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INFO ABSTRACT
Keyworks Lethality in Culex quinquefasciatus of secondary compounds of species from the Cerrado region of
Culex Tocantins Copaifera reticulata, Pterodon emarginatu
extract Forest resources are of great importance in the search for products with an environmental bias in the

secondary metabolic
lethality

path of sustainable development with the extraction of native resources available mainly in the
cerrado Tocantinense, and they also have secondary metabolic with promising photochemical against
disease-transmitting mosquitoes. The objectives of this work were to analyze the lethal
concentrations LCso and LCgo in third-stage larvae of Culex quinquefasciatus insects, with the
inoculation of crude extract oil from Copaifera reticulata, Pterodon emarginatus. The extraction of
crude oil from Copaifera reticulata was by core drilling, and from Pterodon emarginatus by fried
pressing. The bioassay of lethal concentrations was diluted in DMSO (dimethyl sufoxide), inoculated
into larvae at different concentrations, and analyzed for lethality after 24 hours. The results for LCso
Copaifera reticulata were 190.79 ppm and 392.84 ppm. Pterodon emarginatus presented LCso and
LCqo values of 84.80 ppm and 198.09 ppm. The LCso and LCgo ecotoxicity demonstrated larvicidal
potential against Culex quinquefasciatus larvae, with Pterodon emarginatus oil having the lowest
lethal concentration.

RESUMO

Palavras-chaves
Culex

extrato

metaboélico secundario
letalidade

Os recursos florestais sdo de grande importancia na busca por produtos com viés ambiental no cami-
nho do desenvolvimento sustentivel com a extracéo de recursos nativos disponiveis principalmente
no cerrado Tocantinense sendo que também possuem metabdlicos secundarios com fotoquimicos
promissores contra mosquitos transmissores de doencas. Os objetivos deste trabalho foram de anali-
sar as concentragdes letais CLso e CLgo em larvas de terceiro estagio de insetos Culex quinquefasci-
atus, com a inoculacdo de 6leo extrato bruto de Copaifera reticulata, Pterodon emarginatus. A ex-
tracdo do dleo bruto de Copaifera reticulata foi por perfuragdo no cerne, e da Pterodon emarginatus
por prensagem a frito. Os bioensaio das concentragdes letais foram diluidos em DMSO (dimetilsu-
foxido) e inoculado nas larvas em concentragdes diferentes e analisado a letalidade ap6s 24horas. Os
resultados para CLso Copaifera reticulata foram de 190,79 ppm e 392,84 ppm. Pterodon emarginatus
apresentou valores de CLso e CLgo de 84,80 ppm e 198,09 ppm. A ecotoxidade CLso e CLgo demos-
traram potencial larvicida contra larvas de Culex quinquefasciatus sendo que o 6leo de Pterodon
emarginatus teve a menor concentracgao letal.
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INTRODUCAO

Os recursos florestais em meio ao
desenvolvimento de uma sociedade que tenta a
cada dia unir o processo ambientalmente correto de
desenvolvimento socioambiental e
socioeconémico, com percussores de modelos
definidos com pardmetros que expressam a nova
realidade de desenvolvimento tendo como foco o
desenvolvimento sustentavel, requer de uma gama
de recursos florestais incluidos na flora do cerrado
Tocantinense. A utilizacdo dos recursos nativos
expressos no seculo 20 teve como marco principal
0 desenrolar da ocupacdo territorial em varias
regides do pais (Siminsk et al., 2016), a exemplo
disso, o cerrado brasileiro incluindo o Tocantins
vem sofrendo com impactos constantes em sua
vegetacdo nativa (Noleto et al., 2020). Segundo
Barbosa e Barros (2019) a expansdo do
agronegécio no cerrado tocantinense  foi
responsavel pelas diferentes transformagdes desse
bioma levando a modificagcbes ambientais do
mesmo trazendo como consequéncias
modifica¢des climaticas no meio de subsisténcia
social e ambiental da regi&o.

O cerrado brasileiro é constituido por uma flora
com uma imensa diversidade de matéria-prima que
compde os fitoterapicos, visando o estudo dos
metabdlicos secundarios para o tratamento de
diversas doencas (Rodrigues et al., 2016). Segundo
Rodrigues et al. (2014) o 6leo resina de plantas
como a Copaifera reticulata faz parte de uma
importante matéria prima na producdo de
inseticidas eficazes com viabilidade ambiental.
Metabdlicos de Copaifera reticulata também
apresentou  potencialidades  antitumorais e
embriotoxicas, contra culicideos vetores de
doengas tropicais Anopheles darlingi, Aedes
aegypti e contra Culex quinquefasciatus (Leandro
etal., 2012; Silva et al., 2003; Teixeira et al., 2017;
Trindade et al., 2013).

A espécie vegetal caracteristica do cerrado
tocantinense  Pterodon  emarginatus  Vogel
apresenta elementos fotoquimicos com efeito
antimicrobiano, larvicida contra A. aegypti, Culex
quinquefasciatus (Ferreira et al., 2014; Oliveira et
al., 2016; Oliveira et al., 2017; Santos, 2018).

Os mosquitos Culex quinquefasciatus sdo de
interesse para a saude publica, pois interagem com
humanos em areas urbanas e semiurbanas (Vidal et
al., 2011). O mosquito Culex quinquefasciatus age
como principal vetor de varias doengas com
Dirofilaria ~ immitis,  nematoides filariais,
protozoarios plasmodiais (Holder et al., 1999; Lai
et al., 2000). Em estudos feitos por Guedes et al.
(2017) relaciona o mosquito Culex
quinquefasciatus como possivel vetor de Zika
virus.

Segundo Morais et al. (2006) periodos de chuva
em épocas de verdo aumentam espontaneamente a
frequéncia de Culex quinquefasciatus em
ambientes proximo a rios ajudando na proliferacéo
e sobreposicao de geracdes de mosquitos.

Os objetivos do trabalho foram analisar as
concentragdes pertinentes de dleo extrato bruto de
metabdlicos secundarios de espécies nativas do
cerrado Tocantinense como: Copaifera reticulata,
Pterodon emarginatus definindo a concentragéo
letal CLso e CLgo para mortalidade de 50% e 90%
das larvas de mosquitos no terceiro estagio de
desenvolvimento de Culex quinquefasciatus.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Ciéncias Florestais e Ambientais,
no laboratério do CEMAF (Centro de
Monitoramento Ambiental e Manejo do Fogo) da
Universidade Federal do Tocantins Campus de
Gurupi. As espécies utilizadas foram Copaifera
reticulata, Pterodon emarginatus, coletadas
sementes e olé extrato-bruto na regido sul do
Tocantins.

Obtencéo do 6leo essencial

O 6leo extrato bruto de Copaifera reticulata foi
obtido através da perfuragdo do tronco da
copaibeira, buscando atingir o cerne, vedando em
seguida o canal com parafina (Silva, 2011). O dleo
da Pterodon emarginatus (sucupira) foi obtido por
prensagem das sementes (Denni, 2002), as
sementes foram secas em temperatura ambiente e
trituradas em moinho de facas e posteriormente
utilizando a técnica de prensagem a frio com prensa
hidraulica, para extrair os O¢leos (Martins e
Muraishi, 2019).

Obtencéo e Cultivo das Larvas

Os ovos de Culex quinquefasciatus sdo postos
diretamente na superficie da agua. Foram colocadas
armadilhas para captura de ovos utilizando vasilhas
de plastico com 15cmx 20cm deixando uma lamina
de agua para ovoposicao das fémeas, as armadilhas
verificadas diariamente e as coletas foram
acondicionadas em vasilhas de plastico retangular
30 por 40cm, contendo 2 litros de &gua mineral para
a eclosdo. As larvas ficaram em recipientes com
telas de tecido, em uma temperatura de 29 + 2°C,
foram alimentadas com 0,5¢g de racdo para gato até
atingirem o terceiro insta ideal para os ensaios e
expostas a um foto-periodo de aproximadamente12
h de luz natural (Fernandes, 2017; Santos, 2015).
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Bioensaios

O bioensaio utilizou concentragdes delimitadas
em diferentes diluicdes com dimetilsulfoxido
(DMSO), com uma concentragdo mée e posteriores
diluicbes até chegar no ppm ideal a cada
experimento. Foram utilizados copos descartaveis
de 200 mL, contendo 25 mL de solucdo na
concentracdo ideal e adicionados 25 larvas de
Culex quinquefasciatus. As concentragdes foram
de (500, 400, 350, 250, 150, 125, 100, 75, 50, 30,
20 e 10 ppm).

As concentracdes com efeito larvicida com
letalidade ou dificuldade de mobilidade com
movimentos lentos sem a total capacidade de
submergir a superficie foram consideradas como
mortas. Os testes foram realizados em triplicata,
juntamente com a solucdo controle. A analise foi
feita pelo periodo de 24 horas com adi¢do de
suplemento alimentar ap6s 24horas.

Analise Estatistica

As analises estatisticas foram submetidas a
calculos Probit, com CLso (intervalo de confianga
95%) para determinar a toxidade letal de cada
concentragdo. E também o estudo de regressdo em
cada concentracdo, com grau de liberdade, erro-
padrdo da média, intervalo de confianca e a dose
letal qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 6leos testados apresentaram atividade
larvicida nas concentracdes letais para CLso € CLgo
tanto em Copaifera reticulata e Pterodon
emarginatus, os resultados s&o apresentados na
Tabela 1. Os resultados dos Oleos brutos
demonstram a efetividade no controle larvicida na
andlise de mortalidade de 24 horas (Figura 1) nas
duas espécies estudadas apresentando toxicidade.

Tabela 1 — Dados de inclinacdo das curvas de concentragdo-mortalidade, CLso € CLgo, %2 € probabilidade dos

6leos de Copaifera reticulata e Pterodon emarginatus.

Oleo N Inclinacéo CLso CLago (1C95%) X2
+EPM (1C95%)
Copaifera reticulata 75 4,16+0,76 190,79 392,84 (349,67; 39,18
(179,38; 208,46) 456,85)
Pterodon emarginatus 75 3,47+1,19 84,80 198,09 (162,16; 12,48
(46,91; 105,61) 327,90)

GL.: graus de liberdade; n: nimero de insetos usados no teste; EPM: erro-padrdo da média; CL: concentragdo letal; IC:
intervalo de confianga; ¥: qui-quadrado. Teste com 24h de exposico.
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Figura 1 - Curva de concentragdo CLso € CLago, % € probabilidade dos 6leos de Copaifera reticulata.

O oleo extrato bruto retirado do cerne da
Copaifera reticulata apresentou maior valor letal
na concentracdo CLso com 190,79 ppm e CLg com
392,84 ppm sendo menos eficiente que Pterodon
emarginatus. Segundo Amarante et al. (2011) as
concentracgdes sdo consideradas de baixa toxicidade

guando a doses letais de 50% (CL ou DL) tiverem
superioridade de 500 pg mL*, moderada com
valores entre 100 a 500 pg mL?, e com a toxicidade
alta inferiores a 100 ug mL™. Em Cansian et al.
(2021) ressalta que um teor de concentracdo CLso
abaixo 1000 pg mL™, pode ser considerada como
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toxica e muito toxica com valores abaixo de 100 pg
mL*. Visto também em (Dias e Morais, 2014).

As concentragfes inoculadas nas larvas em
andlise de 24 horas demostraram que o 6leo da
copaiba foi reativo como larvicida em larvas de
Culex quinquefasciatus em diferentes
concentracdes, obtendo 100% de letalidade em
concentragcbes superiores 350 ppm, e baixa
letalidade nas abaixo de 75 ppm. Em vérias
concentracdes inoculadas pode se observar o
comportamento de movimentacao lateral repetitiva
das larvas, dificuldade de locomogdo em estagios
iniciais de inoculacdo do composto, sendo mais
visivel apés 24 horas com a diminuicdo da
mobilidade e posterior dificuldade ou inatividade
das larvas em submergir até a superficie do copo.

Relatado tal observacdo em larvas exposta a
copaiba em Abed et al. (2007). Segundo Valotto et
al. (2011) diterpenos de Copaifera reticulata rico
em taninos provocaram a morte de A. Aegypti com
a destruicdo de células intestinais da larva. Além de
danos as células do intestino ocasionou também
vacuolizacdo citoplasmatica e hipertrofia celular
(Valotto et al., 2014).

Silva et al. (2003) cita valores diferentes para
Culex quinquefasciatus de CLso € CLgo em larvas
de terceiro insta de 39 ppm e 50 ppm utilizando
6leo bruto de Copaifera reticulata. Silva (2007)
obteve resultados satisfatorios com 6leo-resina de
C. reticulata em A. aegypti CLso 8,9 ppm e CLgo
59,4 ppm. O 6leo in natura de Copaifera reticulata
submetidos a particao diterpendide contra 3° instar
de A. aegypti apresentou CLsp e ClLgo de 0,8 € 8,2
ppm, respectivamente (Geris, 2008). Kanis (2012)
relata concentracdes de CLso 48 ppm e CLg 99 149
ppm para em A. aegypti. Oliveira (2016) relata
também em testes com A. aegypti concentracdo
LCso de 147,2 ppm. lzume et al. (2013) fez teste
com efeito positivo contra Trypanosoma cruzi.

Foram encontrados poucos trabalhos em relacdo

P. emarginatus

a C. reticulata com experimentos relacionados a
Culex em que possam ser observadas diferencas nas
concentracdes citadas pelos autores entre Culex
quinguefasciatus e A. aegypti. A metodologia de
extracdo por arraste de vapor, pode ser utilizada
diversas partes vegetais com separacdo fitoquimica
de componentes (Silveira et al., 2012).

O relato de acdo do 6leo de copaiba contra
organismos causadores de doencas sugere uma
atuacdo metabdlica de compostos bioativos
existente no 6leo, tanto na parte oleosa como em
outras partes vegetais (folhas, casca sementes e
cerne).

Outras especies vegetais tiveram efeito sobre
Culex quinquefasciatus como Agave sisalana, C.
copticum, Azadirachta indica, (Mandal, 2011,
Mekhlafi, 2018; Pizarro et al., 1999) A toxicidade
do 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia LCso
estimado de 34,45 ppm teve efeito larvicida
acompanhado da substancia majoritaria, nerolidol
como provavel efeito morfoldgico em larvas de C.
quinquefasciatus (Alves et al., 2018).

Os resultados para Pterodon emarginatus
(Figura 2) demostraram que as concentragoes
baixas do 6leo Copaifera reticulata, teve uma
toxicidade alta em relacdo ao seu CLso € CLgo.
Foram observadas as reacdes adversas das larvas
nas diferentes concentragbes de Pterodon
emarginatus, com a morte de algumas larvas, 30
minutos apdés a inoculagdo no copo, com uma
sensibilidade inicial bem visivel, posteriores
convulsGes aparentes, movimentos laterais
repetitivos constantes e a inabilitagdo da submerséo
da larva na superficie do copo. Apds 24 horas, foi
observado 0 escurecimento do abdome do
mosquito em outros casos Seu estiramento.
Relatados com larvas de A. aegypti (Cabral, 2015;
Santos, 2015; Valloto et al., 2011)

T

Concetragdes (mg L")

Figura 2 - Curva de concentrag¢do CLso € CLgo, % € probabilidade dos dleos de Pterodon emarginatus.
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Em estudos com oleo essencial de frutos, foi
citado por Oliveira et al. (2017) uma CLso de 34,75
mg/L?,  demostrando  também alteraces
morfoldgicas apds a inoculagdo do dleo. Em
espécies de Pterodon polygalaeflorus larvas de
estagio 3 de A. aegypti apresentou CLso de 23,99
pg/mL* (Pimenta et al., 2006).

Em trabalhos com acaros utilizando extrato de
6leo de resina de Copaifera sp. e Pterodon
emarginatus apresentaram 100% de mortalidade
em concentragdes de (25, 50 e 75%) de bioprodutos
(Faria et al., 2017). Oliveira et al. (2016)
demonstraram constituintes com potencial efeito
larvicida de Pterodon emarginatus, como
Diterpenos Vouacapan. Meneses et al. (2019),
analisando  efeito larvicida em  Pterodon
polygalaeflorus apresentaram valores de 36,5 e
64,8 g/ mL.

AlteragBes morfoldgicas em larvas de Culex
quinquefasciatus ~ foram  observadas  ap0s
inoculacéo de dleo essencial extraido de folhas de
Hyptis suaveolens, com valores de CLsy 102,41
ppm e 70 ppm, para 24 e ap6s 48 horas,
respectivamente (Silva, 2017). Valloto et al. (2011)
observaram em estudos de metabolicos em espécies
de Copaiba, alteracdes estruturais em larvas de A.
aegypti em relacéo a diterpeno e taninos.

CONCLUSOES

As analises de ecotoxidade CLso e CLg feitas em
larvas de terceiro estdgio de  Culex
quinquefasciatus demostraram 0 potencial de
letalidade, mais eficiente de Pterodon emarginatus
com alta toxicidade.

Em segundo lugar o o6leo da Copaifera
reticulata, também apresentou toxicidade como
larvicida, sendo considerada toxica contra as larvas.

Os resultados obtidos relacionados a
metabolicos secundérios de plantas potencialmente
larvicidas, se mostraram um recurso promissor com
varios elementos bioquimicos disponiveis a serem
explorados em novos contextos laboratoriais e em
pesquisas aplicadas na melhor utilizagcdo de
compostos isolados ou em concentragOes
diferentes, até mesmo combinacfes especificas de
6leos de diferentes partes do vegetal, aplicando
uma melhor efetividade de a¢do do composto no
controle de vetores de doencas tropicais no Cerrado
tocantinense.
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