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RESUMO

As arboviroses sao doengas que possuem parte do seu ciclo de vida associado a um
artropode. Dentre as mais importantes, destacam-se as transmitidas pelo mosquito
Aedes aegypti que apresentam grande incidéncia e persistem sobrecarregando os
sistemas de saude publica do Brasil e do mundo. As mais importantes arboviroses na
atualidade sdo Dengue, Febre Zika e Chikungunya por ndo apresentarem vacinas e
tratamento eficazes. O crescente aumento da resisténcia da populacao vetorial aos
inseticidas sintéticos, torna necessario o controle vetorial através da reducado dos
criadouros e erradicacdo do mosquito. Ressalta-se que a falta de saneamento e o
descarte indevido do lixo favorecem a proliferacdo do vetor transmissor. Como
alternativa de reduzir o impacto ambiental e a busca por estratégias alternativas no
combate das arboviroses, o objetivo deste trabalho foi investigar potenciais larvicidas
a partir de subprodutos (sementes) da industria alimenticia de duas espécies vegetais:
Persea americana e Theobroma grandiflorum, bem como sua toxicidade frente
organismo ndo alvos. Os materiais vegetais foram coletados no municipio de Sao
Luis-MA em um imével localizado no bairro lpem Turu, em novembro de 2020,
2°31'04.7"S  44°13'04.7"W (GPS). Os extratos obtidos com diferentes
hidromdédulos,foram estudados quanto a sua composi¢ao e a atividade larvicida frente
Aedes aegypti. A toxicidade para organismos nao-alvos foi verificada pelo teste de
Artemia salina. Através do estudo fitoquimico evidenciou-se no extrato da espécie P.
americana os seguintes metabdlitos: esteroides, flavonoides, glicosideos, glicosideos
cardiacos, saponinas, fenodis e taninos. Ja no extrato de T. grandiflorum obteve os
mesmos metabolitos exceto as saponinas e alcaloides. Observou-se atividade frente
a larvas de Aedes aegypti nos extratos de P. americana com CLso variando 181,72 a
401,96 mg L' e nos extratos T. grandiflorum 35.01 a 369.19 mg L-! com intervalo de
confianga de 95%. Evidenciou-se que o extrato de Theobroma grandiflorum
apresentou melhor desempenho frente as larvas de Aedes aegypti com o hidromoédulo
1:6 com CLso 35,01 mg L-!. Ambos os extratos ndo apresentam toxicidade no ensaio
de Artemia salina. Os extratos apresentaram potencial de atividade larvicida e
atoxicidade para organismos nao-alvos, sendo uma estratégia promissora no combate
e controle das arboviroses. Vale destacar que a caracterizagado quimica dos extratos
na espécie Persea americana, apresentou como compostos marjoritarios: perseitol,
isbmero do acido cafeindlico, isbmero da Procianidina e acido hidroxiabscisico, ja na
espécie Theobroma grandiflorum, os compostos predominantes foram acido quinico,
procianidina B1 e theograndin Il. Tais constituintes apontam atividades anti-
infamatdrias, antineoplasicas e antioxidantes, demonstrando assim uma elevada
capacidade bioldgica. Dessa forma o destino sustentavel para os residuos organicos
oriundos de frutas, deve ser mais explorado, colaborando com a redugao do acumulo
de lixo e contribuindo para descoberta de novos compostos no combate a agravos de
saude.

Palavras chaves: plantas, dengue, controle vetorial, residuos organicos,

sustentabilidade.




ABSTRACT

Arboviruses are diseases that have part of their life cycle associated with an arthropod.
Among the most important, we highlight those transmitted by the Aedes aegypti mosquito
that have a high incidence and persist overloading public health systems in Brazil and
the world. The most important arboviruses today are Dengue, Zika Fever and
Chikungunya because they do not present effective vaccines and treatment. The
increasing resistance of the vector population to synthetic insecticides makes vector
control necessary through the reduction of breeding sites and eradication of the
mosquito. It is emphasized that the lack of sanitation and the undue disposal of garbage
favor the proliferation of the transmitting vector. As an alternative to reduce the
environmental impact and the search for alternative strategies to combat arboviruses,
the objective of this work was to investigate potential larvicides from by-products (seeds)
of the food industry of two plant species: Persea americana and Theobroma
grandiflorum, as well as its toxicity against non-targets. Plant materials were collected in
the municipality of Sdo Luis-MA in a property located in the Ipem Turu neighborhood, in
November 2020, 2°31'04.7"S 44°13'04.7"W (GPS). The extracts obtained with different
hydromodules were studied for their composition and larvicidal activity against Aedes
aegypti. Toxicity to non-target organisms was verified by artemia saline test. Through the
phytochemical study, the following metabolites were evidenced in the extract of the
species P. americana: steroids, flavonoids, glycosides, cardiac glycosides, saponins,
phenols and tannins. In the extract of T. grandiflorum obtained the same metabolites
except saponins and alkaloids. Activity was observed against Aedes aegypti larvae in P.
americana extracts with LC50 ranging from 181.72 to 401.96 mg L-1 and in extracts T.
grandiflorum 35.01 to 369.19 mg L-1 with a 95% confidence interval. It was evidenced
that the extract of Theobroma grandiflorum presented better performance compared to
the larvae of Aedes aegypti with the hydromodule 1:6 with CL50 35.01 mg L-1. Both
extracts do not present toxicity in the Artemia saline assay. The extracts showed potential
for larvicidal activity and atoxicity for non-target organisms, being a promising strategy in
the fight and control of arboviruses. It is worth noting that the chemical characterization
of extracts in the american Persea species, presented as marjoritary compounds:
perseitol, caffeinate isomer, Procyyanid isomer and hydroxyabscisic acid, already in the
species Theobroma grandiflorum, the predominant compounds were quinic acid,
procyyanidine B1 and theograndin Il. Thus, the sustainable destination for organic waste
from fruits should be further explored, contributing to the reduction of garbage
accumulation and contributing to the discovery of new compounds in the fight against
health problems.

Key words: arboviruses, vector control, organic waste, sustainable.
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1. INTRODUGAO

Ha uma crescente disseminagao de arboviroses, como virus da dengue, o virus
Chikungunya (CHIKV) e o Zika (ZIKV) no Brasil e no mundo, devido a acelerada
urbanizagéao, processo de ocupagao irregular nas cidades, falta de saneamento basico
e acumulos de aterro sanitarios de lixo (VALLE et al,, 2015). Dessa forma ha
necessidade no ambito da saude publica, realizar intervencdes de prevencao e combate
dessas doencas centradas no controle vetorial (RIOS-GONZALEZ et al.,2017).

Dengue, chikungunya, febre amarela e Zika sdo doengas de notificagdo
compulsdria e estdo presentes na Lista Nacional de Notificagdo Compulséria de
Doengas, Agravos e Eventos de Saude Publica, unificada pela Portaria de Consolidagao
n° 4, de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Saude (BRASIL, 2019).

Sao agravos de saude que tem como caracteristica comum a sua transmissao
pelo mesmo mosquito do género Aedes, com destaque para a espécie Aedes aegypti
(ALMEIDA et al., 2020), este vetor apresenta ampla distribuicdo geografica sendo seu
crescimento influenciado por fatores como: inadequada urbanizagdo, aumento de
numero de recipientes ndo biodegradavel, descarte improprio de residuos solidos e falta
de saneamento basico (VALLE et al., 2015).

Uma das estratégias mais utilizadas para seu controle € o manejo vetorial, € o
uso de compostos orgéanicos sintéticos (inseticidas e larvicidas) (SILVA et al.,2020)
considerado uma grande vantagem por apresentar amplo espectro de agdo, no entanto
exige um efeito residual duradouro, causando assim problemas ambientais e
toxicologicos (ROSA et al.,2016).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reforca a necessidade de integrar
diversas abordagens, propondo a estratégia de Manejo Integrado de Vetores (MIV)
como forma de obter melhores resultados, tanto na redugdo da abundancia do vetor
quanto na contengao das doengas vetoriais (SILVA et al., 2016). Uma das propostas &
a utilizacao de produtos naturais de origem vegetal com agéao inseticida, uma vez que
sdo fontes de substancias bioativas e facilmente biodegradaveis e que pela
complexidade da sua composigdo, dificultam o desenvolvimento de resisténcia
(MIRANDA et al.,2016).

Extratos e 6leos essenciais obtidos de plantas vém sendo testados para o
controle de insetos em virtude de sua elevada seletividade, degradacao a produtos nao

toxicos ou de baixa toxicidade a organismos n&o alvos e ao meio ambiente (VIANA et
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al., 2018).

As plantas produzem metabdlitos secundarios como os flavonoides, alcaloides e
terpenoides que coevoluem com os insetos e micro-organismos, tornando-se fontes
naturais de combate desses agentes (GUARDA et al., 2016). Uma das tendéncias atuais
nesse contexto € a prospeccdo de produtos naturais de origem vegetal com
propriedades larvicidas, visto que € mais facil controlar os mosquitos quando os mesmos
encontram-se com mobilidade reduzida e acessiveis (GARCEZ et al., 2015).

Uma alternativa é o reaproveitamento de partes do fruto das plantas, na busca
por atividade biologica, no trabalho em questéo atividade larvicida. Vale ressalta que o
setor de fruticultura estd em acelerado crescimento no Brasil (ANSILIER et al.,2020),
sendo considerado o terceiro produtor de frutas no mercado internacional, estima-se
que o consumo brasileiro de frutas processadas ultrapasse 23 milhdes de
toneladas.(SEBRAE, 2015).

Os frutos das espécies vegetais estudadas Persea americana e Theobroma
grandiflorum sado amplamente utlizada na alimentagcdo (DABAS et al.,2019;
GENOVESE, et al., 2016) e suas sementes sdo geralmente descartadas. Gerando
assim residuos organicos como casca, sementes e bagago, o que pode representar em
torno de 30% da massa inicial de frutas processadas (ATAIDE et al.,2021).

O reaproveitamento destes residuos pode contribuir para a redugao dos impactos
ambientais (JULICH et al.,, 2016) e ser potente recurso no enfrentamento das
arboviroses.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho € avaliar os metabdlitos secundarios e
atividade larvicida frente A. aegypti de extratos hidroalcodlicos padronizados obtidos das
sementes de Persea americana Mill e Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng),
consideradas subprodutos da utilizagdo dos frutos destas espécies. Os resultados

obtidos através do presente estudo, estao descritos nos capitulos 01,02, 03, 04 e 05.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral
* Realizar estudo quimico, larvicida frente as larvas de Aedes aegypti e de toxicidade
de extratos hidroalcodlicos obtidos com as sementes de Persea americana Mill. e
Theobroma grandfilorum Willd.
2.2 Objetivos especificos
o Pesquisar os metabdlitos secundarios presentes nos extratos hidroalcodlicos das
sementes das espécies de Persea americana Mill e Theobroma grandfilorum (Willd.
ex Spreng) através da prospecgao fitoquimica;
e Avaliar atoxicidade dos extratos estudados em organismos nao-alvo;
e Verificar a atividade larvicida dos extratos pesquisados;
e Contribuir com o reaproveitamento de residuos alimentares para o desenvolvimento
de bioprodutos no controle de arboviroses.
» Caracterizar o perfil quimico dos extratos estudados por cromatografia liquida.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ARBOVIROSES
11




Os arbovirus (ARthropod BOrne VIRUS) sdo motivos de grande preocupacao
para a saude publica em todo o mundo. Esse conjunto é formado por centenas de virus
que compartilham a caracteristica de serem transmitidos por artrépodes, em sua maioria
mosquitos hematofagos, embora ndo tenham necessariamente relagao filogenética. Os
virus mais importantes para a saude humana sdo os transmitidos por culicideos,
principalmente dos géneros Culex e Aedes, embora existam arbovirus transmitidos por
outros artropodes, como flebotomineos e também por carrapatos (DONALISIO et al.,
2017).

Os virus transmitidos por artropodes podem pertencer a varias familias como:
Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (RUST, 2012). Em
relagdo a dengue, esta doenga tem como agente um arbovirus do género Flavivirus da
familia Flaviviridae, do qual existem quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4
(FOGACA et al., 2019).

No Brasil, as arboviroses de maior destaque, além da Dengue virus sdo a Zika
(ZIKV), Chinkungunya(CHIKV) e Febre amarela urbana (OSSA et al., 2019), que sao
consideradas doencas de notificagdo compulsoria e estdo presentes na Lista Nacional
de Notificagdo Compulséria de Doengas, Agravos e Eventos de Saude Publica, unificada
pela Portaria de Consolidagao n° 4, de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Saude.
(BRASILa, 2019).

Sabe-se que a dengue é a doenga com maiores casos de infectados, sendo
controlada pelo manejo de vetores ou pela vacina, denominada de Dengvaxia, aprovada
em varios paises no mundo e demonstrou seguranca e eficacia na prevencgao dos quatro
sorotipos da dengue. No entanto, a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria(ANVISA)
contraindica que individuos que nunca tiveram a doenga sejam vacinados devido a
estudos no qual sugerem que pacientes sem historico de infecgdo apresentam riscos de
desenvolver a forma mais grave da doenca(BRASILb, 2019).

A incidéncia no mundo de dengue ampliou-se dramaticamente nas ultimas
décadas. Cerca de metade da populagao mundial esta em risco e ha cerca de 100 a
400 milhoes de infecgdes a cada ano. E os casos de obitos notificados entre o ano de
2000 e 2015 aumentaram de 960 para 4.032.( OMS, 2020).

Em 2019, a dengue atingiu 3,1 milhdes de casos notificados no mundo, o maior
recorde dos ultimos anos (OMS, 2020). Segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério
da Saude (2021), durante o periodo (29/12/2019 a 2/1/2021) foram notificados 987.173

casos provaveis (BRASIL, 2021). Na regiao nordeste apresentou incidéncia de (263,8
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casos/100 mil hab). Nota-se que a curva endémica dos casos de Dengue no Brasil no
ano de 2020 ultrapassa o numero de casos do ano de 2019. Contudo, na semana 12 do
ano de 2020, observa-se uma reducao de casos em relagao ao ano anterior. Essa queda
se deve a mobilizagdo das equipes de vigilancia epidemiologicas no enfrentamento a
pandemia do coronavirus (Covid-19), o que pode ter gerado subnotificacdes. Vale
lembrar que ainda ha receio da populagdo em buscar atendimento em unidade de saude
por conta do risco de contaminacao do coronavirus. (BRASIL, 2021).

A respeito dos dados da chikungunya até dezembro de 2020, foram notificados
82.419 casos provaveis, e a regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia 103,4
casos/100 mil hab. O Maranhao apresentou a segunda menor incidéncia de casos,
perdendo somente para o Piaui (BRASIL, 2021) que pode ser também por conta da
pandemia (BRASIL, 2021).

Acredita-se que a infeccdo pelo virus CHIKV possa contribuir para o
desenvolvimento de uma doenca inflamatdéria reumatica ou até mesmo colaborar para o
diagndstico precoce de artrite reumatoide e artrite psoriatica em pacientes suscetiveis.
A Chikungunya é considerada a arbovirose associada a maior grau de manifestagées
reumatoldgicas, com agravos principalmente na locomog¢ao dos pacientes que passam
a nao ter todos os movimentos, podendo acarretar até invalidez precoce (CASTRO et
al., 2016).

E quanto os registros de zika, 7.387 casos provaveis, sendo 609 casos provaveis
de zika em gestantes no pais no ano de 2020. A regido Nordeste apresentou a maior
taxa de incidéncia (9,2 casos/100 mil hab.) Salienta-se que nem todo registro positivo
para zika virus em gestantes apresenta como consequéncia um recém-nascido com
algum comprometimento neurolégico (BRASIL, 2021).

A infecgao por ZIKV normalmente é assintomatica, porém pode provocar quadros
leves como febre, erupgao cutanea, mialgia, artralgia e conjuntivite (LUCEY; GOSTIN,
2016). Todavia, desde 2013, na Polinésia Francesa, foi registrado um grande surto, dos
quais alguns apontavam complicagdes neurolégicas e autoimunes (I00S et al., 2014).

Dentre os quadros de maior preocupacao destaca-se o brasileiro, em virtude da
epidemia de microcefalia associada ao ZIKV, manifestada por um aumento de 20 vezes
em sua incidéncia nos periodos de 2014 a 2015 (MENEZES et al., 2016).

A contaminacao pelo virus Zika atinge todas as classes sociais de ambos os
sexos, com baixo indice de hospitalizagdes. Contudo ha registros de complicagdes

neuroldgicas tardia, como a sindrome de Guillain Barré(SGB) , além de alto risco de
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infeccao pelo ZIKV em gestantes por conta da ocorréncia de microcefalia em recém
nascidos ( SILVA et al., 2021).

O impacto das arboviroses na morbidade e mortalidade se intensifica a medida
que extensas epidemias pressupdéem grande numero de individuos acometidos, com
implicagdes sobre os servicos de saude, principalmente diante da auséncia de
tratamento, vacinas e outras medidas efetivas de prevencéo e controle (DONALISIO,
2017).

Por outro lado, pressdes ambientais conduzem a selecéo de linhagens de virus
que causam viremias mais intensas e, consequentemente, maior patogenicidade da
doenca, como é o caso do CHIKV (DONALISIO, 2017).

Vale ressaltar que perante ao cenario mundial da instalacdo da pandemia
causada por coronavirus em margo de 2020, em estudo realizado por Reegan(2020) na
india avaliou-se o impacto das medidas de isolamento social diante do controle vetorial
do mosquito Aedes aegypti e foi possivel constatar que os indices de transmissao

aumentaram ao longo desse periodo.

3.2 Aedes aegypti L.: aspectos gerais:

Aedes aegypti L. foi reconhecido pela primeira vez como vetor de arbovirus em
1900 em Cuba por Walter Reed, Carlos Finlay e James Carroll (REED E CARROLL
1901). Alguns anos depois, em 1906,Thomas Bancroft demonstrou que A. aegypti
também poderia transmitir DENVs ( SOUZA-NETO et al., 2019).

Apresenta ampla distribuicio e disseminagao em paises tropicais e sub-tropicais.
Pertence a familia Culicidae e da ordem Diptera, apresenta habitos antropofilicos, cujas
fémeas necessitam realizar hematofagia para a sua ovopostura, com ciclo bioldgico que
envolve ovo, larva, pupa e adulto (ZEQUI et al.,, 2018). Considerado o principal
responsavel pela disseminagcdo de arboviroses, como Dengue, Zika, Chikungunya e
Febre Amarela urbana (MAIA et al., 2019).

De origem africana, sua introducdo se remonta ao periodo Colonial,
possivelmente quando havia trafico de escravos, sendo que os primeiros casos de
Dengue foram registrados em 1865, Ja os casos de Chykungunia e Zika, tiveram seus
primeiros casos autdctones detectados em 2014 e 2015, especificamente todos na
Regiao Nordeste (TONIAZZO et al., 2016; ZARA et al., 2016; CAVALCANTI et al., 2018).

A maior parte das cepas de A. aegypti possuem preferéncia em picar humanos,

utilizam uma variedade de pistas sensoriais como, a presenga do calor, diéxido de
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carbono e odor corporal para idenficar hospedeiros em seu ambiente (MATTHEWS,
2019).

O ciclo de vida do vetor é formado por 4 fases: ovo, larva, pupa e adulto conforme
figura 1, sendo que o ovo pode sobreviver até 450 dias em locais secos, e quando
adicionada agua o mesmo volta se tornar ativo, o0 mosquito adulto sobrevive de 30 a 45
dias e eclode nas primeiras 24 horas de vida tanto na hora do v6o ou em locais
horizontais e verticais, depositados em agua limpa e paradas, desta forma é notavel a
dificuldade de erradicacao deste vetor (FILHO et al., 2019).

Figura 1: Ciclo de vida de Aedes aegypti.

Las crisalidas viven en el agua.
Demoran entre 2 y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos

con capacidad para volar.

Los mosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
que contenga agua.

Crisdlida Huevos

Cuando los huevos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacion, el cual puede
durar desde unos cuantos
dias hasta meses.

Las larvas viven en el agua.
Se convierten en crisalidas
en tan solo 5 dias.

Larva

FONTE: Romero & Wainer, 2019.

Morfologicamente, os adultos podem ser identificados por apresentarem um
clipeo com dois tufos de escamas branco-prateadas e o escudo ornamentado com
escamas branco-prateadas formando um desenho em formato de lira. Além disso, para
a diferenciagéo do sexo de acordo com figura 2, utiliza-se a morfologia da antena e a
estrutura do aparelho bucal, ou seja, os machos podem ser reconhecidos por
apresentarem antenas do tipo plumosa e palpos longos e as fémeas por possuirem
antenas do tipo filiforme e palpos curtos (SILVA, 2019).
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Figura 2: Diferenciacédo de sexo de Aedes aegypti.

Fonte:PINHEIRO et al.,2019.
E considerado um mosquito oportunista, aproveitando de todas as condi¢ées e

possibilidades favoraveis a sua reprodugéao, como: as altas temperaturas e aguas limpas
e paradas (SANTOS et al., 2019).

A contaminacdo do arbovirus € realizada através da picada da fémea do
mosquito, que precisa da albumina, substancia presente no sangue para completar o
processo de amadurecimento de seus ovos, sendo dessa forma, as fémeas
responsaveis pela transmissao de arbovirus. A maior parte das picadas aos seres
humanos acontece no inicio da manha e ao entardecer. Ele é considerado apenas o
transmissor da doenca (ACRUCHE et al., 2019, MOREIRA, 2016). A fémea apds picar
uma pessoa infectada com DENV, o virus se replica no intestino do mosquito. O tempo
que leva desde a ingestdo do virus até a transmisséao efetiva para um novo hospedeiro
€ denominado periodo de incubagao extrinseca (EIP) (OMS, 2020).

O EIP leva cerca de 8 a 12 dias até a transmissao de arboviroses, as variagdes
deste periodo sao influenciadas pela temperatura ambiente; magnitude das flutuagdes
diarias de temperatura, gendtipo do virus e carga viral. No entanto uma vez infectado, o
mosquito € capaz de transmitir o virus pelo resto da vida. (OMS, 2020).

Espera-se que a fémea se alimente de sangue a cada trés dias, pois € quando
completa seu ciclo gonotréfico. Cada ciclo pode resultar na produgao de, em média, 100
ovos. Em um més, portanto, ela pode depositar até mil ovos no ambiente de forma
dispersa (ACRUCHE et al., 2019).

A deposicao dos ovos é feita pela fémea do mosquito nas paredes de recipientes

e nao diretamente na agua, sao altamente resistentes, apds secarem, podem ficar até
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um ano nesses locais (LIMA et al., 2021). Eles eclodem em apenas 10 minutos de
contato com a agua. Por isso, recomenda-se que os individuos, além de evitarem deixar
recipientes com agua parada, limpem as paredes de recipientes com esponja e sabao.
Os criadouros sao principalmente pneus, latas, vidros, garrafas, vasos de flores, pratos
de vasos, caixas de agua, tonéis, latdes, cisternas, piscinas, tampinhas de garrafas,
bebedouros de animais, entre outros (ACRUCHE et al., 2019).

A forma adulta do mosquito desempenha um papel de destaque no cenario das
doengas infectoparasitarias em virtude de sua atuagdo como vetor de uma grande
variedade de organismos patogénicos e estdo intimamente relacionados com episodios
epidémicos dessas arboviroses em diversos paises, sobretudo os situados nas zonas

tropical e subtropical do planeta (VIANA et al., 2018).

3.3 CONTROLE DE ARBOVIROSES

Os recorrentes agravos de saude envolvendo o mosquito Aedes aegypti tém se
tornado alvo de grandes debates quanto aos métodos de controle, considerado a técnica
mais eficiente para a diminuicdo de casos de arboviroses, estimulado pela falta de
drogas especificas e de vacinas seguras para todas essas doengas. A falta de
saneamento e o descarte indevido de lixo, aliados a falta de cuidados com a limpeza de
terrenos, contribuem efetivamente para a proliferagdo desse mosquito e,
consequentemente, para o surgimento de epidemias (SANTOS et al., 2019).

A combinacgao entre um controle vetorial mais eficiente, que impacte na forca de
transmissao da doenga, com a vacinagado de grandes contingentes populacionais, que
diminua a propor¢ao de suscetiveis, parece ser uma estratégia promissora. No entanto,
realisticamente, a falta de uma vacina eficaz e custo-efetiva contra os quatro sorotipos
do DENV, indisponibilidade de tratamento e imunobioldgicos especificos contra o CHIKV
e ZIKV ainda afirmam o protagonismo do combate ao Aedes aegypti, como estratégia
central de contencao das arboviroses (NETO et al., 2016).

O controle de vetores pode ser realizado por meio de abordagens educacionais,
mecanicas, biolégicas e quimicas (BELLINATO et al., 2016). As agbes educacionais
buscam conscientizar a populacdo sobre os locais e atividades que visam modificar os
ambientes propicios a sobrevivéncia da populacdo de mosquitos e podem ser
complementadas com outras medidas de controle (SILVA, 2019). O controle mecanico
baseia-se na eliminagdo ou na protecdo adequada de potenciais criadouros; o controle

biolégico faz uso de predadores de larvas, peixes pequenos ou formulagdes com
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bactérias patogénicas, como Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) (BELLINATO et
al., 2016).

As acbes quimicas consistem no uso de inseticidas contra larvas ou adultos do
vetor. Os principais produtos quimicos estdao relacionados as classes dos
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides que agem no sistema
nervoso central, assim como os reguladores de crescimento de insetos (IGRs) ( SILVA,
2019).

O uso intensivo e prolongado de inseticidas pode selecionar espécimes
resistentes nas populacdes de vetores naturais, diminuindo a frequéncia de individuos
suscetiveis e reduzindo a variabilidade das populacgdes. A resisténcia secundaria pode
derivar de diferentes mecanismos, sendo as principais modificagdes nos locais de
destino e maior capacidade de desintoxicar compostos xenobioticos; o primeiro
mecanismo é conhecido como resisténcia ao local alvo e o outro como resisténcia
metabdlica (BELLINATO et al., 2016).

Em estudo realizado por Gomes (2016) foi identificado populagao de larvas A.
aegypti resistentes ao inseticida temephos em larvas de estagio 3 em algumas cidades
do Sul do Brasil. Nota-se que a resisténcia a inseticidas € um evento de adaptacao
evolutiva mais rapido ja observado (GENEROSO et al., 2020).

Constata-se uma forte dependéncia de inseticidas para o controle do mosquito
adulto, especialmente durante os surtos de doenga, provocando a resisténcia
generalizada a esses produtos quimicos (OMS,2017). O seu uso tém se tornando
ineficientes contra essas espécies de mosquitos, além apresentarem efeito acumulativo
no ecossistema, podendo causar maleficios a fauna e a flora da regido afetada e, em
longo prazo, aos seres humanos (SANTOS et al., 2018).

Assim, o desenvolvimento de inseticidas a partir de vegetais mostra-se
promissor. As espécies de plantas podem ser utilizadas como pés, extratos ou éleos
essenciais e apresentam vantagens como a auséncia de residuos sintéticos (ALBIERO
etal., 2019).

Os metabdlitos secundarios presentes em algumas plantas mostram acgao
inibitéria de crescrimento de insetos (ANDRADE et al., 2021), pesquisas indicam que
extratos e 6leos essencias extraidos de diversas espécies da flora possuem efeito
larvicida contra o mosquito A. aegypti. Algumas familias se sobressaem-se neste
contexto, tais como: Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae, Boragineceae,

Caesalpinoideae, Cupressaceae, Erythroxylaceae, Fabaceae, Lauraceae,
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Meliaceae, Monimiaceae, Moraceae, @ Phrymaceae, Piperaceae, Rutaceae,
Simaroubaceae, Sterculiaceae, Targionaceae, Taxodiaceae e Zingiberaceae (GARCIA
etal., 2013).

3.4 PROSPECGAO DE PRODUTOS NATURAIS DE ORIGEM VEGETAL

A biodiversidade do Brasil é extremamente vasta, mas apenas uma pequena
fragdo das suas potencialidades é adotada para pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos. As plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios podem
representar a oportunidade de elaboragdo de tratamentos eficazes e de baixo custo
(SOUSA et al., 2017).

O uso de produtos naturais € tdo antigo quanto a humanidade (PINTO et al.,
2002). O homem em busca da cura de enfermidades passou a utilizar produtos vegetais
em forma de infusdo ou como condimentos. Através deste uso informal de produtos
naturais, os primordios realizaram grandes descobertas que hoje se tornaram o centro
dos estudos da quimica e da medicina moderna (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A maioria dos farmacos de origem natural utilizados atualmente, séo oriundos da
chamada medicina tradicional, o0 que demonstra que as substancias de origem vegetal
tém papel essencial na obtengdo de medicamentos e que, partindo do conhecimento
popular, podem ser obtidos bons resultados (FERNANDES et al., 2019).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, 80% da populagéo de paises em
desenvolvimento utiliza plantas na atengao primaria a saude. No Brasil, acredita-se que
90% da populagdo ja utilizou produtos naturais de origem vegetal com finalidade
terapéutica. A rica biodiversidade brasileira e as herangas culturais de indios, negros e
europeus contribuem para que as plantas sejam consideradas uma area estratégica
para o desenvolvimento do pais (ROSA et al., 2016).

Nesse sentido, extratos e 6leos essenciais obtidos de plantas vém sendo
testados para o controle de insetos em virtude de sua elevada seletividade, degradacao
a produtos nao toxicos, ou de baixa toxicidade a organismos n&o alvos e ao meio
ambiente e menor probabilidade de desenvolvimento de resisténcia pela complexidade
da sua composi¢do. Esses produtos, provavelmente, contém fitoquimicos com agao
inseticida, os quais sao, predominantemente, metabdlitos secundarios produzidos em
resposta a certas condicbes ambientais, podendo atuar, em todas as fases do
desenvolvimento do inseto, inclusive no estagio adulto (VIANA et al., 2018).

A analise fitoquimica preliminar busca caracterizar os compostos quimicos
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presentes nas plantas, produtos do metabolismo secundario vegetal. Esses metabdlitos
servirdao como indicadores quimicos da espécie, ou até da localizagdo no qual foi
cultivada. Apds a identificagdo da composi¢ao quimica da droga vegetal, pode-se tragar
possiveis métodos para a extragao e os procedimentos para producao de fitofarmacos
(RODRIGUES et al., 2016).

O estudo fitoquimico ganha mais importancia quando ndo ha desconhecimento
sobre a composi¢cao quimicos de espécie de interesse popular, para verificar a qualidade
da droga vegetal e também fornecer dados uteis para o conhecimento da biodiversidade
e filogenética das plantas sdo, portanto, estudos preliminares e basicos dentro da
Fitoquimica, Farmacognosia e produgdo de medicamentos (SOARES et al., 2016).

A abordagem fitoquimica tem contribuido de forma fundamental para a produgéo
de fitoterapicos que se caracterizam pelo fitocomplexo ou mesmo com o isolamento e
da identificagao estrutural de compostos farmacologicamente ativos, facilitados pelo
continuo aperfeicoamento de métodos cromatograficos e espectroscopicos, este para
obtencdo de medicamentos especificos, com o fitofarmaco como insumo farmacéutico
ativo (PEDROSO et al.,2021). O desenvolvimento de novas técnicas de extragao,
isolamento e elucidacdo estrutural tem renovado o interesse das industrias
farmacéuticas por produtos naturais (LIMA et al., 2018).

Mesmo sendo o maior interesse no estudo das plantas para o desenvolvimento
de novos medicamentos, estas também podem ser empregadas em outros setores
como alimentagao, producdo de cosméticos e materias de limpeza, perfumaria e
também no controle de vetores de doengas, como Aedes aegypti (CARNEIRO et al.,
2014).

3.5. BIOPROSPECGAO DE AGENTES LARVICIDAS

Os metabdlitos secundarios das plantas sdo evoluidos como mecanismo de
protecdo contra herbiboros ou microorganismos, constituem substancias toxicas que
provocam uma resposta sobre alvos moleculares. Este estimulo pode provocar efeito
farmacoldgicos benéficos ou de toxicidade. Em relag&o a esses efeitos toxicos, interessa
a agao sobre mosquitos transmissores de doengas, como A. aegypti, com provavel
mecanismo de agao alterando a fisiologia do mosquito e consequentemente causando
uma anormalidade o sistema nervoso (SENTHIL-NATHAN S, 2020).

Os agentes que podem apresentar toxicidade frente Aedes aegypti podem atuar

em alguma fase de seu ciclo de vida ou em varias e esses produtos sdo denominados
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inseticidas. Os representantes dos inseticidas que agem na fase larval do mosquito sao
denominados larvicidas e quando a ag¢ao é na fase adulta chamam-se adulticida. Em
fungcado da nao popularidade desse denominagao adulticida, estes sao mais conhecidos
como inseticidas, mesmo sabendo que o inseticida pode agir em outras fases do inseto
(ZARA et al., 2016).

Os agentes larvicidas derivados de produtos vegetais oferecem uma fonte
promissora de produtos mais seguros para o controle vetorial por reduzir a degradagéao
dos recursos naturais e minimizar o esgotamento do ecossistema. Sdo vantajosos por
serem ambientalmente seguros, normalmente ndo toxicos para organismos n&o-alvo,
e por serem misturas sinérgicas de compostos ativos, presentes nos extratos e 6leos
essenciais, obtidos de plantas, induzem diversos mecanismo de acio e resultam em
menor resisténcia a pragas ( SILVERIO et al., 2020).

A OMS divulgou as diretrizes para testes laboratoriais e larvicidas, com o
propodsito de padronizar a forma para analise dos mecanismos de agao dos larvicidas
em geral. Este documento estabelece as fases sequenciais para avaliar compostos de
larvicida e sua preparacdo. E indicado que as pesquisas iniciem em laboratério para
definir o potencial das amostras testadas. Em seguida, testes de campo de pequena e
grande escala devem ser efetuados para avaliagédo do impacto em organismos n&o-alvo,
bem como a eficacia e efeitos resduais em distintos ambientes ecoldgicos. Essa
diretrizes demonstram que a poténcia de um produto quimico contra determinadas
especies de larvas de mosquitos pode ser comparada com outros inseticidas
(OMS,2005).

Diferentes autores elaboraram seus proprios parametros para caracterizar o
poder dos larvicidas oriundos de produtos naturais (CHANTRAINE et al., 1998;
MASSEBO et al., 2009; MAGALHAES et al., 2010). KOMALAMISRA et al., (2005)
estabelece que os produtos com LCso < 50 mg/L ativo, 50 mg/L < LCso < 100 mg/L
moderadamente ativo, 100 mg/L < LCso < 750 mg/L eficaz, e LCso > 750 mg/L inativo.
Ja Kiran et al.,(2006) considera compostos com LCso < 100 mg/L como agentes com
efeito larvicida expressivo e Cheng et al., (2003) classificou como n&o ativos os
compostos com LCso > 100 mg/L, ativos os com LCso < 100 mg/L e altamento ativos os
com com LCs0 < 50 mg/L.

Dias & Moraes (2013) avaliaram 361 6leos essenciais de 269 espécies vegetais
e constataram que 60% dos O6leos testados demonstraram atividade larcivicida.

Comprovando assim o potencial biolégico de compostos oriundos de vegetais e no
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controle vetorial.

Al-Meknhlafi et al (2021) avaliou o extrato de semente de Peganum harmala com
solvente acetato de etila frente ao Culex pipiens (Diptera: Culicidae) apresentando LCso
de 314,88 ppm com 24 horas de exposig¢ao. Ahinde et al., (2020) evidenciou atividade
larvicida no 6leo presente nas sementes de plantas do género Azadirachta.

Nota-se que o uso de extratos e dleos essenciais de origem vegetal podem ser
adotados como fortes agentes larvicidas, sendo necessarios mais estudos sobre
seguranga e produgao tecnolégicas de produtos aplicaveis nos campos ( LUZ et al.,
2020).

3.6 REAPROVEITAMENTO DE SUBPRODUTOS

O rapido crescimento da populagdo mundial associado com a urbanizagao
acelerada e industrializagao tem levado ao grande descarte de residuos solidos. Diante
dessa tendéncia, os sistema de gestao de residuos precisam adotar novas perspectivas,
como a reutilizagdo e a reciclagem que tem se mostrado alternativas promissoras
(CHEN et al., 2020).

Grande parte dos residuos solidos sao descartadas de maneiras convencionais,
como em aterros sanitarios ou incineragao, que séo formas n&o sustentaveis, devido ao
espaco limitado e os impactos ambientais como pelo aquecimento global por gerar mais
gas carboOnico, aumentando efeito estufa (CHEN et al., 2020).

O processamento de produtos oriundos da agroindustria produz ao longo de sua
cadeia produtiva, toneladas de residuos organicos agroindustriais, ocasionando
diversas pendéncias ambientais decorrentes do seu acumulo e despejo em locais
inapropriados. No entanto, esta quantidade de subprodutos gerados apresenta um
grande potencial a ser explorado (CORREA et al., 2019).

Calcula-se que o processamento de frutas para produgao de sucos e polpa gera
entre 30 e 40% de residuos agroindustriais. O Brasil encontra-se em terceiro lugar do
rank mundial em produgdo na area de da fruticultura. O reaproveitamento desses
residuos € um dos maiores polos de investimentos, tem sido alvo de varios estudos o
que contribui para o conhecimento sobre o seu grande potencial e seus valores
nutricionais uma vez que 0s mesmos apresentam uma grande taxa de nutrientes
essenciais, que agem no combate contra diversas doengas degenerativas, melhorando
a saude humana (FRANCO, et al., 2015)

Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO estima que a
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producdo mundial de residuos agroindustriais atinja 1,3 bilhdo de toneladas por ano,
dando conta que, 1/3 dos alimentos potencialmente destinados ao consumo humano
sao desperdi¢cados, seja como residuos, oriundos do processamento ou como perca na
cadeia produtiva (FAO, 2013).

Segundo um estudo publicado pela Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAQO), o desperdicio alimentar ocorre ao longo de toda a cadeia de
aprovisionamento alimentar, desde a produgdo agricola até ao consumo final em
ambiente familiar. O mesmo indica que nos paises industrializados mais de 40% dos
alimentos sao desperdicados nas etapas correspondentes a distribuicdo e consumo
(PINHO et al., 2019).

Destaca-se, aqui, a categorizagdo do desperdicio alimentar gerado em trés
grupos distintos, “evitavel’, “possivelmente evitavel” e “ndo evitavel’. A primeira
corresponde ao desperdicio de alimentos que estariam aptos para consumo, a segunda
ao desperdicio gerado por distintos habitos de consumo e preparagao e a ultima
classifica o desperdicio constituido por por¢cdes de alimentos que nao sado aptas para
consumo em circunstancias normais, os subprodutos (MARTINS et al,2014; QUESTED
et al.,2009).

Os residuos do beneficiamento de alimentos surgem durante o preparo destes,
para a sua conversao em produtos alimenticios. Pertencem a este tipo, os residuos que
nao se integram aos produtos como componentes e que por esse motivo necessitam
serem deles excluidos. Este tipo de residuo é eliminado dos alimentos durante o seu
processamento e, por estratégias tecnoldgicas se tornam subprodutos (FILHO et al.,
2017).

A Politica Nacional de Residuos Sdélidos (PNRS) estabelece dentre o rol de
tecnologias para a destinagcdo final ambientalmente adequada dos residuos: “A
reutilizagdo, a reciclagem, a compostagem, a recuperagdo e o aproveitamento
energético ou outras destinagdes admitidas pelos drgaos competentes do SISNAMA, do
SNVS e do SUASA, entre elas a disposicao final”. A compostagem e a biodigestdo (com
ou sem conversao energética) sdo as tecnologias mais recomendadas mundialmente
para a reciclagem dos residuos organicos ( ZAGO et al., 2019).

O Diagnéstico do Manejo de Residuos Urbanos - 2015, elaborado pela Secretaria
Nacional de Saneamento Ambiental do Ministério das Cidades, indicou que, das
77.997.025 toneladas de residuos que chegaram a alguma unidade de processamento

(aterros sanitarios, aterros controlados, lixdes, unidades de triagem etc.), apenas 0,3%
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foram conduzidas as unidades de compostagem existentes no pais (BRASIL, 2015).

O reconhecimento dos residuos organicos considerados subprodutos pode
auxiliar na solugao de graves problemas ambientais como degradacao do solo, eroséao
e mudancas climaticas.(ZAGO et al., 2019). Além de movimentar a economia pode ser
uma valiosa possibilidade no combate de doencas como as arboviroses.

O reaproveitamento de subprodutos na alimentagdo humana, esses subprodutos
podem ser investigados quanto a sua composicdo quimica e possivel efeito
farmacoldgico para produgao de novos medicamentos ou efeitos biolpogicos, podendo
serem empregados no controle de vetores de doengas como A. aegypti.

3.7 Persea americana (abacateiro)

O abacate (Persea americana Mill) € um fruto originado do continente americano,
amplamente produzido no territério brasileiro. E uma espécie vegetal pertencente a
familia Lauraceae, conhecida popularmente como abacateiro, apresentando porte
arboéreo e distribuicdo nas Américas Central e do Sul. (FERREIRA et al., 2008). E
cultivado em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, particularmente no
México, Indonésia, Estados Unidos, Brasil, Chile, Colédmbia, Republica Dominicana,
Peru e Etiépia. A producéo brasileira é distribuida nas regides Sudeste, Nordeste e Sul,
e o estado de Sao Paulo é o maior produtor seguido pelos estados do Parana e Espirito
Santo ( PAIXAQ et al., 2016).

O abacate é considerado uma fruta extremamente popular com diversos
conteudos bioquimicos, sao amplamente utilizados nas industrias alimenticia,
nutracéutica, farmacéutica e cosmética. Além disso, suas a¢gdes que promovam a saude
tém sido investigadas em uma série de estudos pré-clinicos e clinicos nas ultimas
décadas (BHUYAN et al., 2019). Difere dos demais frutos, por ndo amadurecer na
arvore, mas apenas apos a colheita (ARAUJO et al., 2018). Os tipos mais conhecidos e
comercializados séo as variedades Hass e Fuerte (LITZ et al., 2007; SIAP, 2015).

A semente de abacate representa 13-18% da fruta, na sua composigao
apresenta grandes quantidades de compostos fendlicos proporcionando maior atividade
antioxidante e, consequentemente, podem estar envolvidos na defesa contra patégenos
(KOSMANN et al., 2017).

Normalmente é subutilizada e representa grande parte da fruta, portanto, seu uso
pode ser uma alternativa para reduzir o custo de producédo de 6leo comestivel. No

entanto, o principal problema no uso de sementes de abacate € a presenca de
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compostos fendlicos que exibem toxicidade. Estudos demonstraram que as sementes
podem ser utilizadas na alimentagdo de animais monogastricos apos a extragao dessas
substancias com etanol. O extrato pode apresentar atividade antioxidante, uma vez que
os niveis de fendlicos nas sementes variam de 2,3 a 5,7% (DUARTE et al., 2016).

Sua composi¢ao apresenta uma fonte promissora de amido, dependendo da
variedade de abacate, o seu teor presente na semente varia entre 7,8 a 29,3% em uma
base seca (MACENA et al., 2020).

O caroco do abacate que compreende a semente e o endocarpo do fruto
endurecido formando uma estrutura so, sado consideradas subprodutos que
normalmente descartados. Observa-se que os residuos da industria alimenticia podem
causar problemas ecolégicos, que apesar de serem organicos, o seu acumulo em
aterros sanitarios pode gerar gases, ocasionando mal cheiro e contribuindo com a
proliferagdo de patogénicos, sendo prejudicial a saude. Além disso, ha perdas
econdmicas devido ao alto custo de transporte desses subprodutos para as areas de
aterros sanitarios (LEITE et al., 2009).

Esse fruto tem sido reconhecido por seus beneficios a saude, especialmente em
funcdo dos compostos presentes na fragdo lipidica, como &cidos graxos émega,
fitoesterois, tocoferois e esqualeno. Estudos tém demonstrado os beneficios do abacate
associado a uma dieta balanceada, principalmente, na redugdo do colesterol e na
prevencao de doengas cardiovasculares, foi evidenciada uma redugédo média de 17%
nos niveis de colesterol no sangue em um estudo no México com 45 voluntarios que
consumiram abacate uma vez por dia durante uma semana (DUARTE et al., 2016).

Em analise realizada por Alkhalaf (2019), em extrato lipidico da semente de P.
americana foi evidenciado agédo antioxidante, antiinflamatério e anticancerigena
notavelmente significativas, em comparagdo com um extrato lipidico da fruta. Em virtude
das altas porcentagens de hidrocarbonetos, esterdis e acidos graxos insaturados. Sao
considerados resultados promissores no qual demonstram utilizacdo das partes
residuais da planta (ALKHALAF et al., 2019).

O Programa Nacional de Pesquisas de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF), reconhece o uso popular das folhas da P. americana na forma de cha. Sua
principal indicagao popular reconhecida pelo PPPMF é o efeito diurético (BRASIL, 2009).
Um estudo pré-clinico realizado com o extrato aquoso das folhas de P. americana
indicou que o extrato possui efeitos analgésicos e antiinflamatérios (MARTINS et al.,

2017).
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A espécie P. Americana é utilizada na medicina tradicional no combate de
diversas doengas por apresentar atividades vasorelaxante, analgésica, anti-inflamatoria,
antioxidante, anti-hepatotoxica, anti-hipertensiva, antioxidantes, anti-hipertensiva,
anticonvulsivante (YASIR; DAS; KHARYA, 2010), anticoagulante (RODRIGUEZ-
SANCHEZ et al., 2015) e no auxilio da diminuigdo das concentragdées glicémicas (LIMA
et al., 2012).

Grande parte dos estudos envolvendo esta espécie foi realizado com folhas e
polpa, ainda s&o escassos pesquisas com a semente. No entanto no Brasil, as sementes
sao utilizadas popularmente no combate a infecgdes e processos inflamatorios no trato
gastrointestinal ainda sem base cientifica (ATHAYDES, 2018).

Em estudo realizado por Schellin et al.,(2021) avaliou a composi¢ao quimica de
extratos etandlicos das sementes de P. Americana, constatou uma grande quantidade
de compostos ativos comparados com a casca, folha e polpa da fruto, destacando a
presenca de a tocoferol; ésteres de acido graxo 2,3,4; 5 3-tocoferol; 6 trienol; 7-tocoferol;
8 - éster de acido graxo.

3.8 Theobroma grandiflorum ( cupuaguzeiro)

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Willd. ex Spreng) € uma espécie da
regido Amazébnica, pertencente a familia Malvaceae, € uma das mais promissoras
plantas frutiferas, com plantios consideraveis nos estados do Para e do Amazonas. Ele
também é encontrado em estado silvestre na parte do Sul e Sudeste da Amazénia
Oriental, mas atualmente estd disseminado por toda a bacia Amazénica, Norte do
Maranhdo e ocasionalmente em outros paises como Colémbia, Venezuela, Equador,
Costa Rica e Peru. Seu uso como alimento pode ser em variadas formas, como: sucos
e doces (MENDONCA et al.,2018).

Possui grande importéncia econémica no Brasil, com imenso potencial em nivel
internacional devido aos multiplos usos de suas sementes e celulose. A polpa é usada
na industria para producao de doces, sorvetes, licores e sucos, enquanto as sementes
sdo usadas para a fabricacdo de um produto semelhante ao chocolate chamado

cupulate, bem como na industria de cosméticos (GENOVESE, et al., 2016).
26




As sementes de T. grandiflorum em média contém 36 unidades por fruto,
apresentam 2,5 cm de comprimento por 0,9 cm de espessura, superpostas em cinco
colunas em torno de um eixo central. Estao envolvidas por uma abundante polpa branco-
amarelada de sabor acido e cheiro agradavel (GENOVESE, et al., 2016).

Em pesquisa de campo realizada em julho de 2013, nas residéncias dos
moradores do bairro do Sossego no distrito de Maruda -PA sobre plantas medicinais e
seu uso popular, o fruto da Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) foi citado em
tratamento de diarreia, vermicidas e hemorroidas ( FLOR et al., 2015).

Em estudo realizado por Oliveira et al, 2012, demonstrou que o uso de licores de
cupuacu possa contribuir para a reduc¢ao da hipertrigliceridemia causada pela falta de
insulina, a ingestdo cronica de cupuacgu foi eficaz na melhoria do perfil lipidico e na
melhora do status antioxidante em ratos diabéticos com perfil lipidico em
estreptozotocina. E que a presencga de compostos fendlicos no cupuacgu foi associada a
beneficios para a saude humana, incluindo aumento da capacidade antioxidante
plasmatica e menor peroxidacdo lipidica, um mecanismo de protecdo em doencas
cardiacas.

Embora tenham varias utilizacdes para a semente do cupuacu, ainda nao foi
evidenciado estudos com semente para atividade larvicida. Também considerado um
subproduto pois nao ha o aproveitamento total das mesmas quando da obtencao da
polpa de cupuagu para a industria de alimentos (FRANCO, et al., 2015). Faz-se
necessario explorar os metabdlicos secundarios de sementes de Theobroma
grandiflorum para corroborar com o controle vetorial assim como contribuir com a

reciclagem de produtos organicos.

3.9 ECOTOXICIDADE

As plantas geram uma grande variedade de substancias quimicas que podem
apresentar diversas atividades biologicas e constituem um recurso terapéutico relevante
para uma parcela significativa da populacdo mundial que, ndo tem acesso aos
medicamentos industrializados( CAMPOS et al., 2016).

E importante destacar que o uso de plantas exige a realizacdo de ensaios de
toxicidade para verificar a seguranga nessa utilizacdo. Nesse propdsito, tem sido
estimulado o desenvolvimento de ensaios in vitro para determinar a possivel toxicidade
das plantas e seus produtos derivados (ROSA et al., 2016).

Dentre esses testes, merece destaque o bioensaio com Artemia salina Leach que
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constitui um microcrustaceo cosmopolita de agua salgada, com facilidade de
reproducao, o que favorece seu uso em ensaios de toxicidade, pode indicar possiveis
acoes bioldgicas como anticancerigena, inseticida, moluscicida e antifungica (LUNA et
al., 2005).

E um teste de baixo custo, rapido, eficiente e requer uma pequena quantidade de
amostra, ndo necessita de métodos assépticos, nem a utilizacdo de equipamentos
especiais. A sua simplicidade favorece a sua utilizagdo rotineira, podendo ser
desenvolvido no proprio laboratério (SIQUEIRA et al., 1998).

Este bioensaio detecta uma ampla faixa de atividades biolégicas e uma
diversidade de estruturas quimicas, pode ser utilizado como uma analise inicial do
potencial citotéxico de novos compostos (ROSA et al., 2016).

Uma das principais metodologias empregadas nos testes de A. salina para
avaliagao de extratos e fragdes de produtos naturais foi proposta por Meyer em 1982.
Esta metodologia € uma das mais citadas e utilizadas para adaptagdes (ROSA et al.,
2016).

Estudo realizado por Meyer et al., (1982) considera toxica substancias que
apresentam valores de DL (dose letal) abaixo de 1000 ppm (ug/mL) em Artemia salina.
Normalmente os testes de toxicidade sao elaborados com objetivo de avaliar ou prever
efeitos toxicos em sistema bioldégicos e dimensionar a toxicidade relativas de
substancias (FREITAS et al., 2018).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CAPITULO 1 :CARACTERIZAGAO E ESTRATEGIAS NO CONTROLE DAS
ARBOVIROSES TRANSMITIDAS POR Aedes aegypti: UMA REVISAO.

Revista: Editora Atena
Aceito em: 01/04/2021
Publicado em: 05/05/2021

RESUMO

A reemergéncia de doengas transmitidas por artropodes, denominadas arboviroses, tem
sido um dos problemas de saude publica mais importantes, principalmente em paises
tropicais. Dentre os vetores mais dispersos no mundo, Aedes aegypti L. se destaca,
sendo o transmissor de doengas importantes como Dengue, Febre Chikungunya e Febre

Zika e Febre Amarela urbana. Este mosquito apresenta ampla distribuicdo geografica e
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sua expansao € influenciada pela acelerada urbanizagcédo, auséncia de saneamento
basico, destinagdo inadequada de dejetos, aumento do numero de recipientes néo
biodegradaveis e de descarte inadequado de residuos solidos. Pela auséncia de
medicamentos especificos para estes virus e de vacinas eficazes e seguras para grande
parte deles, segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a melhor estratégia para
diminuir as arboviroses é controlar os seus vetores através do uso de inseticidas e
larvicidas sintéticos. O emprego dessas substancias tem demonstrado ineficiente na
contengdo da propagagao dos mosquitos, além de serem formas nao sustentaveis e
toxicas aos vertebrados. A principal desvantagem do uso desses produtos € a alta
resisténcia que o mosquito pode desenvolver de forma rapida, tornando-os ineficazes
para esse fim. Dessa forma, métodos alternativos de controle dessas doengas vém
sendo pesquisados, destacando-se os vegetais que apresentam biossintese bastante
diversificada e que podem representar alternativas viaveis, ecologicamente seguras e

de baixo custo no controle dessas arboviroses.

PALAVRAS-CHAVE: Arboviroses, Aedes aegypti , larvicida, produtos naturais,
compostos fitoquimicos.

ABSTRACT

The reemergence of arthropod-borne diseases,called arboviruses, has been the most
important public health problem, mainly in tropical countries. Among the most dispersed
vectors in the world, Aedes aegypti stands out, being the transmitter of important
diseases such as Dengue, Chikungunya Fever and Zika Fever and Fellow Fever. This
mosquito had wide geographical distribution and its expansion is influenced by
accelerated urbanization, lack of basic sanitation, inadequate disposal of waste, an
increase in the number of non-biodegradable containers and inadequate solid waste
disposal. Due to the absence of safe vaccines for most of them, according to the World
Health Organization, the best strategy to reduce arboviruses is to control their vectors
through the use of these substances has shown to be inefficient in containing the spread
of mosquitoes, in addition to being unsustainable and toxic to vertebrates. The main
disadvantage of using these products is the high resistance that the mosquito can
develop quickly,making them ineffective for this purpose.Thus, alternative methods of
controlling these diseases have been researched, highlighting the plants that present a
very diversified biosynthesis and that may represent viable, ecologically safe and low

cost alternatives in the control of these arboviruses.
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos observa-se a reemergéncia de doengas transmitidas por mosquitos,
denominadas arboviroses, causadas por arbovirus, com destaque para a Dengue, Febre
de Chikungunya, Febre Amarela e Febre de Zika em varios paises das Américas e em
outras regides tropicais. A entrada desses virus no Brasil, pais ja endémico para a
Dengue, representa um grande desafio para a saude publica, pois todos estdo
suscetiveis as infecgbes e ainda nao existem antivirais especificos, tampouco vacinas
para prevencao isentas de efeitos colaterais (VIANA et al., 2018).

Dengue, chikungunya, febre amarela, Zika e febre amarela em ciclo silvestre e urbano
sdo doengas de notificagdo compulséria e estdo presentes na Lista Nacional de
Notificagdo Compulséria de Doengas, Agravos e Eventos de Saude Publica, unificada
pela Portaria de Consolidagao n° 4, de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Saude
(BRASIL, 2019).

O mosquito Aedes aegypti é vetor transmissor de diversas arboviroses, apresenta ampla
distribuicdo geografica e sua expansao sofre influéncia de fatores ambientais e sociais,
entre os quais o clima, a densidade demografica, a atividade econémica. Deve-se
ressaltar também o aumento da producédo de veiculos automotores, que traz como
consequéncia descarte inadequado de pneus usados, que acabam sendo grandes
criatorios do vetor (VALLE et al., 2015).

As estratégias utilizadas para o controle vetorial, seja por controle quimico do vetor A.
aegypti tanto na sua fase adulta (adulticidas) e como na sua fase larvaria (larvicidas)
sdo o uso rotineiro de larvicidas sintéticos para reducao de formas imaturas e borrifagao
de adulticidas em periodos de alta transmissao, ao longo do tempo essas agdes tém-se
mostrado ineficazes na contencao da propagacao além de serem consideradas formas
ndo sustentaveis e toxicas aos vertebrados (SILVA et al., 2016).

O inseticida quimico apresenta efeitos negativos ocasionados pelo seu uso continuo.
Dessa forma, busca-se utilizar alternativas consideradas ecologicamente mais seguras
e satisfatérias, para controlar insetos de importancia médica e agricola. Em meio a
estas, ressalta-se os agentes bidticos, tais como algumas espécies de peixes e insetos
predadores, além de protozoarios, bactérias, fungos, crustaceos, entre outros (SILVA et
al., 2019).

Dentre os agrotoxicos utilizados destaca-se o da classe dos organofosforados, os quais
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age nas populagdes do A. aegypti na sua fase adulta e larvaria, combate de forma focal
e através de aspersao aeroespacial (SANTOS et al., 2019). No entanto, em estudo
realizado por Silva e colaboradores (SILVA et al., 2019) demonstrou que as populagdes
de A. aegypti apresentaram uma resisténcia bem estabelecida, uma vez que a
porcentagem média de mortalidade apresentou uma taxa abaixo de 80%. Os
organofosforados sdo inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), podem causar
danos no sistema nervoso do ser humano e apresenta efeito acumulativo no
ecossistema (BARBOSA et al., 2018).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) tem reforcado a necessidade de integrar
diversas abordagens, propondo a estratégia de Manejo Integrado de Vetores (MIV)
como forma de obter melhores resultados, tanto na redug¢ao da abundéancia do vetor
quanto na contengao das doengas vetoriais (SILVA et al., 2016). Uma das propostas &
a utilizacao de produtos naturais de origem vegetal com agao inseticida, uma vez que
sao fontes de substancias bioativas e facilmente biodegradaveis. Extratos e 6leos
essenciais obtidos de plantas vém sendo testados para o controle de insetos em virtude
de sua elevada seletividade, degradagao a produtos néo téxicos ou de baixa toxicidade

a organismos nao-alvos e ao meio ambiente (VIANA et al., 2018).

2. CONCEITO

Os arbovirus (ARthropod BOrne VIRUS) sdo motivos de grande preocupagao em saude
publica em todo o mundo. Esse conjunto € formado por centenas de virus que
compartilham a caracteristica de serem transmitidos por artropodes, em sua maioria
mosquitos hemato6fagos, embora ndo tenham necessariamente relagéo filogenética. Os
virus mais importantes para a saude humana sdo os transmitidos por culicideos,
principalmente dos géneros Culex e Aedes, embora existam arbovirus transmitidos por
outros artropodes, como flebotomineos e também em carrapatos (DONALISIO et al.,
2017).

Os virus transmitidos por artropodes pertencem a varias familias como: Bunyaviridae,
Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (RUST, 2012). Em relagdo ao
virus, a dengue tem como agente um arbovirus do género Flavivirus da familia
Flaviviridae, do qual existem quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4
(FOGACA, et al.,, 2019). Sao virus de RNA que, representam uma grande ameaca
humana e a populagao mundial esta em risco de infecgao por varios tipos de flavivirus:

nos Estados Unidos, o virus do Nilo Ocidental (WNV) é a principal causa de infecgdes
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por arbovirus e ja causou mais de 2000 casos confirmados em 2017 (GOODMAN et al.,
2019).

3. EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia no mundo de dengue ampliou-se dramaticamente nas ultimas décadas.
Cerca de metade da populagédo mundial estd em risco e ha cerca de 100 a 400 milhdes
de infecgdes a cada ano. E os casos de 6bitos notificados entre o ano de 2000 e 2015
aumentaram de 960 para 4.032(OMS, 2020).

Segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude (2020), durante o periodo do
dia (29/12/2019 a 06/06/2020), foram notificados 823.738 casos provaveis (taxa de
incidéncia de 392,0 casos por 100 mil habitantes) de dengue no pais. Destaca-se que a
curva epidémica da dengue dos casos provaveis no ano corrente ultrapassa o numero
de casos do mesmo periodo para o ano de 2019 (BRASIL, 2020).

Em relagao aos dados de chikungunya, foram notificados 40.352 casos provaveis (taxa
de incidéncia de 19,2 casos por 100 mil habitantes) no pais. As regides Nordeste e
Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia, 36,6 casos/100 mil habitantes e
19,6 casos/100 mil habitantes. Sobre a febre zika, foram notificados 3.692 casos
provaveis (taxa de incidéncia 1,8 casos por 100 mil habitantes) no pais. A regido
Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia (3,8 casos/100 mil habitantes. (BRASIL,
2020).

Vale ressaltar que perante ao cenario mundial da instalagdo da pandemia causada por
coronavirus em marco de 2020, em estudo realizado por Reegan (2020) na india
avaliou-se o impacto das medidas de isolamento social diante do controle vetorial do
mosquito Aedes aegypti e foi possivel constatar que os indices de transmissao

aumentaram ao longo desse periodo.

4. ASPECTOS GERAIS DO VETOR Aedes aegypti .

Aedes aegypti L. foi reconhecido pela primeira vez como vetor de arbovirus no ano de
1900 em Cuba por Walter Reed, Carlos Finlay e James Carroll (REED e CARROL 1983).
Alguns anos depois (1906),Thomas Bancroft demonstrou que A. aegypti também
poderia transmitir DENVs ( CENTER FOR DISEASE CONTROL, 1979).

Apresenta ampla distribuicdo e disseminagdo em paises tropicais e sub-tropicais.
Pertence a familia Culicidae e da ordem Diptera, apresenta habitos antropofilicos, cujas

fémeas necessitam realizar hematofagia para a sua ovopostura, possui ciclo biolégico
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que envolve ovo, larva, pupa e adulto (ZEQUI et al., 2018).

De origem africana, sua introdugdo se remonta ao periodo Colonial, possivelmente
quando do trafico de escravos, sendo que os primeiros casos de Dengue foram
registrados em 1865, Ja os casos de Chykungunia e Zika respectivamente, tiveram seus
primeiros casos autdctones detectados em 2014 e 2015, todos na Regido Nordeste
(MAIA et al., 2019).

Aedes aegyptipertence a Ordem Diptera, Familia Culicidae. O ciclo de vida compreende
quatro fases: ovo, larva (4 estadios larvarios), pupa e adulta conforme demonstrada na
figura 1 (CAMPANELLI, 2007).0 periodo do ovo até a fase adulta &€ de
aproximadamente 10 dias, no entanto a elevacéo da temperatura pode acelerar o ciclo

de vida do vetor, e sua forma adulta surgir em apenas 7 dias (ACRUCHE et al., 2019).

Figura 1: Ciclo de vida de Aedes Aegypti.
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As fémeas apresentam habitos diurnos, sdo hematégafas e ovipdbem seus os

ovos em recipientes que acumulam agua. Podem realizar a postura nas paredes do
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recipiente como acima das superficies da agua, no qual ap6s contato com a agua
eclodem as larvas de 1° estagio. Porém, se acumulados fora da agua sao capazes de
se manterem viaveis, mesmo em condicbes climaticas desfavoraveis. Tornam-se
quiescentes e suportam longos periodos por até 450 dias (SERRA et al., 2018). Os
criadouros sao principalmente pneus, latas, vidros, garrafas, vasos de flores, pratos de
vasos, caixas d’agua, tonéis, latdes, cisternas, piscinas, tampinhas de garrafas,
bebedouros de animais, entre outros (ACRUCHE et al., 2019).

Espera-se que a fémea se alimente de sangue a cada trés dias, pois € quando completa
seu ciclo gonotroéfico. Cada ciclo pode resultar na produgao de, em média, 100 ovos. Em
um més, portanto, ela pode depositar até mil ovos no ambiente de forma dispersa
(ACRUCHE et al., 2019).

Morfologicamente, os adultos podem ser identificados por apresentarem um
clipeo com dois tufos de escamas branco-prateadas e o escudo ornamentado com
escamas branco-prateadas formando um desenho em formato de lira. Além disso, para
a diferenciacao do sexo segundo Figura 2, utiliza-se a morfologia da antena e a estrutura
do aparelho bucal, ou seja, os machos podem ser reconhecidos por apresentarem
antenas do tipo plumosa e palpos longos e as fémeas por possuirem antenas do tipo

filiforme e palpos curtos de acordo (SILVA, 2019).

Figura 2: Diferenciagado de sexo de Aedes aegypti.
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A. aegypti é considerado um mosquito oportunista, aproveitando de todas as condi¢gdes
e oportunidades favoraveis a sua reprodugdo, como: as altas temperaturas e aguas
limpas e paradas (SANTOS et al., 2019).

A contaminagédo pelo arbovirus é realizada através da picada da fémea do mosquito,
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que precisa da albumina, substancia presente no sangue para completar o processo de
amadurecimento de seus ovos. A maior parte das picadas aos seres humanos acontece
no inicio da manha e ao entardecer. Sendo assim, A. aegypti é considerado apenas o
transmissor da doenga (ACRUCHE et al., 2019, MOREIRA, 2016). Apds a fémea picar
uma pessoa infectada com DENV, o virus se replica no intestino do mosquito. O tempo
que leva desde a ingestdo do virus até a transmisséao efetiva para um novo hospedeiro
€ denominado periodo de incubacgao extrinseca (EIP) (OMS, 2020).

A forma adulta do mosquito desempenha um papel de destaque no cenario das doencas
infectoparasitarias em virtude de sua atuagao como vetor de uma grande variedade de
organismos patogénicos e estdo intimamente relacionados com episédios epidémicos
dessas arboviroses em diversos paises, sobretudo os situados nas zonas tropical e
subtropical do planeta (VIANA et al., 2018).

5. CONTROLE DE ARBOVIROSES TRANSMITIDAS POR Aedes aegypti

Os recorrentes agravos de saude envolvendo o mosquito A. aegypti tém se tornado alvo
de grandes debates quanto aos métodos de controle, considerado a técnica mais
eficiente para a diminuicdo de casos de arboviroses, estimulado pela falta de drogas
especificas e de vacinas seguras para todas essas doencgas. A falta de saneamento e 0
descarte indevido de lixo, aliados a falta de cuidados com a limpeza de terrenos,
contribuem efetivamente para a proliferacdo desse mosquito e, consequentemente, para
o surgimento de epidemias (SANTOS et al., 2019).

A combinacdo entre um controle vetorial mais eficiente, que impacta na forca de
transmissdo da doenga, com a vacinagédo de grandes contingentes populacionais, que
diminui a propor¢ao de suscetiveis, parece ser uma estratégia promissora. No entanto,
realisticamente, a falta de uma vacina eficaz e custo-efetiva contra os quatro sorotipos
do DENV, indisponibilidade de tratamento e imunobioldgicos especificos contra o CHIKV
e ZIKV ainda afirmam o protagonismo do combate ao A. aegypti, como estratégia central
de contengéo das arboviroses (NETO et al., 2016).

O controle de vetores pode ser realizado por meio de abordagens educacionais,
mecanicas, biolégicas e quimicas (BELLINATO et al., 2016). As a¢des educacionais
buscam conscientizar a populagao sobre os locais e atividades que visam modificar os
ambientes propicios a sobrevivéncia da populacdo de mosquitos e podem ser
complementadas com outras medidas de controle (SILVA, 2019). O controle mecanico

baseia-se na eliminagdo ou na protecdo adequada de potenciais criadouros; o controle
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biolégico faz uso de predadores de larvas, peixes pequenos ou formulagbes com
bactérias patogénicas, como Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) (BELLINATO et
al., 2016).

As acgdes quimicas consistem no uso de produtos sintéticos contra larvas ou adultos do
vetor. Os principais produtos quimicos estdo relacionados as classes dos
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides que agem no sistema
nervoso central, assim como os reguladores de crescimento de insetos (IGRs) (SILVA,
2019).

O uso intensivo e prolongado de inseticidas pode selecionar espécimes resistentes nas
populagdes de vetores naturais, diminuindo a frequéncia de individuos suscetiveis e
reduzindo a variabilidade das populacdes. A resisténcia secundaria pode derivar de
diferentes mecanismos, sendo as principais modificagdes nos locais de destino e maior
capacidade de desintoxicar compostos xenobioticos; o primeiro mecanismo é conhecido
como resisténcia ao local alvo e o outro como resisténcia metabdlica. (BELLINATO et
al., 2016). Esses métodos quimicos tém efeito acumulativo no ecossistema, podendo
causar maleficios a fauna e a flora da regido afetada e, em longo prazo, aos seres
humanos. (SANTOS et al., 2018).

Em estudo realizado por Carvalho 2004 foi observado que as populagdes de larvas de
A. aegypti nas cidades de Taguatinga, Guara e Nucleo Bandeirante do Distrito Federal
apresentaram-se resistentes ao temefdés, com mortalidade de larvas entre 54,1 e
63,4%.0 monitoramento da resisténcia a inseticidas € um fundamental nos programas
de controle vetorial e € essencial para o desenvolvimento de estratégias de uso de
inseticidas para preservar a eficacia do numero limitado de inseticida disponivel para a
saude publica (BISSET LAZCANO et al., 2017).

O desenvolvimento de inseticidas a partir de vegetais mostra-se promissor. As espécies
de plantas podem ser utilizadas como pds, extratos ou 6leos essenciais e apresentam
vantagens como a auséncia de residuos. Os Oleos essenciais sao substancias
complexas e volateis cujos principios ativos, que participam da defesa das plantas, séo
capazes de repelir animais ou atrair inimigos naturais desses. Seus constituintes podem
agir sobre o sistema nervoso dos insetos semelhante aos inseticidas sintéticos, causar
efeitos toxicoldgico e repelente, alterar o desenvolvimento do inseto e reduzir sua
alimentacao (ALBIERO et al., 2019).

6. PROSPECGCAO DE PRODUTOS NATURAIS DE ORIGEM VEGETAL
36




A biodiversidade do Brasil é extremamente vasta, mas apenas uma pequena fragao das
suas potencialidades é adotada para pesquisa e desenvolvimento de medicamentos. As
plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios podem representar a oportunidade
de elaboracao de tratamentos eficazes e de baixo custo (SOUSA et al., 2017).

O uso de produtos naturais é tdo antigo quanto a humanidade. O homem em busca da
cura de enfermidades passou a utilizar produtos vegetais em forma de infusdo ou como
condimentos. Através deste uso informal de produtos naturais, os primérdios realizaram
grandes descobertas que hoje se tornaram o centro dos estudos da quimica e da
medicina moderna (PEREIRA; CARDOSO, 2012). A maioria dos farmacos de origem
natural que sao utilizados atualmente, sao oriundos da chamada medicina tradicional ou
popular, o que demonstra que as substancias de origem vegetal tém papel essencial na
obtengdo de medicamentos e que, partindo do conhecimento popular, podem ser
obtidos bons resultados (MORAIS et al., 2016).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, 80% da populagdo de paises em
desenvolvimento utilizam plantas na atencao primaria a saude. No Brasil, acredita-se

que 90% da populagéo ja utilizou produtos naturais de origem vegetal com finalidade.
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Larvicidal activity of hydroalcoholic extracts of Persea americana Mill.

Seeds against Aedes aegypti

Atividade larvicida dos extratos hidroalcéolicos das sementes de Persea americana Mill.
frente Aedes aegypti
Actividad larvicida de extractos hidroalcohdlicos de semillas de Persea americana Mill.

delantero Aedes aegypti

Abstract

This study aimed to evaluate the phytochemical composition of hydroalcoholic extracts from the seeds of Persea
americana (avocado) and evaluate the larvicidal activity against Aedes aegypti. The extracts were obtained by
maceration in a 70% pa cthanol extractant solvent in 1:4/1:6/1:8 hydromodules (7 days), with subsequent
concentration in a rotaevaporator. The larvicidal activity was performed by the method recommended by the who
lethal concentration 50% against Aedes aegypti larvae with statistics by the probit method. Toxicity to non-target
organisms was verified by the Artemia salina test. Activity was observed against Aedes aegypti larvae with LCso
ranging from 181.72-401.96 mg I'' with a 95% confidence interval. Finally, it states that the extract of P.
americana has potential for larvicidal activity and does not present toxicity to target organisms, showing itself to
be a sustainable alternative for the control and combat of Aedes aegypti larvae.

Keywords: Persea americana; bioativos; arboviroses; vetores.

Resumo

Este estudo teve por objetivo avaliar a composigao fitoquimica de extratos hidroalcoolicos das sementes de Persea
americana (avocado) e avaliar a atividade larvicida frente Adedes aegypti. Os extratos foram obitdos por maceragao
em solvente extrator etanol 70% p.a. em hidromddulos 1:4/1:6/1:8 (7 dias), com posterior concentragdo em
rotaevaporador. A atividade larvicida foi realizada pelo método preconizado pela OMS de concentragdo letal 50%
frente a larvas Aedes aegypti com estatistica por método probit. A toxicidade para organismos ndo-alvos foi
verificada pelo teste de Artemia salina. Observou-se atividade frente a larvas Aedes aegypti com CLsg variando
de 181,72-401,96 mg 1! com intervalo de confianca de 95%. Por fim, afirma que o extrato de P. americana
apresenta potencial de atividade larvicida e ndo apresenta toxicidade a organismos alvos, mostrando-se uma
alternativa sustentavel ao controle e combate de larvas Aedes aegypti.

Palavras-chave: Persea americana; bioactives; arboviruses; vectors.
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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la composicion fitoquimica de los extractos hidroalcohélicos de semillas
de Persea americana (aguacate) y evaluar la actividad larvicida contra dedes aegypti. Los extractos fueron obited
por la maceracion en etanol del extractor solvente el 70% P.A. en hidromodules 1:4/1:6/1:8 (7 dias), con la
concentracion subsecuente en rotaevaporator. La actividad larvicidal fue realizada por el método del WHO de
Concentracion Mortal el 50% contra las larvas del dedes aegypti con estadistica del Probit. La toxicidad a los
organismos de la no-blanco fue verificada por la prueba del Artemia salina. La actividad fue observada contra las
larvas del Aedes aegypti con CLso extendiéndose a partir del 181,72 al 401,96 mg L™! con un intervalo de confianza
del 95%. Por 1ltimo, se afirma que el extracto de P. americana presenta potencial de actividad larvicida y no
presenta toxicidad para los organismos diana, demostrando ser una alternativa sostenible al control y combate de
las larvas de Aedes aegypti.

Palabras clave: Persea americana; bioactivos; arbovirus; vectores.

1. Introduction

The Aedes mosquito is a vector that transmits arboviruses, has a wide geographic distribution and its expansion is
influenced by several factors, including: its behavior, the large size of the urban population, the precariousness of
the good proportion of households in relation to the water supply, inadequate disposal of waste, the increase in the
number of non-biodegradable containers and inadequate disposal of solid waste. Arboviruses are still considered
infections with a great impact on public health, and their prevention and control is one of the main challenges
(Moyses&Bonatti, 2021).

The re-emergence of these diseases caused by arboviruses and transmitted by mosquitoes is observed, with
emphasis on Dengue, Chikungunya Fever, Yellow Fever and Zika Fever in several countries in the Americas and
in other tropical regions. The entry of these viruses in Brazil, a country already endemic for Dengue, represents a
major challenge for public health, as they are all susceptible to infections and there are still no specific antivirals,
nor vaccines for prevention free from side effects (Viana et al., 2018).

In the absence of dengue drugs and the variable safety and efficacy of the dengue vaccine, Dengvaxia
(Thomas&Yoon., 2019), vector control remains the mainstay of Dengue control programs (Chang et al., 2011).
Several plants have been used by humanity on all continents to control different diseases and pests, in addition to
representing an important source of biologically active natural products, many of which constitute a model for the
synthesis of a large number of drugs (Simdes et al., 2017).

Therefore, the search for new larvicides from natural resources has always been the criterion for finding
alternatives for mosquito control. The advantages of natural insecticides are non-polluting to the environment and
are safe for human health. Several natural products have been shown to have mosquito repellent, larvicides,
pupicide and ovicidal activities (Shaalan et al., 2005; Nerio et al., 2009; Pavela, 2015; Kishore et al., 2011; Ghosh
et al., 2012).

Within this, the search for new pesticides from natural resources has been the criterion for finding alternatives for
the control of arbovirus vectors. The advantages of natural biolarvicides include the fact that they are
environmentally friendly and safe for human health. Thus, natural products have shown potential in the action of
controlling and combating larvicide, pupicide and ovicide (Shaalan et al., 2005; Ghosh et al., 2012; Nerio et al.,
2010; Kishore et al., 2011; Pavela, 2015).

Several plants, despite being consumed as functional foods and/or nutraceuticals, are used for bioprospective
research, which means the search for chemical products with biological or pharmacological properties that can be

used to treat various diseases.

44




Among these, stands out Persea americana Mill. (Lauraceae), being an evergreen tree found and cultivated in the
tropical and subtropical region of the world. It's called the avocado fruit and it's edible. In traditional medicine,
the plant is reported for a variety of diseases such as heart, skin problems, hypertension, diabetes, bronchitis and
diarrhea (Yasir et al.,, 2010; Dabas et al., 2013). Therefore, considering the importance of finding natural
biolarvicides, this study aimed to evaluate the larvicidal activity of hydroalcoholic extracts from P. americana

seeds against Aedes aegypti.

2. Methodology

2.1 Botanical material

Fruits of Persea americana were collected from a site located in the Ipem Turu, in the municipality of Sdo Luis,
MA in November 2020. These were dried at 40°C in an air-circulation oven and pulverized in a knife mill with
moderately coarse powder particle size. Exsiccates were made with flowering branches and sent to the Atico
Seabra Herbarium, at the Center for Biological and Health Sciences at the Federal University of Maranhdo, for

confirmation of their botanical identification.

2.2 Obtaining hydroalcoholic extracts
To obtain the hydroalcoholic extracts, the maceration technique was used using an ethanol extracting solvent 70%
PA in hydromodules of 1:4, 1:6 and 1:8 (m/v), in 70% ethanol. The maceration will be carried out for 10 days,

under agitation and filtration (Figure 1).

Figure 1. Filtration processing using the vacuum system to separate the extract solid from the extracting solvent

after 10 days of maceration

3
&
Source: Autor (2021)

The resulting extracts, observed in Figure 1, were concentrated in a rotacvaporator (Figure 2) and stored in a

refrigerator at 4°C in amber colored flasks (Matos, 2009).
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Figure 2. Rotaevaporation of the extracting solvent to concentrate the hydroalcoholic extract

Source: Author (2020)

The extracts yields were calculated by gravimetric technique and the physicochemical parameters: density and
refractive index were determined according to the techniques recommended by the Brazilian Pharmacopoeia

(2019).

2.3 Phytochemical analysis

The extracts were subjected to chemical tests based on the methodology presented by Matos (2009). The tests
performed were: Salkowsk test (steroids), Mayer test (alkaloids), flavonoids, glycosides, saponins test, keller
kiliani test (cardiac glycosides), ferric chloride test (phenols) and lead acetate test ( tannins). And the total phenolic
content was quantified through the spectrophotometric method of Folin-Ciocalteau and the total flavonoid through

the spectrophotometric method of complexation with aluminum (Lugasi et al., 1998; Oliveira et al., 2009).

2.4 Collection of Aedes aegypti eggs

The collection of Aedes aegypti eggs was carried out using traps called ovitraps, with the aid of Eucatex palettes.
The Eucatex palettes were properly inspected, sanitized and dried before setting up the traps. The traps were
installed at various points on the campus of the Universidade Federal do Maranhdo, Recanto dos Vinhais (Sao
Luis, MA) and Alemanha (Sdo Luis, MA) under shelter from the sun and rain. The collected eggs were hatched

in mineral water and fed until the stage where the experiments were carried out.

2.5 Larvicide activity against Aedes aegypti
The tests for larvicidal activity were carried out according to the adapted methodology proposed by Silva (2006).
Initially, a 500 mg L! stock solution of each of the hydroalcoholic extracts was prepared and diluted in a 2%

Tween 80 solution. From this solution, serial dilutions were prepared at concentrations 100-400 mg L. At each
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concentration, 10 larvae were added at the rate of 2 ml per larva.

All tests were performed in triplicate and as negative control a solution made up of 2% Tween 80 was used, and
as positive control, a solution of temephos (0,0,0',0'-tetramethyl O,O'-thiodi- p-phenylene bis
(phosphorothioate) at 100 ppm, equivalent to the concentration used by the National Health Foundation
(FUNASA) for the larvicide control of the vector, in addition to Novaluron (£-1-[3-chloro-4-(1-1-) 3-trifluro-2-
trifluoromethoxyethoxy) phenyl-3-(2,6-diflurobenzoyl) urea at 0.02 mg L', dose adopted by the Ministry of
Health, indicated by the WHO in the range of 0.01 to 0.05mg L-'.

After 24 hours the count of live and dead was carried out, and larvae that did not react to touch after 24 hours of
the beginning of the experiment were considered dead. To quantify the efficiency of the extracts, the Probit

statistical test (Finney, 1952) was applied.

2.6 Toxicity assessment against Artemia salina

This test was performed according to the methodology described by Meyer et al. (1982). To assess the lethality of
Artemia salina Leach, a stock saline solution of each hydroalcoholic extract was prepared at a concentration of
10,000 mg L' and 0.02 mg of Tween 80 (active tension). Aliquots of this were transferred to test tubes and
supplemented with saline solution previously prepared up to 5 mL, obtaining in the end concentrations of 1000-
10 mg L', respectively, where ten larvae in the nauplial stage were transferred to each of the tubes of rehearsal.
For the blank, 5 mL of saline solution was used, for the positive control K2Cr207 and for the negative control 5
mL of a 4 mg L' solution of Tween 80. After 24 hours of exposure, the count of live larvae was performed,
considering dead those that did not move during the observation or with the slight shaking of the flask.

The criterion established by Dolabela (1997) was adopted to classify the toxicity of hydroalcoholic extracts, being
considered highly toxic when LCso < 80 mg L"!, moderately toxic for 80 mg L' <TLCso > 250 mg L-! and slightly
toxic or non-toxic when LCso > 250 mg L.

The statistical analysis of the data for the toxicity test was carried out according to the method of Reed&Muench
(1938). The intersection point between the curves is the 50% Lethal Concentration (LCs), since at this point the

number of surviving animals is equal to the number of dead animals (Colegate; Molyneux, 2007).

3. Results and Discussion

3.1 Phytochemical parameters and phytochemical screening

The physicochemical parameters are important for determining aspects of biological applications and are
presented in Table 1.

Table 1.Physicochemical parameters of the hydroalcoholic extract of Persea americana

Parameter Yield (%m/m) Density (g mL™) Refractive Index (nD 25°)
EHPA1:8 5,03 +2,14 0.9140 £ 0,04 1.345+0,01
EHPAL1:6 6,49 £2,65 1.0386 £ 0,05 1.351 £ 0,01
EHPA1:4 3,78+ 1,90 0.9440 £ 0,01 1.339+£ 0,01

Note 1: EHPA — Persea americana hydroalcoholic extract.
In a study conducted by Ferrari (2015) evaluating the oil refraction index of P. americana seed, it verified a

variation of 1.4620 to 1.4625 nD 25°. In another analysis by Jorge (2014) of the pulp oil of this species, 1.4615
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nD 25°. Results close to the one found in this search can be found. There is a scarcity of data in the literature
regarding the density of extracts from the studied vegetable.
The classes of secondary metabolites identified in the extracts obtained from Persea americana are shown in

Table 2.

Table 2. Classes of secondary metabolites identified in extracts obtained from the seeds of Persea americana.

Hydroalcoholic extracts

2 3 4 5 6 7 8

Persea Americana
EHPA1:8 + - + + + + + +
EHPA1:6 + - + + + + + +
EHPA1:4 + - + + + + + +

Notel: 1-Steroids,2-Alkaloids,3-Flavonoids,4- Antrhaquinone Glycosides, 5-Cardiac Glycosides, 6-Saponins, 7-
Phenols,8-Taninos.

Note 2: EHPA — Persea americana hydroalcoholic extract

Through the phytochemical study, the following metabolites were identified in the researched extracts: steroids,
flavonoids, anthraquinone glycosides, cardiac glycosides, saponins, phenols and tannins, presented in Table 2.
The diversity of active compounds present is highlighted, suggesting a high biological potential. Deuschle et al.
(2018) evidenced the presence of phenolic compounds and flavonoids in hydroalcoholic extracts of P. americana
leaves. Athayde et al. (2018) that evaluated the hydroalcoholic extracts of seeds of the studied species registered
the presence of phenolic metabolites, tannins and flavonoids.

Table 3 shows the total phenolic content identified in the extracts of P. americana.

Table 3. Total phenolic content (mg EAT g!) quantified for extracts obtained from Persea americana seeds

Total phenolic content

Extract (mg EAT g Equation R?
EHPA1:8 163.90
EHPA1:6 126.34 y=0.0586+0.06 0.9998
EHPA1:4 87.07

Note: EHPA — Persea americana hydroalcoholic extract.

Similar results were described by Rotta et al. (2016) when quantifying the content of phenolics in dehydrated P.
americana bark and resulted in a quantity of 108.48 + 1.62 mg GAE g™'). In another study by Athayde et al. (2019)
with hydroalcoholic extracts of P. americana seeds, the authors verified a total phenolic content quantified in
366.79 £5.05 mg EAG g'.

Table 4 shows the total flavonoid content identified in the extracts of P. americana.
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Table 4. Total flavonoid content (mg EQ g!) quantified for extracts obtained from Persea americana seeds

Total flavonoid content

Extract Equation R?
(mg EQ g™)
EHPA1:8 153.44
EHPA1:6 120.31 y=0.0033x+0.006 0.9845
EHPA 1:4 90.109

Notel: EHPA — Persea americana hydroalcoholic extract.

Similar results were also evidenced by Rotta et al. (2016) the flavonoid content of 136.034 + 1.88 mg EQ g™ in
dehydrated bark of P. americana, there is a result well above that identified in our study. Athayde et al. (2019)
when evaluating P. americana seed extracts recorded 28.09 + 0.64 mg EQ g'.

Gobbo-Neto et al. (2007) claim that there are factors that influence the content of secondary metabolites, among
them, one of the most relevant is the period of the year in which the vegetable was collected. Another important
factor is the age and development of the plant, as well as the temperature of its habitat, the water supply of the soil
in which the plant is grown, exposure to ultraviolet radiation, rainfall and altitude. Therefore, these causes can

cause a variation of secondary metabolites in plants.

3.2 Lethality against Artemia salina Leach.

Table 5 presents the results regarding the lethality toxicity test against Artemia salina Leach.

Table 5. Mortality Artemia salina Leach against the action of the hydroalcoholic extract of Persea americana in
1:8, 1:6 and 1:4 hydromodule (m/v)

Accumulated curve

Intersection log LCso mg L Classification
EHPA 1:8 2,95 891,30% Non toxic®
EHPA 1:6 2,93 851,10% Non toxic®
EHPA 1:4 2,92 831,802 Non toxic®

Note: *LCso was calculated by Reed&Muench (1938); ® 95% confidence interval; no dead larvae in the negative
control, composed of 4 mg L' Tween 80; the positive control, KoCr,O7, had 100% larval mortality; ‘Dolabela
(1997).

The relationship between the degree of toxicity and the mean lethal concentration (LCso) presented for medicinal
plant extracts on Artemia salina larvae was established by the criteria adopted by Dolabela (1997) for classification
of the toxicity of natural products. As observed in Table 5, all extracts obtained presented LCso above 250 mg L
!, thus being defined as non-toxic, and their application was encouraged.

The nontoxicity profile found in this study is confirmed by Valente (2020) who found a LCs of 452.57 mg L™! for
the seed extract of P. americana against Artemia salina. However, toxicity profiles are reported by Amado et al.

(2019) when evaluating the toxicity also against Artemia salina, but with the ethanolic extract of the bark of the
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Quintal variety of the Persea americana species, where the LCso found was 204.95 mg L. Therefore, it is
important to emphasize the use of seed extract in practical applications, aiming at its atoxicity potential, inferring

its selectivity to target organisms.

3.3 Lethality against Aedes aegypti
Table 6 presents the results regarding mortality Aedes aegypti against the action of the hydroalcoholic extract of

the seeds of P. americana.

Table 6. Mortality Aedes aegypti against the action of the hydroalcoholic extract of Persea americana in 1:8,
1:6 and 1:4 hydromodule (m/v)

LCso (mg L)
Log C %Mortality X2 G R?
95% CI
2.00 30.0
EHPA
2.30 50.0
1:8 181.76*
2.48 70.0 0.626 0.465 0.978
(121.95-270.91)°
2.60 100.0
2.70 100.0
LCso(mg L)
Log C %Mortality 8 X? G R?
95% CI
2.00 10.0
EHPA
2.30 20.0
1:6 401.91*
2.48 40.0 0.993 0.444 0.978
(273.85-589.85)°
2.60 50.0
2.70 60.0
LCso(mg L)
Log C %Mortality & X2 G R?
95% CI
2.00 40.0
EHPA
2.30 50.0
1:4 181.722
2.48 60.0 0.265 0.963 0.978
(83.02-397.76)"
2.60 100.0
2.70 100.0

Note: ?LCs was calculated by Probit analysis (Finney, 1952); ® 95% confidence interval; no dead larvae in the
negative control, composed of 2% DMSO solution; the positive control, 1 mg L! temephos, had 100% larval

mortality.

As shown in Table 6, it is observed that the lowest LCso was observed for EHPA1:4, quantified at 181.72 mg L.
However, an action similar to EHPA1:8 is observed with a statistically similar LCs of 181.76 mg L.
To analyze the efficiency of larvicidal activity of natural products, some studies suggest some criteria, as there is

still no standard concentration range for determining the efficiencies of natural products. It should be considered
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that these criteria are related to the time of exposure to the bioproducts and the origin of the larvae, which can
change the LCs¢ values. According to Komalamisra et al. (2005), LCso between 100 and 750 mg L' are effective,
up to 48 hours of exposure. Thus, the LCs obtained for P. americana seed extracts obtained in this study can be
correlated to effective alternatives in the control of dedes aegypti.

The larvicidal action observed was also described in the study by Torres et al. (2014) in locations in the
Philippines, in which the authors used two extracting solvents (ethanol and hexane), and LCso was observed in P.
americana seed extracts, respectively, at intervals from 16.48 mg L™ to 20.61 mg L ! and 9.82 mg L' to 13.39
mg L', Already in larvicidal trials performed by Agrela et al. (2014), in which methanol was adopted as solvent
in P. americana seed extracts, the LCso were recorded for Rockerfeller and Mario Briceno Iragorry strains,
respectively, 5.7 mg L' and 9.9 mg L. In research carried out by Louis et al. (2020), in which the rind of the fruit
of the same plant species was subjected to methanol extract, the LCsy detected for 3rd stage larvae was 7.12 mg
L.

Comparing with the LCs results identified in the present study, it is noted that larvicidal activity was evidenced,
however with a lower lethality potential, requiring a higher extract concentration to obtain the death of 50% of the
larvae.

It is noteworthy that the results obtained with plant extracts may vary according to the period of collection,
temperature, type of soil cultivated, plant species and others. For this reason, the isolation of the active compound
from extracts is essential for standardization as a method of larval control (Gupta et al., 2011).

The solvent used can directly contribute to the variation of larvicidal activity, since it has been shown that the
extraction of active biochemicals from plants requires the polarity of the solvents used (Ghost et al., 2012). The
favorable results obtained encourage the continuation of the study, aiming at the isolation of the active principle
and, mainly, ways that enable its practical use for the control of Aedes aegypti.

It was not yet possible through the study to specify which component or which components are responsible for
larvicidal activity, because the isolation of such has not yet been verified. It is also necessary to perform the
chemical characterization by chromatographic techniques of the extracts studied. Thus, it will be feasible to
identify the metabolites to be attributed such larvicide potentials, being possible to generate bioproducts with

bioprospecting activity for development of larvicide agents of plant origin.

4. Conclusion

The seeds of the species Persea americana presented a heterogeneity of secondary metabolites, encouraging future
studies with other biological potentials. The tested extracts show activity against Aedes aegypti larvae, still
revealing an atoxicity in the bioassay with Artemia salina against the non-target organism, showing selectivity
against target organisms. Finally, the potential for using this product to control the vector responsible for the
propagation of important arboviruses with high morbidity and mortality is confirmed and efficient and should be

explored in its control and combat.

References
Amado, D. A. V., Helmann, G. A. B., Detoni, A. M., Carvalho, S. L. C. D., Aguiar, C. M. D., Martin, C. A., ... & Cottica, S. M. (2019).

Antioxidant and antibacterial activity and preliminary toxicity analysis of four varieties of avocado (Persea americana Mill.). Brazilian Journal
of Food Technology, 22.

51




Agrela, 1. F., Hidalgo, Y., & Herrera, F. (2014). Efecto larvicida de extractos metanolicos obtenidos de semillas y hojas de Persea americana

(Laurales: Lauraceac)(aguacate) sobre Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Boletin de Malariologia y Salud Ambiental, 54(2), 199-207.

Chang, M. S., Christophel, E. M., Gopinath, D., & Abdur, R. M. (2011). Challenges and future perspective for dengue vector control in the

Western Pacific Region. Western Pacific surveillance and response journal: WPSAR, 2(2), 9.
Colegate, S. M., & Molyneux, R. J. (Eds.). (2007). Bioactive natural products: detection, isolation, and structural determination. CRC press.

Deuschle, V. C., Brusco, 1., Piana, M., Faccin, H., de Carvalho, L. M., Oliveira, S. M., & Viana, C. (2019). Persea americana Mill. crude

extract exhibits antinociceptive effect on UVB radiation-induced skin injury in mice. /nflammopharmacology, 27(2), 323-338.
Dolabela, M.F. (1997) Triagem in vitro para atividade antitumoral e anti Trypanossoma cruzi de extratos vegetais, produtos naturais e
substancias sintéticas. Dissertagdo (Mestrado), Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG, Belo

Horizonte, 128 p.

Dabas, D., M Shegog, R., R Ziegler, G., & D Lambert, J. (2013). Avocado (Persea americana) seed as a source of bioactive
phytochemicals. Current pharmaceutical design, 19(34), 6133-6140.

Farmacopeia Brasileira. 5.ed. Brasilia - ANVISA, 2010.

Ferrari, R. A. (2015). Nota Cientifica: Caracteriza¢do fisico-quimica do 6leo de abacate extraido por centrifugagdo e dos subprodutos do

processamento. Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 18, n. 1, p. 79-84.
Finney, D. J. (1952). Probit analysis: a statistical treatment of the sigmoid response curve. Cambridge university press, Cambridge.

Gobbo-Neto, L., & Lopes, N. P. (2007). Plantas medicinais: fatores de influéncia no conteido de metabdlitos secundarios. Quimica

nova, 30(2), 374-381.

Ghosh, A., Chowdhury, N., & Chandra, G. (2012). Plant extracts as potential mosquito larvicides. The Indian journal of medical
research, 135(5), 581.

Gupta, L., Deshpande, S., Tare, V., & Sabharwal, S. (2011). Larvicidal activity of the a-amylase inhibitor from the seeds of Macrotyloma

uniflorum (Leguminosae) against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). International Journal of Tropical Insect Science, 31(1-2), 69-74.

Jorge, T. D. S. (2014). Avaliagdo reoldgica do 6leo de abacate (Persea americana mill) e estudo da estabilidade sob condigdes de aquecimento

¢ armazenamento a temperatura ambiente.

Kishore, R. K., Halim, A. S., Syazana, M. N., & Sirajudeen, K. N. S. (2011). Tualang honey has higher phenolic content and greater radical

scavenging activity compared with other honey sources. Nutrition research, 31(4), 322-325.

Komalamisra, N., Trongtokit, Y., Rongsriyam, Y., & Apiwathnasorn, C. (2005). Screening for larvicidal activity in some Thai plants against

four mosquito vector species. Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, 36(6), 1412.

Louis, M. L. M., Pushpa, V., Balakrishna, K., & Ganesan, P. (2020). Mosquito larvicidal activity of Avocado (Persea americana Mill.) unripe
fruit peel methanolic extract against Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus and Anopheles stephensi. South African Journal of Botany, 133,
1-4.

Lugasi, A., Dworschak, E., Blazovics, A., & Kery, A. (1998). Antioxidant and free radical scavenging properties of squeezed juice from black

52




radish (Raphanus sativus L. var niger) root. Phytotherapy Research: An International Journal Devoted to Pharmacological and Toxicological

Evaluation of Natural Product Derivatives, 12(7), 502-506.
Matos, F. D. A. (2005). Introdugdo a fitoquimica experimental. edigdes UFC.
McLaughlin, J. L. (1982). Brine shrimp: a convenient general bioassay for active constituents. Planta Med, 45, 31-32.

Moyses, V., & Bonatti, A. F. (2021). A educag@o em saude e a intersetorialidade como estratégia de prevencdo e controle das arboviroses. The

Brazilian Journal of Infectious Diseases, 25, 101175.

Nerio, L. S., Olivero-Verbel, J., & Stashenko, E. (2010). Repellent activity of essential oils: a review. Bioresource technology, 101(1), 372-
378.

Oliveira, A. C. D., Valentim, 1. B., Goulart, M. O. F., Silva, C. A., Bechara, E. J. H., & Trevisan, M. T. S. (2009). Fontes vegetais naturais de
antioxidantes. Quimica Nova, 32, 689-702.

Pavela, R. (2015). Essential oils for the development of eco-friendly mosquito larvicides: A review. Ind Crops and Prod, vol 76, 174-187,
ISSN 0926-6690.

Rotta, E. M., de Morais, D. R., Biondo, P. B. F., dos Santos, V. J., Matsushita, M., & Visentainer, J. V. (2016). Use of avocado peel (Persea
americana) in tea formulation: a functional product containing phenolic compounds with antioxidant activity. Acta Scientiarum.

Technology, 38(1), 23-29.
Reed, L.J. e Muench, H. (1938) Um método simples de estimar 5% de endpoints. American Journal of Hygiene, 27, 493-497.

Shaalan, E. A. S., Canyon, D. V., Bowden, B., Younes, M. W. F., Abdel-Wahab, H., & Mansour, A. H. (2006). Efficacy of botanical extracts

from Callitris glaucophylla against Aedes aegypti and Culex annulirostris mosquitoes. Tropical Biomedicine, 23, 180-185.

Simdes, C. M. O., Schenkel, E. P., de Mello, J. C. P., Mentz, L. A., & Petrovick, P. R. (2017). Farmacognosia: do produto natural ao

medicamento. Artmed Editora.
Silva, H. H. G., Silva, I. G. D., Elias, C. N., Lemos, S. P. S., & Rocha, A. P. (1995). Idade fisiologica dos ovos de aedes (stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) (diptera, culicidae). Revista

Pat. Trop. 24(2), 269-273.

Thomas, S.J., & Yoon, L. K. (2019). A review of Dengvaxia®: Development to deployment. Human vaccines & immunotherapeutics, 15(10),

2295-2314.

Torres, R. C., Garbo, A. G., & Walde, R. Z. M. L. (2014). Larvicidal activity of Persea americana Mill. against Aedes aegypti. Asian Pacific
Jjournal of tropical medicine, 7, S167-S170.

Valente, G. C. (2020). Caracterizagdo e analise comparativa dos 6leos extraidos da semente e da polpa do abacate (Persea americana Mill.)

utilizando diferentes métodos de extracdo.

Viana, L. R. D. C., Pimenta, C. J. L., Aratjo, E. M. N. F. D., Tedfilo, T. J. S., Costa, T. F. D., & Costa, K. N. D. F. M. (2018). Reemerging

arboviruses: clinical-epidemiological profile of hospitalized elderly patients. Revista da Escola de Enfermagem da USP, 52.

Yasir, M., Das, S., & Kharya, M. D. (2010). The phytochemical and pharmacological profile of Persea

53




4.3 CAPITULO 3: Activity of hydroalcoholic extracts of commonly discarded

Seeds of Theobroma grandflorum against the vector of arboviruses Aedes aegypti.
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Chikungunya stand out, present the same transmission, through the vector Aedes aegypti,
belonging to the family Culicidae. They are hematophagous mosquitoes in which they adopt
humans as amplification hosts to ensure the proliferation of arboviruses. Aiming at an alternative
proposal with the use of a by-product of the food industry in vector control, the present study
aims to perform a phytochemical screening and to detect larvicidal activity of hydroalcoholic
extracts of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) seeds. The extracts were prepared from
maceration in 70% PA ethanol extractor solvents in 1:4/1:6/1:8 hydromodules in 10 days under
agitation with subsequent concentration in the rotaevaporator. Larvicidal activity was performed
by the WHO method of Lethal Concentration 50% against Aedes aegypti larvae with probit
statistics. Toxicity to non-target organisms was verified by Artemia salina test. Activity was
observed against Aedes aegypti larvae with LC50 ranging from 35.018 to 369.191 mg L-1 with a
95% confidence interval. It is observed that the extract of T. grandiflorum (Willd. ex Spreng) shows
a promising and sustainable strategy in the fight and control of A. aegypti larvae, besides
contributing to a reduction of environmental impact, promoting a reuse of organic waste
discarded as seeds by agroindustry.
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INTRODUCTION

Diseases caused by arbovirus are characterized by a wide geographical distribution, causing asymptomatic infections or
febrile diseases in humans in enzootic and urban cycles (Higuera et al., 2019). They continue to be promoters of great
impact on public health and cause overload to health systems in the world (Queiroz et al., 2020). They are transmitted by
the vector Aedes aegypti, belonging to the family Culicidae (Wu et al., 2019), they are hematophagous mosquitoes in which
they adopt humans as amplification hosts to ensure the transmission of arboviruses in urban cycles (Huang et al., 2019).
They are agents of serious diseases such as dengue, chikungunya fever, yellow fever and zika (Viana et al., 2018),
considered epidemics in some regions that require urgency and need for integrated control and preventive measures (Girard
et al., 2020). They remain a global threat to the health of society, in the Region of the Americas, dengue is more common
and of greater circulation, with progressive growth in the number of cases since its introduction in 1980. In 2019, it reached
3.1 million reported cases, the highest record in recent years (WHO, 2020).

Among the main factors that show the emergence of these diseases worldwide, climate change, ecosystem breakdown,
accelerated urbanization, waste management and garbage accumulation, including automobile tires, plastics, cans, and
possible vector breeding sites (Zientara et al., 2020). Despite the advance of vaccines to prevent infections such as
arboviruses, they still demonstrate failures and risks to vaccinated individuals, either by the interaction between serotypes,
post-vaccine exposure to the virus, decline in vaccine protection, amount of dose administered and risk of causing severity
(Floresto & Fernandes, 2020). Itis noteworthy that only the yellow fever vaccine is effective and safe for 10 years (Rothman,
2004). Prevention and control actions are also focused on vector management, from treatment with synthetic insecticides,
environmental interventions, and social mobilization (Samuel et al., 2017). However, widely used synthetic insecticides
contain synthetic pyrethroids and other organophosphate compounds can cause toxic effects in humans, mosquito-related
mutations, and ecosystem contamination (Takagi et al., 2020). It is observed that no strategy alone is effective in combating
arboviruses, some resources allow reducing the burden of the disease, such as access to clinical services, internal spatial
sprays, eradication of vector breeding sites, diagnosis and laboratory surveillance (Samuel et al., 2017).

Itis necessary to establish a relationship between environment and health, with the objective of preventing health problems,
understanding that the control of vectors such as Aedes aegypti in which they present high proliferation in environments
with accelerated urbanization. (Almeida, Cota, Rodrigues, 2020). It is necessary to develop new vector control alternatives
with different mechanisms of action, which is effective, ecologically safe, sustainable, low cost and that contains low toxicity
for mammals (Silva et al., 2017). It is known that plants generate secondary metabolites such as flavonoids, alkaloids and
terpenoids as a protection strategy against insects and are considered natural sources of insecticide substances (Simdes
et al., 2010). The present study aims to evaluate the larvicidal activity of hydroalcoholic extracts of Seeds of Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng), as a source of bioactive potentials for vector control and contribute to the reuse of by-
products discarded by the food industry.

METHODOLOGY

Botanical material: The fruits of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) were collected in a property located in the
Ipem Turu neighborhood, in the municipality of Sdo Luis-MA, in November 2020, 2°31'04.7"S 44°13'04.7"W (GPS). These
were dried in a greenhouse with air circulation at 40°C and crushed in a knife mill with moderately thick powder granulometry.
Exsicatas were produced in flowered branches and sent to the Herbarium Atica Seabra, center of Biological and Health
Sciences of the Federal University of Maranhao to confirm botanical recognition.

Obtaining hydroalcoholic extract: To obtain the hydroalcoholic extracts, the macerated technique was used using a 70%
PA ethanol extraction solvent in hydromodules of 1:4, 1:6 and 1:8 (m/v), in 70% ethanol. Macerated was performed for 10
days, under agitation and filtration. The resulting extracts were concentrated in a rotavaporizer and were stored in a
refrigerator at 4°C in amber jars (Matos, 2009). Extract yields were calculated by gravimetric technique and the physical-
chemical parameters: density and refractive index were determined according to the techniques recommended by the
Brazilian Pharmacopoeia (2019).

Phytochemical analysis: The extracts were submitted to chemical tests based on the methodology presented by Matos
(2009). The tests were: Salkowsk test (steroids), alkaloid test, flavonoids, anthraquinone glycosides, saponin test, keller
kiliani test (cardiac glycosides), cherric chloride test (phenols) and lead acetate test (tannins). And the total phenolic content
was quantified using the Folin-Ciocalteau spectrophotometric method and the total flavonoid through the complex
spectrophotometric method with aluminum (Lugasi et al., 1998; Oliveira et al., 2009).

Collection of Aedes aegypti eggs: The collection of Aedes aegypti eggs was performed by means of traps called ovitraps,
with the aid of Eucatex palettes. Eucatex palettes were properly inspected, sanitized and dried before setting the traps. The
traps were installed at various points in the Region of Recanto dos Vinhais (S&o Luis, MA) with gps (2°31'06.6"S
44°16'02.8"W) under shelter from the sun and rain. The collected eggs were hatched in mineral water and fed to the stage
in which the experiments were carried out. Larvae were collected and larvae were recognized by microscopy (Figure 1).

Larvicide activity against Aedes aegypti: The tests for larvicidal activity were carried out according to the adapted
methodology proposed by Silva (2006). Initially, a 500 mg L' stock solution of each of the hydroalcoholic extracts was
prepared and diluted in a 2% Tween 80 solution. From this solution, serial dilutions were prepared at concentrations 100-
400 mg L-". At each concentration, 10 larvae were added at the rate of 2 ml per larva. All tests were performed in triplicate
and as negative control a solution made up of 2% Tween 80 was used, and as positive control, a solution of temephos
(0,0,0',0'-tetramethyl O,0'-thiodi- p-phenylene bis (phosphorothioate) at 100 ppm, equivalent to the concentration used by
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the National Health Foundation (FUNASA) for the larvicide control of the vector, in addition to Novaluron (+-1-[3-chloro-4-
(1-1-) 3-trifluro-2-trifluoromethoxyethoxy) phenyl-3-(2,6-diflurobenzoyl) urea at 0.02 mg L', dose adopted by the Ministry of
Health, indicated by the WHO in the range of 0.01 to 0.05mg L. After 24 hours the count of live and dead was carried out,
and larvae that did not react to touch after 24 hours of the beginning of the experiment were considered dead. To quantify
the efficiency of the extracts, the Probit statistical test (Finney, 1952) was applied.

Toxicity assessment against Artemia salina

The tests for larvicidal activity were performed according to the adapted methodology proposed by Silva (2006). Initially, an
L' stock solution of 500 mg of each of the hydroalcoholic extracts was prepared and diluted in a 2% Tween 80% solution.
From this solution, serial dilutions were prepared at concentrations of 100-400 mg L™". In each concentration, 10 larvae were
added at the rate of 2 ml per larva. All tests were performed in triplicate and as negative control was used a solution
composed of 2% of Tween 80, and as a positive control, a solution of temephos (0,0,0',0'-tetramethyl O,O'-thiodi-p-
phenylene bis (phosphothioate) at 100 mg L', equivalent to the concentration used by the National Health Foundation
(FUNASA) for the control of vector larvide, in addition to Novaluron (+-1-[3-chloro-4-(1-1-) 3-trifluoromethoxy) phenyl-3-
(2,6-diflurobenzoyl) urea to 0.02 mg L-1, a dose adopted by the Ministry of Health, indicated by the WHO in the range of
0.01 to 0.05mg L-". After 24 hours, the count of living and dead was performed, and larvae that did not react to touch after
24 hours of the beginning of the experiment were considered dead. To quantify the efficiency of the extracts, the Statistical
Test Probit (Finney, 1952) was applied.

RESULTS AND DISCUSSION

Phytochemical parameters and phytochemical screening: The physical-chemical parameters are important to determine
aspects of biological applications and are presented in Table 1. The classes of secondary metabolites identified in the
extracts obtained from Theobroma grandiflorum are shown in Table 2. Phytochemical screening of hydroalcoholic extracts
of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) showed high extraction power for the classes of secondary metabolites such
as: steroids, alkaloids, flavonoids, glycosides, cardiac glycosides, phenols and tannins, presented in Table 2.

Table 1. Physicochemical parameters of the hydroalcoholic extract of seeds of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng)

Parameter Density (g mL™") Refractive Index (nD 25°)
EHTG1:8 0.9078 1.341
EHTG1:6 0.8934 1.349
EHTG1:4 0.92 1.344

Note1: EHTG1:8 — Theobroma grandiflorum hydroalcoholic extract in 1:8 hydromodule (m/v).

Note2: EHTG1:6 — Theobroma grandiflorum hydroalcoholic extract in 1:6 hydromodule (m/v).

Note3: EHTG1:4 — Theobroma grandiflorum hydroalcoholic extract in 1:4 hydromodule (m/v).
Source: Author (2021).
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Source: Author (2021).

Figure 1. Process of collection and recognition of
Larvae of A. aegypti.
A diversity of constituents is noted, and an indication of different biological activities is suggested. It is noteworthy that the
quality of the extraction is directly sensitive to the type of solvent adopted (Ferro, 2008).
It is observed in the phytochemical screening of the present study in which ethanol was used as solvent, there is a
heterogenicity of the metabolites. Oliveira (2016) points out that ethanol is an amphiphilic substance, which allows the
extraction of non-polar and non-polar characteristics. The chemical compositions of the same plant species may differ due
to the characteristics inherent to the plant, the situations in which it was cultivated (physiology, stage of development and
environmental conditions) and extraction conditions. (Silva et al., 2021).
In a study conducted by Freitas et al. (2017), recorded 403.00 mg EAT g-' of phenolic content in residues of the extraction
of the retained pulp in the sieves of the pulp industry. In research conducted by Pérez-Mora et al. (2018) with the pulp juices
of Theobroma grandflorum (Willd. ex Spreng) and obtained 226 mg EAT g-' of the total phenols. In an analysis performed
by Couto et al. (2020) in the pulp of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) presented flavonoid content of 20.5 + 3.0
mg EQ g-'. The flavonoid contents present in fruits may fluctuate from one period to the next, Aradjo (2017) points out that
extrinsic factors such as climatic conditions, degree of fruit maturation, crop period and colheiras directly influence the
composition of tropical fruits.
According to the criterion adopted by Dolabela(1997) regarding plant extracts on A. salina for classification of the toxicity of
natural products, it is considered a highly toxic product when CLso < 80 mg L', moderately toxic to 80 mg L' < CLso = 250
mg L' and mildly toxic or nontoxic when CLso = 250 mg L. There were few studies with seeds of Theobroma grandflorum
(Willd. ex Spreng) in this way compared seed toxicities of other species.
There are few data with Seeds of Theobroma grandflorum (Willd. ex Spreng) in this way compared the toxicities of seeds of
other species. Almeida et al (2021) evaluated extracts of Triplaris gardneriana Wedd against nauplii from Arthemia sp, with
a value of 67.85 mg L™, thus presenting toxicity. Dantas et al (2020) in a study with ethanol extract from Moringa oleifera
seeds, showed a value of 1783.40, being considered non-toxic. It is noteworthy that when there is no present toxicity, it
indicates that such extract does not present substances that cause damage to biological systems (Campos et al., 2016). It
is observed that the extracts analyzed in the present study, in the three hydromodules of 1:4, 1:6 and 1:8 (m/v), in 70% of
ethanol is considered non-toxic, according to Dolabela criterion (1997).

Table 6 presents mortality data of Aedes aegypti larvae for extract action. In a brief survey of studies of the plant species
investigated, no data were found regarding larvicidal action. In a study conducted by Ferreira et al., (2019) with the plant
species Waltheria viscosissima belonging to the same family of T. grandiflorum (Willd. ex Spreng), Malvaceae, with
ethanolextract of roots against larvae of Aedes aegypti, presented LCso of 4.78 mg L. In research conducted with
ethanolextracts of aerial parts of the species Helicteres velutin a K. Schum of the same family of T. grandiflorum grandiflorum
(Willd. ex Spreng), LCso value of 2.983 mg L' was found. It is noteworthy that species of the same family of the studied plant
species present larvicidal activity.

Already comparing with results from other seeds, similar results are observed by Madhiyazhagan et al. (2020) in which they
evaluated ethanol extracts from Momordica charantia seeds against Aedes aegypti and obtained LCso between 51.820 and
336.137 mg L™'. However, in research conducted by Sogan et al., (2018) in which they determined the lethal concentration
of Ricinus communis seeds with methanol solvent and obtained LCso between 7.08 and 12.757 mg L. In a study conducted
by Berhe et al., (2021) with powdered seeds diluted in water indicates Azadrichiata, presented satisfactory results in a lethal
concentration of 58 mg L.

It is evident that hydromodule 1:6 presented better performance compared to the larvae of A. aegypti, suggesting this data
because it presents a higher concentration of flavonoids. According to Lin et al., (2019) this class acts in the protection of
plants against insects and herbivores. They are pointed out for their influence on the Insecta class, with the action of
modulating the feeding and oviposition behavior (Pauliquevis et al., 2021). They act as anti-estrogen, modifying the mode
of seedling (ecdisoma) and causing the death of individuals with the ability to inhibit cytochrome P450 isozyme and esterases
(Soza et al.,2003; Wang et al., 2016; Zuanazzi et al., 2017).

Conclusion
The hydroethanolic extracts of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) showed larvicidal potential of vector A. aegypti,
with no evidence of toxicity to non-target organisms, which should stimulate the continuity of the study from the perspective

of new bioproducts because the application of larvicides of plant origin for mosquito control has been shown to be more
effective, and can be used directly in vector breeding sites, with fewer environmental impacts.
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It is noteworthy that the reuse of agro-industrial residues, such as the seeds of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng),
a species selected in this study, in the panorama of generating bioproducts for disease control of great impact on world
public health, represents an effective strategy to reduce organic waste, reducing costs related to its disposal, transportation
and treatment.

However, further studies are necessary for the chemical characterization and isolation of the active constituents present in
the hydroalcoholic extracts of Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) to develop a biocontrol product to minimize vectors
of persistent arboviruses.
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Reaproveitamento de residuos gerados pelas espécies Persea americana e
Theobroma grandiflorum: Uma alternativa para sustentabilidade ambiental.

Reuse of waste generated by the species Persea Americana and Theobroma grandiflorum: An alternative to
environmental sustainability.

Reutilizacion de residuos generados por las especies Persea Americana y Theobroma grandiflorum: Una
alternativa a la sostenibilidad ambiental

Resumo

Os subprodutos de frutas sdo os residuos alimentares mais abundantes, sendo descartados ou usados como ragao
ou na compostagem, sdo grandes fontes de bioativos com potencial de reaproveitamento. O objetivo deste trabalho
foi a busca de estudos com os residuos agroindustriais oriundos das espécies Persea americana ¢ Theobroma
grandflorum e identificar alternativas para reduzir a perda. Trata-se de uma revisdo integrativa no qual foi
desenvolvida a partir da analise de estudos encontrados em 2 bases de dados: PubMed e Google Scholar. Foram
selecionados trabalhos que testaram a atividade biologica das espécies Persea americana e Theobroma
grandiflorum utilizando extratos vegetais. Bem como foram identificados trabalhos que envolviam o desperdicio
alimentar e possiveis alternativas para minimizar o impacto ambiental. As duas espécies demonstram agdes
biologicas significativas para o combate ao estresse oxidativo. A humanidade requer praticas sustentaveis da
industria agricola para o reaproveitamento de residuos organicos como estratégia para a reduc¢do do desperdicio
de alimentos além de gerar a¢des biologicas de grande impacto.

Palavras chaves: Desperdicio de alimentos; Bioativos; Persea americana; Theobroma grandiflorum.

Abstract

Fruit by-products are the most abundant food residues, being discarded or used as feed or in composting, are major
sources of bioactives with reuse potential. The objective of this work was to search for studies with agro-industrial
residues from the species Persea americana and Theobroma grandflorum and to identify alternatives to reduce
loss. This is an integrative review in which it was developed from the analysis of studies found in 2 databases:
PubMed and Google Scholar. Studies that tested the biological activity of persea americana and theobroma
grandiflorum species using plant extracts were selected. As well as how work involving food waste and possible
alternatives to minimize the environmental impact was identified. Both species demonstrate significant biological
actions to combat oxidative stress. Humanity requires sustainable practices of the agricultural industry for the
reuse of organic waste as a strategy to reduce food waste in addition to generating biological actions of great
impact.

Keywords: Waste of food; Bioactive; Persea Americana,; Theobroma grandiflorum.

Resumen

Los subproductos hortofruticolas son los residuos alimentarios mas abundantes, al ser desechados o utilizados
como pienso o en compostaje, son las principales fuentes de bioactivos con potencial de reutilizacion. El objetivo
de este trabajo fue buscar estudios con residuos agroindustriales de las especies Persea americana y Theobroma
grandflorum e identificar alternativas para reducir la pérdida. Se trata de una revision integradora en la que se
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desarrollé a partir del analisis de estudios encontrados en 2 bases de datos: PubMed y Google Scholar. Se
seleccionaron estudios que probaron la actividad biologica de las especies de persea americana y theobroma
grandiflorum utilizando extractos de plantas. Asi como como se identificaron los trabajos que implican el
desperdicio de alimentos y las posibles alternativas para minimizar el impacto ambiental. Ambas especies
demuestran acciones bioldgicas relevantes para combatir el estrés oxidativo. La humanidad requiere practicas
sostenibles de la industria agricola para la reutilizacion de residuos organicos como estrategia para reducir el
desperdicio de alimentos ademas de generar acciones biologicas de gran impacto.

Palabras clave: Desperdicio de alimentos; Bioactivos; Persea Americana; Theobroma grandiflorum.

1. Introducao

O desperdicio de alimentos representa um desafio global que esta ligado a seguranca alimentar ¢ a gestdo de
recursos e possui implicagdes ambientais, sociais e economicas (HUANG et al. 2020). Devido a fungdo da cultura alimentar
da populagdo, ainda ndo ha o aproveitamento do alimento de forma integral, sendo as cascas e sementes de frutas, folhas e
talos de hortalicas, partes ndo comestiveis do alimento, desprezados (Ramos et al, 2020). Esses residuos podem ser
aproveitados na produgdo de novos alimentos, contribuindo, assim, para o combate a desnutrigdo e a fome (Galindo, 2014,
Silva et al., 2019).

Além de ajudar na redugdo de custos das preparagdes culindrias e na diminui¢do nos indices de desperdicio de
alimentos, o aproveitamento de partes ndo utilizdveis pode contribuir para a melhoria da ingestdo de nutrientes pela
populagdo, tornando possivel a incrementagdo de novas receitas na dieta dos individuos (Silva et al., 2019).

Os subprodutos de frutas e vegetais sdo os residuos alimentares mais abundantes, oriundos principalmente da
producdo de dleo, suco, vinho e agucar, geralmente sdo descartados ou usados como ragéo ou na compostagem, sdo grandes
fontes de polifenois, vitaminas e minerais, € seu potencial para o reaproveitamento foi estimado em milhdes de toneladas
a cada ano (Dilucia et al, 2020).

Estes residuos representam excelentes matérias-primas para a producdo de substratos ¢ adubos organicos de
grande importancia agrondmica, social e econdmica sem desvantagens ecologicas (Correa, et al 2019). O abacate esta entre
as frutas que mais apresentam perdas durante o processamento industrial (Storck et al, 2013; Silva et al., 2019). O alto teor
de fibras presente no fruto permite a utilizacdo de partes ndo comestiveis para o desenvolvimento de novos produtos
voltados para alimentacdo, tais como farinhas, biscoitos, pdes e massas alimenticias (Chaves et al., 2013).

O cupuagu pode ser aproveitado de forma integral, sendo a polpa a parte mais importante, ¢ se destaca pelas
caracteristicas de acidez, aroma ativo ¢ sabor muito agradavel (Lopéz (2015; Silva e Pierre, 2021). Segundo Silva ¢ Pierre,
2021, existe uma grande variedade de possibilidades para a utilizagdo da casca como, por exemplo, na industria alimenticia
(producdo de pdes), no artesanato (produgdo de pecas de decoracdo), nas embalagens ecoldgicas, na ragdo para bovinos,
ovinos e peixes, entre outros. Os autores enfatizam que o aproveitamento desses residuos alimenticios, pode agregar ainda
mais valor a fruta.

Aproximadamente 5,9% do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil, é resultante da agroindustria a partir de
transformagdes de produtos, do beneficiamento e no processamento de matérias-primas, pesquisas indicam que a partir da
agroindustria seja possivel ampliar formas de reaproveitamento e biotransformacéo de subprodutos bem como aperfeigoar
a qualidade dos produtos existentes (EMPRAPA, 2020).

A fim de minimizar o desperdicio ndo sé desses subprodutos como também o de muitos outros, pesquisadores,
autoridades governamentais, organizagdes ndo governamentais e industrias alimenticias tém trabalhado na busca de
solugdes inovadoras e multifacetadas (Ojha, Busler & Scluter, 2020).

O objetivo deste trabalho foi elencar em carater exploratorio as atividades biologicas de residuos agroindustriais

oriundos das espécies Persea americana e Theobroma grandflorum, bem como descrever o impacto causado pelo
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desperdicio alimentar ao meio ambiente e identificar estratégias para minimizar este impacto.

2. Metodologia

Este artigo trata-se de uma revisdo integrativa no qual foi desenvolvida a partir da analise de estudos encontrados
em 2 bases de dados: PubMed e Google Scholar. Foram selecionados trabalhos que testaram a atividade bioldgica das
espécies Persea americana ¢ Theobroma grandiflorum utilizando extratos vegetais. Bem como foram identificados
trabalhos que envolviam o desperdicio alimentar e possiveis alternativas para minimizar o impacto ambiental.

Os descritores utilizados na primeira busca foram: "Persea americana" e “bioativos” e na segunda “Theobroma
grandflorum” e “ bioativos”. A busca dos artigos foi realizada por meio do cruzamento desses descritores utilizando os
operadores booleanos “OR” ¢ “AND”. Como critérios de inclusdo, foram selecionados artigos e notas cientificas publicados
entre os anos 2010 e 2021, nos idiomas inglés, portugués e espanhol. Como critérios de exclusdo, foram suprimidos
trabalhos publicados em anais de eventos e artigos de revisao.

Foram pesquisados também artigos cujo tema abordado foi o desperdicio de residuos orgéanicos e alternativas para
minimizar o impacto ambiental. Nesta terceira busca foram adotados como critério de inclusdo: artigos de revisdo. E
método aplicado foi baseado em Estrela, (2018).

3. Desperdicio agroindustrial

Estima-se que a populagdo mundial em 2050 serd em torno de 9 a 10 bilhdes de habitantes de acordo com a
Organizagdo Mundial das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) o que provocara um aumento na
demanda por alimentos (Leal A., 2016). No entanto isso ndo sera alcangado com o aumento da produ¢do, devido a
diminuigdo de terras propicias para a agricultura e para promover a expansdo de terras serd necessario desmatar e/ou
degradar pastagens, com o consequente impacto negativo para o meio ambiente ¢ a biodiversidade (Silveira, 2020).

Identifica-se 3 problematicas no que diz respeito ao sistema alimentar mundial, a primeira ¢ a inviabilidade do
sistema em fornecer suprimento adequado as pessoas, tendo em vista que 868 milhdes de pessoas ndo dispde de acesso a
comida e 1,5 bilhdes apresentam excesso de peso, a segunda pontua que aproximadamente 50% do que ¢é produzido esta
abastecendo carros e animais e um terco da produgdo de alimentos torna-se ragdo, e finalmente a terceira representa os
alimentos desperdicados que segundo a FAO totalizam-se um ter¢o da produgdo mundial, o que poderia estar suprindo
quatro vezes o niimero de pessoas com caréncia alimentar (Triches, 2020).

A reducio de desperdicio de alimentos ¢ uma das metas das politicas ambientais e de seguranca alimentar das
Nagdes Unidas, espera-se uma diminuicdo pela metade em toda cadeia alimentar (Morata et al, 2020). Essa diminui¢do
estd relacionada a um dos objetivos do desenvolvimento sustentavel, considerado o objetivo numero 2, o qual pretende
acabar com todas as formas de fome e ma-nutri¢do até 2030, de modo que todas as pessoas tenham acesso suficiente a
alimentos nutritivos durante todos os anos (PLATAFORMA AGENDA 2030).

Segundo um estudo publicado pela Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQO), o desperdicio
alimentar ocorre ao longo de toda a cadeia de aprovisionamento alimentar, desde a produg@o agricola até ao consumo final.
O mesmo indica que nos paises industrializados mais de 40% dos alimentos sdo desperdigados nas etapas correspondentes
a distribuicdo e consumo (Pinho et al, 2019).

Destaca-se, aqui, a categorizagdo do desperdicio alimentar gerado em trés grupos distintos, “evitavel”,
“possivelmente evitavel” e “ndo evitavel”, a primeira corresponde ao desperdicio de alimentos que estariam aptos para
consumo, a segunda ao desperdicio gerado por distintos habitos de consumo e preparacao e a ltima classifica o desperdicio

constituido por porgdes de alimentos que ndo sdo aptas para consumo em circunstancias normais, os subprodutos (Quested
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et al,2009; Martins et al,2014).

As causas da perda e desperdicio de alimentos variam amplamente no percurso da cadeia de abastecimento
alimentar, destacam-se as perdas desde a area agricola, incluindo a colheita inadequada e praticas aplicadas, as condigdes
climaticas, perdas causadas por condi¢des de armazenamento inadequadas, assim como decisdes tomadas em fases
anteriores a distribui¢do do alimento, que predispde produtos a uma menor validade (FAO, 2019).

Ressalta-se que o armazenamento refrigerado adequado, transporte correto, boa infraestrutura fisica, logistica
eficiente, processamento ¢ 0o empacotamento sdo fundamentais na preservagdo dos alimentos, ainda assim, considera-se
possiveis perdas por erro humano durante a aplicacdo dessas técnicas (FAO, 2019).

Os residuos do beneficiamento de alimentos surgem durante a conversdo em produtos alimenticios. Certos
residuos ndo se integram aos produtos como componentes e por esse motivo necessitam serem excluidos deles. Este tipo
de residuo ¢ eliminado dos alimentos durante o seu processamento e, por estratégias tecnoldgicas se tornam subprodutos
(FILHO et al, 2017).

O Diagnostico do Manejo de Residuos Urbanos - 2015, elaborado pela Secretaria Nacional de Saneamento
Ambiental do Ministério das Cidades, indicou que, das 77.997.025 toneladas de residuos que chegaram a alguma unidade
de processamento (aterros sanitarios, aterros controlados, lixdes, unidades de triagem etc.), apenas 0,3% foram conduzidas
as unidades de compostagem existentes no pais (Brasil, 2015).

O rapido crescimento da populagdo mundial associado com a urbanizagio acelerada e industrializagdo tem levado
ao grande descarte de residuos organicos solidos, dante dessa tendéncia os sistema de gestdo de residuos precisam adotar
novas perspectivas, uma alternativa que se destaca-se ¢ a reutilizac@o e a reciclagem (Chen et al, 2020).

Em outubro de 2020, realizou-se a Conferéncia Regional da FAO para a América Latina ¢ o Caribe, no qual uma
das prioridades adotadas ¢ a criag@o de sistemas alimentares sustentdveis para garantir maior oferta, acesso fisico a dietas
diversificas, além de buscar a redugio da perda e desperdicio de alimentos (FAO, 2020).0 Brasil esta no ranking dos 10
paises que mais desperdigam alimentos no mundo, com cerca de 35% da producédo sendo perdida todos os anos (Food and

Agriculture Organization of the United Nations, 2015).

4. Estratégias para minimizar o impacto ambiental

O sistema alimentar ¢ responsavel por um uso substancial dos recursos naturais ¢ ¢ um dos principais promotores para a
degradacdo ambiental do planeta Terra, ele contribui com 20 a 30% das emissdes totais de gases do efeito estufa (GEE):
didxido de carbono (CO2), metano (CH4) e 6xido nitroso (N20), é responsavel por 70% de todo o uso de agua doce e é
uma das principais fontes de poluigdo da dgua (Steinfeld et al, 2006; Fresan et al, 2019). A perda da biodiversidade, reducéo
de fonte de recursos ndo renovaveis sdo considerados fatores graves oriundos da exploragdo da natureza (Santos et al,
2020).

O mercado agroindustrial age de forma intensa em todo mundo, gerando grande quantidade de residuos, causando impactos
graves ao meio ambiente. Em virtude disso ha um aumento na busca por alternativas sustentaveis para o aproveitamento
da matéria organica gerada pela agroindistria, promovendo desta forma a redugdo do desperdicio alimentar, porém, existem
certas dificuldades na aplicabilidade dessas alternativas, como a falta de tempo para o processamento da matéria prima e
tecnologia adequada disponivel (Silva, 2016).

No que diz respeito ao desperdicio de partes ndo comestiveis do cupuagu, a empresa Bombons Finos da Amazonia, no
intuito de minimizar o desperdicio das cascas, firmou uma parceria com a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do

Amazonas (FAPEAM). Visando o reaproveitamento da casca do cupuagu para producdo de embalagens ecoldgicas. A
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empresa ¢ referéncia no desenvolvimento sustentdvel da Regido Amazonica (Costa et al. 2017; Silva & Pierre, 2021).

O desenvolvimento sustentavel aplicado pelas industrias ¢ um desafio global. No que diz respeito ao reaproveitamento de
residuos organicos gerados ao longo da producdo de alimentos, o ponto central ¢ destacar a capacidade funcional dos
compostos ativos extraidos de plantas ou oriundos de subprodutos da industria, no qual sdo capazes de promover melhorias
a satde do consumidor (Carvalho et al, 2018).

Tramitam pela Camara e no Senado Federal Brasileiro varios projetos de lei que, incentivam e impdem aos
estabelecimentos do ramo alimenticio realizem doagdes para instituigdes beneficentes, ou sem fins lucrativos, a bancos de
alimentos, direta ou indiretamente ¢ a pessoas com escassez de recursos para alimentago (Santos et al, 2020).

A FAO em 2017 destacou que devem ser realizadas campanhas de sensibilizagdo, conduzidas a todos os responsaveis pela
cadeia alimentar, por considerar ser o foco do enfrentamento do problema. Ressalta-se a iniciativa da campanha Save Food,
que foi apresentada pelo Programa das Nag¢des Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) e pela FAO, em parceria com a
Messe Diisseldorf (companhia alemd), deu inicio a agdes que promovem o consumo sustentavel de alimentos e preveem
metas para reduzir perdas e desperdicio (EMBRAPA, 2017).

A Save Food Brasil esta vinculada a FAO, na qual esfor¢a-se a estimular a sinergia, a parceira ¢ a intercomunica¢ao dos
grupos corporativistas com o objetivo de impulsionar a redugdo das perdas e do desperdicio de alimentos no pais. Suas
metas consistem em: compor uma rede de especialistas brasileiros na area, incentivar e simplificar a comunicagao entre

setores, preservar a rede atualizada, e buscar a sensibilizagdo do coletivo (Santos et al, 2020).

5. Producao de frutas no Brasil e Mundo

As frutas sdo alimentos indispensaveis na composi¢do de uma dieta saudavel. Esses alimentos contém baixa densidade
energética ¢ diversos elementos essenciais para a satide, como vitaminas, minerais, fibras ¢ outros compostos bioativos,
favorecendo a manutengo da satide e do peso corporal (Da-Silva & Claro, 2019).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de frutas com cerca de 45 milhdes de toneladas ao ano, das quais 65% sdo
consumidas internamente e 35% s3o destinadas ao mercado externo (EMBRAPA, 2021). Além de ser o pais considerado
o quarto maior exportador mundial de frutas. Dentre os principais destinos das exporta¢des oriundas do Brasil destacam-
se: Unido Européia, Portugal, Franca, Italia e Estados Unidos (Martins et al, 2020).

As frutas sdo os alimentos com maior porcentagem de perda, atingindo valores superiores a 50%, as raizes e tubérculos
alcangam valores entre 40 a 50% e em cereais em torno de 30%. Desperdicios e perdas resultam ndo apenas na falta de
consumo dos produtos, mas também na perda dos recursos utilizados na sua produgdo, como por exemplo dgua, energia,
agrotoxicos e transporte (Silveira, 2020).

Calcula-se que o processamento de frutas para produgdo de sucos e polpa gera entre 30 e 40% de residuos agroindustriais.
O reaproveitamento desses residuos ¢ um dos maiores polos de investimentos, tem sido alvo de varios estudos o que
contribui para o conhecimento sobre o seu grande potencial e seus valores nutricionais uma vez que 0S mesmos apresentam
uma grande taxa de nutrientes essenciais, que agem no combate de doengas degenerativas como Alzheimer e Parkinson,
melhorando a satide humana (Franco, et al, 2015).

A Organizacdo das Nagdes Unidas Para a Alimentacdo e a Agricultura — FAO, estima que a produgdo mundial de residuos
agroindustriais atinja 1,3 bilhdo de toneladas por ano, dando conta que, 1/3 dos alimentos potencialmente destinados ao
consumo humano sdo desperdigados, seja como residuos, oriundos do processamento ou como perca na cadeia produtiva

(FAO, 2013).
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6. Aplicacoes biologicas de subprodutos oriundos do processamento de frutas

Nos dias atuais grande parte dos residuos organicos solidos sdo descartadas de maneira convencional, como aterros
sanitarios e incineragdo (formas ndo sustentaveis), devido ao espago limitado e os impactos ambientais (Chen et al, 2020).
O processamento de produtos oriundos da agroindustria produz ao longo de sua cadeia produtiva, toneladas de
residuos organicos agroindustriais, ocasionando diversas pendéncias ambientais decorrentes do seu acimulo e despejo em
locais inapropriados. No entanto, esta quantidade de subprodutos gerados apresenta um grande potencial a ser explorado
(Correa et al, 2019).
6.1 Persea americana (abacateiro)

O abacate (Persea americana Mill) é um fruto originado do continente americano, amplamente produzido no
territorio brasileiro (Oliveira et al, 2017). E cultivado em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo,
particularmente no México, Indonésia, Estados Unidos, Brasil, Chile, Colombia, Republica Dominicana, Peru e Etiopia, a
producao brasileira ¢ distribuida nas regides Sudeste, Nordeste e Sul, e o estado de Sao Paulo ¢ o maior produtor seguido
pelos estados do Parana e Espirito Santo ( Paixdo et al, 2016). Persea americana Mill é uma espécie vegetal pertencente a
familia Lauraceae, apresentando porte arboreo, e é conhecida popularmente como abacateiro (Ferreira et al, 2008).

Essa fruta é composta de exocarpa (casca), mesocarpa (polpa), endocarpa e semente ( Figura 1). A polpa de seus
frutos, ¢ amplamente utilizada na alimentagéo, sendo assim, considerado um produto de alto valor econdmico Mora-Sandi
et al 2021).

Figura 1: Composi¢do do fruto da Persea americana

SEED & ENDOCARP PEEL (EXOCARP)
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* Anti-inflammatory
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cardiovascular health

Fonte: Mora-Sandi et al 2021.

O Brasil € o sexto maior produtor de abacate, representando 3,2% do total mundial, no entanto com um potencial
de aumento de plantios, especialmente para atender o mercado consumidor interno ( Pio, 2020).

A semente de abacate representa 13—18% da fruta, na sua composi¢do apresenta grandes quantidades de
compostos fendlicos proporcionando maior atividade antioxidante e, consequentemente, podem estar envolvidos na defesa
contra patogenos (Kosmann et al, 2017).

A semente de abacate ¢ subutilizada e representa grande parte da fruta, portanto, seu uso pode ser uma alternativa
para reduzir o custo de produgdo de 6leo comestivel. No entanto, o principal problema no uso de sementes de abacate ¢ a

presenca de compostos fenodlicos que exibem toxicidade. Estudos demonstraram que as sementes podem ser utilizadas na
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alimentac@o de animais monogastricos apds a extracao dessas substincias com etanol. O extrato pode apresentar atividade
antioxidante, uma vez que os niveis de fendlicos nas sementes variam de 2,3 a 5,7% (Duarte et al, 2016).

Dabas et al (2013), enfatiza que muitos dos estudos quimicos e bioldgicos estdo centrados na polpa do fruto de P.
americana, a semente possui atividade promissora devido sua agdo anti-inflamatdria, anticancer, antimicrobiano, efeitos
anti-hipertensivos e antioxidantes, sua composi¢do apresenta uma fonte promissora de amido nd3o convencional,
dependendo da variedade do abacate, o teor de amido presente na semente varia entre 7,8 a 29,3% em uma base seca
(Macena et al, 2020).

As sementes sdo consideradas subprodutos normalmente descartados, observa-se que os residuos da industria
alimenticia podem causar problemas ecologicos, que apesar de serem organicos, o seu acimulo em aterros sanitarios pode
gerar gases, ocasionando mal cheiro e contribuindo com o acimulo de patogénicos, sendo prejudicial a satde. Além disso,
ha perdas economicas devido ao alto custo de transporte desses subprodutos para as areas de aterros sanitarios (Leite et al,
2009).

O abacate tem sido reconhecido por seus beneficios a satde, especialmente em fungido dos compostos presentes
na fragdo lipidica, como acidos graxos Omega, fitoesterois, tocoferois ¢ esqualeno. Os estudos aqui analisados
demonstraram os beneficios do abacate associado a uma dieta balanceada, principalmente, na reducdo do colesterol e na
prevencao de doengas cardiovasculares. Foi evidenciada uma redugdo média de 17% nos niveis de colesterol no sangue em
um estudo no México com 45 voluntarios que consumiram abacate uma vez por dia durante uma semana (Duarte et al,
2016).

A tabela 1 apresenta as pesquisas elegiveis na busca de agdes biologicas da espécie P. americana.

Tabela 1. Estudos realizados com a espécie P. americana.

PARTE DA PLANTA EXTRATO ACAO BIOLOGICA ESTUDO
Folhas,casca e sementes  [Etandlico IAcdo bactericida Schellin et al 2020.
Semente IAquoso |Acao anti-oxidante Moreira, 2012.
Semente IAquoso e etanolico acdo antimicrobiana Silva et al, 2016.
Oleo e polpa do fruto Metanolico [Efeito ansiogénico Moura, 2019.
Casca IAquoso IA¢ao anti-oxidante IAssuncao, 2016.
Folhas Metanolico |Antifungica Souza, 2016.
Casca e sementes [Etandlico |Acdo anti-oxidante Daiuto et al, 2014.
Sementes e polpa Hidroalcoolico IAntimicrobiana Haluch et al, 2020
Folhas IHidroalcoolico IA¢do anti-inflamatoria Lima, 2018.
Cascas IEtanélico IAtividade inseticida sobre|Carvalho, 2011.

|Aedes aegypti
Sementes Hidroalcoolico \Acdo gastroprotetora |Athaide, 2018.
Sementes Metandlico Controle da hipertensao Oridupa et al, 2020.
Casca petrdleo bruto etanolico  |A¢do moluscicida Silva et al, 2020.
Folhas [Etanélico IAcdo antioxidante Castro-Lopez et al, 2019.
Casca Metanolico [Efeitos neuroprotetores. Ortega-Arellano et al,

2019.

Fonte: Autores.

Segundo Dabas et al (2013), a Persea americana € uma planta com uma diversidade de atividades bioldgicas, seu

72




fruto ¢ considerado um alimento de elevada qualidade nutricional. Dos 15 artigos avaliados (tabela 1), nota-se que quatro
relataram atividade antioxidante (Moreira, 2012, Assung¢do, 2016, Daiuto et al, 2014, Castro-Lopez et al, 2019). Acredita-
se que a atividade antioxidante esta relacionada com o alto teor de compostos fenolicos, sendo estes considerados
metabolitos promissores por apresentarem diversas atividades bioldgicas, dentre eles, o combate ao estresse oxidativo
(Borges et al,2020). O estresse oxidativo pode provocar danos neuronais e modular a sinalizacdo intracelular, podendo
causar a morte neuronal, esta acdo antioxidante descrita nos estudos da planta Persea americana, pode ser favoravel no
desenvolvimento de agente neuropreventivos eficazes (Ameer et al, 2016).

A analise fitoquimica das sementes, cascas ¢ polpa evidenciou presenc¢a de fenois na P. americana (Barbosa et al,
2019), sugerindo grande potencial anti-inflamatorio conforme descrito (Lima, 2018). Pesquisas in vitro demonstraram que
extratos de folhas de P. americana apresentam agdes anti-HIV, citotoxicos e inseticidas, foi evidenciado que o 6leo oriundo
da semente da P. americana apresenta atividade gastroprotetora, antihelmintica, antioxidante e seu fruto tem potencial
antimicrobiana (Tavli e Ozkan, 2020). Carvalho em seu estudo (2011), também atestou atividade inseticida das folhas do
abacateiro, os autores (Silva et al, 2016, Souza, 2016, Haluch et al, 2020) reafirmaram a atividade antimicrobiana dessa
parte da fruta.

6.2 Theobroma grandiflorum (cupuacuzeiro)

O cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) ¢ uma espécie da regido amazonica, pertencente a
familia Malvaceae, é uma das mais promissoras plantas frutiferas, com plantios consideraveis nos estados do Para e do
Amazonas ( Alves et al, 2013). Ele também ¢ encontrado em estado silvestre na parte do Sul e Sudeste da Amazonia
Oriental, mas atualmente esta disseminado por toda a bacia Amazonica, Norte do Maranhdo e ocasionalmente em outros
paises como Coldmbia, Venezuela, Equador, Costa Rica ¢ Peru, onde o fruto ¢ consumido (Figura 2) (Mendonga et al,
2018).

Figura 2: Imagem do fruto(a) e polpa fresca (b) de Theobroma grandflorum

Fonte: Souza et al, 2020.

Possui grande importdncia econdmica no Brasil, com grande potencial em nivel internacional devido aos
multiplos usos de suas sementes e celulose. A polpa ¢ usada na industria para produgao de doces, sorvetes, licores e sucos,
enquanto as sementes sdo usadas para a fabricagdo de um produto semelhante ao chocolate chamado cupulate, bem como
na industria de cosméticos (Genovese, et al, 2016).

As sementes de Theobroma grandiflorum em média contém 36 unidades por fruto, apresentam 2,5 cm de
comprimento por 0,9 cm de espessura, superpostas em cinco colunas em torno de um eixo central, estdo envolvidas por
uma abundante polpa branco-amarelada de sabor acido e cheiro agradavel (Genovese, et al, 2016).

Este fruto tem grande destaque nacional e internacional, provocando interesse de paises da Europa e da Asia,

sobretudo da Inglaterra, do Japdo e da Suécia, além dos Estados Unidos e de paises sul-americanos. O cupuagu apresenta
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flavonoides como as teograndinas, que tém sido vinculadas a redugdo do estresse oxidativo em doengas cronicas (Almeida,
2020). A tabela 2 exibe os estudos identificados com ac¢do bioldgica da espécie 7. grandiflorum.

Tabela 2. Estudos realizados com a espécie Theobroma grandiflorum.

PARTE DA PLANTA EXTRATO ACAO BIOLOGICA ESTUDO

residuos das frutas da espécie. hidroetanolico |A¢ao antioxidante Freitas et al, 2017.
Semente Etilico IAcdo antihipertensiva Cruz, 2014.

Semente metanolico IAcdo antioxidante Pugliese et al, 2013.

Oleo da semente etandlico IA¢ao antioxidante Costa et al, 2020.

Polpa metanolico modulagdo da microbiota intestinal.  [Barros et al, 2016.
Residuos do fruto INdo utilizado  |bioremediacdo 17-a-ethinylestradiol. |Golveia et al, 2018.

Casca metanol |Ac¢do antioxidante. Galeano-Garcia et al 2011.
Lactobacilos isolados da polpa INdo utilizado. |Efeitos probidticos. Selis et al, 2021.

Fonte: Autores

Destaca-se a atividade antioxidante prevalente nas acdes bioldgicas, envolvendo semente, polpa e casca, conforme
descrito na tabela 2. Tal acdo tem sido uma das atividades oriundas dos vegetais, que apresentam grande potencial por
neutralizar os danos oxidativos causados pelos radicais livres (Silva et al, 2017).

Os radicais livres sdo subprodutos do metabolismo aerdbio, normalmente a sua presenga nas células, situa-se em
niveis toleraveis, o que possibilita uma defesa antioxidante satisfatoria pelos meios disponiveis para inativa-los, no entanto
sua producdo intensiva ou reducdo nas defesas antioxidantes do organismo, promovem estresse oxidativo nas células
(Oliveira et al, 2019).

E de grande relevancia a atividade antioxidante na fungio intestinal (Barros et al,2016; Selis et al,2021). Segundo
Chagas (2017), uma dieta de camundongos enriquecida com polpa de T. grandiflorum (5 ¢ 10%), demonstrou grande
potencial como terapia complementar ao tratamento da doenga inflamatéria intestinal em humanos.

7. Conclusao

Diversos paises enfrentam a problematica do desperdicio de alimentos no setor agroindustrial, logo o
desenvolvimento sustentavel desse mercado se torna um desafio global, tendo como foco o reaproveitamento de residuos
organicos. As frutas sdo um dos alimentos com maior percentual de perdas, esse desperdicio ocorre em toda as fases da
cadeia produtiva, que vai desde a colheita até o consumidor final. As causas de perdas sdo diversas, incluindo o transporte,
armazenamento, acondicionamento inadequado, entre outras.

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de frutas, logo se torna um dos paises que mais desperdica esse alimento.
Residuos oriundos das espécies P. americana e T. grandiflorum sdo grandes fontes de metabolitos ativos, podendo
apresentar agdes bioldgicas de impacto positivo na satide humana. O potencial dos coprodutos e residuos oriundos do
beneficiamento de frutas pode tornar-se uma fonte rentavel de recursos para comunidades produtoras e industrias
relacionadas. Além disso, o potencial biotecnolégico inexplorado relacionado a frutas e seus subprodutos deve ser visto
como alternativa para prospecgdo de compostos bioativos e diminui¢do de residuos e poluentes. Faz-se necessario maiores
investimentos por parte da industria alimenticia quanto a um destino sustentdvel para os residuos orgéanicos, buscando

assim reaproveitamento e reducao de perdas de recursos naturais bem como minimizacao dos custos do mercado.
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4.5 Capitulo 5: Caracterizacao quimica dos extratos etanolicos de sementes dos frutos das espécies vegetais
: Persea americana e Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng).

Artigo a ser submetido a revista Pharmacognosy Reviews
ISSN:
Qualis Capes: A2

Resumo

Os frutos das espécies vegetais Persea americana e Theobroma grandiflorum sdo comercialmente
significativos e com alto valor nutricional, movimentam a economia e consequentemente promovem um
elevado descarte de partes do fruto ndo comestivel, como as sementes. O objetivo deste estudo € caracterizar
o perfil quimico dos extratos hidroalcoolicos de sementes de Persea americana ¢ Theobroma grandiflorum.
Os extratos estudados foram analisados utilizando um sistema de cromatografia liquida Shimadzu Prominence
com duas bombas injetor automatica Shimadzu LC-20AD (SIL-20A HT). No extrato da P. americana foram
identificados 6 moléculas: perseitol, acido cafeoilquinico, Cinnamtannin B1, isdmero do acido cafeoilquinico,
Glucosideo de acido hidroxiabcisico e quercetin-3-O-glicosideo. S3o descritos para tais constituintes acao
antiinflamatoéria, antioxidante e até acao revertora de drogas multiresistentes em tratamento antitumoral,
destacando-se as classes fendlicos, flavonoides e procianidinas. J& na espécie Theobroma grandiflorum
registrou-se 10 compostos quimicos, houve predominio de flavonoides, tal classe destaca-se por exibir uma
variabilidade de acdes biologicas desde antimicrobiana, antiinflamatoéria, antioxidante, antitumoral,
cardioprotetor, neuroprotetor e antidiabética. Com o perfil quimico tragada ¢ possivel isolar compostos
majoritarios, progredir no desenvolmento de bioprodutos e contribuir com o reaproveitamento de residuos da
industria alimentar.

Abstract

The fruits of the plant species Persea americana and Theobroma grandiflorum are commercially significant
and with high nutritional value, move the economy and consequently promote a high disposal of parts of the
inedible fruit, as seeds. The aim of this study is to characterize the chemical extracts profile of Persea
americana seeds and Theobroma grandiflorum. The extracts studied were analyzed using a Shimadzu
Highlight liquid chromatography system with two Shimadzu LC-20AD automatic injector pumps (SIL-20A
HT). In the extract of P. americana, 6 molecules were identified: perseitol, cafeoilyquine acid, Cinnamtannin
B1, cafeoilyquine acid isomer, glucoside of hydroxyabcisc acid and quercetin-3-O-glycoside. Anti-
inflammatory, antioxidant and even reverse action of multidrug drugs in antitumor treatment are described for
such constituents, especially as phenolic, flavonoid and procyanid classes. In the species Theobroma
grandiflorum, 10 chemical compounds were recorded, flavonoid constituents predominated, this class stands
out for exhibiting a variability of biological actions ranging from antimicrobial, anti-inflammatory,
antioxidant, antitumor, cardioprotective, neuroprotective and antidiabetic. With the chemical profile outlined
it is possible to isolate larger compounds and progress in the development of bioproducts.

Introducao

O mercado de fruticultura brasileiro estd em constante evolugdo, no qual estima-se que em torno de
53% da produgdo é comercializada em forma in natura e 47% ¢ destinada ao setor agroindustrial para
elaboracdo de sucos, chas, polpas congeladas, geléias e outros (Oliveira, 2018). O Brasil € o terceiro maior
produtor de frutas, com cerca de 45 milhdes de toneladas ao ano, sendo 65% consumidas internamente ¢ 35%
destinadas ao mercado externo (EMPRAPA, 2020).

E gerado ao longo da cadeia de produgdo da indéstria alimenticia, milhdes de toneladas de residuos
agroindustrias, podendo causar impactos ambientais (Makris et al.,2007). Sdo responsaveis pela criacdo de
boa parte desses subprodutos que sdo descartados pelas industrias, sendo por ndo estarem adequadas para o

processamento ou por deixar restos no final do processamento como cascas, sementes e bagaco, representa
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em torno de 30% da massa inicial de frutas processadas, gerando cerca de 360 kt/ano o que representa
aproximadamente 60% do total de frutas processadas (Gowman et. al., 2019; Sette et. al., 2020).

Os frutos das espécies vegetais Persea americana ¢ Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
Schum), sdo comercialmente importantes € com alto valor nutricional, movimentam a economia e
consequentemente promovem um elevado descarte de partes do fruto ndo comestivel, como as sementes
(Valente, 2020; Pazdiora et al.,2020). Estas matérias organicas podem ser fonte de compostos ativos que
possibilitem beneficios a satde (Storck et al., 2013; Amadeu et al.,2020).

Persea americana ¢ uma arvore frutifera pertence a familia Lauraceae (Orwa et al., 2009), seu fruto
apresenta riqueza nutricional, suas sementes sdo usadas tradicionalmente como vermicida e no tratamento de
infecgdes de pele (Ekom et al.,2022). As exportacdes liquidas deste fruto atingiram 9,8 milhoes de dolares em
2017 (Santos et al.,2014). Tem despertado grande interesse em pesquisas devido seus atributos em promover
saude e seu elevado valor nutricional (Park et al,2020).

O cupuaguzeiro popularmente é denominado, cuja espécie ¢ Theobroma grandiflorum (Willd. ex
Spreng. Schum), pertence a familia Malvaceae, nativa da Amazonia, com predominancia no sul e sudoeste do
Par4, parte do Maranhdo e Tocantins (Moita, 2019). Seus frutos sdo comercializados e vendidos por todo pais,
gerando subprodutos que sdao descartados no percurso de beneficiamento, dentre esses residuos destaca-se as
sementes (Silva & Pierre,2021). Ha uma crescente tendéncia das induastrias alimenticias na busca de
alternativas sustentaveis para estes residuos organicos (Correa et al.,2019).

Diante do exposto o trabalho tem como objetivo caracterizar compostos quimicos presentes nos
extratos etanolicos de sementes das espécies vegetais Persea americana ¢ Theobroma grandflorum(Willd. ex
Spreng. Schum), em busca de atividades biologicas em subprodutos que seriam descartados pela industria
alimenticia. Dessa forma contribuir com o reaproveitamento de residuos considerados lixo organico bem como

promover uma reducdo de sobras alimentares.

Metodologia
Material botanico: Os frutos de Persea americana e Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng Schum)

foram coletados em um imével localizado no bairro Ipem Turu, no municipio de Sdo Luis-MA, em novembro
de 2020, 2°31'04.7"S 44°13'04.7"W (GPS). Estes foram secos em uma estufa com circulagdo de ar a 40°C e
esmagados em um moinho de facas com granulometria de p6 moderadamente espessa ( Farmacopeia
Brasileira, 2019).

Obtencao de extratos hidroalcoolicos: Para obter os extratos hidroalcoodlicos, utilizou-se a técnica de
maceragao utilizando-se um solvente de extracao de etanol 70% PA em hidromodules de 1:4, 1:6 ¢ 1:8 (m/v),
em 70% de etanol. A maceragdo foi realizada durante 7 dias, sob agita¢do ¢ depois filtrados. Os extratos
resultantes foram concentrados em rotavaporizador e foram armazenados em geladeira a 4°C em frascos de
cor ambar (Matos, 2009). Os rendimentos dos extratos foram calculados por técnica gravimétrica e os
parametros fisico-quimicos: densidade e indice refrativo foram determinados de acordo com as técnicas

recomendadas pela Farmacopeia Brasileira (2019).
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Analise Cromatografica: Os extratos de sementes das espécies estudadas, foram analisados utilizando um
sistema de cromatografia liquida Shimadzu Prominence com duas bombas injetor automatica Shimadzu LC-
20AD (SIL-20A HT). Na anélise, foi utilizada uma coluna C18 Phenomenex Gemini (250 x 4,6mm — 5 pum).
A fase movel foi a agua ultrauso acidificada (0,1% HCOOH) e o metanol de grau HPLC, também acidificado
(0,1% HCOOH), a uma vazao de 1,0 mL/min, com o gradiente de metanol: 20-100 % metanol em 0-35 min e
100% em 50 min. O volume de injecdo foi de 10,0 uL. O LC foi acoplado a um espectrometro de massa
(Amazon X, Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionizagdo eletrospray (ESI) e um analisador tipo
ion-trap (TI) no modo negativo, sob as seguintes condi¢des: tensdo capilar de 5 kV, temperatura capilar de
325°C, gés de entrada (N2) fluxo de 12 L/min, pressao de nebulizador de nitrogénio a 10. A faixa de aquisi¢ao
foi m/z 100-1500, com dois ou mais eventos.

Resultados e Discussao:
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Figure 01: Cromatogramas comparativos no UV no comprimento de onda de 254 e 270 nm para o extrato
sementes de Persea americana.

Tabela 01: Substancias identificadas e os principais fragmentos do extrato de sementes de Persea
americana, obtidos por LC-ESI-IT/MS

ID TR (min) [M-H]- MS/MS Identificacao
m/z proposta
1 3.0 211 131 Perseitol
10.7 353 191 Caffeoylquinic acid
3 13.0 Cinnamtannin B1
863 711; 573;411; 289 (Procyanidin trimer
A isomer)
4 14.2 707 (2M-H) 353: 191 Caffeoquuinic acid
isomer
5 20.4 441 331; 161 Hydroxyabscisic
acid glucoside
6 23.6 427 161 n.i
7 334 463 301; 265 Quercetin-3-0O-
glucoside

Os extratos de sementes de Persea americana descrevem o0s seguintes componentes quimicos
conforme tabela 01, sdo eles: perseitol, acido cafeoilquinico, Cinnamtannin B1, isémero do &cido
cafeoilquinico, Glucosideo de acido hidroxiabcisico e quercetin-3-O-glicosideo.

O perseitol (1) foi descrito em estudos com extratos de sementes da mesma espécie por Liu et al.(1999),
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Lopez-Cobo et al. (2016) e Figueroa et al. (2018). Luis et al.,(2018) relacionaram este constituinte com alta
capacidade antiinflamatéria e Teske &Trentini (1997) atriburam a agao diurética.

Em estudos realizados com semente por Lopez-Cobo et al.,(2016), os extratos de hexano, alcool
metilico e dgua registraram a presenca de acido cafeoilquinico (2). Tremocoldi et al.,(2018) também
apresentaram em extratos com alcool etilico 80% a presenca deste composto, Figueroa et al.,(2018) no qual
utilizaram como solvente alcool etilico 50% também identificaram este composto quimico. Pertence a classe
do grupo fenolico, demonstra variadas atividades no organismo vegetal, destacando a acao antioxidante, atuam
como sequestradores de radicais livres como o superoxido Oz e espécies reativas de nitrogénio (Sokmen et al.,
2005; Soares, 2019).

Cinnamtannin B1 (Procyanidin trimer A isomer) (3)¢€ um constituinte que foi relatado por Kosinska et
al,(2012) na analise quimica da casca da espécie P. americana e Castro-Lopez et al. (2019) identificaram nas
folhas da espécie pesquisada. Fazem parte do grupamento de metabodlitos secundarios, da classe de
procianidinas, também conhecidos como taninos condensados (Geng et al., 2015). Ha distintas classes de
procianidinas, sendo que somente as prociandinas tipo B (Gu et al.,2013) foram relatadas em frutos de Persea
americana. Como atividade biologica, este constituinte destaca-se por apresentar efeito antineoplasico
(Mvondo et al.,2021).

Acido cafeoilquinico (4) e seu isomero podem ser conhecidos coomo acido clorogénico, que
pertencente a classe dos fenolicos simples, estdo inclusos entres os componentes quimicos derivados da
cafeina (MARIA; MOREIRA, 2004). Esse composto é conhecido por apresentar atividade antiinflamatoria
topica, e estando presente em outras especies vegetais como Cynara scolymus L. (Alcachofra) (BOTSARIS
&ALVES, 2007) e Coffea arabica (café¢) (SEGHETO, 2017).

Foi descrito por Ramos et al. (2004), o primeiro isolamento e descri¢ao da estrutura do acido abscisico
colacosilado(5) em sementes de P. americana, sendo referido também por Lopez-Cobo et al., 2016). Dat et
al. (2019) relataram a presenca deste constituinte em folhas de Laurus nobilis L., espécie vegetal pertencente
a mesma familia da espécie estudada, Laureaceae.

A substancia quimica Quercetin-3-0-glucoside (6) foi descrita por Figueroa et al., (2018) e Loizzo et
al. (2012); Kamaraj et al. (2020); Melgar et al. (2018); Yasir et al. (2010). Pertencente a classe dos flavonoides,
havendo estudos que demonstram que esse constituinte tem acao antihipertensiva (Hussain et al.(2018), possui
papel importante no controle de doencgas degenerativas (Jumnongprakhon et al. 2020) e possui potente
atividade antioxidante com acao cardiovascular (COSTA, 2010; CESUR et al, 2017). Vale ressaltar que tem
despertado interesse cientifico por sua capacidade de reverter a resisténcia de multidroga em pacientes e

induzir a apoptose de células tumorais(Behling ¢ al.,2004; Yu et tal.,2020).
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Figura 2 : Moléculas identificadas encontradas no extrato de Persea americana. HO
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A figura 2 caracteriza as estruturas quimicas descritas: perseitol, acido cafeoilquinico, Cinnamtannin B1,
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Figure 02: Cromatogramas comparativos no UV no comprimento de onda de 254 e 270 nm para o extrato de

sementes Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng. Schum).

Tabela 02: Substancias identificadas e os principais fragmentos do extrato de sementes de
Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum), obtidos por LC-ESI-IT/MS

ID TR (min) [M-H]- MS/MS Identificacao
m/z proposta

1 3.6 191 111 Quinic acid

2 13.0 577 289 Procyanidin B1

3 15.5 289 245 (epi)Catechin

4 17.0 358 222: 178 Clovamide

5 25.0 477 301 Quercetin-
glucoronide
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6 26.4 461 285 Luteolin 7-O-
glucuronide

7 26.8 461 285 Kaempferol 3-
glucuronide

8 27.1 491 315 Isorhamnetin 3-
glucuronide

9 32.2 579 499; 301 Quercetin-3-0O-
deoxyhexosyl(1-
2)pentoside

10 334 557 477; 255 Theograndin I1

Fonte: Autores.

A caracterizagdo quimica do extrato de Theobroma grandflorum (Willd. ex Spreng.Schum) apresentou
10 constituintes: acido quinico, Procianina B1, epicatequina, clovamida, quercetina-glucoronida, Luteolina-
glucoronida, kaempferol 3-glicoronida, isorhamntin3-glucoronida, Quercetina-3-O-desoxihexosil (1-2)
pentosideo e theogradin 1L

De Maria & Moreira (2004) descreveram a presenca do acido quinico (1) no café e em frutas tropicais
e foi destacado suas propriedades adstringentes. Este composto pertence ao grupo de compostos fendlicos e
apresenta alta capacidade antioxidante (Oliveira et al.,2011).

O constituinte procianidina B1 (2) foi citado por por Luna et al.,2020, tendo sido isolado de farelo de
sorgo de café, e foi evidenciada capacidade anti-radical e potencial antioxidante. Rivadeneira (2017) em
pesquisa no avaliou o perfil quimico de fruto da espécie Theobroma cacao, constataram alto teor de
procianidina B1, Este componente é catalogado como da classe dos taninos condensados, sendo derivados de
flavonoides.

Foi evidenciado em sementes de Theobroma grandiflorum(Willd. ex Spreng.Schum), o composto
epicatequina (3) por Pugliese et al(2013) e em frutos da espécie Theobroma cacao por Rivadeineira (2017).
Tais compostos sdo classificadas como precursores de proantocianina ou taninos condensados e destacando-
se por sua alta atividade antioxidante (Mitsui et al.,2016) e podem ter a¢do preventiva contra aterosclerose
(Nijveldt 2011; POP, 2015).

A clovamida (4) sdo compostos fenois descritos nas amendoas da espécie Theobroma cacau (Oliveira
Junior et al., 2020) que apresentam efeitos antiplaquetérios (Olivaras & Mora et al.,2015) e neuroprotetores
(Fallarini et al.,2009) e antiinflamatorio (Zeng et al.,2011).

Semelhante a referida pesquisa Pugliese et al., 2013 e Contreras-Calderon et al., 2011 registraram a
presenca de Quercetina-glucoronida (5), constituinte que faz parte da classe de flavonoides glicosilados. E sua
atividade bioldgica esta ligada diretamente a agdo antioxidante (Moita, 2019).

Este composto Luteolina 7-O-glucuronideo(6) ¢ descrito na literatura como potente flavonoide no
combate os sistemas antioxidante de defesa do organimos (Efraim; Alves; Jardim, 2011).

A molécula do kaempferol-3-glucoronideo (7) € composta por uma estrutura de difenilpropano (C6-

C3-C6), assim como os demais flavonoides, apresenta-se de forma abundante nas espécies vegetais(Imran et

a.,2019). Exibe propriedades farmacoldgicas como antimicrobiana, antiinflamatdria, antioxidante (Verma et
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al.,2009), antitumoral, cardioprotetor, neuroprotetor e antidiabético e esta sendo utilizada no combate ao
cancer (Calderon-Montano et al.,2011).

Este constituinte isorhamnetina-3-glucuronida (8) ¢ relacionado na literatura como um composto
citotoxico util in vivo e in vitro sendo investigado em atuar na inibi¢ao cancer de mama (Wu et al.,2018).

A quercetina-3-O-desoxihexosil pentosideo (9) demonstra agdo antioxidande, destaca-se na elaboracao
de alimentos dietéticos e auxiliar nas doengas cardiovasculares (Bayas et a., 2020). E flavonoides com
atividade quelante metalico e sequestrador de radicais livres ( Dewick, 2002).

Foi constatado por Yang et al.(2003) e Pugliese et al.(2013) este constituinte Theograndin II (10) em
sementes de da espécie estudada, pertencente a classe de flavonoides, sua atividade bioldgica esta ligada
diretamente a acdo antioxidante (Moita, 2019).

Figura 2: Moléculas presentes no extrato de sementes de Theobroma grandiflorum
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Conclusao:
Nota-se que as estruturas quimicas descritas demonstraram uma heterogenicidade de classes de

metabolitos secundarios. Sendo que na espécie Theobroma grandiflorum(Willd. ex Spreng.Schum) houve o
predominio de compostos flavonoides, esta classe caracteriza-se por apresentar alto potencial biologico. Logo
se faz necessario investigar os mecanismos moleculares que atuam tais compostos, dessa forma pode-se
corroborar no desenvolmento de produtos farmacéuticos para fins terapéuticos.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS
89




Evidencia-se uma heterogeneidade de metabdlitos no extratos
hidroalcodlicos de sementes de P. Americana e T. grandiflorum, incentivando

pesquisas futuras com outros potenciais biolégicos.

Houve atividade larvicida em ambos os extratos, com maior potencial de
letalidade nos extratos hidroalcoolicos da espécie T. Grandiflorum e ambos
extratos exibiram atoxicidade no bioensaio com Arthemia salina frente ao

organismo nao alvo demonstrando seletivida frente a organismos alvos.

O uso de agentes larcividas oriundos das plantas para o controle de vetor, é
considerada uma alternativa promisssora no combate das arboviroses de alta
mobirmortalidade, assegurando meio ambiente seguro e auséncia de toxicidade

para organismos nao-alvo.

Observa-se que o disperdicio de alimentos € um desafio mundial no setor
agroindustria. E o reaproveitamento de residuos organicos € uma ferramenta
promissora de rastreio de atividade biologica em subprodutos como as sementes
que seriam possivemente descartados pela industria. Além de contribuir reducao
de lixo organico acumulado nos aterros sanitarios e minimizar as perdas de

alimentos.

E através do perfil quimico de cada extrato, foi possivel identicar os
compostos majoritarios de cada extrato. Dessa forma com o isolamento dos
constituintes, como perspectiva futura, pode-se associar os compostos
majoritarios de cada extrato e desenvolver um bioproduto no controle de

arboviroses.

90




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACRUCHE | V L et al. Os desafios de combate ao aedes aegypti e seus impactos:
uma abordagem no municipio de campos dos goytacazes — RJ. Interdisciplinary
Scientific Journal v.6, n.2, p.178-209, Apr-Jun, 2019.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Portal Anvisa, 2019 Vacina
dengue: esclarecimentos, Disponivel em  <portal.anvisa.gov.br/noticias/-
/asset_publisher/FXrpx9qY7FbU/content/vacina-dengue-esclarecimentos/219201>
Acesso em dia 08/07/2019.

AGUILAR, C. N. Avocado by-products: Nutritional and functional properties. Trends in
Food Science and Technology, 2018. v. 80: p. 51-60.

AHA 1. ALKHALAF, WAFA S. ALANSARI, EMAN AHMED IBRAHIM, MANAL E.A.
ELHALWAGY. Anti-oxidant, anti-inflammatory and anti-cancer activities of avocado
(Persea americana) fruit and seed extract,Journal of King Saud University -
Science,Volume 31, Issue 4,2019,Pages 1358-1362,ISSN
10183647 ,https://doi.org/10.1016/j.jksus.2018.10.010.

AL-MEKHLAFI, F. A. et al. Efeitos do extrato de semente de Peganum harmala L. em
Culex pipiens (Diptera: Culicidae). Brazilian Journal of Biology [online]. 2022, v. 82
[Acessado 9 Outubro 2021] , €241338. Disponivel em: <https://doi.org/10.1590/1519-
6984.241338>. Epub 21 Jun 2021. ISSN 1678-4375. https://doi.org/10.1590/1519-
6984.241338. antithrombotic activities. Food Funct., v. 6, n. 1, p. 192-202, 2015.

ARAUJO, R. G.; RODRIGUEZ-JASSO, R. M.; RUIZ, H. A.; PINTADO, M. M. E.;

AUGUSTO FILHO, Florencio; ROCHA, Wanize A; FARIAS, Renan B. Eficacia da
armadilha artesanal e comercial para captura de ovos e larvas de mosquitos do género
Aedes aegypti. Revista Espago Transdisciplinar, [S.l.], v. 1, n. 01, p. 105-109, abr.
2019. ISSN 2526-6470. Disponivel em:
<http://periodicosnovomilenio.com.br/index.php/transdisciplinar/article/view/50>.
Acesso em: 02 dez. 2019.

Barboza, H. T. G.; Nascimento, X. P. R.; Freitas-Silva, O.; Soares, A. G.; DaCosta, J.
B. N.Compostos Organofosforados e seu Papel na Agricultura Virtual Quim., 2018, 10
(1), 172-193. Data de publicagdo na Web: 2 de margo de 2018 http://rvq.sbq.org.br.

BECKHAM JD, Tyler KL. Arbovirus Infections. Continuum (Minneap Minn). 2015;21(6
Neuroinfectious Disease):1599-1611. doi:10.1212/CON.0000000000000240.

BELLINATO et al, “Resistance Status to the Insecticides Temephos, Deltamethrin, and
Diflubenzuron in Brazilian Aedes aegypti Populations,” BioMed Research International,
vol. 2016, Article ID 8603263, 12 pages, 2016. https://doi.org/10.1155/2016/8603263.

BHUYAN, D.J.; ALSHERBINY, M.A.; PERERA, S.; BAIXO, M.; BASU, A.; DEVI, O.A;
BAROOAH, ES; LI, C.G.; PAPOUTSIS, K. A Odisseia dos Compostos Bioativos no
Abacate (Persea americana) e seus beneficios para a saude. Antioxidantes 2019, 8,
426. https://doi.org/10.3390/antiox8100426

BRASIL, Boletim Epidemioldgico | Secretaria de Vigilancia em Saude | Ministério da
Saude Volume 50 | N° 22 | Set. 2019.

BRASIL, Ministério da Saude. Portaria n® 533, de 28 de marco de 2012. Estabelece o

elenco de medicamentos e insumos da Relagdo Nacional de Medicamentos

Essenciais (RENAME) no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS). Disponivel em:
91




<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/ gm/2012/prt0533_28_03_2012.html>.
Acesso em:8 dez 2019.

BRASIL. (2015) Ministério das Cidades. Diagndstico do Manejo de Residuos Sdélidos
- 2015. Brasil: Ministério das Cidades . Disponivel em: <Disponivel em:
http://www.snis.gov.br/diagnostico-residuos-solidos >. Acesso em: 14 abr. 2017.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Monitoramento dos casos de arboviroses urbanas
transmitidas pelo Aedes Aegypti (dengue, chikungunya e zika), Semanas
Epidemiolégicas 1 a 24, 2020, Boletins Epidemiolégicos. Secretaria de Vigilancia em
Saude, volume 51 | N° 24 | Junho. 2020.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Monitoramento dos casos de arboviroses urbanas
transmitidas pelo Aedes Aegypti (dengue, chikungunya e zika), Semanas
Epidemiolégicas 1 a 53, 2021, Boletins Epidemioldgicos. Secretaria de Vigilancia em
Saude, volume 52 | N° 03 | Janeiro. 2021.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos
Estratégicos. Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos.
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos / Ministério da Saude,
Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos, Departamento de
Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos. — Brasilia : Ministério da Saude,
2009. 136 p. : il. — (Série C. Projetos, Programas e Relatérios) ISBN 978-85-334-1597-
3.

BROGUEIRA P et al, Virus Zika: Emergéncia de um Velho Conhecido. Servigo de
Infecciologia e Medicina Tropical - Hospital de Egas Moniz - Centro Hospitalar de
Lisboa Ocidental, E.P.E., Lisboa, Portugal. VOL.24 | N.° 2 | ABR/JUN 2017.

CAMPOS et al, 2016. Toxicidade de espécies vegetais. Rev. Bras. Pl. Med,,
Campinas, v.18, n.1, supl. |, p.373-382, 2016.

CARNEIRO et al. Tendéncias dos estudos com plantas medicinais no Brasil. Revista
Sapiéncia: sociedade, saberes e praticas educacionais — UEG/Campus de Ipora, v.3,
n. 2, p.44-75 — jul/dez 2014 — ISSN 2238-3565.

CASTRO, Anita Perpetua Carvalho Rocha de; LIMA, Rafaela Araujo; NASCIMENTO,
Jedson dos Santos. Chikungunya: a visao do clinico de dor. Rev. dor, S&o Paulo, v.
17, n. 4, p. 299-302, Dec. 2016 . Available  from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S18000132016000400299&
ng=en&nrm=iso>. access on 06 Dec. 2019. http://dx.doi.org/10.5935/1806-
0013.20160093.

CAVALCANTI, Antonio Emanuel Holanda Dias. Caracterizagdo da resisténcia aos
piretroides pelo mecanismo de penetragéo reduzida em populag¢des de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae), do Estado de Pernambuco. 2017. 98 f. Dissertagao (Mestrado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacao
Oswaldo Cruz, Recife, 2017.

CHANTRAINE JM, Laurent D, Ballivian C, Saavedra G, Ibafiez R, Vilaseca LA (1998)
Insecticidal activity of essential oils on Aedes aegypti larvae. Phytoterap Res 12:350—
354.

CHENG SS, Chang HT, Chang ST, Tsai KH, Chen WJ (2003) Bioactivity of selected

plant essential oils against the yellow fever mosquito Aedes aegypti larvae. Bioresour

Technol. doi:10.1016/S0960-8524(03)00008-7.

CORREA et al. Reaproveitamento de residuos organicos regionais agroindustriais da
92




amazobnia tocantina como substratos alternativos na produgdo de mudas de alface.
Revista Brasileira de Agropecuaria Sustentavel (RBAS), v.9, n.1, p.97-104, Marco,
2019.

DABAS, D., Elias, R. J., Ziegler, G. R.&Lambert, J. D. (2019). In Vitro Antioxidant
and Cancer Inhibitory Activity of a Colored Avocado Seed Extract. International
Journal of Food Science,2, 1-7.https: //www.hindawi.com/journals/ijfs/2019/6509421/.

derivatives from avocado (Persea americana) pulp with antiplatelet and

DIAS C. N. & MORAES D. F.C. Oleos essenciais e seus compostos como Aedes
aegypti L. (Diptera: Culicidae) larvicidas: revisdo. Parasitol Res (2014) 113:565-592.
DOI 10.1007/s00436-013-3687-6.

DONALISIO R M et al, Arboviroses emergentes no Brasil desafios para a clinica e
implicagbes para saude publica. Rev Saude Publica 51:30, 2017.

DUARTE, Patricia Fonseca et al . Avocado: characteristics, health benefits and uses.
Cienc. Rural, Santa Maria , v. 46, n. 4, p. 747-754, Apr. 2016 . Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S010384782016000400747&
Ing=en&nrm=iso>. access on 07 Dec. 2019. http://dx.doi.org/10.1590/0103-
8478cr20141516.

FAQ. Desperdicio de alimentos tem consequéncias no clima, na agua, na terra € na
biodiversidade. Disponivel em: http://www.fao.org.br/daccatb.asp. Acesso em: 30 de
novembro de 2019.

FERNANDES et al. Prospeccao fitoquimica e analise potencial de principios ativos
para o mercado de flores tropicais. Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharelado
em Engenharia Agrondmica) — Universidade Federal Rural da Amazénia, 2019.

FERNANDES et al. Toxicidade dos fitoterapicos de interesse do SUS: uma reviséao.
Semina: Ciéncias Biologicas e da Saude, Londrina, v. 37, n. 1, p. 83-96, jan./jun. 2016.

FERRARI, Roseli Aparecida. Nota Cientifica: Caracterizagao fisico-quimica do 6leo de
abacate extraido por centrifugacao e dos subprodutos do processamento. Braz. J.
FoodTechnol., Campinas, v.18, n.1, p79-84, mar.2015. Disponivel em
<http://www.scielo.br>. acessado em 17 dez.2018.http://dx.doi.org/10.1590/1981-
6723.4014.

FILHO et al. Aproveitamento de residuos agroindustriais na elaboragdo de
subprodutos. Comunicagao oral, congresso internacional de Ciéncias Agrarias
COINTER PDVA AGRO, 2017.

FLOR, A.S.S.0.; BARBOSA, W.L.R.. Sabedoria popular no uso de plantas medicinais
pelos moradores do bairro do sossego no distrito de Maruda - PA. Rev. bras. plantas
med., Botucatu , v. 17, n. 4, supl. 1, p. 757-768, 2015 . Available
from<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S151605722015000500
757&Ing=en&nrm=iso>. access on 07 Dec. 2019. http://dx.doi.org/10.1590/1983-
084X/14_064.

FOGACA et al. DISTRIBUICAO ESPACIAL DOS SOROTIPOS DE DENGUE E
FLUXOS INTERMUNICIPAIS NO PARANA - 2010-2013. R. Rae GaDOI:
10.5380/raega Curitiba, v.46, N. 2, p. 101 -115, Mai/2019

Framework. J. Trop. Med, 1470459. https://doi.org/10.1155/2018/1470459. 2018.

FRANCO, C.R., Avaliagdo do Potencial dos Residuos Produzidos Através do
Processamento Agroindustrial no Brasil Rev. Virtual Qui. v. 7, n.6, p. 1968-1987, 2013.

93




FRANCO, C.R., Avaliacdo do Potencial dos Residuos Produzidos Através do
Processamento Agroindustrial no Brasil Rev. Virtual Qui. v. 7, n.6, p. 1968-1987, 2013.

FREITAS et al. Perfil Fitoquimico, ensaio microbioldgico e toxicidade frente a Arthemia
salina extrato da entrecasca de Myracrodruon urundeuva. Biota Amazénia ISSN 2179-
5746, periddicosunfap.com.br 2018.

GARCEZ, W.S.; GARCEZ, F.R;; SILVA, L.M.G.E.; SARMENTO, U.C. Substancias
de origem vegetal com atividade larvicida contra Aedes aegypti. Revista Virtual
de Quimica, Niterdi, v.5, n.3, p.363-393, 2013. http://dx.doi. org/10.5935/1984-
6835.20130034.

GARCEZ, W.S.; GARCEZ, F.R.;SILVA, L.M.G.E.; SARMENTO, U.C. Substancias de
Origem Vegetal com Atividade Larvicida Contra Aedes aegypti. Rev. Virtual Qui. v. 5,
n.3, p. 363-393, ISSN 1984-6835 2015.

GENEROSO L. A. et al. Avaliagao do efeito do dleo essencial da Fridericia chica em
diferentes fases de vida do mosquito Aedes aegypti. Revista Sinapse Multipla V.9, n.1,
p.47-60, jan.\jul. 2020. PUC Minas Betim.

GENOVESE M.I et al. Evaluation of the distribution and metabolism of polyphenols
derived from cupuassu (Theobroma grandiflorum) in mice gastrointestinal tract by
UPLC-ESI-QTOF, Journal of Functional Foods, Volume 22, Pages 477-489, ISSN
1756-4646, 2016.

GOODMAN A G et al, Host-Pathogen Interactions During Arboviral Infections Front.
Cell. Infect. Microbiol., 26 March 2019 | https://doi.org/10.3389/fcimb.2019.00077.

GUARDA C et al, ATIVIDADE LARVICIDA DE PRODUTOS NATURAIS E
AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE AO INSETICIDA TEMEFOS NO CONTROLE
DO Aedes aegypti (DIPTERA: CULICIDAE) Interciencia, vol. 41, nim. 4, abril, 2016,
pp. 243-247.

IOQ0S, S.; MALLET, H. P.; GOFFART, I. L.; GAUTHIER, V.; CARDOSO, T.; HERIDA,
M. Current Zika virus epide- miology and recent epidemics. Medecine et Maladies
Infectieuses, v. 44, n. 7, p. 302-307, 2014.

JAYME A. SOUZA-NETO, JEFFREY R. POWELL, MARIANGELA BONIZZONI, Aedes
aegypti vector competence studies: A review. Meegid (2018), https://doi.org/

Kiran SR, Bhavani K, Devi PS, Rao BRR, Reddy KJ (2006) Composition and larvicidal
activity of leaves and stem essential oils of Chloroxylon swietenia DC against Aedes
aegypti and Anopheles stephensi. Bioresour Technol.
doi:10.1016/j.biortech.2005.10.003.

Kosmann C R et al. Extract of Persea americana (Mill.) used for the control of
Meloidogyne incognita in tomato plant. Afr. J. Agric. Res. Vol. 12(12), pp. 1037-1044,
23 March, 2017 DOI: 10.5897/AJAR2016.11624.

LEITE J. J. et al. Chemical composition, toxicity and antifungalactivities of Persea
americana (avocado) seed extracts. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 42: 110-113, 2009.

LIMA, et al. Prospecgao fitoquimica do extrato vegetal de piper tuberculatum jacq.
(piperaceae) e seu potencial antimicrobiano. C&D-Revista Eletrénica da FAINOR,
Vitéria da Conquista, v.11, n.2, p. 316-334, maio/ago. 2018.

LUCEY, D. R.; GOSTIN, L. O. The emerging Zika pan- demic: enhancing
preparedness. Jama, v. 315, n. 9, p. 865-866, 2016.

LUNA, J.S. et al., A study of the larvicidal and molluscicidal activities of some medicinal
94




plants from northeast Brazil. Journal of Ethnopharmacology, v.97, n.2, p.199-206,
2005.

LUZ, T. R.S. A. et al. Essential oils and their chemical constituents against Aedes
aegypti L.(Diptera: Culicidae) larvae. Acta Tropica 212 (2020) 105705.
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2020.105705.

MACENA, Jéssica Franco Freitas et al . As propriedades fisico-quimicas, morfologicas
e tecnolégicas do abacate (Persea americana Mill. cv. Hass) amido de sementes.
Ciénc. agrotec., Lavras , v. 44, e001420, 2020 . Disponivel em
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1413705420000100400&In
g=en&nrm=iso>. acesso em 26 de janeiro de 2021. Epub 11 de maio de 2020.
https://doi.org/10.1590/1413-7054202044001420.

MAESTRE-SERRANO, R., GOMEZ-CAMARGO, D., PONCE-GARCIA, G., &
FLORES, A. E. (2014). Susceptibility to insecticides and resistance mechanisms in
Aedes aegypti from the Colombian Caribbean Region. Pesticide Biochemistry and
Physiology, 116, 63—73. doi:10.1016/j.pestbp.2014.09.014

Magalhdes LAM, Lima MP, Marques MOM, Facanali R, Pinto ACS,Tadei WP (2010)
Chemical composition and larvicidal activity against Aedes aegypti larvae of essential
oils from four Guarea species. Molecules. doi:10.3390/molecules15085734.

MAIA C V A et al. Distribuigao espacial de criadouros de aedes aegypti em jaguaruana
— CE - BRASIL e suas correlagbes com indicadores sociodemograficos. Revista
Brasileira de Geografia Médica e da Saude - http://www.seer.ufu.br/index.php/hygeia.
Hygeia 15 (31): 71 - 81, Margo/2019.

MARTINS, Aline Andrade. Avaliagao do potencial antilitidsico da Persea americana
Mill. Em modelo experimental. / Aline Andrade Martins. — Dourados, MS : UFGD, 2017.
36f.

MASSEBO F, Tadesse M, Bekele T, Balkew M, Gebre-Michael T (2009) Evaluation on
larvicidal effects of essential oils of some local plants against Anopheles arabiensis
Patton and Aedes aegypti Linnaeus (Diptera, Culicidae) in Ethiopia. Afr J Biotechnol
8:4183-4188.

MENDONCA et al. Pericarpo de cupuagu (theobroma grandiflorum) como aditivo
retardante da cura de poliéster ,tese de doutorado, UFRGN Universidade Federal Do
Rio Grande Do Norte, 2018.

MENEZES et al. ARBOVIROSES: O IMPACTO DA FEBRE ZIKA NA SOCIEDADE.
Revista Expressao Catélica (Saude) Jul - Dez, 2016.

MOREIRA F A. Elaboragdo de estratégias para controle vetorial do mosquito da
dengue. Trabalho de Conclusao de Curso (Pés-Graduagdao em Atencédo Basica em
Saude) - Curso de Especializagdo em Atengao Basica em Saude - PROGRAMA MAIS
MEDICOS, Universidade Federal do Maranh&o, UNA-SUS, 2016.

Mosquito-Borne Diseases: The Potential of Wolbachia-Based Interventions in an IVM

NETO A S L et al. Dengue, zika e chikungunya - desafios do controle vetorial frente a
ocorréncia das trés arboviroses - parte I. Rev Bras Promog¢ Saude, Fortaleza, 29(3):
305-308, jul./set., 2016.

NHAGA e tal. Controle da cochonilha de escama da palml, a forrageira com o uso de
extrato de nim. ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania,
v.15 n.28; p. 2018.

Niang, E.H.A., Bassene, H., Fenollar, F., Medianniko, O., 2018. Biological Control of

95




NOGUEIRA-DE-ALMEIDA, Carlos Alberto et al . Perfil nutricional e beneficios do
azeite de abacate (Persea americana ): uma revisdo integrativa. Braz. J. Food
Technol., Campinas , v. 21, 2017214, 2018 . Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S198167232018000100308&
Ing=en&nrm=iso>. access on 06 Dec. 2019. Epub Oct 18, 2018.

OLIVEIRA et al. Chemical composition of cupuassu (Theobroma grandiflorum) and
cocoa (Theobroma cacao) liquors and their effects on streptozotocin-induced diabetic
rats Food Research International Volume 51, Issue 2, May 2013, Pages 929-935.

OLIVEIRA, A. P.&MENEZES, E. G. T. (2017). Extragcdes de o6leo da polpa de
abacate (Persea americanaMill) utilizando diferentes solventes. The Journal of
Engineering and ExactSciences —JCEC, 3, 120-127

OMS, 2020b. Dengue e Dengue Grave: Principais Fatos. Organizagdo Mundial da
Saude, Genebra. Disponivel em https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/dengue-and-severe-dengue. Acessado dia 01.out.2020.

OMS. Diretrizes para testes laboratoriais e de campo de larvicidas de mosquitos.
Organizacdo Mundial de saude, Geneva (2005).

Organizagdao Mundial da Saude. 2017. Resposta global de controle de vetores 2017-
2030.

OSSA, D. P. S.; MELO, H. P.; AROUCA, K. L. D.; BALDOINO, F. R. R.; OLIVEIRA, E.
M. DE; SILVA, V. P.; LOPES, P. F.; DE ANDRADE, A. R. O.; GARCES, T. C. DE C.
S. Arbovirus circulantes no Brasil: fatores associados com a disseminacado e
estratégias terapéuticas. Revista Eletrénica Acervo Saude, n. 33, p. e1067, 23 out.
2019.

PAIXAO, MARCUS VINICIUS SANDOVAL et al . AVOCADO SEEDLINGS MULTIPLE
STEMS PRODUCTION. Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal , v. 38, n. 2, e-221, 2016.
Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S010029452016000200901&
Ing=en&nrm=iso>. access on 03 Dec. 2019. Epub Aug 04, 2016.
http://dx.doi.org/10.1590/0100-29452016221.

PEDROSO, Reginaldo dos Santos, Andrade, Géssica e Pires, Regina HelenaPlantas
medicinais: uma abordagem sobre 0 uso seguro e racional. Physis: Revista de Saude
Coletiva [online]. 2021, v. 31, n. 02 [Acessado 11 Janeiro 2022] , e310218. Disponivel
em: <https://doi.org/10.1590/S0103-73312021310218>. Epub 16 Jul 2021. ISSN
1809-4481. https://doi.org/10.1590/S0103-73312021310218.

PEREIRA, R. J.; CARDOSO, M. G. Metabdlitos ssecundarios vegetais e beneficios
antioxidantes. Journal of Biotechnology and Biodiversity. Vol. 3, n® 4: p. 146-152. 2012.
ISSN-2179-4804.

PINHEIRO P et al. AEDES AEGYPTI — Aprenda a reconhecer o mosquito da dengue
M D Saude, 2019. Disponivel em https://www.mdsaude.com/doencas-
infecciosas/fotos-mosquito-dengue/ acesso dia 06 dezembro 2019.

PINHO, Inés et al . Perfil dos consumidores face ao desperdicio e reaproveitamento
de hortofruticolas em ambiente doméstico. Acta Port Nutr, Porto , n. 2, p. 08-12,
set.2019Disponivelem<http://www.scielo.mec.pt/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S
2183-59852015000300002&Ing=pt&nrm=iso>. acessos em 07 dez. 2019.

PINTO A. C. Et al. Produtos naturais: atualidade, desafios e perspectivas. Quim. Nova
25 (suppl 1), Maio 2002. https://doi.org/10.1590/S0100-40422002000800009.

96




Pio, L. A. S. (2020). Abacate: Brasil entre os lideres mundiais de producao. Revistas
Hortifruti, https://revistacampoenegocios.com.br/abacate-brasil-entre-os-lideres-
mundiais-de-producao/.

R.E. Litz, S.H.T. Raharjo, M.A.G. Lim Abacate P.E. Chong, Davey, M.R. Davey (Eds.),
Biotecnologia na agricultura e silvicultura, 60, Springer, Berlim (2007), pp. 167-187.

RAMOS K K, 1986-R147A. Aproveitamento de subprodutos do processamento de
frutas nativas da mata atlantica em confeitos. Campinas-SP [s.n], 2017.

REEGAN, D.; GANDHI, M.; CRUZ ASHARAJA, A.; DEVI, C.; SHANTHAKUMAR,
SP.COVID-19 lockdown: impact assessment on Aedes larval indices, breeding
habitats, effects on vector control programme and prevention of dengue outbreaks.
Heliyon , October 2020.

RODRIGUEZ-SANCHEZ, D. G. et al. Isolation and chemical identification of lipid

ROSA, C.S.; VERAS, K.S.; SILVA, P.R.; LOPES NETO, J.J.; CARDOSO, H.L.M;
ALVES, L.P.L.; BRITO, M.C.A.1; AMARAL, F.M.M.; MAIA, J.G.S.; MONTEIRO, O.S.3;
MORAES, D.F.C. Composi¢éo quimica e toxicidade frente Aedes aegypti L. e Artemia
salina Leach do 6leo essencial das folhas de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. Rev. Bras.
Pl. Med., Campinas, v.18, n.1, p.19-26, 2016.

SANTOS D B C et al, Educagéo em saude: combate ao Aedes aegypti em comunidade
Quilombola. REVISTA ENFERMAGEM ATUAL IN DERME - 88-27, 2019.

SANTOS S C. et al. Prospeccao Tecnoldgica sobre Métodos de Controle do Mosquito
Aedes aegypti, cadernos de Prospecg¢ao — Salvador, v. 12, n. 1, p. 105-112, margo,
2019.

SENTHIL-NATHAN S 2020. Uma Revisdo dos Mecanismos de Resisténcia de
Inseticidas Sintéticos e Botanicos, Fitoquimicos e Oleos Essenciais como Agentes
Larvicidais Alternativos Contra mosquitos. Front Physiol. 2020 Feb 25;10:1591. doi:
10.3389/fphys.2019.01591. PMID: 32158396; PMCID: PMC7052130.

SIAP Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera.
http://infosiap.siap.gob.mx/aagricola_siap_gb/ientidad/index.jsp, Acessado em 21 ago
2021.

SILVA LIMA Neto, Antonio; do Nascimento, Osmar José; dos Santos de Sousa, Geziel;
Wellington de Oliveira Lima, José DENGUE, ZIKA E CHIKUNGUNYA - DESAFIOS
DO CONTROLE VETORIAL FRENTE A OCORRENCIA DAS TRES ARBOVIROSES
- parte |l Revista Brasileira em Promocado da Saude, vol. 29, num. 4, octubre-
diciembre, 2016, pp. 463-465 Universidade de Fortaleza Fortaleza-Ceara, Brasil.

SILVA T. R. B et al. Perigos no uso de agrotdxicos pela saude publica no controle
vetorial do aedes aegypti (perigos no uso de agrotoxicos pela saude publica). Revista
Movimentos Sociais e Dindmicas Espaciais, Recife, Volume 9, 2020 (1-17). ISSN
2238-8052.

SILVA W R, Monitoramento da Resisténcia e dos Efeitos em Parédmetros Bioldgicos
de Aedes aegypti Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicidae) de Manaus, Amazonas, Exposto
ao Biolarvicida Espinosade, em Condi¢des de Laboratério, Dissertagdo Programa de
P6s Graduagao em Entomologia, INPA, 2019.

SILVA, S. J. B.da .; TEIXEIRA, L. T. de O. .; CARDOSO, L. da S. .; COSTA, G. O. P.
da .; NASCIMENTO, L. R. de L. C. .; MARQUES, E. S. B. .; REZENDE, V. E. A.
CASTRO, M. C. de O. .; ROSAL, V. M. de S.; SILVA, F. M. D. e .; MONTEIRO, L. D.

97




M. G. .; MASCARENHAS, L. T. M. .; CARVALHO, F. Aurea P. M. .; CARDOSO, G. da
S. .; RIBEIRO, A. M. N. . Complications from congenital Zika virus infection. Research,
Society and Development, [S. ], v. 10, n. 3, p. 1610313029, 2021. DOI:
10.33448/rsd-v10i3.13029. Disponivel em:
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/13029. Acesso em: 8 oct. 2021.

SILVERIO, Maira Rosato Silveiral et al. "Produtos Naturais Vegetais para o Controle
do Aedes aegypti: O Principal Vetor de Importantes Arboviroses". Moléculas (Basileia,
Suiga) vol. 25,15 3484. 31 jul. 2020, doi:10.3390/moléculas25153484.

SINITOX (Sistema Nacional de Informagdes Toxico Farmacoldgicas) [online].
Registros de Intoxicagdes/ dados nacionais/ 2012 Disponivel em <http://www.
fiocruz.br/sinitox/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=411> (acesso em 08/12/2019).

SIQUEIRA, J. O.; CARNEIRO, M. A. C. et al. Mycorrhizal colonization and mycotrophic
growth of native woody species as related to sucessional groups in Southeastern
Brazil. For. Ecol. Manag., 107:241-252, 1998

SOARES et al. Técnicas de prospeccéo fitoquimica e sua importancia para o estudo
de biomoléculas derivadas de plantas. ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico
Conhecer - Goiania, v.13 n.24; p.2016

SOUSA, 1.J.0.; ARAUJO, S.; NEGREIROS, P.S.; FRANCA, AR.S.; ROSA, G.S;;
NEGREIROS, F.S.; GONCALVES, R.L.G. A diversidade da flora brasileira no
desenvolvimento de recursos de saude. Revista UNINGA Review, v.31, n.1, p.3539,
2017.

Valle D et al. Dengue: teorias e praticas, Rio de Janeiro. Editora Fiocruz, 2015.

Viana a LRC, Pimenta CJL, Araujo EMNF, Tedfilo TJS, Costa TF, Costa KNFM.
Reemerging arboviruses: clinical-epidemiological profile of hospitalized elderly
patients. Rev Esc Enferm USP. 2018;52:e03403. DOl:
http://dx.doi.org/10.1590/S1980-220X2017052103403.

VIANA b G A et al, Produtos naturais de origem vegetal como ferramentas alternativas
para o controle larvario de Aedes aegypti e Aedes albopictus. J. Health Biol Sci. 2018;
6(4):49-462, doi:10.12662/2317-3076jhbs.v6i4.2079.p449-462.2018.

VIANA c et al. Reaproveitamanto de residuos agroindustriais. IV Congresso Baiano
de Engenharia Sanitaria e Ambiental Cruz das Almas, Bahia — 13 a 16 de julho de
2016.

ZAGO, Valéria Cristina Palmeira; BARROS, Raphael Tobias de Vasconcelos. Gestao
dos residuos sélidos organicos urbanos no Brasil: do ordenamento juridico a
realidade. Eng. Sanit. Ambient., Rio de Janeiro, v. 24, n. 2, p. 219-228, Apr. 2019
Available  from <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1413-
41522019000200219&Ing=en&nrm=iso>. access on 22 Oct. 2020. Epub May 30,
2019. http://dx.doi.org/10.1590/s1413-41522019181376.

ZEQUI et al. Monitoramento e controle de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes
albopictus (Skuse, 1984) com uso de ovitrampas Monitoring and control of Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) and Aedes albopictus (Skuse, 1984) with use of ovitraps.
Semina: Ciéncias Biolégicas e da Saude, Londrina, v. 39, n. 2, p. 93-102, jul./dez.
2018. DOI: 10.5433/1679-0367.2018v39n2p93.

98




Normas para publicagao - Internacional Journal of Health Science

Orientacoes Gerais:

1. Apresentagao

APENDICE A

Editora Atena

99




Internacional Journal of Health Science é um periédico bimestral editorado
pela Atena Editora, sendo um importante veiculo de divulgagao de trabalhos
cientificos oriundos de pesquisas relevantes na area da saude.
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— Carta ao editor;
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- Relatos de casos clinicos;

- Resenhas.

2. Autor Correspondente:

O autor designado como correspondente € aquele que assume a
responsabilidade pela comunicagcao com a Editora durante o processo de
publicacao do texto e garante que todos os requisitos sejam atendidos e todas
as atividades concluidas. O cadastro deste autor deve estar completo em
nosso sistema, com endereco, telefone e e-mail.

3. Autoria:

Todos os autores devem ter participado ativamente da construcéo do texto,
preferencialmente na:

1) Concepgao do estudo, e/ou aquisi¢do de dados, e/ou analise e
interpretacédo de dados;

2) Elaboragao do artigo ou revisao com vistas a tornar o material
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intelectualmente relevante;

3) Aprovacao final do manuscrito para submissao.

S6 devem ser incluidos no trabalho pesquisadores envolvidos no estudo. Nao
incluir, sob qualquer hipotese ou pretexto, nomes que nao tenham participado
da elaboragcdo do mesmo.

4. Alteragdes na autoria:

Qualquer adigao, exclusao ou reorganizagao de nomes de autores na lista de
autoria deve ser efetuada antes do trabalho ser submetido em nossa
plataforma. Solicitagdes posteriores a submissao deverao vir somente do
autor correspondente e acompanhada do motivo para a alteragao na lista de

autores e confirmagao por escrito (pode ser carta digitalizada e anexada ao email
edicao@atenaeditora.com.br) de todos os autores de que eles concordam

com a adigao, remogao ou reorganizagdo, bem como a concordéancia do autor
a ser adicionado, alterado ou removido.

5. Consideracdes Adicionais:

a) O texto foi ortograficamente e gramaticalmente corrigido?

b) Todas as referéncias mencionadas na lista de referéncias séo citadas no
texto e vice-versa?

c) Todos os materiais subjacentes ao texto estado citados e referenciados
corretamente?

d) Todas as imagens, graficos e férmulas e demais elementos visuais estao
em formato jpeg ou png?

e) Todas as ilustragdes estdo no local exato no texto e ndo ao final?

f) O manuscrito foi revisado por algum dispositivo antiplagio?

g) O manuscrito envolve o uso de dados de seres humanos (avaliagao de
prontuarios, entrevistas, etc.)? Em caso positivo indicar o nimero do
Certificado de apresentacao de apreciagao ética (CAAE) e a data de
aprovagao do Comité de ética em pesquisa (CEP), no item “Metodologia”;
h) Questdes éticas para as pesquisas médicas em seres humanos sao de
responsabilidade exclusiva dos autores e devem estar em conformidade
com os principios éticos da Declaracao de Helsinque da Associagao
Médica Mundial,

i) O texto esta isento de dados ou resultados fraudulentos?

j) O texto foi depositado em alguma plataforma de preprint? Em caso
positivo indicar o endereco do depdsito;
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k) Houve depdsito dos dados abertos da pesquisa? Em caso positivo indicar
o endereco do depdsito;

I) Foi reportado qualquer conflito de interesses de todos os autores?

m) Todas as fontes de financiamento foram informadas?

6. Video:

A Atena Editora aceita video e/ou sequéncias de animacéo (somente no
formato .mp4) para aprimorar o conhecimento cientifico do texto bem como
para apoiar a sua disseminacao. Todos os arquivos enviados devem ser

rotulados adequadamente, para que possamos relacionar o conteudo do video

ao texto. Os arquivos de video e/ou animacgéo fornecidos serdo embedados
em nossa pagina e quando possivel em repositérios parceiros.

Normas para formatagao

TiTULO DO TRABALHO EM INGLES

TiTULO DO TRABALHO EM ESPANHOL

Primeiro autor, nome completo sem abreviaturas

Link para o ORCID

Segundo autor, nome completo sem abreviaturas

Link para o ORCID

Terceiro autor, nome completo sem abreviaturas

Link para o ORCID

Demais autores....

Data de submissao: Preencher com a data (xx/xx/xxxx) em que o texto foi
submetido no sistema.

RESUMO: Favor atender as seguintes normas de formatagao: a) o artigo
deve ter no maximo 21.000 caracteres, contabilizados com espacgo. b) O
texto deve ser digitado em folha A4 (21 x 29,7 cm), cada qual com margens
superior e inferior iguais a 2,5 cm e esquerda e direita iguais a 3,0 cm; ¢)
use fonte Arial tamanho 12 pontos para todo o corpo de texto (exceto citagéo
direta longa e titulos de tabelas, figuras e graficos, que deverao ser em fonte
10 pontos); d) prepare um resumo com 300 palavras ho maximo,
espacamento simples e alinhamento justificado; e) as referéncias devem ser
listadas em ordem alfabética ao final do trabalho; f) as
figuras/graficos/férmulas e ilustracdes incluidas no trabalho devem ser de
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excelente qualidade, inseridas no texto em formato “png” ou “jpeg”; g) Evite
0 uso excessivo de nota de rodapé e/ou nota de fim. O trabalho devera ser
preparado em inglés, espanhol ou portugués. Use este texto como modelo.
O resumo deve tornar possivel a compreenséao do artigo sem que haja
necessidade de o ler.

PALAVRAS-CHAVE: De duas a seis palavras-chave ou frases curtas,
empregando preferencialmente termos da lista de descritores MeSH3,
DeCS ou PORBASE.

ABSTRACT: Texto em inglés devera ter o resumo em espanhol e vice-versa.
Nao utilize tradutores instantaneos de palavras, pois 0 mesmo pode alterar
o sentido do texto. Lembre-se que um bom resumo deve conter o foco da
pesquisa, a metodologia empregada, os resultados e principais conclusdes.
A Atena Editora aceita visual abstract como resumo.

KEYWORDS: De duas a seis palavras-chave ou frases curtas, empregando
preferencialmente termos da lista de descritores MeSH3, DeCS ou
PORBASE.

1. INTRODUCAO

O artigo sera publicado no Internacional Journal of Health Science,
eventualmente podera ser disponibilizado em sites de editoras parceiras e
repositérios. Entre uma sessao e outra, deixe duas linhas, e entre a sessao
e o texto deixe uma linha. Use este texto como modelo.

2. INSTRUCOES PARA DIGITACAO

O trabalho deve ser digitado no word for windows e n&o deve ser

paginado. O abstract e as keywords, devem ser apresentados apos o
resumo, em espagamento simples, tal qual o resumo em lingua portuguesa.
Use este texto como modelo.

3. ESPECIFICACOES GERAIS PARA A FORMATACAQO DO TEXTO

O corpo do artigo deve ser digitado em fonte arial tamanho 12

pontos, espacamento de 1,5 cm e sem qualquer espagamento entre os
paragrafos. O titulo deve ser em digitado em letra maiuscula, fonte 12
pontos, negrito e centralizado. Citagdes diretas longas deveréo estar em
fonte 10, com recuo de 4 cm da margem. Titulos de figuras, graficos,
férmulas e tabelas, também devem estar em tamanho 10 pontos. Todas as
sessdes deverao ser numeradas.

4. AUTORES

O artigo deve ter no maximo 12 autores (casos especiais, como
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estudos multicéntricos, serdo analisados individualmente). A submissao do
artigo deve ser feita preferencialmente pelo primeiro autor, que sera
denominado autor correspondente, assim como todos os contatos sobre a
publicagdo do mesmo.

5. AUTORIZACOES/RECONHECIMENTO

Ao submeter o trabalho, os autores tornam-se responsaveis por

todo o conteudo da obra.

6. CITACOES

Conforme as normas da ABNT, APA ou VANCOUVER.

REFERENCIAS

Apresentadas em ordem alfabética e de acordo com a norma da ABNT, APA
e/ou VANCOUVER, com o titulo das obras em negrito. Deixar uma linha
entre uma referéncia e outra.
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APENDICE B
NORMAS REVISTA “RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT”

Diretrizes para autores

1. Estrutura do texto:

* Titulo em portugués, inglés e espanhol.

* Os autores do artigo (devem ser colocados nesta sequéncia: nome, ORCID,
instituicdo, e-mail). NOTA: O numero do ORCID ¢ individual para cada autor, e é
necessario se registrar no DOI e, em caso de erro, néo € possivel se registrar no DOI).
* Resumo e Palavras-chave em portugués, inglés e espanhol (o resumo deve conter
0 objetivo do artigo, metodologia, resultados e conclusédo do estudo. Deve ter entre
150 e 250 palavras);

» Corpo do texto (deve conter: introdugdo em que haja contexto, problema estudado e
objetivo do artigo, a metodologia utilizada no estudo, bem como autores que apdiam
a metodologia, resultados, discusséo e consideragodes finais ou conclusao);

» Referéncias: (os autores usam o bom senso e colocam no maximo 20 referéncias,
exceto no caso de revisao bibliografica. Tanto a citagdo no texto como no item
Referéncias, usam o estilo de formatagdo da APA - American Psychological
Association. As referéncias devem estar completas e atualizadas, colocadas em
ordem alfabética crescente, sob o sobrenome do primeiro autor da referéncia. Nao
devem ser numeradas. Devem ser colocadas no espagamento 12 e 1,5, separadas
entre si por um espago em branco. .

2. Layout:

« formato Word (.doc);

* Escrito em espaco de 1,5 cm, usando a fonte Times New Roman 12, em formato A4,
e as margens do texto devem ser inferior, superior, direita e esquerda de 2,5 cm;

* Os recuos sao feitos na régua do editor de texto (n&o pela tecla TAB);

* Os artigos cientificos devem ter mais de 5 paginas.

3. Figuras:

O uso de imagens, tabelas e ilustragdes deve seguir o senso comum e, preferencialmente, a

ética e axiologia da comunidade cientifica que discute os temasdo manuscrito.
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Figuras, tabelas, graficos etc. (eles devem ter sua chamada no texto antes de serem inseridos.
Apds a insercao, a fonte (de onde vem a figura ou a tabela ...) e um paragrafo de comentario
no qual dizer o que o leitor deve observar é importante nesterecurso As figuras ou graficos e
tabelas ... devem ser numeradas em ordem crescente,os titulos das tabelas, figuras ou graficos
devem ser colocados na parte superior e asfontes na parte inferior.

4. Autoria:

O arquivo de palavras enviado no momento da submissdo NAO deve ter os nomes dos
autores.

Todos os autores precisam ser incluidos apenas nos metadados e na verséao final doartigo
(ap6s analise pelos revisores da revista). Os autores devem ser registrados apenas nos
metadados e na versao final do artigo em ordem de importancia e contribuicao para a
construcao do texto. NOTA: Os autores escrevem o nome dos autores com a ortografia correta
e sem abreviagdes no inicio e no final do artigo e também nos metadados. Se o nome estiver
incorreto para o DOI, ele gerara um custo,a medida que um novo DOI sera gerado.

5. Metadados:

Em relagédo aos metadados, recomenda-se:

O preenchimento dos metadados do artigo é de responsabilidade do autor. Ao preencher este
formulario, verifique se a ordem dos autores € a mesma do artigo. Exemplo de exemplo:
José Carlos da Silva Andrade de Souza. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3476-3985.
Exemplo de preenchimento de metadados:

Autores:

Nome: José

Nome do meio: Carlos da Silva Andrade de

Sobrenome: Souza

E-mail: souza@gmail.com

ORCIDID: http://orcid.org/0000-0003-3476-3985 (nota: remova s de https e deixeapenas
http. Nao coloque espago em nenhum lugar no orcid)

Os outros dados nao apresentam problemas no preenchimento.

NOTA: Os nomes dos autores ndao podem ser capitalizados, apenas a primeira letrado nome

esta em maiusculas. E lembre-se, a ordem dos autores nos metadados deve
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ser a mesma do artigo final. Se vocé deseja alterar a ordem, insira todos os autores
novamente.

Para resumos em metadados, é necessario, ao inserir "editar metadados", vocé deveprimeiro
selecionar o "ldioma do formulario" (portugués, inglés ou espanhol) e enviar,que fica no topo,
assim que entrar em "editar metadados". Se vocé escolher portugués(coloque autores, resumo,
titulo e palavras-chave em portugués). Depois de preencher o titulo, resumo, palavras-chave
em portugués, salve e; va novamente para“editar metadados” e escolha o idioma inglés; ndo
€ mais necessario preencher os autores ou as referéncias; basta preencher o titulo, o resumo
e as palavras-chave eminglés; no final, salvar e; digite "editar metadados" novamente e
escolha o idioma espanhol e preencha o titulo, o resumo e as palavras-chave em espanhol.
NOTA: O idioma que aparece, logo abaixo das palavras-chave, refere-se ao idioma do texto
€ nao ao resumo, titulo e palavras-chave). Se o texto estiver escrito em portugués, o idioma é
pt. Se vocé escreveu o artigo em inglés, o idioma € en; se vocéescreveu o artigo em espanhol,
€ es. Escreva o idioma apenas uma vez.

6. Exemplo de referéncias da APA:

* Artigo de jornal:

Gohn, MG & Hom, CS (2008). Abordagens tedricas no estudo dos movimentos sociaisha
América Latina. CRH Notebook, 21 (54), 439-455.

* Livro:

Ganga, GM D.; Soma, TS & Hoh, GD (2012). Trabalho de conclusdo de curso (TCC)em
engenharia de produgao. Sdo Paulo: Atlas.

» Pagina da web:

Amoroso, D. (2016). O que é a Web 2.07? Acesso em 12 de margo, em
http://www.tecmundo.com.br/web/183-0-que-e-web-2-0-

7. A revista publica artigos originais e inéditos que n&o s&o postulados
simultaneamente em outras revistas ou orgaos editoriais.

8. Duvidas: Qualquer duvida, envie um email para rsd.articles@gmail.com

9. A revista Research, Society and Development estd no Facebook, siga-nos em

https://www.facebook.com/Research-Society-and-Development-56342045749
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APENDICE C
Normas da The International Journal of Development Research (IJDR)

Instructions for Authors

The International Journal of Development Research (IJDR) (ISSN 2230-9926)
publishes high-quality solicited and unsolicited articles, in English, in all areas of the
subject. The journal welcomes the submission of manuscripts that meet the general
criteria of significance and academic excellence. All articles published in IJDR will be
peer-reviewed. Papers will be published in the next issue of the journal after
acceptance.

The International Journal of Development Research (IUDR) (ISSN 2230-9926) will be
published monthly (one volume; 12 Issues per year) by Academe Research Journals.

Electronic submission of manuscripts is strongly encouraged, provided that the text,
tables, and figures are included in a single Microsoft Word file (preferably in Arial font).

Submit manuscripts as e-mail attachment to the Editorial Office at:

journalijdr.editor@gmail.com, researchijdr@yahoo.com

A manuscript number will be e-mailed to the corresponding author same day or within
72 hours.

The cover letter should include the corresponding author's full address and telephone
numbers and should be in an e-mail message sent to the Editor, with the file, whose
name should begin with the first author's surname, as an attachment. The authors may
also suggest two to five reviewers for the manuscript (IJDR) may designate other
reviewers).

The International Journal of Development Research (IJDR) (ISSN 2230-9926) will only
accept manuscripts submitted as e-mail attachments.

Article Types Three types of manuscripts may be submitted:

Regular articles: These should describe new and carefully confirmed findings, and
experimental procedures should be given in sufficient detail for others to verify the
work. The length of a full paper should be the minimum required to describe and
interpret the work clearly.
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Short Communications: A Short Communication is suitable for recording the results of
complete small investigations or giving details of new models or hypotheses, innovative
methods, techniques or apparatus. The style of main sections need not conform to that
of full-length papers. Short communications are 2 to 4 printed pages (about 6 to 12
manuscript pages) in length.

Review: Submissions of reviews and perspectives covering topics of current interest
are welcome and encouraged. Reviews should be concise and no longer than 4-6
printed pages (about 12 to 18 manuscript pages). Reviews manuscripts are also peer-
reviewed.

Regular articles

All portions of the manuscript must be typed double-spaced and all pages numbered
starting from the title page.

The Title should be a brief phrase describing the contents of the paper. The Title Page
should include the authors' full names and affiliations, the name of the corresponding
author along with phone, fax and E-mail information. Present addresses of authors
should appear as a footnote.

The Abstract should be informative and completely self-explanatory, briefly present the
topic, state the scope of the experiments, indicate significant data, and point out major
findings and conclusions. The Abstract should be 100 to 200 words in length. Complete
sentences, active verbs, and the third person should be used, and the abstract should
be written in the past tense. Standard nomenclature should be used and abbreviations
should be avoided. No literature should be cited.

Following the abstract, about 3 to 10 key words that will provide indexing references to
should be listed. A list of non-standard Abbreviations should be added. In general, non-
standard abbreviations should be used only when the full term is very long and used
often. Each abbreviation should be spelled out and introduced in parentheses the first
time it is used in the text. Only recommended Sl units should be used.

The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant literature
on the subject, and the proposed approach or solution. It should be understandable to
colleagues from a broad range of scientific disciplines.

Materials and methods should be complete enough to allow experiments to be
reproduced. However, only truly new procedures should be described in detail;
previously published procedures should be cited, and important modifications of

109




published procedures should be mentioned briefly. Capitalize trade names and include
the manufacturer's name and address. Subheadings should be used. Methods in
general use need not be described in detail.

Results should be presented with clarity and precision. The results should be written
in the past tense when describing findings in the authors' experiments. Previously
published findings should be written in the present tense. Results should be explained,
but largely without referring to the literature. Discussion, speculation and detailed
interpretation of data should not be included in the Results but should be put into the
Discussion section.

The Discussion should interpret the findings in view of the results obtained in this and
in past studies on this topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the
paper. The Results and Discussion sections can include subheadings, and when
appropriate, both sections can be combined.

The Acknowledgments of people, grants, funds, etc should be brief.

Tables should be kept to a minimum and be designed to be as simple as possible.
Tables are to be typed double-spaced throughout, including headings and footnotes.
Each table should be on a separate page, numbered consecutively in Arabic numerals
and supplied with a heading and a legend. Tables should be self-explanatory without
reference to the text. The details of the methods used in the experiments should
preferably be described in the legend instead of in the text. The same data should not
be presented in both table and graph form or repeated in the text.

Figure legends should be typed in numerical order on a separate sheet. Graphics
should be prepared using applications capable of generating high resolution GIF, TIFF,
JPEG or PowerPoint before pasting in the Microsoft Word manuscript file. Tables
should be prepared in Microsoft Word. Use Arabic numerals to designate figures and
upper case letters for their parts (Figure 1). Begin each legend with a title and include
sufficient description so that the figure is understandable without reading the text of the
manuscript. Information given in legends should not be repeated in the text.

References: In the text, a reference identified by means of an author's name should be
followed by the date of the reference in parentheses. When there are more than two
authors, only the first author's name should be mentioned, followed by ’et al'. In the
event that an author cited has had two or more works published during the same year,
the reference, both in the text and in the reference list, should be identified by a lower
case letter like ‘a’ and ‘b’ after the date to distinguish the works.

Examples:
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Abayomi (2000), Agindotan et al. (2003), (Kelebeni, 1983), (Usman and Smith, 1992),
(Chege, 1998; Chukwura, 1987a, b; Tijani, 1993, 1995), (Kumasi et al., 2001)

References should be listed at the end of the paper in alphabetical order. Articles in
preparation or articles submitted for publication, unpublished observations, personal
communications, etc. should not be included in the reference list but should only be
mentioned in the article text (e.g., A. Kingori, University of Nairobi, Kenya, personal
communication). Journal names are abbreviated according to Chemical Abstracts.
Authors are fully responsible for the accuracy of the references.

Examples:

Ogunseitan OA (1998). Protein method for investigating mercuric reductase gene
expression in aquatic environments. Appl. Environ. Microbiol. 64:695—702.

Gueye M, Ndoye |, Dianda M, Danso SKA, Dreyfus B (1997). Active N2 fixation in
several Faidherbia albida provenances. Ar. Soil Res. Rehabil. 11:63-70.

Charnley AK (1992). Mechanisms of fungal pathogenesis in insects with particular
reference to locusts. In: Lomer CJ, Prior C (eds) Biological Controls of Locusts and
Grasshoppers: Proceedings of an international workshop held at Cotonou, Benin.
Oxford: CAB International, pp 181-190.

Mundree SG, Farrant JM (2000). Some physiological and molecular insights into the
mechanisms of desiccation tolerance in the resurrection plant Xerophyta viscasa
Baker. In Cherry et al. (eds) Plant tolerance to abiotic stresses in Agriculture: Role of
Genetic Engineering, Kluwer Academic Publishers, Netherlands, pp 201-222.

Babalola OO (2002). Interactions between Striga hermonthica (Del.) Benth. and
fluorescent rhizosphere bacteria Of Zea mays, L. and Sorghum bicolor L. Moench for
Striga suicidal germination In Vigna unguiculata . PhD dissertation, University of
Ibadan, Ibadan, Nigeria.

Short Communications

Short Communications are limited to a maximum of two figures and one table. They
should present a complete study that is more limited in scope than is found in full-length
papers. The items of manuscript preparation listed above apply to Short
Communications with the following differences: (1) Abstracts are limited to 100 words;
(2) instead of a separate Materials and Methods section, experimental procedures may
be incorporated into Figure Legends and Table footnotes; (3) Results and Discussion
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should be combined into a single section.

Proofs and Reprints: Electronic proofs will be sent (e-mail attachment) to the
corresponding author as a PDF file. Page proofs are considered to be the final version
of the manuscript. With the exception of typographical or minor clerical errors, no
changes will be made in the manuscript at the proof stage. Because IJDR will be
published freely online, authors will have free electronic access to the full text (PDF) of
the article. Authors can freely download the PDF file from which they can print unlimited
copies of their articles.

Copyright: Submission of a manuscript implies: that the work described has not been
published before (except in the form of an abstract or as part of a published lecture, or
thesis); that it is not under consideration for publication elsewhere; that if and when the
manuscript is accepted for publication, the authors agree to automatic transfer of the
copyright to the publisher.

Proofs, Reprints and manuscript charges

Electronic proofs will be sent (e-mail attachment) to the corresponding author as a PDF
file. Page proofs are considered to be the final version of the manuscript. With the
exception of typographical or minor clerical errors, no changes will be made in the
manuscript at the proof stage. Because |JDR will be published online, authors will
have free electronic access to the full text (PDF) of the article. Authors can freely
download the PDF file from which they can print unlimited copies of their articles. There
is no charge for the processing of paper but author(s) of each accepted paper is
required to pay the publication charge which is very nominal fees. The fees depends
upon the number of pages, number of authors, images etc. Before the accepted paper
is published we will intimate the fees in the acceptance letter.
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