/kg. Liver and kidneys of the animals tested with the pulp extract were collected for
histopathological parameters, steatosis (fatty degeneration), necrosis, leukocyte infiltrate,
hyaline degeneration, hydropic degeneration and fibrosis, showed histological patterns
within the normal range. Therefore, the ethanolic extracts of the pulp and almond of
Caryocar brasiliense have been shown to be active against Aedes aegypti larvae, with
toxic safety in vitro and in vivo.

Descriptors: Aedes; Fatty Acids; Biodiversity; Phytochemicals; Larvicides; Vector
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1. INTRODUCAO

As arboviroses tem sido motivo de preocupacdo com a saude no mundo por serem
transmitidas aos humanos por artropodes, como o Aedes aegypti, que se adaptou no ambiente
urbano devido a fatores climaticos favoraveis (Silva; Ramos, 2017) e recursos disponiveis para
sua reproducao criados pelo homem, como recipientes artificiais, como vasos de plantas, pneus
descartados, recipientes domiciliares, entre outros (Silva et al., 2006; Getachew et al., 2015).

Recentemente foi incorporado um imunizante contra a dengue no Programa Nacional
de Imunizacao (PNI). As doses entregues no més de janeiro de 2024 foram de 750 mil das 5,2
milhGes disponiveis pelo fabricante para todo o ano. Dessa forma, a transmissdo de outras
arboviroses permanecem um desafio (Brasil, 2024).

Muitos larvicidas sdo compostos sintéticos a base de organofosforados (OP) e
carbamatos (CA), piretroides (Pl) (WHO, 2024), Reguladores de Crescimento de Insetos do
inglés (Insect Growth Regulator (IGR) (Braga; Valle, 2007) e inibidores de sintese de quitina
(ISQ) que atuam inibindo o desenvolvimento larval impedindo que o inseto chegue a fase adulta
(Fournet; Sannier; Monteny, 1997). No entanto, 0 uso continuo desses produtos pode levar a
selecdo de populages resistentes do mosquito, tornando-se ineficazes (Carvalho et al., 2020;
Hayd et al., 2020). Quando isso ocorre, tende-se a aumentar a quantidade e a frequéncia do uso,
0 que pode causar toxicidade em organismos ndo-alvo (Araujo; Castanheira; Sousa, 2023).

Nesse sentido, o uso de inseticidas botanicos tornou-se uma alternativa para o controle
de vetores, especialmente em paises em desenvolvimento onde 0 acesso aos inseticidas
quimicos € limitado e as tecnologias bioldgicas de controle do vetor possuem alto custo. Os
inseticidas botanicos sdo considerados uma alternativa eco-friendly, por serem derivados de
plantas e com menos toxicidade para organismos ndo-alvo (Aradjo; Castanheira; Sousa, 2023).

Além disso, a biodiversidade do Cerrado brasileiro apresenta uma variedade de espécies
de plantas com compostos quimicos naturais valiosos de diversas propriedades nutricionais,
terapéuticas e bioativas. Entre as espécies, destaca-se 0 pequizeiro (Caryocar brasiliense
Cambess.), uma fruteira nativa perene, considerada arvore simbolo do bioma Cerrado. Seus
frutos possuem potencial comercial e gastronémico por serem fontes nutritivas, com sabor e
aroma exoticos (Cordeiro et al., 2013).

O pequi € rico em &cidos graxos com estruturas moleculares compostas de longas
cadeias hidrocarbonadas lineares, com ou sem insaturagdes, ligadas a um grupo carboxila

(COOH) polar, soluvel em agua. Esses acidos graxos sdo amplamente encontrados nos 6leos



vegetais, principalmente os acidos palmitico, oleico, linoleico, linolénico e &cidos estearico
(Orsavova et al., 2015), e desempenham papéis essenciais no metabolismo das plantas e nas
atividades biologicas, incluindo vetores como o Ae. aegypti (Ellwanger; Cardoso; Chies, 2021).

Sua atividade biologica pode estar diretamente relacionada ao tamanho da estrutura
molecular de seus compostos e o grau de insaturagdes, pois a medida em que aumenta o nimero
de hidroxilas (polares), seu carater lipofilico pode ficar comprometido. A baixa lipofilidade
pode dificultar sua passagem através da membrana celular, ndo atingindo, portanto, o seu efeito
(Lomonaco et al., 2009).

Nesse sentido, o pequi pode ser um potencial larvicida seguro e sustentavel contra o Ae.
aegypti. Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar o potencial larvicida do fruto de C.

brasiliense Cambess. em Ae. aegypti, e efeitos toxicos in vitro e in vivo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aedes aegypti

O Ae. aegypti pertence a ordem Diptera e familia Culicidae e teve sua primeira descricao
por Linnaeus em 1792 (Consoli; Oliveira, 1994). Oriunda do Egito, a espécie se habituou em
regides de clima tropical e subtropical, se disseminando para paises préximos a linha do

equador, onde encontrou ambientes propicios para reproducdo em meio ao convivio humano,

sendo assim considerado um inseto cosmopolita (Figura 1) (Kraemer et al., 2015).

Figura 1: Distribuicdo geogréfica global do Ae. aegypti com maior ocorréncia nas areas na cor laranja.
Fonte: Adaptado de Kraemer et al., 2015.

De héabito peculiar, as fémeas fazem hematofagia para maturagdo dos ovos que ocorre
principalmente durante o dia e posteriormente a oviposicao em diversos criadouros artificiais e
naturais, sendo assim, o principal fator de permanéncia dos mosquitos em areas urbanas
(Oliveira; Almeida-Neto, 2017). S&o as fémeas que desempenham papel chave na transmissao
de patdgenos causadores de arboviroses, pois sdo transmitidos durante o repasto sanguineo.
Outra particularidade da espécie € a habilidade de se alimentar de varios individuos,

aumentando a capacidade de transmissao dos virus entre os humanos (Consoli; Oliveira, 1994).

O ciclo biol6gico do Ae. aegypti é do tipo holometabolo, e o desenvolvimento passa

pelas fases de ovo, larva, pupa e mosquito adulto (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida do Ae. aegypti.
Fonte: Adaptado de Harburguer e Alzogaray (2018).

Na fase embrionéria, 0s ovos possuem formatos ovais, coloracdo palida no momento da
oviposicdo, tornando-se escurecida apds alguns minutos. Possuem elevada capacidade de
resisténcia a dissecacdo (diapausa), fendbmeno fisioldgico de adaptacdo dos artropodes que
possibilita uma pausa no desenvolvimento do embrido durante estresse ambiental (Forattini,
2002). Os ovos sdo colocados isoladamente ou em conjunto na face inferior de recipientes,
préximos a linha d"agua, facilitando a eclosdo quando em contato com a agua (Valdez; Sibona;
Condat, 2018).

Na fase larval, o ciclo ocorre no ambiente aquatico e é dividido em quatros estagios de
desenvolvimento: L1, L2, L3 e L4. Nessa fase, ocorre a alimentagdo e crescimento do inseto
(Consoli; Oliveira, 1994). A disponibilidade de alimento e temperatura em torno de 30° C vao
determinar a duracéo da fase larval até a emergéncia do inseto adulto que pode ocorrer em atée
15 dias (Couret; Dotson; Benedict, 2014; Custodio et al., 2019; Torres et al., 2022).

A fase de pupa é a metamorfose da larva para 0 mosquito adulto. Nesta fase, os insetos
sdo inativos, ndo se alimentam e permanecem na superficie da dgua para respirar e facilitar o

V0o na emergéncia do mosquito adulto (Consoli; Oliveira, 1994).



2.2 CONTROLE E RESISTENCIA QUIMICA

O controle vetorial é definido como qualquer atividade desempenhada contra o
mosquito, que tem como resultado a diminui¢cdo da propagacdo das arboviroses, bem como, a
densidade populacional do Ae. aegypti, que podem ser direcionadas tanto aos criadouros e

eliminacdo de formas imaturas, quanto aos mosquitos adultos (Braga; Valle, 2007).

As acdes de controle vetorial recomendadas pelo Ministério da Saude (MS) abrangem
as medidas de controle mecanico/fisico que compreendem as a¢des direcionadas na eliminagéo
dos criadouros do mosquito (Morosini; Fonseca; Lima, 2018), controle bioldgico com emprego
de microrganismos como bactéria Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e bactéria Wolbachia
(Pinto et al., 2021), e o controle quimico, a estratégia mais antiga de controle vetorial com
emprego de inseticidas quimicos sintéticos de combate as formas adultas e juvenis (larvas)
(Braga; Valle, 2007).

No entanto, todas as tentativas de controle quimico no Brasil se mostraram ineficazes,
visto que a alta rotatividade de substancias quimicas sintéticas devido a resisténcia de
populacdes de mosquitos e o alto custo com novas tecnologias bioldgicas tem limitado o avanco
do controle do mosquito (Gopinathan; Chaudhury; Vivek, 2016; Hayd et al., 2020; Carvalho;

Germano; Fiocruz, 2023).

2.3 CERRADO E OS FRUTOS NATIVOS

O bioma Cerrado, também conhecido como savana brasileira é a segunda maior
formagc&o vegetal em extenséo, abrangendo aproximadamente 2 milhdes de Km?, cerca de 23%
de todo o territorio brasileiro. Ele abrange principalmente os Estados de Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Goias, Tocantins, Bahia, Maranh&o e Distrito Federal.
Estima-se que o Cerrado abriga mais de 12 mil espécies de plantas, das quais 44% sé&o
endémicas (Silva et al., 2019). Em virtude disso, o Cerrado foi considerado um “hotspot” da
biodiversidade por possuir um dos ecossistemas mais ricos e ameagado do mundo pela acéo
humana (Klink; Machado, 2005).

Sua vegetacao é bastante diversificada, e varia da forma campestre, veredas, matas de
galeria e as formac0es vegetais densas como os cerraddes, formados por arvores de baixo porte,
raizes profundas, troncos tortuosos, cascas espessas, ramos retorcidos e folhas cobertas por
pelos (Arruda; Aradjo; Marostica-Junior, 2022) conforme Figura 3. Essas caracteristicas sao

impulsionadas pela disponibilidade de nutrientes no solo, temperatura e agua, que Ss&o



implicadas por ciclos de secas por longos meses, seguida de chuvas intensas, tornando-as mais
resistentes as varia¢Oes climaticas (Rabeling et al., 2019).

FORMAGOES FLORESTAIS FORMAGOES SAVANICAS FORMAGOES CAMPESTRES
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Figura 3. Caracteristicas da vegetacdo do Cerrado brasileiro.
Fonte: EMBRAPA (2023).

O potencial biologico das espécies do Cerrado tem sido muito investigado, pois as
plantas apresentam uma variedade de compostos bioativos, o que torna o Cerrado o cenario
ideal para estudar a complexidade de moléculas existes (Godinho et al., 2015). As constantes
interferéncias de fatores bidticos (predatismo) e abioticos (naturais) tem influenciado na
dindmica do metabolismo secundario dessas plantas, visto que, no contexto em que se localiza,
o bioma sofre forte influéncia de variacGes sazonais ocasionadas por invernos secos e verdes
chuvosos. Esses fatores associados a alta incidéncia de radiagdo solar tem resultado na producéo
de importantes metabdlitos secundarios de propriedades bioativas (Pinheiro; Giacomin; Reis;
Baratto et al., 2016).

Dentre as espécies do Cerrado com potencial bioldgico, destacam-se as espécies
frutiferas (Aradgjo et al., 2019). Elas representam um tesouro alimenticio e nutricional, pois
foram adaptadas as condi¢des singulares desse bioma, e se destacam pelo sabor caracteristico,
nutrientes e minerais, tais como, o pequi C. brasiliense (Silva et al., 2023).

2.3.1 Caryocar brasiliense Cambess

A distribuicdo geografica do C. brasiliense abrange todas as regibes do pais,
principalmente a regido central, como Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do Sul e Mato
Grosso, estendendo-se pelos estados do Para, Tocantins, Bahia, Maranhdo, Piaui, Minas Gerais,

Séo Paulo e Parana (Flora e Funga do Brasil, 2024) Figura 4.



Figura 4. Distribuicdo geogréafica do Caryocar brasiliense no Brasil.
Fonte: (Flora e Funga do Brasil, 2024)

A espécie C. brasiliense, mais conhecido como pequi tem nome de origem ligado a
lingua tupi, onde py significa casca e qui, espinho. Seu fruto é do tipo drupa, com exocarpo de
coloracdo marrom-esverdeado, mesocarpo externo de coloragcdo esbranquicada e mesocarpo
interno (polpa comestivel) de cor amarela, carnosa e sabor adocicado recoberto por uma camada
resistente de espinhos onde abriga a semente comestivel, denominada “améndoa” (Lima et al.,

2007) (Figura 5).



Figura 5. Foto do Caryocar brasiliense. (A) arvore do pequizeiro (Caryocar brasilense); (B) fruto
cortado apresentando exocarpo (casca), mesocarpo externo grosso e cinco pirénios. (C) corte
longitudinal de um pirénio de pequi mostrando o mesocarpo interno (polpa amarela) que recobre o
endocarpo composto por uma camada resistente de espinhos onde abriga a améndoa. (D) fruto globoso
com exocarpo.

Fonte: Autoria propria

O alto teor nutricional do pequi esta relacionado as concentragdes de lipideos na polpa
como, os &cidos graxos (oleicos, palmitico), e fibras alimentares como, pectina e hemicelulose
e acidos graxos poliinsaturados e acidos graxos essenciais (®-3 e »-6) na améndoa. Além do
teor nutricional, o pequi ¢ rico em antioxidantes devido a presenga de carotenoides (o e f-
caroteno) em torno de 2 a 3 g/100 g de polpa, que conferem o amarelo do fruto e vitamina C

(Ledo, et al., 2017; Soares; Nogueira; Santana; Oliveira, 2018).

O C. brasiliense também é conhecido por possuir uma série de propriedades bioativas
importantes. Do fruto, a polpa e as sementes contém compostos com propriedades
antioxidantes, analgésicos e antiinflamatorias (Jorge-Janior et al., 2020). Além disso, estudos
recentes também sugerem que 0s compostos presentes na planta podem ter aplicacdes
terapéuticas no tratamento de doencas como o cancer (Metibemu et al., 2021), hipertenséo
(Cheng et al., 2017), doencas metabdlicas (Sluijs et al., 2015), doencas neurodegenerativas



(Beitia; Kumar; Hegde; Rao, 2019), tratamentos para condi¢es dermatoldgicas (Beckenbach
et al., 2015) e no processo de envelhecimento (Weber et al., 2020). Nos frutos também séo
encontrados compostos fendlicos, o que indicam que o fruto possui alta capacidade antioxidante
de neutralizar os efeitos dos radicais livres no organismo que estdo relacionados a diversas

doencas cronico-degenerativas (Rocha; Lopes; Silva, 2011).

Alves et al., (2014) realizaram a caracterizacdo do fruto de C. brasiliense, determinando
a composicdo centesimal e minerais da polpa do fruto colhidos em trés estados da regido
Centro-Oeste do Brasil, e indicaram baixo teor de proteinas, variando de variando de (3,73
0.100 gt a 4,09 9.100 g 1), elevado teor lipidico entre (24,27 e 26,15 g.100 g1) e energético,
onde trés carocos do fruto séo capazes de fornecer mais de 300 (kcal.100 g 1), bem como riqueza
de calcio (107,01 mg.100 g 1), zinco (3,51 mg.100 g 1), fosforo (294,24 mg.100 g~1) e magnésio
(132,06 mg.100 g%).

Estudo de Araujo et al., (2018) comparou a composi¢cdo quimica e nutricional da
améndoa de pequi com outros frutos do Cerrado, e constataram maior teor de potassio (1690
mg/100 g), atividade antioxidante in vitro (14 mg/100 g), concentragdo de lipideos (50 g/100 g)
e proteinas (33.3 g/100 g), em relagdo ao murici e maracuja, respectivamente, (1170 mg/100 g)
e (270 mg/100 g); (0.1 mg/100 g) e (2 mg/100 g); (15 g/100 g) e (29.6 g/100 g); e (8.8 g/100 g)
(15 g/100 g).

Considerando a composicao de 6leo presente no fruto de espécies de Caryocar, na polpa
pode variar de 36 a 66%, tendo como principais acidos graxos o acido palmitico com 35-40%
(Machado et al., 2015), enquanto na améndoa a composicao de 6leo pode variar entre 14 e 48%,
tendo como principais acidos graxos o oleico entre 55 e 60% (Guedes et al., 2017). Também
sdo encontrados triacilgliceréis do tipo POP (1,3-dipalmitoil-2-oleil-glicerol), POO (1,2-
dioleil-3-palmitoil-glicerol) e POS (palmitoil-oleil-estearoil-glicerol) muito utilizados na
indUstria de alimentos e cosméticos (Guedes et al., 2017).

O extrativismo do pequi no Brasil ¢ uma atividade tradicional realizada por
comunidades locais de pequenos agricultores e moradores da regido que comercializam os
frutos in natura em comércios locais, processados e forma de conserva da polpa. Além disso, o
pequi € utilizado na gastronomia regional em pratos tipicos culturais, onde da polpa ¢ elaborado
sorvetes, farofas e licores, e da améndoa ¢ produzido paes, doces, pacocas e barras de cereais

(Guedes; Antoniassi; Machado, 2017).
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O pequizeiro ¢ uma planta com grande potencial para uso em desenvolvimento
sustentavel, com produgao registrada no pais de 47.698 toneladas no ano de 2022, sendo Minas
Gerais o estado responsavel por mais da metade da producao nacional. Em Mato Grosso do Sul,
a producao registrada foi de 22 toneladas, sendo o municipio de Aquidauana o maior produtor

(IBGE, 2024).

2.4 RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE DOS ACIDOS GRAXOS

A relacdo estrutura-atividade dos acidos graxos ¢ essencial para compreender como a
estrutura molecular dos compostos influencia na atividade biologica. A variagdo nos grupos
funcionais como o comprimento da cadeia, o grau de insaturacdo e lipofilidade podem afetar a
atividade bioldgica (Camargo; Martins; Costa, 2019).

Os 4acidos graxos sao compostos de estruturas moleculares formada por uma longa
cadeia hidrocarbonada (hidrofobica), insaturada ou nao, onde uma de suas extremidades esta
ligada a um grupo carboxila (-COOH) (hidrofilica) (Ahmed; Shah; Ahmed, 2023). Nesse
sentido, o que confere a polaridade a molécula ¢ a presenca do grupo carboxila na extremidade,
fazendo com que os acidos graxos apresentem caracteristicas de moléculas anfipaticas, ou seja,
com regides hidrofilicas e hidrofébicas, assim como ocorre com as membranas celulares,
compostas de fosfolipideos com uma cabeca hidrofilica e caldas hidrofobicas (Vani; Riccardi;
Palermo; Vivo, 2019; Claus; Jezierska; Inge; Bogaert, 2019).

De maneira geral, os 4cidos graxos sdo acidos carboxilicos e apresentam em sua formula
quimica uma carboxila com ligacdes de carbono a um oxigénio e a uma hidroxila. Estas
hidroxilas sdo responsaveis pela solubilidade e fluidez das moléculas em &agua. Estudos
mostram que moléculas de cadeias longas apresentam menor fluidez em 4gua e maior interagdo
com membranas celulares. A relagcdo da estrutura/atividade dos compostos pode ajudar a
compreender a interacdo das moléculas com os alvos (Fernandez; Oliveros; Garayoa; Fluvia,
2022). As insaturacdes podem influenciar na atividade bioldgica devido a flexibilidade das
cadeias carbonicas e interagdo com membranas celulares podendo levar a disfung¢des e danos
celulares que resultam na toxicidade (Wang et al. 2012). Isso demostra que quanto maior o
nimero de ligacdes duplas na cadeia carbOnica, maior sua flexibilidade e melhor interacdo

celular (Stillwell; Wassall, 2003; Wassall; Stillwell, 2009).
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2.5 PROPRIEDADES BIOATIVAS

Os acidos graxos sdo amplamente encontrados nos 6leos vegetais, principalmente os
acidos palmitico, oleico, linoleico, linolénico e acidos estedrico (Orsavova et al., 2015), e
desempenham papéis essenciais no metabolismo das plantas e nas atividades biologicas
(Ellwanger; Cardoso; Chies, 2021).

Os acidos graxos podem ser classificados em saturados e insaturados. Os acidos graxos
saturados (AGSs) podem ter cadeias longas de carbono sem dupla ligacdes entre os atomos. Os
insaturados possuem cadeias longas (com 20 ou mais carbonos), contendo uma ou mais dupla
ligacdes, que podem ser monoinsaturados (MUFAS) quando apresentar uma Unica ligagdo, e
poliinsaturados (PUFAS) quando houver duas ou mais ligagdes (Nelson; Cox, 2005).

Os AGSs comumente estdo presentes em fontes de alimentos de origem animal, como
carnes e laticinios e vegetal, como 6leo de coco e de palma. Segundo Zaouay et al., (2020), o
maior teor de acidos graxos de origem vegetal, como palmitico, palmitoléico, linoleico e
estearico estdo presentes em frutas e sementes oleosas, e suas concentragdes estdo relacionadas

a diversos fatores, entre eles o tempo de amadurecimento.

A familia dos PUFAs fundamentais é representada pelos acidos a-linolénico (ALA,
18:3, n-3) e o acido linoleico (LA, 18:2, n-6), encontrados em peixes, 6leos de peixes e fontes
vegetais alternativas, como oleaginosas, sementes de linhaca e chia. S&o considerados acidos
graxos essenciais (AGESs) para a vida humana pois ndo podem ser sintetizados pelo corpo, mas
devem ser obtidos através da dieta, sendo comumente utilizados como suplementos alimentar
(Orsavova et al., 2015; Rizzo; Baroni; Lombardo, 2023). Também estdo diretamente associados
a saude cardiovascular por reduzir os niveis de colesterol ruim low density liprotein (LDL)
(Abdelhamid et al., 2018).

Os acidos graxos sdo componentes abundantes nos 6leos vegetais, principalmente os
acidos palmitico, oleico, linoleico, linolénico e acidos estearico (Orsavova et al., 2015). Os
ésteres metilicos de acidos graxos, do inglés fatty acid methyl esters (FAMESs) sdo derivados
voléteis dos &cidos graxos, obtidos através da reagdo de esterificacdo, que podem facilmente
ser analisados por técnicas de Cromatografia Gasosa (CG) devido a sua alta sensibilidade na
separacdo dessas misturas complexas (Knittelfelder; Kohlwein, 2017).
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2.6 TOXICIDADE ORAL AGUDA

As plantas possuem substancias resultantes do metabolismo vegetal que podem
representar riscos para a saide humana quando expostos (Mena; Angelino, 2020). Para evitar
esses riscos, a realizacdo de estudos toxicologicos € de suma importancia para identificar e
avaliar os possiveis efeitos toxicos inerentes as substancias, garantindo a seguranga (Arome;
Chinedu, 2013).

A toxicidade em estudos toxicoldgicos esta relacionada a capacidade de uma substancia
causar danos a saude. Dentre as maneiras de avaliar a toxicidade, esta a toxicidade oral aguda
que examina os efeitos apds uma Unica exposicao, que é observado dentro de um periodo de 24
horas apds a administracdo de uma substancia, podendo ser avaliado a mortalidade ou

imobilidade dos organismos imediata ou tardia em até duas semanas (Andrade et al., 2022).

Nos estudos de toxicidade, diversos parametros sdo avaliados, incluindo a dose letal
mediana (DL50), que indica a dose necessaria em mg/kg de peso corp6reo para causar a morte
em metade dos animais de teste expostos, bem como os efeitos clinicos, histopatoldgicos e
comportamentais observados nos animais expostos a substancia (Akhila; Manikkoth; Shyam;
Alwar, 2007).

Ao longo dos anos, a Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD) validou os primeiros guidelines reconhecidos internacionalmente para a determinagéo
da toxicidade oral aguda de substancias quimicas como protocolos padronizados para garantir
a confiabilidade e seguranca de estudos toxicologicos em diferentes paises, entre eles o Teste
de Dose Fixa (Fixed Dose Method - OECD 420), adotado em 1992, o0 método de toxicidade
aguda de classe (AcuteToxic Class Method - OECD 423), adotado em 1996, e o teste Teste de
Dose Crescente (Up-and-down procedure - OECD 425), adotado em 1998 (Botham, 2002).
Ainda que a letalidade seja 0 objetivo principal, estes testes reduzem o sofrimento animal, bem

como o numero de animais utilizados (OECD, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial larvicida do fruto de Caryocar brasiliense Cambess. em Aedes aegypti, e

efeitos tdxicos in vitro e in vivo.

3. 2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar o perfil de ésteres graxos presentes nos extratos etandlico da polpa e
améndoa de Caryocar brasiliense.

b) Verificar a atividade larvicida dos extratos etandlico da polpa e améndoa de Caryocar
brasiliense;

c) Determinar as concentragOes letais dos extratos etandlico da polpa e améndoa de
Caryocar brasiliense as larvas do Ae. aegypti;

d) Awvaliar a citotoxicidade dos extratos etandlico da polpa e améndoa de Caryocar
brasiliense in vitro.

e) Avaliar a toxicidade oral aguda dos extratos etan6lico da polpa e améndoa de Caryocar
brasiliense em camundongos da espécie BALB/C.



14

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos frutos

Os frutos maduros de C. brasiliensis foram coletados em solo, em perfeitas condi¢fes
morfolégicas da casca nos meses de dezembro de 2021 e janeiro de 2022, na zona rural do
municipio de Coxim (latitude de 18°30°25” Sul e longitude de 54°45°36” Oeste), localizado na
regido norte do estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Apos a colheita, os frutos foram lavados,
sanitizados com hipoclorito de sddio, descascados, separados polpa (mesocarpo interno) e

améndoas dos carocos.

4.2 Elaboragdo dos extratos etanélico

A polpa foi picada com faca, pesada e congelada. Ao todo, 975 gramas do material foi
liofilizado em equipamento modelo Alpha 1-2 LDplus®, por 76 horas e posteriormente pesada
novamente ¢ armazenada ao abrigo de luz, umidade e calor. Os carogos foram levados a estufa
com ar forgado a 50°C por 72 horas. Apds esse periodo, foram quebrados com martelo e retirado
as améndoas utilizando faca e pinca. As améndoas foram levadas ao triturador Turrax com
abertura de 1,70 um e malha 10 ty, a farinha pesada e armazenada ao abrigo de luz, calor e
umidade.

Das amostras utilizadas, 425 gramas da polpa ¢ 418 gramas da farinha de améndoa
foram acondicionadas em frascos de coloragdo ambar com alcool etilico 99,8% na porgdo de
2:1, onde permaneceu em maceragdo em solvente a exaustdo por 15 dias a temperatura
ambiente, sendo o solvente trocado a cada 5 dias e posteriormente filtrado a vacuo. Apos esse

periodo, os extratos foram rotaevaporados para eliminacdo total do solvente, (Figura 6).
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Figura 6. Fluxograma das etapas de extracdo dos extratos etanolico da polpa e améndoa de

Caryocar brasiliense.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.3. Anélise de rendimento

Para determinar o rendimento dos extratos foi utilizada a seguinte equacao:

%teor de extrato extraido = m extrato x 100
m amostra

Em que:

Onde: m extrato = massa, em gramas do extrato etanolico extraido;

Onde: m amostra = massa total, em gramas da amostra utilizada.
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4.4 Reacdo de esterificacdo de acidos graxos (Método CE-1F-96 da American Oil Chemists'
Society - AOCS)

A andlise quimica dos compostos foi realizada na Universidade Federal do Rio Grande

do Sul (UFRS), sob responsabilidade da professora Dra. Rosangela Assis Jacques.

As amostras foras adicionadas em tubo de vidro e anotado a massa de cada. Foram
adicionados 1,5 mL da solu¢cdo de NaOH 0,5M em metanol ao tubo de vidro, agitado por 1
minuto em vortex e deixado em banho-maria em 100 °C por 5 minutos. Apds resfriado em agua
corrente, foi adicionado 2 mL de trifluoreto de boro 13% (BF3), em capela de exaustéo de gases
(reagente tdxico) e agitado por 30 segundos em vortex, deixado em banho-maria em 100 °C por
30 minutos e resfriado novamente em agua corrente. Em seguida foi adicionado 2 mL isooctano,
agitado por 30 segundos em vortex, adicionado 5 mL de solugdo saturada de NaCl e agitado
por 30 segundos em vértex. Posteriormente foi retirado 1 mL (pipeta volumétrica) da fase de
isooctano contendo metil éster (fase superior) e colocado em um vial para secar com nitrogénio

gasoso comercial e mantido sob congelamento (-18°C) até injecdo no cromatdgrafo gasoso.

4.5 Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

Para a analise qualitativa dos &cidos graxo presentes nas amostras dos extratos de pequi
foi utilizado um cromatografo gasoso Shimadzu acoplado ao espectrdmetro de massas. A
coluna capilar utilizada foi uma DB5 (metil silicone com 5% de grupos fenila) com 60 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de fase estacionaria. Foi utilizado o gas
hélio como gas de arraste com um fluxo de 1 mL/min. A injecdo foi no modo split (1:10). O
injetor foi mantido a 280°C e a interface a 300°C. O aquecimento do forno seguiu a seguinte
sequéncia: temperatura inicial 210°C (0,0 min), 228°C (0,0 min), 10°C/min., 250°C (10 min).
O sistema operou no modo SCAN permitindo a comparacdo dos espectros obtidos com os da
biblioteca de espectros do equipamento (wiley e NIST).
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4.6 Ensaio biolégico com Aedes aegypti

Os ovos de Ae. aegypti da linhagem Rockfeller foram obtidos do Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores do Instituto Oswaldo Cruz (LAFICAVE -
IOC/Fiocruz), RJ, Brasil, sob colaboracdo do professor Dr. Eduardo José de Arruda, da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Biologia do Instituto Federal de Mato

Grosso do Sul, Campus de Coxim, MS-

4.6.1 Atividade larvicida

O ensaio larvicida foi realizado conforme metodologia adaptada das diretrizes da
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) — Guidelines for Laboratory and Field Testing of
Mosquito Larvicides (WHO, 2005), para determinacgdo das concentracdes letais 50% (CLso) e
90% (CLgo). Ovos de Ae. aegypti da linhagem Rockefeller foram doados do Laboratério de
Biologia, Controle e Vigilancia de Insetos Vetores LBCVIV, do Instituto Oswaldo Cruz-
FIOCRUZ através do protocolo (TTM IOC Fiocruz 21-40), por intermédio do professor Dr.
Eduardo José de Arruda, e realizado ensaios bioldgicos no Laboratério de Biologia do Instituto

Federal de Mato Grosso do Sul, Campus de Coxim.

Foi realizado teste piloto para verificacdo da atividade larvicida e as concentracGes a
serem utilizadas. A principio, foi testado duas concentracdes, 0,5 e 1,0mg/mL para verificar o

intervalo de concentragdes com atividade larvicida.

Para a eclosdo dos ovos, foi fervido 500 mL de agua por 5 min., transferida ainda em
ebulicdo para um frasco graduado de tampa azul, vedado com Parafilm M®, e resfriado a
temperatura ambiente. Posteriormente o frasco foi aberto rapidamente, os ovos dispostos em
tiras de papel de filtro foram depositados e vedado novamente até o final da ecloséo,
aproximadamente 50 min. As larvas eclodidas foram transferidas para uma bandeja plastica de
20x30x6cm com coluna de &gua destilada de cerca de até 2 cm, adicionado racéo para peixe
ornamental Alcon Basic® na por¢éo de (1mg/larva/dia), coberta com touca descartavel e levada
a incubadora (28+1°C, 70 + 10% de umidade e ciclo 12h/ 12h).
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Larvas de terceiro instar foram utilizadas para bioensaios quatro dias apos a eclosao.
Apos testes preliminares para verificar a existéncia de mortalidade (minimo de 1%) e
determinar as concentracdes a serem testadas. As amostras foram adicionadas em microtubo
tipo eppendorf capacidade 2 mL, pesadas em balanca analitica (Analitica®), adicionada em 1
gota de DMSO, 25 mg de racdo triturada, agitadas, transferidas para copos de plastico
transparente com capacidade para 150 mL e mantidas a temperatura ambiente. Um volume de
40 mL de agua destilada foi adicionado em cada copo. Um numero de 25 larvas escolhidas
aleatoriamente foi colocado nos copos, adicionado racdo e mantidas em cdmara de Biochemical
Oxygen Demand (BOD) por 24 h. Foram testadas as concentracfes de 0,3 a 1,0 mg/mL. Foram
montadas trés réplicas para cada concentracdo e um controle negativo feito com apenas agua
destilada e racdo (Figura 7). A mortalidade foi observada 24h apds o experimento e considerada
mortas as larvas que ndo responderam a estimulos ou quando ndo mantiveram a oscilacao de
descida e subida até a superficie da solugdo. Amostras foram coletadas para analise morfoldgica
em Microscépio Binocular 1000x com Camera USB.
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Figura 7. Representacdo esquematica do ensaio larvicida com extratos etandlico da polpa e
améndoa de Caryocar brasiliense.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.7 Efeito citotoxico em células 3T3 (ATCC CRL-1658) e HUVEC (ATCC CRL-1730).

Para a avaliacdo da citotoxidade dos extratos etanolico da polpa e da améndoa de C.
brasiliense, foram utilizadas as linhagens de fibroblastos murino 3T3 (ATCC CRL-1658) e
células de corddo umbilical humano HUVEC (ATCC CRL-1730). Para o ensaio de
citotoxidade, utilizou-se o corante sulforrodamina B (SRB), e como parametro de citotoxidade
e Glso (concentracdo que inibe 50% do crescimento celular). As células armazenadas em
nitrogénio liquido (-196°C) foram descongeladas em banho-maria e transferidas para um tubo
conico de 15 mL, contendo 9 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) ou RPMI (Roswell Park Memorium Institute), ambos contendo os antibioticos
Penicilina e Estreptomicina (1%) e Soro Fetal Bovino (SFB) (10%). Os tubos foram
centrifugados por 4 minutos a 1000 RPM. Ap0os esse tempo, aspirou-se o sobrenadante e o pellet
foi ressuspendido em 5mL de meio. A suspensdo celular foi transferida para frascos de cultura
de 25 cm? e incubados a 37° C em atmosfera Umida com 5% de CO; até formacdo da

monocamada com aproximadamente 80% de confluéncia.

A quantidade necessaria de células para o experimento foi obtida através de repiques.
Ao aspirar 0 meio de cultura, restou-se somente as células aderidas no fundo do frasco, que
foram desprendidas com a adicéo de se 0,5 mL de tripsina-EDTA (0,25% + EDTA 1 mM) em
tampéo PBS, pH 7,4. Em seguida, o frasco ficou em repouso na incubadora entre 1 e 4 minutos
até o desprendimento de todas as células. As células em suspensao foram transferidas para outro
tubo conico de 15mL contendo meio completo (meio, antibi6ticos e SFB a 10%), com 1,5 mL
de tripsina para neutraliza-las e centrifugou-se por 4 minutos a 1000 RPM. Aspirou-se 0
sobrenadante, restando somente o pellet, que foi ressuspendido em meio completo, sendo a

suspensdo usada no processo de contagem celular.

4.7.1 Preparo das amostras dos extratos etanolico de Caryocar brasiliense

Os extratos foram diluidos em Dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 0,1 g/mL.
A adigdo dos extratos as células foi realizada por diluicdo seriada em meio de cultura, sendo
utilizadas as concentracdes de 0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL em triplicata. A concentracdo maxima

de DMSO utilizada foi de 0,25%, por ndo alterar a viabilidade celular.
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4.7.2 Ensaio com Sulforrodamina B (SRB)

Foi utilizado o método colorimétrico com SRB descrito por Skehan et al., (1990). Para
obter um namero adequado de células, elas foram desprendidas dos frascos de manutencgéo
(garrafas) por acdo da tripsina-EDTA (0 mesmo procedimento realizado para o repique),
transferidas para um tubo cénico com meio completo com 1,5 mL de tripsina e centrifugadas
por 4 minutos a 1000 RPM. Adicionou-se ao pellet 2 mL de meio de cultura e retirado desta
suspensdo a aliquota para diluir em corante (azul de tripan 1:4) que identifica as células nao
viaveis que foram excluidas da contagem. Utilizou-se contador manual (Camara de Neubauer)
para obtengdo da suspensdo de células suficientes para inoculagdo de 7.500 células em cada

cavidade da placa teste de 96 pocos.

Apds a contagem celular, preparou-se duas placas, a placa TO (Tempo Zero) e a placa
teste. Na placa TO foi adicionado a suspensdo celular de cada linhagem e o meio de cultura, em
triplicata. A TO foi inoculada e ap6s 24 horas realizado o procedimento de coloracio, por adig&o
de SRB, que consiste em um corante com afinidade por proteinas celular (Skehan et al., 1990).
A placa TO é utilizada como parametro do inicio do experimento, e apos a leitura desta, pode-
se mensurar a densidade de células viaveis quando adicionado as amostras na placa teste. A
placa teste adicionou-se a suspensao celular, e apés a incubacao inicial de 24 horas adicionou-
se as amostras testes nas concentragdes de 0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL, em triplicata, e incubada
por 48 horas. Na placa teste continha o branco de cada concentracéo da amostra-teste, o controle
negativo (células mais 100 pl de meio) e o controle positivo composto por doxorrubicina (DXR)
(0,025, 0,25, 2,5 ¢ 25 pg/mL).

Apobs 48 horas de incubacdo, realizou-se a coloracdo com SRB da seguinte forma:
aspirou-se o sobrenadante das 33 cavidades das placas, permanecendo apenas as células. A elas
foras adicionada 100 ul de &cido tricloroacético (TCA) 20% para fixar as células viaveis que
foram mantidas em repouso por 30 minutos a 4° C ao abrigo da luz. Descartou-se o sobrenadante
e as placas foram lavadas em agua corrente e depois de secas, adicionou-se 50 ul de SRB
(Sigma, USA) 0,1% diluido em &cido acético 1%. As placas foram mantidas em repouso por
30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e posteriormente lavadas 5 vezes com
acido acético 1% para retirada do excesso de corante livre. Adicionou-se a placa seca 100 pl de
tampé&o Trizma Base (10 mM, pH 10,5) (Sigma, USA) para a solubilizacdo do corante aderido

as proteinas das celulas fixadas.
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4.8 Ensaio de toxicidade oral aguda in vivo
4.8.1 Animais experimentais

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul sob protocolo n° 1306/2023. Foram utilizados 13 camundongos
machos da linhagem BALB/C, pesando em média 26 g, com 6 semanas de nascidos,
provenientes do Biotério Central vinculado a Diretoria de Cooperacédo Cientifica e Tecnoldgica
da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacgdo da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS - Brasil).

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (dimensdo 40 x 35 x 17 c¢cm), na
quantidade de trés animais/gaiola, a temperatura de aproximadamente 24° C, com ciclo claro
/escuro de 12 horas, recebendo racao padrdo (NUVITAL® CR1) e 4gua a vontade. Os animais

ficaram durante 03 dias em periodo de aclimatacdo antes do inicio do experimento.

4.8.2 Design Experimental

A dose estabelecida para estimar a DLso (dose letal mediana) esta de acordo com Acute
Toxic Class Method, (OECD, 2001) para teste de dose aguda toxica (Guideline 423). Os testes
com o extrato da polpa do pequi foram iniciados em camundongos da linhagem Balb/C na
concentracdo de 300 mg/kg, por serem desconhecidas informacdes acerca de doses letais para
0 extrato mais ativo, como preconiza o citado guia e posteriormente 2000 mg/kg, 50 mg/kg e 5
mg/kg. Os ensaios foram realizados em quatro grupos com trés animais cada. Um grupo
controle (G5) que recebeu azeite de oliva e quatro grupos testes que receberam doses de 2000
mg/Kg (G1), 300 mg/Kg (G2), 50 mg/kg (G3) e 5 mg/kg (G4) dos extratos diluidos em azeite
de oliva. Em todos os grupos, os animais receberam dose unica (200 pl) via gavagem ap6s 8h
de jejum. Apo6s a administragdo das diferentes doses foi realizado um screening hipocratico dos
animais por meio de observac6es individuais dos animais nos periodos de 30 min, 1, 2, 4, 6, 12
e 24 h, e diariamente por 17 dias. Os parametros avaliados foram: Anestesia, atividade geral,
forca para agarrar, resposta ao toque, tremores, locomocédo, frémito vocal, irritabilidade,
contorgdo, ptose, lacrimacdo, respiragdo, ataxia, alimentacdo com &gua e alimentacdo com

comida.
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4.8.3 Analises Histoldgicas

Imediatamente ap0s a eutanasia, foram coletados de cada animal rins e figado para uma
prévia andlise macroscopica dos 0Orgdos e posteriormente pesados e fixados em formol
tamponado a 10% durante 12 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em alcool e
xilol, incluidas em parafina e cortadas em micro6tomo com espessura de 5 um. Os cortes foram
corados por hematoxilina-eosina (HE). A anélise foi baseada nas alteracdes morfoldgicas
quanto aos seguintes parametros: esteatose (figado), degeneracdo hidrdpica, degeneracao
hialina e necrose (rins). Para cada parametro foram atribuidos escores em cada area analisada
de acordo com a intensidade da lesdo encontrada. A avaliagdo histopatoldgica foi realizada no
Laboratdrio de Histologia da UFMS sob a responsabilidade da Profa Dra. Luciane Candeloro.

4.9 Anélise Estatistica

A estimativa das concentracdes letais (CLso) e (CLoo) para a mortalidade das larvas do
Ae. aegypti e os intervalos de confianca foram determinadas pela analise Probit com o auxilio
do software IBM SPSS Statistcs 27, com nivel de significancia de p <0,05 ao nivel de
significancia de 5%. Os resultados sdo expressos pela média + erro padrdo (EP). A analise dos
dados experimentais do larvicida foi realizado utilizando teste ANOVA seguido pelo p6s-teste
de Tukey, utilizando o programa estatistico SigmaPlot, versdo 12.0, ao nivel de significancia

de 5%. O crescimento celular (GI50) foi determinado utilizando o software Origin 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

Do total de 425 g de polpa de pequi liofilizada e 418 g de farinha de améndoa obteve-
se 203,79 g de extrato polpa e 173,48 g da améndoa, tendo um rendimento de 48,7% e 41,5%,
respectivamente, (Figura 8). Nessa perspectiva, a cada 1000 g de amostras de polpa liofilizada
e farinha de améndoa de pequi séo suficientes para obter 479,51 g de extratos da polpa e 414 g

da améndoa, um rendimento de 47,9% e 41,4%, respectivamente.

A liofilizacdo, também denominada criodesidratacdo ou criosecagem € um processo de
desidratacédo utilizado para preservacdo de amostras vegetais e outros alimentos. Esse método
envolve a remocdo da umidade da amostra por sublimacdo, que € a transformacao direta do
gelo em vapor, sem passar pelo estado liquido, de forma que mantém sua estrutura, sabor,
aroma, e propriedades quimicas e bioldgicas, sendo portanto a razdo para esse tipo de
preservacdo da polpa de pequi neste estudo (Bhatta, et al., 2020).

Para uma boa extracdo de ativos bioquimicos, a utilizacdo de solventes apropriados é
fundamental, pois polaridade dos solventes pode influenciar consideravelmente na extracdo dos
acidos graxos. Neste estudo, foi utilizado o etanol por ser considerado um solvente organico
moderadamente polar por possuir em uma das extramidades de sua molécula um grupo
hidroxila (OH). No entanto, a sua capacidade de solubilizar muitos compostos apolares se deve
ao restante de sua molécula apolar por possuir bastaste afinidade com compostos lipofilicos
(Trentini et al., 2015; Loyao et al., 2018; Tsirigka et al., 2023), 0 que ocorreu com 0 extrado
gorduroso do C. brasileinse utilizado neste estudo. A vantagem de uso do etanol como solvente
esta na sustentabilidade e por ser considerado ambientalmente seguro (Capello; Fischer;
Hungerbuhler, 2007).
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Figura 8. Rendimento dos extratos etandlico extraidos da polpa (A) e améndoa (B) de Caryocar
brasiliense.
Fonte: Autoria propria.

5.2 Composicao quimica

Os ésteres graxos encontrados no extrato etandlico da polpa e da améndoa do fruto
maduro do C. brasiliense foram identificados por meio da reacao de esterificacdo pelo método
Ce-1F-96 da American Oil Chemists' Society (AOCS) e posteriormente analisados por
cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM). A reacéo de esterificacdo
é uma abordagem quimica muito utilizada para a sintese de ésteres encontrados em compostos
organicos, derivados de &cidos graxos a partir da reacdo quimica entre 0s acidos graxos e 0s
alcoois (Neji; Trabelsi; Frikha, 2009).

Os 4acidos graxos geralmente ndo sdo volateis o suficiente para serem analisados por
cromatografia gasosa. A esterificacdo desses acidos graxos é uma reacao que 0s converte em
ésteres bastante volateis, 0 que aumenta a sensibilidade e deteccdo mesmo em baixas
concentragfes na amostra (Drozd, 1975; Gutnikov, 1995).

Os ésteres graxos identificados nos extratos sdo basicamente trés moléculas de acidos
graxos ligados a um glicerol, resultante da reacdo de esterificacdo onde a hidroxila (OH) da
glicerina reage com o grupo carboxila (COOH) do acido graxo, resultando na formacéo de uma
ligacdo éster e na liberagdo de uma molécula de 4gua, também conhecidos como triacilcilgerois
ou triglicerideos (Chemistry Library, 2024).
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Neste estudo foram identificados 04 ésteres graxos no extrato etanolico da polpa e 05

no extrato da améndoa, sendo os majoritérios os derivados dos &cidos palmitico e oleico Tabelas

1.

Tabela 1. Composicdo de ésteres graxos encontrados nos extratos etandlico da polpa e da

améndoa do Caryocar brasiliense.

NC Polpa FM TR Peso molecular (g /mol)
1 Acido palmitoléico Ci16H3002 13,65 254,4
2 Acido hexadecandico C17H340; 14,22 254.4
3 Oleato de metilo C19H360- 19,39 296,5
4 Acido estearico Ci1sH3602 20,94 284,4
NC Améndoa FM TR Peso molecular (g /mol)
1 Miristato de metila C15H3002 9,65 242,40
2 Palmitoleato de metila C17H3,0, 13,65 268,4
3 Palmitato de metila C17H340- 14,20 270,5
4 Oleato de metilo Ci9H3602 14,20 296,5
5 Acido estedrico Ci1sH360; 20,39 284.4
C

N

= NUmero do composto; FM = Formula molecular; TR =Tempo de retencao.

O perfil cromatografico por analise (CG-EM) dos extratos etanolicos da polpa e da

améndoa do C. brasiliense estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Espectro de massa do Caryocar brasiliense. (A) compostos quimicos encontrados na

polpa. (B) e na améndoa.
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5.3 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

A atividade larvicida dos extratos etanolicos da polpa e da améndoa do C. brasiliense
foi testada em oito concentracdes diferentes. A atividade larvicida foi observada na faixa de 0,3
a1l mg/mL.

Os resultados apresentados na Tabela 2, mostram o efeito dos extratos, das
concentracdes e a interacdo entre esses dois fatores na mortalidade das larvas do Ae. aegypti.
Nas linhas séo observados o efeito dos extratos na mortalidade larval, e nas colunas as
concentragdes dos extratos na mortalidade.

Verifica-se que ambos 0s extratos apresentaram mortalidade em todas as concentracfes
testadas de 0,3 a 1 mg/mL. Na comparacdo de mortalidade entre os extratos apresentado nas
linhas, ambos apresentaram diferenca significativa nas concentragdes (0,5, 0,8, 0,9 e 1 mg/mL).
Nessas concentragdes, um dos extratos se mostrou mais ativo que o outro, como por exemplo
0 extrato da polpa na concentracdo de 0,5 mg/mL em relacdo ao da améndoa, e o extrato da
améndoa nas concentragdes 0,8, 0,9 e 1,0 mg/mL em relacdo ao da polpa. Essa diferenca de
maior mortalidade do extrato da polpa na concentracao de 0,5 mg/mL em relacdo ao extrato da
améndoa pode estar relacionada a um padréo linear de mortalidade proporcional com o aumento
das concentragcfes. Diferentemente ocorreu com o extrato da améndoa que apresentou um
padrdo uniforme de mortalidade nas menores concentracBes, passando para um crescimento
exponencial de mortalidade larval com melhores efeitos nas maiores concentracGes testadas,
Tabela 2.

Na comparacao entre as concentracgdes testadas de cada extrato apresentada nas colunas,
houve efeito significativo de mortalidade no extrato da polpa na concentracdo maxima de (1
mg/mL) em relacdo as menores concentracdes (0,5, 0,4 e 0,3 mg/mL), mostrando maior
mortalidade na concentracdo maxima testada. No entanto, o extrato da améndoa mostrou efeito

significativo em quase todas as concentracdes, Tabela 2.



27

Tabela 2. Mortalidade larval dos extratos etanolico da polpa e da améndoa do Caryocar
brasiliense em Aedes aegypti ap6s 24h de exposicao.

Concentracdes Extrato Valor de p
mg/mL Polpa Améndoa
0,3 2,33+0,33Ac 2,00+0,58Ae 0,766
0,4 5,334+0,33Ac 7,00+£1,00Ad 0,144
0,5 12,67+0,33Ab 7,33+2,03Bd <0,001
0,6 13,33+0,67Aab 13,00+0,58Ac 0,766
0,7 13,67+0,33Aab 15,67+0,67Ac 0,082
0,8 15,00+0,58Bab 19,33+0,88Ab <0,001
0,9 16,00+0,58Bab 22,334+0,67Aab <0,001
1,0 16,67+0,88Ba 23,67+0,33Aa <0,001
Valor de p <0,001 <0,001

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média. Valores de p no pos-teste de Tukey.
Letras maiutsculas diferentes na linha indicam diferenca entre extratos (p<0,05). Letras minusculas

diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre concentragdes (p<0,05).
Fonte: Elaborado pela autora.

Os extratos etandlico da polpa e da améndoa do C. brasiliense se mostraram ativos

contras larvas do Ae. aegypti em todas as concentracdes. Quando comparado ao grupo controle

negativo onde todas as larvas sobreviveram, o extrato da polpa apresentou efeito significativo

na mortalidade em praticamente todas as concentracdes, Tabela 3.
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Tabela 3. Mortalidade larval observada dos extratos etandlico da polpa ¢ da améndoa do
Caryocar brasiliense em Aedes aegypti em relacdo ao esperado no controle negativo ap6s 24h

de exposicéo.

Concentragoes Extratos
mg/mL
Polpa CN Ameéndoa CN

(mortalidade) Valor de p (mortalidade) Valor de p
0,3 2,33+0,33 0,020 2,00+0,58 0,074
0,4 5,3340,33 0,004* 7,00+1,00 0,060
0,5 12,67+0,33 <0,001** 7,3342,03 0,069
0,6 13,33+0,67 0,002* 13,00+0,58 0,002*
0,7 13,67+0,33 <0,001%* 15,67+0,67 0,002*
0,8 15,00+0,58 0,001%* 19,33+0,88 0,002*
0,9 16,00+0,58 0,001%* 22,33+0,67 <0,001**
1,0 16,67+0,88 0,003* 23,67+0,33 <0,001**

Mortalidade apresentada em médiazerro padrdo da média. Valores de p em negrito indicam diferenca
significativa entre o observado e o esperado no controle negativo. Asteriscos em negrito diferem
significativamente: p < 0,005 (*); p < 0,001 (**). Nota: Controle Negativo (CN) grupo tratado com H.O
e ragéo.

Fonte: Elaborado pela autora.

A determinacédo da Concentragdo Letal de 50% (CLso) € um parametro estabelecido pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que permite avaliar a toxicidade dos compostos para
causar a morte de 50% das larvas testadas. A CLso € um pardmetro quantitativo que avalia a
eficacia dos compostos e a seguranca para outros organismos (WHO, 2005). O formato da curva
dose-resposta mostra a relacdo entre a dose testada e a resposta bioldgica, muito utilizada para
a compreensdo da toxicidade de um composto nos diferentes niveis de exposi¢cdo (Minho;
Gaspar; Domingues, 2016).

Foram encontrados CLso 0,64 e 0,58 mg/mL, e CLgo 1,69 e 1,15 mg/mL para os extratos
etanolico da polpa e da améndoa de C. brasiliense respectivamente, pelo método de analise

Probit, mostrando maior eficacia em menor concentracéo para o extrato da améndoa, Tabela 4.
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Tabela 4. Concentragdes letais (CLso € CLgo) para larvas do mosquito Aedes aegypti em varias
concentragdes dos extratos etandlico da polpa e améndoa de Caryocar brasiliense apos 24 horas

de exposicéo.

Concentragdo letal (CL) para Ae. aegypti

Extrato Clso Cleo
Concentracdo IC 95% Concentragao IC 95%
mg/mL mg/mL
Polpa 0,64 (0,59 - 0,70) 1,69 (1,39-2,27)
Améndoa 0,57 (0,54 - 0,59) 0,98 (0,91 -1,08)

CLso — concentragdo letal estimada para matar 50% das larvas. IC - Intervalo de Confianga ao nivel de
significancia de 0,05. CLgo — concentracao letal estimada para matar 90% das larvas.
Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 10 é apresentado a estimativa do efeito dose-resposta para a mortalidade do
Ae. aegypti. A mortalidade foi proporcional a dose testada em (A e B), semelhantemente ao
encontrado por Azevedo et al., (2021) em OGleos vegetais comercializados de Caryocar
coriaceum e Mauritia flexuaosa, em que a dose maxima testada em larvas de terceiro instar,

promoveu a maior mortalidade ap6s 24h de exposicéo.

Na figura (A) foi necessario concentracfes superiores a 1mg/mL para 100% de
mortalidade, enquanto em (B), 0,99 mg/mL ja causou 100% de mortalidade.


https://www.google.com/search?sca_esv=361d108b9e725553&sca_upv=1&sxsrf=ACQVn0_Oa-xgNfjipM4zucjvhu28hsR5mA:1712748973794&q=Mauritia+flexuosa&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwi3za-Rx7eFAxV-qJUCHdw3B2QQkeECKAB6BAgIEAI
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Figura 10. Curva de dose-resposta para estimativa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes
aegypti apos 24 horas de exposicdo. A) Log CLso 0,64 do extrato etandlico da polpa de
Caryocar brasiliense. B) Log CLso 0,57 do extrato etandlico da améndoa de Caryocar
brasiliense.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3.1 Alteracdes morfoldgicas em larvas do Ae. aegypti causadas pelos extratos etandlicos da
polpa e améndoa de Caryocar brasiliense

As larvas do grupo controle apresentaram-se ativas, com aspecto alongado e
vermiforme, coloracdo acinzentada, cabeca com um par de antenas, térax e abdome bem
definido, segmentos visiveis, pares de cerdas laterais, sifao respiratorio integro e l6bulo anal
(Figura 11:A). As larvas tratadas com os extratos da polpa e da améndoa, apresentaram
alteracdes nas estruturas morfologicas externas, principalmente na coloragédo (B, C, D, E), na
perda da continuidade do tubo digestivo e perda parcial da matriz peritrofica (F, G, H) e
alteragdo no Iébulo anal (C).



32

Figura 11. Morfologia das larvas de Ae. aegypti apds 24h do tratamento com extratos etanolico
da polpa e da améndoa de Caryocar brasiliense. (A) Controle; (B, C) tratamento com a polpa;
(D, E) tratamento com a améndoa. (A-E) aumento de 200x; (F) tratamento com o extrato da
améndoa. (G, H) tratamento com o extrato da polpa. (F-H) aumento de 400x. SR = Sifdo
respiratorio, LA = Ld6bulo anal, C = Cerdas, PA = Papilas anais, TD = Tubo digestivo, S =
Segmentos, A = Antenas.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os resultados obtidos a partir da andlise morfolégica mostraram que as larvas
alimentadas com os extratos etandlicos da polpa e da améndoa de C. brasiliense impregnados
a racao influenciou diretamente na modificacdo da estrutura das larvas, principalmente na
coloracéo e na continuidade do tubo digestivo.

O canal alimentar das larvas de culicideos é formado por um tubo que se estende ao
longo do corpo da larva, composto por trés partes: intestino anterior, intestino médio e intestino
posterior. O intestino anterior esta envolvido na ingestdo e armazenamento de alimento; o
intestino médio secrecdo de enzimas digestivas e absorcao de nutrientes; e o intestino posterior
na formac&o e armazenamento de fezes (Romoser, 1996). O intestino médio é formado por uma
camada de células especializadas, do tipo colunares e caliciformes, envolvidas na secrecao de
enzimas digestivas e absorcdo de nutrientes, importante mecanismo para a sobrevivéncia do
inseto. Como o intestino médio é o principal 6rgdo responsavel pela digestdo e absorcdo de
nutrientes, qualquer fator que altere o funcionamento, pode comprometer o desenvolvimento
ou levar o inseto a morte (Ray et al., 2009).

Estudo realizado com larvas de terceiro e quarto instar de Culex quinquefasciatus,
mostrou que os acidos graxos do extrato hexanico de Tecoma stans na concentracdo de 250
pug/mL, causaram mortalidade de 81,67% e 68,66% de larvas, respectivamente. As amostras
estudadas apresentaram potencial larvicida para o controle de culicideos (Silva ef al., 2023).
Santos et al., (2017) realizaram estudo de atividade larvicida com o6leo volatil extraido das
sementes de Syagrus coronata, identificou os seguintes ésteres: octandico (40,55%), decandico
(17,39%) e dodecandico (40,48%), nos quais causaram a mortalidade em CLsode 21,07 ppm.

Estudos anteriores mostram o potencial desses compostos na mortalidade de larvas de
culicideos. Esteres extraidos do fruto de Solanum lycocarpumna apresentou atividade larvicida
contra Culex quinquefasciatus com valores de CLsg entre 0,70 e 27,54mg/L (Silva et al., 2015);
bem como relatos de interferéncia na fisiologia do inseto, como alteracBes morfoldgicas,
principalmente no trato intestinal (Ribeiro-Neto; Alves; Lima, 2023). Além disso, sua origem
natural oferece vantagens por possuir baixa toxicidade para organismos ndo-alvo.

A atividade bioldgica dos 4acidos graxos pode estar diretamente relacionada a
lipofilicidade de suas longas cadeias hidrofobicas, a distribuicdo e tamanhos das cadeias
carbonadas que podem funcionar como uma espécie de ancoragem em estruturas de membrana
celular, a capacidade de permear as celulas e exercer seu papel bioativo intracelular (Lomonaco
et al., 2009; Zylkiewicz et al., 2020). Ribeiro-Neto; Alves; Lima (2023) realizaram estudo com
ésteres metilicos de acidos graxos (oleato de metila e linoleato de metila) e observaram

atividade larvicida em Ae. aegypti. De acordo com os autores, 0s acidos graxos podem atuar
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sinergicamente na mortalidade e, portanto, ser considerados uma fonte de novos bioinseticidas
naturais para o controle de larvas de mosquitos. A caracteristica anfipatica dos acidos graxos ¢
um componente importante para a compreensao da interacdo com as membranas celulares e a
sua funcdo biologica, o que poderia explicar seu potencial bioativo em culicideos vetores
(Ahmed; Shah; Ahmed, 2023; Lomonaco et al., 2009).

Diversos possiveis mecanismos de acdo podem estar relacionados com a bioatividade
em culicideos. A acao dos ésteres de acidos graxos pode envolver varios processos bioquimicos
e fisiologicos que podem variar dependendo da estrutura especifica do éster e o tipo de espécie
de mosquito. Um dos mecanismos de acao € a toxicidade sistémica que ocorre apos a ingestao
ou contato, onde as substancias sdo absorvidas causando a morte do inseto (Ribeiro-Neto;
Alves; Lima, 2023). Estudo realizado por Melo et al., (2018) mostrou efeito toxico do extrato
de folhas de Schinus terebinthifolius em larvas de Ae. aegypti por causar lesdo em intestino
medio.

Os é&cidos graxos podem interferir em processos metabolicos essenciais para o
desenvolvimento do inseto, como a sintese de proteinas, a respiracdo celular ou a producéo de
energia (Silva et al., 2016). Também é relatado a atuacdo como disruptores enddcrinos,
alterando o funcionamento do sistema hormonal das larvas de mosquitos resultando em morte
(Sivakumar; Jebanesan; Govindarajan; Rajasekar, 2011).

A relacdo entre a estrutura molecular dos acidos graxos e sua atividade larvicida pode
ser complexa e variada, pois diversos fatores envolvidos na estrutura dessas substancias podem
influenciar a acdo contra as larvas de culicideos. Alguns aspectos da estrutura molecular dos
acidos graxos estdo relacionados com o tamanho da cadeia carbonada, pois 0 comprimento da
cadeia pode afetar sua solubilidade, capacidade de permeabilidade celular e afinidade por alvos
bioldgicos (Vani; Riccardi; Palermo; Vivo, 2019; Claus; Jezierska; Inge; Bogaert, 2019). Em
geral, &cidos graxos de cadeias mais longas tendem a ter maior atividade biolégica (Lomonaco
et al., 2009).

A presenca de grupos funcionais especificos, como grupos hidroxila ou carbonila na
estrutura dos acidos graxos pode afetar suas propriedades fisico-quimicas e interagdes com
alvos bioldgicos, ou seja, 0s grupos funcionais podem facilitar a penetracdo das moléculas de
ésteres nas membranas celulares, o que pode aumentar a toxicidade das larvas de mosquitos
(Camargo; Martins; Costa, 2019).

Outros compostos podem até complementar a atividade larvicida, mas os &cidos graxos
possuem atividade biologica desde a atracdo (Obaldia et al., 2022), repeléncia (Cantrell et al.

2021) e atividade inseticida contra o Ae. aegypti (Arruda et al., 2024; Lomonaco et al., 2009).
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Os &cidos graxos podem atuar sinergicamente na mortalidade e, portanto, ser considerados uma
fonte de novos bioinseticidas naturais para o controle de larvas de mosquitos (Ribeiro-Neto;
Alves; Lima, 2023).

5.4 Atividade citotoxica in vitro

A atividade citotoxica dos extratos foi realizada em duas linhagens de células normais,
3T3 (ATCC CRL-1658) e HUVEC (ATCC CRL-1730) O parametro utilizado para avaliar a
citotoxicidade foi Glso, concentracdo que inibe 50% do crescimento celular. Os resultados de
Glso estdo apresentados na Tabela 5. Na maior concentragéo testada 250 pg/mL, as células ndo
apresentaram citotoxicidade. Os valores de Glso foram cerca de 1000 vezes maiores na
linhagem de fibroblastos murino quando comparados ao quimioterapico doxorrubicina, e cerca
de 10.000 vezes maior na linhagem de corddao umbilical quando comparados ao mesmo

quimioterapico.

Desta forma, podemaos inferir que na maior concentracgdo testada neste ensaio, ndo houve

inibicdo do crescimento celular.

Tabela 5. Atividade citotoxica (Glso pg/mL) do extrato etanélico da polpa do Caryocar
brasiliense em células 3T3 (ATCC CRL-1658) e HUVEC (ATCC CRL-1730).

Células normais  Glsp*extrato etandlicoda  Glsp*extrato etandlico Glso
polpa do Caryocar da améndoa do Caryocar  Doxorrubicina
brasiliense brasiliense
3T3 (ATCC CRL- >250 pg/mL >250 pg/mL 0,25
1658)
HUVEC (ATCC >250 pg/mL >250 pg/mL 0,023
CRL-1730)

*Concentracédo que inibe 50% do crescimento celular.



36

5.5 Avaliacdo da toxicidade oral aguda da polpa e da améndoa Caryocar brasiliense

Durante os dezessete dias de experimentacdo com os animais ndo foram verificadas
modificagdes comportamentais anormais ou de maior relevancia. Observou-se valores normais
no Screening Hipocratico, ndo ocorrendo Obito de nenhum dos animais nas diferentes
concentragOes testadas. Esses resultados mostram que o extrato etandlico da polpa e améndoa
do C. brasilense possui DLsp estimada maior que 2000 mg/kg, demostrando reduzido o
potencial de toxicidade oral aguda. Sabe-se que o Screening hipocréatico faz parte de uma
triagem prévia util na avaliacdo e no funcionamento farmaco-toxicoldgico das substancias
avaliadas, podendo assim ponderar que tais alteracbes ndo acarretaram sinais de acuidade
relevantes. Nao foi observado alteracéo significativa na média de peso dos animais antes e apos
0s experimentos: polpa (26,36 g antes e 26,33 g depois), améndoa (26,339 antes e 26,34 g
depois). No controle, os pesos estiveram: polpa (30 g antes e 29 g depois) e améndoa (30 g
antes e 32 g depois).

5.5.1 Anadlise histologica de figado e rins com o extrato etandlico da polpa do Caryocar

brasiliense

Os fragmentos coletados do figado e rins dos animais tratados com o extrato da polpa
do C. brasiliense ndo apresentaram qualquer alteracdo histopatolégica e os 6rgdos mostraram

padrdes histoldgicos dentro da normalidade, (Figuras 12 a 15).
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Figura 12. Fotomicrografias de 6rgdo vital exibindo coloracdo H&E de figado em doses testadas
do extrato etanolico da polpa do Caryocar brasiliense em mg/kg. (A) (300); (B) (2000); (C) (5)
e (D) (50). Ducto Biliar (DB); Veia Porta (\VVP); Veia Centro lobulares (VC).

Fonte: Autora.
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Figura 13. Fotomicrografias de 6rgao vital exibindo coloracdo H&E de rins em doses testadas
do extrato etandlico da polpa do Caryocar brasiliense em mg/kg. (A) (300); (B) (2000); (C) (5)
e (D) (50). curpusculo renal (cr); Tubulo contorcido proximal (tp); Tubulo contorcido distal
(td).

Fonte: Autora.
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Por ndo haver nenhuma alteracdo histoldgica significativa, o extrato utilizado néo
oferece risco a saude, coincidindo com os valores da citotoxicidade em linhagens normais com
valores superiores que 250 pug/mL indicando nédo apresentar citotoxicidade nas maiores doses

testadas.

A investigacdo das fungdes renal e hepéatica em estudos de toxicidade oral aguda
desempenha um papel crucial na avaliacdo dos potenciais efeitos adversos de substancias
quimicas sobre o organismo. O figado e os rins sdo 6rgdos vitais responsaveis pela
metabolizacdo e eliminacdo de toxinas do corpo, tornando-se alvos frequentes de danos
induzidos por agentes tdxicos. Como 0s extratos vegetais possuem diversas substancias
fitoquimicas, é possivel que algumas desenvolvam reac¢Bes no figado e rins (Olorunnisola;

Bradley; Afolayan, 2012), o que néo foi observado neste estudo.
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6. CONCLUSAO

Diante da crescente preocupacao global com a propagacéo das arboviroses transmitidas
pelo Ae. aegypti e da resisténcia cada vez mais pronunciada aos inseticidas convencionais, este
estudo preenche uma lacuna significativa ao investigar o potencial larvicida dos &cidos graxos
presentes na polpa e na améndoa do fruto do C. brasiliense como uma alternativa ecoldgica

viavel.

Os resultados dos ensaios larvicida contra larvas de terceiro instar do Ae. aegypti
demostraram o potencial bioativo dos &cidos graxos presentes no fruto do pequi, causando
mortalidade larval em todas as concentracGes testadas. Alteragdes morfoldgicas, como
descoloracdo da quitina, perda da continuidade do tubo digestivo e perda parcial da matriz

peritrofica sdo os principais indicativos de toxicidade dos extratos contra as larvas do mosquito.

Os resultados in vitro ndo demonstraram evidéncias de toxicidade em linhagens de
celulas normais de fibroblastos murino 3T3 (ATCC CRL-1658) e de corddo umbilical humano
HUVEC (ATCC CRL-1730), pois os extratos apresentaram Glso superior 250 pg/mL, em
comparacdo ao quimioterapico doxorrubicina, em que apresentou inibicdo celular nas
concentracdes de 0,025 e 0,023 pg/mL em células 3T3 e HUVEC.

Os ensaios in vivo ndo mostraram alteragdes significativas no peso corporal dos animais
nos parametros observados no screening hipocratico ou qualquer alteracéo histopatolégica em
Orgdos vitais como figado e rim, mostrando que os extratos utilizados da polpa e da améndoa
do C. brasiliense ndo oferecem riscos a saude, o que corrobora com os resultados in vitro,

sugerindo sua seguranga para organismos ndo-alvo.

Esses achados contribuem para a busca por alternativas sustentaveis e eficazes no
controle do Ae. aegypti, além de destacar a relevancia dos &cidos graxos como potenciais
agentes bioativos. Portanto, este estudo ndo apenas fornece insights importantes para futuras
investigacOes sobre a relagédo estrutura-atividade de moléculas naturais, mas também sugere
uma abordagem promissora para o controle das doencas transmitidas por este vetor, apontando
para a possibilidade de desenvolvimento de novas estratégias de controle baseadas em fontes

naturais.
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