7 JUELN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PEDRO HENRYQUE DE CASTRO

TOXICIDADE DE EXTRATOS DE GRAOS DE CAFE
VERDE E TORRADO DE QUALIDADE INFERIOR PARA
LARVAS DE Aedes (=Stegomyia) aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE)

LAVRAS-MG

2023



PEDRO HENRYQUE DE CASTRO

TOXICIDADE DE EXTRATOS DE GRAOS DE CAFE VERDE E TORRADO
DE QUALIDADE INFERIOR PARA LARVAS DE Aedes (=Stegomyia) aegypti
(DIPTERA: CULICIDAE)

TOXICITY OF LOW QUALITY GREEN AND ROAST COFFEE BEANS
EXTRACTS FOR LARVAE OF Aedes (=Stegomyia) aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Veterinarias, para

a obtencdo do titulo de Mestre.

Profa. Dra. Joziana Muniz de Paiva Barcante

Orientadora

Prof. Dr. Geraldo Andrade de Carvalho
Coorientador

LAVRAS-MG
2023



Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema de Geracdo de Ficha Catalogréfica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Castro, Pedro Henryque de.

Toxicidade de extratos de graos de café verde e torrado de
qualidade inferior para larvas de Aedes (=Stegomyia) aegypti
(Diptera: Culicidae)/ Pedro Henryque de Castro. - 2023.

70 p. :il.

Orientador(a): Joziana Muniz de Paiva Bargante.

Coorientador(a): Geraldo Andrade Carvalho.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2023.

Bibliografia.

1. Dengue. 2. Coffea arabica. 3. Produto Boténico. I. Bargante,
Joziana Muniz de Paiva. Il. Carvalho, Geraldo Andrade.




PEDRO HENRYQUE DE CASTRO

TOXICIDADE DE EXTRATOS DE GRAOS DE CAFE VERDE E TORRADO
DE QUALIDADE INFERIOR PARA LARVAS DE Aedes (=Stegomyia) aegypti
(DIPTERA: CULICIDAE)

TOXICITY OF LOW QUALITY GREEN AND ROAST COFFEE BEANS
EXTRACTS FOR LARVAE OF Aedes (=Stegomyia) aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
graduacao em Ciéncias Veterinérias, para

a obtencdo do titulo de Mestre.

APROVADA em 25 de agosto de 2023

Branca examinadora:

Dra. Joziana Muniz de Paiva Barcante - UFLA
Dr. Geraldo Andrade de Carvalho - UFLA
Dra. Grasielle Caldas D" Avila Pessoa — UFMG

Dra. Joseane Camila de Castro — UFLA

Profa. Dra. Joziana Muniz de Paiva Barcante

Orientadora

Prof. Dr. Geraldo Andrade de Carvalho

Coorientador

LAVRAS-MG
2023



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer as minhas duas mées Raquel de Castro e Terezinha de Jesus Castro
por todo o apoio, amor e palavras de sabedoria, eu amo vocés. Ao meu pai Luciano
Ribeiro Barbosa, minhas tias Jacqueline de Castro e Renata de Castro, sem Vvocés essa

jornada néo teria sentido.

A Bruna Ferreira que sempre me apoiou; a Ana Luiza Rodrigues Pereira pelas palavras

sébias e distracdo, aos meus amigos da Agronomia.

A todos os amigos que fiz na UFLA, em especial a Gabriella Melo, Vanessa Exteckoetter
e Paola Queiroz Ciéncias Biologicas 20A, é incrivel ver o quanto cada um cresceu e

seguiu seu caminho e ainda sim continuamos a nos falar, amo vocés.

Aos amigos que fiz em Toronto, os dias que eu passei com vocés foi de muito

aprendizado. Em especial ao Matt e a JeHii.

A Ingrid Marciano Alvarenga, que de coorientadora virou uma grande amiga que me deu

suporte, amo vVoceé!

A minha orientadora, Joziana Muniz de Paiva Barcante, sem vocé nada disso seria

possivel, obrigado por acreditar em mim, eu sempre vou levar comigo seus ensinamentos.

Ao meu coorientador Geraldo Andrade de Carvalho que, embora o pouco tempo que

convivemos, foi de extrema importancia para 0 meu crescimento profissional.

Ao NEP e ao NUPEB por me apresentarem a parasitologia e me fazerem apaixonar por

ela diariamente.

Ao pessoal da UFMG que me recebeu muito bem e sempre apoiou esse projeto, em
especial & Profa. Grasielle Caldas D'Avila Pessoa e ao Artur Metzker Serravite. A Profa.

Maria das Gracas e a Antonia Isadora Fernandes por também contribuirem.

A EMBRAPA CAFE (Projeto: 129 - Desenvolvimento, caracterizacio fisica, quimica e
biologica e potencial de uso alimenticio e farmacolégico de xarope a base de cafés de
qualidade inferior) sob coordenacdo do Prof. Luis Roberto Batista.

As agéncias de fomento pelo apoio financeiro.

E ao PPGCV - UFLA e ao Prof. Luis David Solis Murgas



RESUMO

O controle de Aedes aegypti tem sido feito por meio de inseticidas quimicos sintéticos.
No entanto, tem-se registrado varios casos de sele¢do de populacfes resistentes. Desta
forma, os produtos botanicos tém surgido como alternativa promissora para 0 manejo
desse inseto vetor, visto que apresentam interacGes multifacetadas com os seus sitios de
acao e baixa contaminacdo ambiental. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
toxicidade de extratos de café verde e torrado de qualidade inferior para larvas de A.
aegypti. Para a extracdo dos extratos de café foi utilizado a técnica de refluxo solido-
liqguido com metanol como solvente e a caracterizacdo dos compostos presentes foi feita
por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Avaliaram-se os efeitos
do extrato de café verde com DMSO® (CVD), extrato de café verde com Tween 80®
(CVT), extrato de café torrado com DMSO® (CTD) e extrato de café torrado com Tween
80® (CTT) sobre A. aegypti. Esses tratamentos foram testados em varias concentracoes
4; 2; 1,6; 1,2; 1; 0,45; 0,25 e 0,12 mg/mL). Os tratamentos controles foram &gua sem
cloro, DMSO a 1% e Tween 80 a 1%. O bioensaio, em delineamento inteiramente
casualizado, consistiu de 15 larvas de terceiro instar de A. aegypti para cada tratamento,
obtidas da criacdo de laboratorio, com quatro repeticbes, sendo cada uma representada
por uma larva. A mortalidade foi avaliada as 24, 48 e 72 horas ap6s a adi¢do dos extratos
para se estimar a dose letal (DL) necessaria para matar 50, 90 e 99% das larvas. Também
foi avaliado o efeito do composto majoritario (4cido cafeico) por meio do mesmo
protocolo usado para 0s extratos. Os compostos majoritarios em ordem de maior
concentracdo encontrado nos extratos foram o &cido cafeico, acido clorogénico e a
catequina (somente nos extratos de café torrado). As 72 horas, CTT (4 mg/mL) causou
99,2% de mortalidade, seguido por 83,3% para CVD e 55% para CVT. O extrato CTD
(2 mg/mL) causou 73,3% de mortalidade. A DL50 estimada para CTT foi de 0,33 + 0,22
mg/mL; seguida por 1,43 = 0,05 para CTD; 2,53 £ 0,1 para CVD e 2,57 £ 0,25 para CVT.
O écido cafeico isolado provocou baixa mortalidade a concentra¢do de 6,42 mg/mL.
Concluimos que os extratos de café sdo toxicos para larvas de A. aegypti, enquanto o
acido cafeico isolado apresenta baixa mortalidade, 0 que sugere a ocorréncia de sinergia
com outros compostos dos extratos. Pesquisas adicionais sdo necessarias para
compreender melhor a acdo do composto no ambiente e sua sinergia com outros
componentes dos extratos de café.

Palavras-chave: Dengue. Coffea arabica. Produto Botanico.



ABSTRACT

The control of Aedes aegypti has been carried out through synthetic chemical insecticides.
However, several cases of the selection of resistant populations have been recorded. Thus,
botanical products have emerged as a promising alternative for the management of this
vector insect, as they exhibit multifaceted interactions with their target sites and low
environmental contamination. The objective of the present study was to evaluate the
toxicity of extracts from green and inferior-quality roasted coffee for A. aegypti larvae.
The coffee extracts were obtained using the solid-liquid reflux technique with methanol
as the solvent, and the characterization of the compounds present was done through High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). The effects of green coffee extract with
DMSO® (CVD), green coffee extract with Tween 80® (CVT), roasted coffee extract
with DMSO® (CTD), and roasted coffee extract with Tween 80® (CTT) on A. aegypti
were evaluated. These treatments were tested at various concentrations (4, 2, 1.6, 1.2, 1,
0.45, 0.25, and 0.12 mg/mL). Control treatments included chlorine-free water, 1%
DMSO, and 1% Tween 80. The bioassay, in a completely randomized design, consisted
of 15 third-instar A. aegypti larvae for each treatment, obtained from the laboratory
breeding, with four replications, each represented by one larva. Mortality was assessed at
24, 48, and 72 hours after the addition of the extracts to estimate the lethal dose (LD)
required to kill 50, 90, and 99% of the larvae. The effect of the major compound (caffeic
acid) was also evaluated using the same protocol as for the extracts. The major
compounds, in order of highest concentration found in the extracts, were caffeic acid,
chlorogenic acid, and catechin (only in roasted coffee extracts). At 72 hours, CTT (4
mg/mL) caused 99.2% mortality, followed by 83.3% for CVD and 55% for CVT. The
CTD extract (2 mg/mL) caused 73.3% mortality. The estimated LD50 for CTT was 0.33
+ 0.22 mg/mL, followed by 1.43 + 0.05 for CTD, 2.53 = 0.1 for CVD, and 2.57 £ 0.25
for CVT. Isolated caffeic acid caused low mortality at a concentration of 6.42 mg/mL.
We conclude that coffee extracts are toxic to A. aegypti larvae, while isolated caffeic acid
exhibits low mortality, suggesting the occurrence of synergy with other compounds in the
extracts. Further research is needed to better understand the compound's action in the
environment and its synergy with other components of coffee extracts.

Keywords: Dengue. Coffea arabica. Botanical Product.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) descrito por Linnaeus em 1762 é
transmissor de uma série de patdgenos, dentre eles alguns arbovirus, como o virus
Dengue, que causam impacto na saude publica. Além disso, o inseto tem ganhado a cada
dia mais capacidade de se tornar vetor de novos agentes causadores de infeccOes. Essa
capacidade esta intimamente relacionada ao aumento da urbanizacdo, antropofilia,

mudancas climéticas e globalizacdo (RYAN et al., 2019).

No Brasil ndo ha imunizantes disponiveis no Sistema Unico de saide para a
Dengue, sendo que a incidéncia, de acordo com o boletim epidemiologico do Ministério
da Saude, de casos/100 mil habitantes foi de 647, com aumento de 22% em relacdo ao
ano de 2022. Os numeros de casos provaveis registrados ate a 222 semana epidemiologia
(SE22) foi de 1.379.983, sendo 15.519 casos graves de dengue. Com rela¢do ao nimero
de dbitos, até a SE22 foram registrados 635 dbitos e 420 seguem em investigacdo, sendo
que a letalidade da doenca foi calculada em 4,1% (BRASIL, 2023). Varios autores
relataram a coinfeccdo causada pela transmissdo simultdnea de Dengue, Zika e
Chikungunya por meio da picada do mosquito infectado que pode levar a morte
(VILLAMIL-GOMEZ et al., 2016; SUWANMANEE et al., 2018; MERCADO-REYS et
al., 2019).

De acordo com as diretrizes de controle do A. aegypti (BRASIL, 2009), o controle
desse mosquito vetor se baseia em remocao mecanica, acdes de educacdo em salde e 0
controle quimico, por meio de inseticidas sintéticos que quando usados de forma errada
podem causar a selecdo de populagdes resistentes (VALLE et al., 2019). Isto leva a um
gasto econdmico muito alto, onde estima-se que o gasto global com medidas para
minimizar os impactos desse inseto é da ordem de 57,3 bilhdes de dolares (THOMPSON;
MARTIN DEL CAMPO; CONSTENLA, 2020), porém essas estimativas nem sempre
traduzem os reais impactos econdmicos na saude publica em fungdo das infecgdes
transmitidas pelos mosquitos (BONDS; COLLINS; GOUAGNA, 2022).

Por outro lado, o uso de compostos a base de plantas tem se destacado no controle
desse inseto, visto que atuam em diferentes receptores do sistema nervoso, o que dificulta
a selecdo de populacdes resistentes, além de serem ecologicamente corretos, pois nao

bioacumulam no ambiente. Além disso, 0s compostos podem ser obtidos de subprodutos
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vegetais, evitando que sejam descartados pela industria no ambiente, como é o caso do
café (DOS SANTOS et al., 2021).

A fim de reduzir o crescimento de populacdes resistentes, pesquisadores tém
testado compostos a base de plantas e com isto pode-se evitar contaminagdo ambiental
por inseticidas quimicos sintéticos e descobrir alternativas mais econdmicas no
desenvolvimento de novos inseticidas. Por isso faz-se necessario a testagem em
laboratdrio de novos produtos que se encaixam na protecdo de humanos, animais e do
ambiente. Os extratos de café de qualidade inferior podem ser usados para isto e desta
forma testes sdo extremamente necessarios. Tambem se torna fundamental desenvolver e
padronizar metodologia com esses extratos que seja funcional, econdmica e que acima
de tudo ndo agrida o0 ambiente. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo de
avaliar a toxicidade de extratos de café verde e torrado de qualidade inferior para larvas

de A. aegypti.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1. CLASSIFICACAO E ORIGEM DE A. aegypti

Os insetos sdo animais pertencentes a uma extensa e dominante filo de artropodes
e que geralmente estdo associados & presenca de um exoesqueleto (STORK, 2018). A
ordem Diptera consiste em insetos que possuem apenas dois pares de asas, sendo que essa
caracteristica deu origem ao nome da ordem, onde “di' significa dois e ‘ptera’ refere-se a
asas em grego (SARWAR, 2020).

Dentro da Ordem Diptera, a familia Culicidae é encontrada em regides temperadas
e tropicais de todo 0 mundo, incluindo 3.614 espécies existentes e classificadas em duas
subfamilias (Anophelinae e Culicinae) e 113 géneros (HARBACH, 2023). A maior tribo
da subfamilia Culicinae é chamada de Aedini e contém cerca de 1.261 espécies, e € um
grupo fenotipicamente diverso, sendo que um dos géneros mais conhecidos é Aedes
devido a sua importancia médico-veterinaria (WILKERSON et al., 2015; SOGHIGIAN;
ANDREADIS; LIVDAHL, 2017).

O género Aedes foi descrito em 1818 por Meigen e atualmente possui cerca de
932 espécies, divididas em 79 subgéneros (SOARES et al., 2022). A espécie A. aegypti
teve sua origem ha cerca de 172 milhdes de anos no continente Africano e o contato com
o ser humano foi observado ha cerca de 4 mil anos, tornando-se um vetor de patogenos
de grande importancia para a saude publica (TABACHNICK, 1991; DICKSON et al.,
2016).

2.2. Aspectos bioecoldgicos de A. aegypti

O inseto Aedes aegypti € holometabolo, ou seja, possui metamorfose completa,
sendo também uma espécie tropical invasora em todo 0 mundo e apresenta distribuicédo
cosmopolita (GORDH; HEADRICK, 2001; OECD, 2018). O ciclo de vida do A. aegypti
se inicia quando a fémea do mosquito, apds a copula, faz o repasto sanguineo dando inicio

a uma serie de processos metabdlicos para a producdo de ovos (ALLMAN et al., 2020).

Posteriormente, esses ovos sdo depositados em superficies naturais como troncos
de arvore ocos e bromélias e superficies artificiais criadas pelo homem, como canais de
irrigacdo, copos e garrafas de plastico, lonas e pneus contendo, geralmente, 4gua parada
ou aguas salobras (BARRERA et al., 2008; RAMASAMY et al., 2011; NASIR et al.,
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2017). As larvas eclodem e véo passar por quatro instares. Na quarta ecdise, as larvas de
4° instar se diferenciam em pupa, sofrendo a metamorfose com a emergéncia do inseto
adulto (Figura 1) (CHRISTOPHERS, 1960; JULIANO; LOUNIBOS, 2016; OECD,
2018).

Figura 1 - Esquema representativo do ciclo de desenvolvimento de Aedes
aegypti em condicdes ambientais favoraveis

REPASTO SANGUINEO
ACASALAMENTO

INSETO ADULTO
= \ \\ =3 O ) .
INSETO EMERGINDO DA PUPA Q 30 dias ~
e N
0 ﬁ 7 dias =
PUPA p \’V LARVA 1° INSTAR
LARVA 2° |Ns'm
LARVA 4° INSTAR LARVA 3° INSTAR

)

Descricao: O ciclo do inseto A. aegypti se inicia com o acasalamento entre macho e fémea, logo apds isso
as fémeas buscam um hospedeiro onde realizam o repasto sanguineo, o sangue é usado para nutrir 0s ovos
do inseto, depois do processo de hematofagia as fémeas buscas locais sombreados e com acimulo de agua
parada representados na figura com a imagem de um quintal com presenca de lixo, ap6s encontrar um local
a fémea realiza a oviposi¢ao na superficie do recipiente. Ap6s alguns dias é possivel observar as larvas 1°
instar que passam por sucessivas mudas até atingirem o estadio de 4° instar onde se transformam em
pupa; a partir desse ponto as pupas ndo se alimentam mais e ap6s 1 a 2 dias o inseto adulto emerge da
pupa e permanece no espelho d’agua até ocorrer a esclerotizagdo da cuticula e secagem da asa e, apds isso,

o0 inseto adulto alca voo dando continuidade ao ciclo.

Fonte: Criado por Damasceno & Castro em https://app.biorender.com/.



https://app.biorender.com/

16

2.2.1 Ovo
Os ovos de A. aegypti possuem coloracdo esbranquicada no momento da

oviposicdo e rapidamente assumem uma coloracdo preta em contato com o ambiente
externo; as dimens@es dos ovos sao de aproximadamente 0,58 mm de comprimento e 0,17
mm de largura (Figura 2) (MUNDIM-POMBO et al., 2021). o ciclo gonotréfico (perlodo
compreendido entre o repasto sanguineo e a oviposi¢do) envolve uma série de processos,
iniciando quando as fémeas ingerem uma refeicdo de sangue de hospedeiros vertebrados,
que por sua vez ativa varias vias que vao catabolizar e fornecer nutrientes ao cérebro e
aos orgdos reprodutivos (HANSEN et al.,, 2014; GONZALES; HANSEN, 2016;
ALLMAN et al., 2020). Uma fémea ap6s o repasto sanguineo (3 dias) é capaz de colocar
cerca de 120 a 150 ovos em posturas parceladas (VOGEL; BROWN; STRAND, 2015).

Figura 2 — Ovos de Aedes aegypti com coloragéo escurecida

V4

Os processos envolvidos na produgdo de ovos sdo a oogénese (producdo de

Fonte: Do Autor, 2023

ovocitos ainda nas fases aquaticas dentro do ovario), vitelogénese, ovulacgéo, fertilizacéo,
oviposicdo, embriogénese e quitinizacdo do corion (ALLMAN et al., 2020). Alguns
nutrientes como aminodcidos, lipideos e carboidratos sdo essenciais para a ativacdo
desses processos e producdo de ovos (MIRTH; ALVES; PIPER, 2019).

Os aminoacidos ativam vias importantes no processo de producéo de ovos como
a oogénese e vitelogénese, sendo necessarios 17 aminoacidos essenciais. A falta de 1
desses aminoéacidos resulta na reducéo da expressao de vitelogenia em cerca de 90% na
producédo de ovos (ATTARDO et al., 2006). Os lipideos sdo outros nutrientes essenciais
para o desenvolvimento de ovos, pois servem como estabilizadores da membrana, sendo

precursores de hormdnios como o ecdisterdide e atuam como reserva de energia para 0s
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insetos (CANAVOSO et al., 2001; TENNESSEN et al., 2014; RIVERA-PEREZ;
CLIFTON; NORIEGA, 2017). Outros nutrientes como ferro e carboidratos podem estar
associados a uma maior oviposi¢do e fecundidade de A. aegypti (FOSTER, 1995;
ALLMAN et al., 2020).

2.2.2 Larva

Apos a eclosdo, o tempo de desenvolvimento das larvas é diretamente afetado
quando ha diminuicdo da fase clara e, em temperaturas mais baixas também se observa

aumento do tempo de desenvolvimento desses organismos (GARZON et al., 2021).

A larva de A. aegypti apresenta forma bastante cilindrica e alongada, sua coloragdo
é esbranquicada por conta da falta de partes esclerotizadas. A cabeca do inseto na fase
larval é globular e menor em relacdo ao restante do corpo do inseto, possui, ainda na
cabeca, antenas pequenas e lisas, os olhos compostos em desenvolvimento e os ocelos
larvais. a cuticula corporal das larvas apresenta endocuticula com discretas fibrilas de
quitina orientadas de forma escalonada, no térax é fundido nos 3 segmentos, apresentando
cerdas que ddo movimento, protecdo e atuam também como sensores. O abdome possui
oito segmentos, apresentando tamanho médio que aumenta até o 3° segmento e diminui
até o 8° Ainda no abdome é possivel observar o sifdao respiratorio utilizado para
diferenciar as espécies do género Aedes (Figura 3). As larvas de A. aegypti possuem 4
estadios larvais onde ao final de cada um ocorre troca do exoesqueleto e, de modo geral,
em estadios de crescimentos posteriores apresentam cabeca grande e sifdo respiratorio
pequeno, sendo que a medida que as partes moles crescem é possivel observar nos
estadios posteriores 0 aumento do siféo respiratorio e a diminuicdo da cabeca (Figura 2).
A identificac@o do 1° instar ¢ feita pela presenga de uma estrutura chamada ‘egg-breaker’
encontrada na cabeca das larvas, enquanto as larvas de 2° e 3° instares podem ser
identificadas de acordo com o tamanho do didmetro transversal da cabeca, onde em
média, as medidas devem se assemelhar a 0,45 e 0,65 mm (MACFIE, 1917,
CHRISTOPHERS, 1960; FIAZ et al., 2021).
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Figura 3 - Larvas de Aedes aegypti em diferentes instares de desenvolvimento

Legenda: 1- Larva de Aedes aegypti no 1° instar; 2- Larva de A. aegypti no 2° instar; 3- Larva

de A. aegypti no 3° instar e 4- Larva de A. aegypti no 4° instar. Fonte: Alvarenga (2022).

Segundo Lutz et al. (2019) as larvas de 4° instar de A. aegypti possuem diferencas
significativas no que diz respeito ao tamanho, sendo que fémeas geralmente apresentam
tamanho médio de 0,53 mm. Em contraste os machos apresentam tamanho médio de 0,26
mm (MACFIE, 1917; CHRISTOPHERS, 1960; MONTANO-REYES et al., 2019).

As larvas de A. aegypti apresentam pouca variagcdo comportamental durante o seu
ciclo circadiano (CLOPTON, 1979; LUTZ; HA; RIFFELL, 2020). Em relacdo a
estimulos quimicos, as larvas do vetor, quando famintas mudam seu comportamento
utilizando-se de quimiocinese para se locomover para locais onde existe maior
concentracdo de material genético microbiano (LUTZ; GREWAL; RIFFELL, 2019;
LUTZ; HA; RIFFELL, 2020).

2.2.3 Pupa

As pupas do mosquito da dengue séo bastante ativas, apresentando uma porgéo
anterior arredondada, o cefalotorax e o abdome que se encontra flexionado sob o
cefalotorax e é utilizado para a locomog&o das pupas na dgua (Figura 4). As fémeas séo

maiores em relagdo aos machos, sendo esse, o critério para distinguir os sexos. O tamanho
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do cefalotorax das fémeas em média é de 2,55 mm e do macho é de 2,10 mm
(CHRISTOPHERS, 1960; SANTOS et. al., 2021).

Figura 4 - Pupa do inseto Aedes aegypti

2.0 mm

Fonte: Universidade da Florida (C.M. Zettel, 2022)

2.2.4 Adulto

Apos a fase de pupa, os adultos emergem pelo cefalotérax por uma fenda em
formato de “T”, permanecendo em repouso sob a extivia para que ocorra o endurecimento
da cuticula, asas e musculos; apds esse processo voam para abrigos seguros (Figura 5).
Os machos tendem a emergir 24 h antes das fémeas para que ocorra a sua maturagdo
sexual (CHRISTOPHERS, 1960).

Figura 5 - Adulto da espécie Aedes aegypti emergindo de uma pupa, sendo possivel
observar a extvia e 0 adulto em repouso sobre o espelho d'agua
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Fonte: FIOCRUZ (Raquel Portugal e Rodrigo Méxas, 2016)

Os adultos do mosquito A. aegypti possuem coloracdo marrom-escuro ou preto,
com escamas na coloracdo branca. Os mosquitos dessa espécie possuem em seu torax
faixa de escamas brancas que se assemelham a uma “lira”, sendo esse, um dos critérios
utilizados para a classificagdo da espécie (Figuras 6a e 6b) (CHRISTOPHERS, 1960;
KUMAR et al., 2022). Fémeas de A. aegypti possuem tamanho e peso duas vezes maior
gue os machos; apresentam antenas com quantidade de sensilos menores que a do macho
e palpos 25% menores (Figura 6¢). Os machos sdo menores, suas antenas séo do tipo
plumosa e seus palpos s&o do tamanho da probdscide (Figura 6d). Quanto a fisiologia,
fémeas sdo hematofagas e voam, enquanto os machos se alimentam exclusivamente de
solucdes acucaradas como o néctar de flores. Existem diferencas quanto ao som
produzido por ambos os sexos (CHRISTOPHERS et al., 1960; DORZABAN et al., 2022.)

Figura 6 - Adulto de Aedes aegypti

Fonte: FIOCRUZ (Adaptado de Raquel Portugal e Rodrigo Méxas, 2016)
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Legenda: a =Fémea de Aedes aegypti; b = Macho de A. aegypti; ¢c = Antena peluda (ATf)
e os palpos reduzidos (PAf); d = antena plumada (ATm) e palpos do tamanho da
probdscide (PAmM); As setas em a e b mostram a faixa de escamas brancas no torax que

se assemelha a uma “lira”.

2.3 Importancia médica e veterinaria de A. aegypti

As principais arboviroses urbanas no Brasil sdo Dengue, Chikungunya, Zika e
febre amarela; essas infeccdes tém em comum o A. aegypti como o principal vetor dos
patdgenos causadores dessas infeccdes. Essas infeccdes causam alto impacto no sistema
Unico de satde (SUS) podendo, em alguns casos, levar a morte do paciente (SONG et al.,
2017; KAKOOZA-MWESIGE et al., 2019; VAIRO et al., 2019).

Dengue é causada pelo virus DENV e transmitida por mosquitos do género Aedes
em todo o mundo; no Brasil, é amplamente relacionada ao inseto vetor A. aegypti
(PROMMOOL et al., 2021; REGILME et al., 2021). O virus possui quatro sorotipos
amplamente difundidos, sendo DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (PROMMOOL
etal., 2021) e um quinto sorotipo descoberto em 2013 chamado de DENV-5 (NORMILE,
2013). Esses sorotipos sdo 65% semelhantes e cada um gera um tipo de resposta imune
(MUSTAFA et al., 2015).

A prevaléncia da dengue € estimada em 3,9 bilhdes de pessoas em 128 paises que
estdo em risco de infeccdo pelo virus. O numero de casos notificados nas Américas entre
a semana epidemiologica (SE) 1 e a SE 28 de 2023, foi de 3.034.889 (OPAS, 2023). No
Brasil, a incidéncia de casos/100 mil habitantes foi de 647 e teve um aumento de 22%
com relacdo ao ano de 2022; os humeros de casos provaveis registrados até a 222 semana
epidemioldgica (SE22) foi de 1.379.983, sendo 15.519 casos graves de dengue. Com
relacdo ao nimero de oObitos, até a SE22 foram registrados 635 dbitos e 420 seguem em

investigacdo, sendo que a letalidade da doenca é calculada em 4,1% (BRASIL, 2023).

Varios autores vém relatando a coinfeccdo causada pela transmissdo simultanea
de Dengue, Zika e Chikungunya através da picada do mosquito infectado levando, em
alguns casos, a morte (VILLAMIL-GOMEZ et al., 2016; SUWANMANEE et al., 2018;
MERCADO-REYS et al., 2019).



22

Outros patdgenos podem ser transmitidos pelo inseto, como o virus da Encefalite
Equina Venezuelana (ORTIZ et al., 2008). O Mayaro virus, uma doenca emergente, onde
estudos tém demonstrado que A. aegypti possui capacidade vetorial para a transmissao da
infeccdo (CASALS; WHITMAN, 1957; LONG et al., 2011; MOURAO et al., 2012;
WIGGINS; EASTMOND; ALTO, 2018; PEREIRA et al., 2020; CURCIO et al., 2022).
O estudo de YURAYART et al. (2017) demonstrou que A. aegypti apresenta alta
competéncia vetorial para infecgdes decorrentes do Plasmodium gallinaceum em galinhas

0 que pode causar a malaria avidria.

2.4 Controle de A. aegypti

As medidas de controle das doencas citadas acimas (subitem 2.3) se baseiam
principalmente em ac¢des contra o vetor A. aegypti, sendo divididas, de forma ampla, de
acordo com a Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS, 2023b), em controle dos
varios estagios de desenvolvimento do inseto vetor, visando reduzir sua abundancia
populacional, longevidade e reducdo do contato do mosquito adulto com o0s seres

humanos.

O controle de A. aegypti também pode ser dividido em mecéanico capaz de
diminuir o nimero de criadouros e do vetor e, com isso, reduzir o contato dos humanos
com o mosquito. Esse tipo de controle atua protegendo locais com potencial para se
tornarem criadouros; exemplo dessa medida é a adicdo de areia em pratos de vasos de
plantas e tampar caixas de agua, ou remocao e/ou destruicdo adequada desses criadouros.
Drenagem, limpeza e instalacdo de protecdo nos reservatorios de agua e por fim instalacdo
de telas em portas e janelas, e cortinas nos dormitérios sdo importantes para prevengado
do mosquito. Outra forma de controle é o bioldgico que se baseia no uso de predadores
naturais, como por exemplo a criagdo de peixes em reservatorios de dgua, € 0 uso de
patogenos, o que reduz a populacéo vetorial (BRASIL, 2009; ZARA et al., 2016; OPAS,
2023b).

Segundo BRASIL (2009) o controle quimico consiste no uso de substancias
quimicas (inseticidas) para o controle do vetor nas fases larvaria e adulta. Pode ser feito
tratamento focal, perifocal e da aspersédo aeroespacial de inseticidas em ultrabaixo volume
(UBV). O tratamento focal é feito nas fases imaturas e em criadores que ndo podem ser

eliminados de forma mecénica, sendo adicionadas substancias quimicas. O tratamento
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perifocal utiliza-se da impregnacdo de uma substancia quimica residual em locais
proximos aos criadores que tenha efeito adulticida. E por fim, o tratamento de asperséo
aeroespacial de inseticidas em UBV ¢ feito com a finalidade de eliminar as formas
adultas, sendo utilizado somente em surtos ou epidemias, visto que pode eliminar

qualquer outro artropode causando impacto ecoldgico (BRASIL, 2009; BRASIL, 2019).

A primeira vez em que uma substancia quimica foi recomendada e utilizada para
o controle de A. aegypti foi em 1923, pela Fundacdo Rockefeller, onde utilizaram o
componente quimico Verde de Paris (Cu(C2H302)23Cu (AsO2)2) (SOPER, 1965).
Desde entdo muitas substancias quimicas ja foram utilizadas para o controle do vetor,
sendo elas, diclorodifeniltricloroetano (DDT), inseticidas organofosforados, inseticida
piretroide e reguladores de crescimento (diflubenzuron e novaluron) (CAMARGO, 1967;
FRANCO, 1976; MACORIS et al., 1999; BRASIL, 2014).

Segundo o Boletim Epidemioldgico de 2023 (BRASIL, 2023) foram utilizadas
pastilhas larvicidas e Bt para o tratamento focal; clotianidina (50%) + deltametrina
(6,5%), Flupiradifurona + Transflutrina e imidacloprido + praletrina para o tratamento
perifocal e tratamento de asperséo aeroespacial de inseticidas em UBV.

Por fim, nas Diretrizes Nacionais para a Prevencao e Controle de Epidemias de
Dengue, ac¢des de educacdo em salde, tem um destaque maior que o controle quimico e
deve ser compreendida como um suporte para as acOes de gestdo. As acdes devem ser
realizadas em Postos de Salde, nas escolas e campanhas locais visando a mudanca de
habitos com o objetivo de aumentar a prevencdo e controle da dengue (BRASIL, 2009).
Em uma pesquisa feita por Dalto et al. (2021) foi demonstrado que apds acles de
educacdo em salde, os agentes de combate as endemias relataram melhorias na limpeza
dos quintais e aumentou a preocupacdo da populacdo com a interrupcdo do ciclo dos

mosquitos do género Aedes.

2.4.1 Resisténcia de A. aegypti a inseticidas sintéticos e métodos alternativos de

controle

Resisténcia a inseticida é quando se observa uma diminui¢cdo da mortalidade em

populacbes que estdo sob pressdo constante de inseticidas (ROUSH e TABASHNIK,
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1990). O primeiro caso de resisténcia a inseticida observado em populacées de A. aegypti
foi relatado em 1956 em Trindade no Caribe, onde a populagdo selvagem apresentou
menor mortalidade do que insetos de outras regides (GILKES et al., 1956). A partir dai 0
numero de populagdes resistentes aumentou, sendo mais comum encontrar populacées

resistentes em paises do sudeste Asiatico e da América Latina (MOYES et al., 2017).

No Brasil, populacdes de A. aegypti tém sido submetidas a pressdes de selecao
genética por meio do uso indiscriminado de insecticidas desde 1967 (VALLE et al.,
2019). A resisténcia metabdlica ocorre por meio de enzimas ja presentes no inseto, com
0 objetivo de desintoxicar substancias naturais ou estranhas, a ocorréncia da resisténcia
metabdlica ocorre por meio da duplicacdo de genes, aumento da expressdo génica e
mutacBes em genes que decodificam enzimas com capacidade de metabolizar esses
compostos (KADJO et al., 2023). A resisténcia do tipo sitio alvo é quando residuos de
aminoacidos inteferem ou impedem que compostos quimicos dos inseticidas se liguem
no seu sitio alvo, fenotipos de resisténcia estdo associados a alteracfes bioquimicas nos
sitios alvos V410L, G923V, 11011M, V10161 e F1534C, sendo esse tipo de resisténcia
mais comum (BRENGUES et al., 2003; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2007;
MARTINS et al., 2009; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014; COLLET et al., 2016;
VIANA-MEDEIROS et al., 2017 ; GARCIA et al., 2018; VALLE et al., 2019; MELO
COSTA et al., 2020).

A resisténcia a inseticidas causa alteracdo no fitness do mosquito sendo benéficas
somente em populacdes expostas a inseticidas, isso porque essas alteracdes intereferem
no tempo de desenvolvimento larval, reducdo de sobrevivéncia de adultos e alteracGes
nos habitos alimentares (UEMURA et al., 2023; SILVA et al., 2023)

Com o propésito de controlar a populacdo de vetores da dengue, insetos machos
foram tratados por meio de radiacdo, tornando-os inférteis e, consequentemente, ndo sao
capazes de gerar ovos viaveis; entretanto, essa técnica ndo é autossustentavel, precisando
de uma liberacdo constante de insetos inferteis (ALPHEY et al., 2010; ZHENG et al.,
2019). Outra alternativa foi a utilizacdo de A. aegypti geneticamente modificados ou
insetos transgénicos, que possuem um gene letal para a prole; esse tipo de pratica ainda
precisa de estudos e o aceite da populacdo sobre tal técnica ainda ndo atingiu alta taxa de
aprovacdo (CAPURRO et al., 2016; DA SILVA et al., 2022).
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Insetos podem ser infectados com a bactéria intracelular do género Wolbachia.
Foi observado que A. aegypti infectados com essa bactéria apresentaram dréstica reducao
na multiplicacdo de alguns virus, como o virus da dengue, e consequentemente menor
transmissdo pelo vetor. Ainda foi descoberto que machos infectados com bacterias do
género Wolbachia ao cruzar com fémeas ndo infectadas obtinham ovos inférteis devido a
incompatibilidade citoplasmatica (ROCHA et al., 2019; CRAWFORD et al., 2020).

Apesar disso, para o uso da Wolbachia spp. devem ser com cautela uma vez que,
a dirofilariose canina é uma doenca respiratoria de transmissao vetorial por artropodes,
que tem como principal agente etiolégico o nematodide Dirofilaria immitis (Filarioidea:
Onchocercidae) (que abriga a bactéria simbionte obrigatoria Wolbachia spp. (SPENCE
BEAULIEU; REISKIND, 2020). Estudos tém demonstrado que ao tratar nematdides com
antibioticos eles tém sua taxa de sobrevivéncia drasticamente reduzida, o que evedencia
a necessidade dessa relacdo ecoldgica (BANDI et al., 2010; SLATKO et al., 2010;
MCHAFFIE, 2012).

Mccrea et al. (2021) foram capazes de infectar A. aegypti em laboratério com
microfilarias da espécie D. immitis que se desenvolveram até o estadio L3 e que foi capaz
de emergir do inseto quando estimulada. Adegoke et al. (2020) também em condicdes de
laboratdrio, foram capazes de infectar 87% dos mosquitos com esse nematelminto. Em
uma investigacao foi observada a presenca de DNA de D. immitis em insetos selvagens
da espécie A. aegypti, capturados proximo a residéncias e contendo alta prevaléncia de
dirofilariose em cédes (SCAVO et al., 2022). Diante disso, 0 uso da bactéria para controle

de A. aegypti pode, no futuro, contribuir a transmissao de D. immitis.

2.4.2 Uso de produtos botanicos no controle de A. aegypti

As plantas produzem uma diversidade de compostos classificados como primarios
e secundarios, os quais foram importantes para a evolucdo desse grupo e sua interacdo
com o ambiente (BORGES e AMORIM, 2020). Os compostos primarios Sao necessarios
para 0 seu crescimento e nutri¢do, sendo encontrados em abundancia em todo o reino das
plantas, sendo que alguns sdo sintetizados, como agucares, aminoacidos, &cidos graxos,
lipideos e nucleotideos (GARCIA e CARRIL, 2009).
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Os compostos secundarios sdo aqueles ndo-essenciais para as plantas e que sao
sintetizados quando h& maior quantidade de nutrientes disponiveis a partir da sintese de
glicose. Sdo especificos de cada espécie e sdo utilizados pelas plantas para protecdo
contra herbivoria, atrair polinizadores, enviar sinais para outras plantas, entre outras
funcBes. Em geral, sdo terpendidess, compostos fenolicos e nitrogenados, os quais sao
explorados pelas indUstrias farmacéuticas devido as suas propriedades terapéuticas e pela
indUstria alimenticia (RASKIN et al., 2002).

Os produtos botanicos (6leos essenciais e extratos) possuem vantagens no controle
de espécies pragas e vetores de doencas, pois ao contrario dos inseticidas, contém uma
mistura de compostos que atuam sinergicamente em diversos sitios de ligacdo evitando a
resisténcia ja encontrada, como por exemplo, para inseticidas do grupo quimico dos
organofosforados, além de serem ecologicamente corretos por ndo se bioacomularem no
ambiente (ISMAN, 2015; PAVELA, 2016).

Estrategicamente vem aumentando o uso de produtos botanicos no controle de A.
aegypti com 0Gleos essenciais e extratos vegetais (PILAQUINGA et al., 2019; PEREIRA
FILHO et al., 2021; MELO et al., 2021; MACHADO et al., 2023; VIANA et al., 2023).
Com isto, tem-se a reducdo de populacgdes resistentes e diminui¢do do impacto ambiental
que os inseticidas sintéticos causam, uma vez que esses 0s produtos botanicos sdo
biodegradaveis no ambiente (SILVERIO et al., 2020).

A familia Rubiaceae possui uma diversidade de espécies que inclui
aproximadamente 637 géneros e 13.000 espécies (PEREIRA e MEIRELES, 2010). As
principais substancias quimicas encontradas nessa familia sdo iriddides, alcaloides
inddlicos, antraquinonas, terpenoides (diterpenos e triterpenos), flavondides e outros
derivados fenodlicos (FARIAS, 2006; MARTINS e NUNEZ, 2015).

A espécie Coffea arabica, conhecida popularmente como café, é uma planta
dicotileddnica, lenhosa, perene, de clima tropical e de tamanho médio. Suas folhas
sdo ovaladas e na coloragédo verde-escuro, os frutos sdo ovais e amadurecem entre 7a 9
meses apos a fecundagdo (CLIFFORD, 2012; DJERRAB et al., 2021). Essa espécie faz
parte da familia Rubiaceae e do género Coffea com mais de 100 espécies identificadas
(DAVIS et al., 2011). O C. arabica é uma planta tetraploide em decorréncia de uma
hibridizacdo esponténea entre as espécies Coffea canephora e Coffea eugenioides

(WINTGENS, 2004). Na industria encontram-se duas espécies, a Coffea arabica L. e a
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Coffea canephora P. (café robusta) que sdo responsaveis por 60% da producdo
mundial (TRAN et al., 2017; 1CO, 2023). A exportacdo mundial de gréos verdes em
dezembro de 2022 totalizou 9,81 milhdes de sacas, sendo o Brasil responsavel por
exportar 3,24 milhdes de sacas de café (I0C, 2023). De acordo com a EMBRAPA-CAFE
(2023) a safra para 0 ano de 2023 devera ser de 55 milhGes de sacas de 60 kg.

A qualidade do café é avaliada segundo alguns critérios morfoldgicos do gréo tais
como comprimento, largura, espessura, peso, forma e a cor dos gréos de café (LEROY et
al., 2006). No cafeeiro os compostos secundarios contribuem para a qualidade do gréo
sendo responsaveis pelas caracteristicas organolépticas, como o sabor e a fragréncia do
café (LEROQY etal., 2006; PATAY et al., 2016).

O processo de obtencdo do café torrado se inicia com a remocdo da polpa e da
casca; posteriormente, o gréo é torrado, sendo que a torrefacdo contribui para a qualidade
do produto final e esta diretamente relacionada com a temperatura e o tempo de
exposicdo. A torrefacdo € responsavel por degradar a trigonelina em outros compostos,
além de degradar também os acidos clorogénicos em catecdis e fendis e posteriormente
em melanoidinas, que por sua vez exercem agdo direta nos parametros de aroma e do
sabor da bebida (PANDEY et al., 2000; MONTEIRO e FARAH, 2012; DA SILVA et
al., 2021; MUNYENDO et al., 2021).

A torra pode ser classificada em clara, média ou escura em decorréncia da cor do
grdo. Na torra clara é obtido um produto de aroma e acidez acentuado e sabor suave, e
preserva os 6leos aromaticos do grao; a torracdo média produz um café com aroma, acidez
e amargor em equilibrio, e a torragdo escura produz um produto de baixa acidez, menos
encorpado e com maior amargor (RAO, 2014; SARINO et al., 2019; FEBRIANTO et al.,
2023). Os subprodutos provenientes da transformacdo industrial de culturas agricolas,
como a torracdo do café, tém despertado interesse econémico devido ao fato de serem
faceis de reciclar (SISTI et al., 2022).

A borra do café, casca e aguas residuarias do café sdo apontadas como problemas
ambientais; porém ja se tem pesquisas que utilizam esses subprodutos para a producéo
de biocombustiveis, fibras dietéticas e adubos orgéanicos a fim de diminuir o impacto
ambiental e gerar lucros (JANISSEN; HUYNH, 2018; BALZANO et al., 2020; HEIJNA,
2021). Os graos do café de qualidade inferior sdo aqueles que possuem menor qualidade

sensorial devido a condices geradas pelo processamento ou modificacdes genéticas e
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fisioldgicas (FEBRIANTO et al., 2023). Também sé@o bons candidatos para a extracao de
outros compostos, sendo uma alternativa inovadora, barata e ecologicamente correta
(SILVIA et al., 2022).

Os principais compostos encontrados no gréo de café sdo acidos clorogénico, 7
conjugados de cinamoil-aminoacido, cafeina, teobromina, teofilina, &cido nicotinico e
acido cafeico (RODRIGUES e BRAGAGNOLO, 2013). Num estudo feito por Satho et
al. (2015) observou-se que grande parte das fémeas de A. aegypti retiveram seus ovos ao
se depararem com recipientes de oviposic¢ao contendo borra de café. Miranda et al. (2021)
constataram que a borra de café causou mortalidade nas larvas desse mosquito e afetou

a estrutura dos tecidos presente em seu intestino médio.
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3 OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar a toxicidade de extratos de café de qualidade inferior para larvas de
A. aegypti.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito larvicida do extrato de café verde sobre larvas de

A. aegypti com uso de diferentes solventes;

Avaliar o efeito larvicida do extrato de café torrado sobre larvas de

A. aegypti com uso de diferentes solventes;

Avaliar se ha diferenga quanto a utilizacdo de DMSO e Tween 80 como
solventes dos extratos.

Calcular a dose letal necessaria para matar 50%, 90% e 99% da populacédo

de larvas de A. aegypti para cada um dos extratos utilizados.

Avaliar a toxicidade do composto majoritario para larvas.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Federal de Lavras, sob o protocolo de nimero 026/21.

4.1. Cepa de A. aegypti

Para avaliacdo da toxicidade de extratos de café de qualidade inferior no
desenvolvimento de mosquitos foi utilizada a cepa Rockfeller de A. aegypti do
Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hematdéfagos da Universidade Federal de Minas

Gerais.

Pedacos de papel-filtro contendo ovos de A. aegypti foram encaminhados para o
Laboratdrio de Biologia Parasitéaria Il (BIOPAR I1), do Departamento de Medicina, da
Universidade Federal de Lavras. Para realizacdo da série de experimentos, foi utilizado o
insetario mantido a temperatura de 22 + 2°C, umidade relativa de 57 = 4,5% e fotoperiodo
de 12C:12E h.

Para eclosdo, os ovos foram colocados em recipientes plasticos (38 x 28 x 12 cm)
contendo agua da torneira declorada (Figura 7b) e mantidos em camara climatica (Figura

7¢) sob temperatura média de 27,3 + 1,9°C e umidade relativa de de 59+ 13% por 6 dias.

Figura 7 - Colonia de Aedes aegypti da Universidade Federal de Lavras

a B

Legenda: Gaiola com adultos de Aedes aegypti com solucéo agucarada a 30% (a). Bacia de agua declorada
contendo uma fita de ovos desidratados (b). Camara climética na fase clara com a bacia de 4gua com 0s

ovos de A. aegypti (c). Fonte: Do autor, 2023.

As larvas de 1° instar foram alimentadas com racdo de peixe (Alcon®) macerada
e autoclavada (Figura 8a). A partir do segundo estadio de desenvolvimento (L2), as larvas
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foram alimentadas com racdo de peixe (Alcon®) inteira e a troca de agua foi realizada

em intervalos de dois dias (Figuras 8b e 8c).

Figura 8 - Placa contendo racdo macerada fornecida para larvas L1 de Aedes aegypti e
cuba com a &gua suja e apds a troca por uma nova agua declorada

Legenda: a. racdo de peixe macerada; b. Cuba com &gua declorada e suja com fita de ovos de Aedes

aegypti e larvas; c. Cuba com agua limpa recém trocada e presenca de larvas. Fonte: Do autor, 2023

Apds 7 dias do surgimento das primeiras larvas foi possivel observar as primeiras
pupas, que foram coletadas com uma pipeta Pasteur descartavel e transferidas para
frascos de coletor universal estéril 80 mL, previamente identificados com a data

correspondente ao dia da coleta (Figura 9a).

Para emergéncia dos adultos, as pupas em média 50 em cada frasco coletor foram
colocadas em gaiolas proprias (50 x 50 x 30 cm) para insetos (LabCreation®) (Figura
7a). Os recipientes com as pupas foram mantidos por aproximadamente 3 dias dentro da

gaiola para que todos os adultos pudessem emergir.
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Figura 9- Recipientes utilizados para separar as pupas das larvas e para alimentacéo dos
adultos na col6nia de Aedes aegypti

i /ol

Os adultos emergidos foram alimentados ad libitum com solucdo acucarada a
30% (Figuras 7a e 9b). Para a obtencdo de ovos, fémeas foram alimentadas (repasto
sanguineo) com sangue de Hamster Golden (Mesocricetus auratus). O procedimento de
alimentacdo em hamster consistia primeiramente na sedacéo do animal e esse processo
se iniciava com a anestesia do hamster utilizando uma mistura de Ketamina (100-200
mg/kg animal) e Xilazina (10 mg/kg animal), totalizando 300 uL para um animal de 100-
120 g. A anestesia foi aplicada a partir de injecdo intraperitoneal, com agulha de 0,38 x
13 mm. Na auséncia de reflexo, o animal foi colocado na gaiola com os mosquitos, onde

permanecia por um periodo de aproximadamente 30 minutos.

Passados os 30 minutos o animal foi retirado edevolvido ao Biotério Experimental
do Laboratério de Biologia Parasitaria Il onde ficava por no minimo 15 dias até ser
utilizado novamente para alimentacéo dos insetos. Em nossos estudos os hamsters foram
utilizados por no maximo 3 trés vezes e apds esse periodo o animal passava por um
programa de adocdo de animais previamente aprovado pelo CEUA, onde o receptor
assinava um termo de responsabilidade (Anexo I1).

No terceiro dia subsequente a alimentacdo sanguinea, um frasco coletor universal
estéril de 80 mL (modificado) de cor preta, contendo papel-filtro e 50% de sua capacidade
contendo &4gua declorada (Figura 4h) foi colocado na gaiola para que as fémeas pudessem
realizar a oviposicdo. Apos 3 dias da insercdo do frasco coletor, 0 mesmo foi retirado e o
papel-filtro contendo os ovos foi colocado em recipientes plasticos com papel toalha para
serem desidratados e entdo armazenados por no maximo 90 dias, para utilizagdo nos

experimentos de toxicidade.
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5.2 Amostragem e obtencdo dos extratos de café

O processo de extracdo de extratos de café verde e torrado envolveu a utilizagdo
de gréos de café de qualidade inferior da safra 2019/2020 do sul de Minas Gerais. Os
gréos verdes foram triturados em um liquidificador industrial, resultando em 1 kg de gréo
de café verde triturado, enquanto o restante foi torrado e posteriormente moido para obter
café com torracdo média. Ambas as amostras foram armazenadas em temperatura

ambiente até 0 momento da utilizagao.

A preparacdo dos extratos seguiu a técnica de refluxo simples sélido-liquido, com
uso de metanol como solvente. O processo de extragdo ocorreu a 78°C, com um tempo de
extracdo de 4 h e uma proporgdo de liquido-solido de 5:1. Os grdos processados (Figura
10a) foram submetidos a um processo de extracdo, em que foram colocados em um balao
volumétrico contendo etanol (Figura 10b). Esse sistema foi conectado a um condensador
e a uma fonte de calor, fazendo com que a solucéo entrasse em ebuli¢do, o vapor sendo
condensado e o liquido precipitando novamente para o fundo do baldo. Ao final de 4 h, o
baldo foi desconectado, a solucédo foi resfriada a temperatura ambiente e, em seguida,
filtrada para separar os componentes sélidos do liquido (Figura 10c). O extrato resultante,
com alta concentracdo de metanol, foi submetido ao processo de remocgéo do excesso de
metanol em um rotavapor (Rotavapor Buchi R-144) em banho maria (Figura 10d). Apds
essa etapa, o extrato foi colocado em uma capela para permitir que o restante do metanol
evaporasse a temperatura ambiente por, no minimo, 24 horas (Figura 10e). Finalmente,
os extratos de café verde e torrado ficaram prontos para uso e foram mantidos em

geladeira a uma temperatura média de 4°C para sua conservacao (Figura 10f-g).

Figura 10 - Esquema resumido da metodologia empregada para obtencéo de extrato de
café verde e torrado
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Fonte: Do Autor, Criado no site https://app.biorender.com/ em 2023

A caracterizacdo quimica dos extratos de café e seus respectivos rendimentos

foram realizados por Fernandes et al. (2022) no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Lavras. O rendimento dos extratos foi de 13,34 + 1,489 para o

extrato de café torrado e 3,44 + 0,81g para o extrato de café verde. Os compostos

presentes e suas concentragdes (mg gt) sdo apresentadas na Tabela 1. Em ambos os

extratos, o acido cafeico foi 0 composto mais abundante, com concentragdes de 43,75 mg

g! no extrato de café verde e 4,5 mg g* no extrato de café torrado.

Tabela 1 - Compostos presentes nos extratos de café verde e torrado identificados por

meio da técnica de HPLC

Composto

Concentracdo (mg g™)

Ccv CT
Acido galico NE 0,001
Catequina NE 0,012
Acido clorogénico 15,096 0,019
Acido cafeico 43,752 4,500
Vanilina 0,323 0,008

Acido fertlico 0,224 NE
Acido m-cumarico NE 0,007
Acido o-cumarico 0,526 N/E

Resveratrol

0,247 N/E
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Legenda: CV = café verde; CT = café torrado e NE - N&o encontrado

5.3 Pré-teste de toxicidade dos solventes e preparacéao das solucdes a serem avaliadas

Para avaliar a toxicidade dos extratos de café sem a interferéncia do solvente,
foram preparados recipientes (Copos descartaveis de 250 mL) contendo 15 larvas de 3°
instar, agua e os solventes de modo que no final as concentracGes de DMSO e Tween nos
recipientes foram 25% (6,25 mL), 15% (3,75 mL), 10% (2,5 mL) e 1% (0,25 mL). A
partir do pré-teste, definiu-se que seria utilizados os solventes a 1% para as solugdes do
experimento de exposi¢do aos extratos. Sendo as seguintes solucBes estoque utilizadas

nos hioensaios:

e 0,5 g de extrato de café verde diluido em 1 mL de DMSO (CVD);

e 0,5 g de extrato de café verde diluido em 1 mL de TWEENS80 (CVT);
e 0,5 g de extrato de café torrado diluido em 1 mL de DMSO (CTD);

e 0,5 g de extrato de café torrado diluido em 1 mL de TWEENS8O0 (CTT).

5.4 Bioensaio de toxicidade dos extratos para larvas de A. aegypti

O bioensaio foi realizado de acordo com as normas técnicas estabelecidas pela
OMS (2005) com modificacdes referentes a quantidade de larvas e mL de 4gua. As quatro
solucdes estoquem foram utilizadas em diluicBGes seriadas, de acordo com as normas
técnicas estabelecidas pela OMS (2005).

Para a maior concentracdo (4 pL/mL), um volume de 200 pL da solucgéo estoque
foram adicionados em 800 L de &gua deionizada e homogeneizado em vortex, tendo
entdo uma concentracdo de 0,1 mg/mL. Finalmente, 1 mL dessa solu¢édo foi adicionada a
24 mL de agua declorada, o que resultou em uma concentracdo final de 4 pL do
extrato/mL, sendo a concentracdo final do solvente de 0,8% (Figura 11). Os bioensaios
foram realizados com as quatro solucdes estoque nas seguintes diluigfes: 4 pL/mL; 2
pL/mL; 1,6 uL/mL; 1,2 uL/mL; 1 uL/mL; 0,48 pL/mL; 0,25 pL/mL e 0,12 puL/mL.

Figura 11 - Preparacao das solugdes utilizadas no experimento
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0,004 g/mL
0,59 + 1mL de DMSO de agua: 0,1 g/mL 24mL de agua 4 mE?mL

Solugdo estoque (SE): 0,2mLdaSE+0,8mL 1 mL da 1° diluigao: TmL da 1° diluigao +

Legenda: a- solucdo estoque com 0,5 g de extrato de café mais 1 mL do solvente ( DMSO ou Tween. b-
retirou-se 0,2 mL da solugdo estoque e adicionou-se em 0,8 mL de &gua deionizada. c- a solugdo foi
homogeneizada em vortex e no final obteve-se a concentragdo de 0,1 g/mL na 1° dilui¢do. d- apds esse
processo foi adicionado 1 mL da primeira solucdo em 24 mL de agua declorada contendo 15 larvas 3°
INSTARde Aedis aegypti e- no final obteve-se concentragio de 0,004 g/mL, 15 larvas e menos de 1% do

solvente na solucdo final. Fonte: Do Autor, Criado no site https://app.biorender.com/ em 2023

Os bioensaios, para cada uma das oito concentracdes, de cada uma das quatro
solucdes estoque foram realizados em quatro repeticbes em dois dias diferentes. Foram
utilizados trés grupos controle: (1) agua: 25 mL de agua declorada; (2) DMSO: 24,8 mL
de 4gua declorada e 0,2 mL do solvente DMSO e (3) do Tween 80: 24,8 mL de agua
declorada e 0,2 mL do solvente Tween 80. Para cada grupo foi adicionado um total de 15
larvas de 3° instar , pois sdo mais resistentes ao manuseio e maiores ao olho nu, aos 25

mL da solucdo teste e controle (Figura 12).

Figura 12 - Preparagéo das solugdes utilizadas nos tratamentos controles nos bioensaios
com larvas de Aedes aegypti

800 pL de dgua deinizada  solugao com solvente solug@o com solvente TmL da solugdo com somente dgua
+ 200 pL de Tween 80 ou no vortex homogeneizada solvente + 24mL de dgua

DMSO

Legenda: a- solucdo de 200 pL de DMSO c ou Tween mais 800 L de &gua deionizada .b- solucdo sendo
homogeneizada no vortex. c- solu¢do homogeneizada. d- adicdo de 1 mL da solu¢do com solvente (DMSO

ou Tween 80) em 24 mL de agua declorada contendo 15 larvas de Aedis aegypti e- ou entdo temos 25 mL
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de agua declorada contendo 15 larvas de A. aegypti sem adicéo de solventes. Fonte: Do Autor, Criado no

site https://app.biorender.com/ em 2023

A mortalidade foi avaliada as 24 h, 48 h e 72 h apds a exposi¢do aos tratamentos.
Foram consideradas mortas as larvas que permaneciam imdveis ap6s um estimulo
mecanico (contato com uma espatula de ferro autoclavada e higienizada). Apds 24 h do
teste, a racdo de peixe triturada foi adicionada em cada recipiente (copos descartaveis de
250 mL).
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5.5 Toxicidade do composto majoritario para larvas de A. aegypti

Para avaliar a toxicidade do composto majoritario (CM) do extrato de café foi
utilizada a metodologia de Rosett et al. (2023) com modificagdes, onde a dose foi
calculada com base na seguinte formula:

Equacéo 1 - Equagéo utilizada para calcular a quantidade de composto a ser utilizado no
bioensaio de toxicidade do composto majoritario

dose letal 90

DOSE A SERTESTADA =
(concentragio do CM presente no extrato + 100)

Onde a dose letal 90 foi obtida através dos extratos que causou maior mortalidade
(CTT); a concentracdo do CM no extrato foi obtida com os dados de Fernandes et al.
(2022) referentes a maior concentracdo de acido cafeico em 1g de extrato. Foram
utilizadas 6,42 mg de &cido cafeico (Sigma-Aldrich ®; pureza > 98%) homogeneizado
em Tween 80, de acordo com 0 mesmo protocolo esquematizado na Figura 11. Para cada
recipiente (copos descartaveis de 250 mL) foi adicionado 24 mL de agua declorada, 15

larvas de A. aegypti e 1 mL da solucdo de acido cafeico (6,42mg) em Tween 80.

O bioensaio foi realizado conforme descrito no subitem 5.4.

5.6 Analise estatistica

Para determinacdo das doses letais 50, 90 e 99 dos extratos de café para as larvas
de A. aegypti utilizou-se a funcdo logit por meio do pacote DRC (RITZ; STREBIG,
2016) no software R (R CORE, 2021) com um intervalo de confianga de 95%. A fungéo
logit foi calculada com base na seguinte formula:

Equacdo 2 - Funcdo logit utilizada para calcular as Doses Letais 50, 90 e 99

1
1+ exp(b(log (x) —log(e)))

():f (x) =
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Onde o limite inferior é 0 o limite superior € 1; (e) é o ponto de inflexdo da curva
dose-resposta correspondente ao valor da DL50; (b) é proporcional ao sloop da
concentracéo (e) e x corresponde ao valor da concentragdo (RITZ et al., 2015). Para a
confeccdo dos gréaficos, analises de regressao, ANOVA e o teste de tukey foi usado o

programa GraphPad Prism Versédo 10.1.0.

6 RESULTADOS

Os bioensaios foram realizados em condicGes de laboratorio sob temperatura de
22 *+ 2°C, umidade relativa de 57 +4,5% e fotofase de 12h.

6.1 Avaliacao da toxicidade do extrato de café verde

6.1.1 Efeito do extrato de café verde em solvente DMSO 1% sobre larvas de A.
aegypti

As 24 h ap6s a exposicio ao tratamento com o extrato de café verde diluido em
agua deionizada e DMSO a 1% (CVD), foi possivel verificar que na concentracao de 4
mg/mL a mortalidade das larvas foi de 42,5 +13,7%. As 48 h apds a exposicdo a
mortalidade na maior concentracao de extrato de café verde (4 mg/mL) teve um aumento
de 27,5% em comparacdo a mortalidade observada as 24 h. Esse aumento no nimero de
larvas mortas foi observado na maioria das concentragdes, exceto na concentracdo de 0,48
mg/mL, as 72 horas foi observado que a porcentagem de mortalidade das larvas na
maior concentracdo (4 mg/mL) foi de 83%. A curva de dose-resposta apresentou um

aumento exponencial de mortalidade apds a concentracdo 1,6 mg/mL (Graficos 1).
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Gréfico 1 - Curva de dose e resposta da mortalidade de larvas de Aedes aegypti as 24,
48 e 72 h ap0s a exposicao ao tratamento Café Verde e DMSO como solvente
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Fonte: Do Autor, 2023
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6.1.2 Efeito do extrato de café verde em solvente DMSO 1% sobre larvas de
A. aegypti

Ao avaliar o extrato de café verde diluido em Tween (CVT) as 24 horas apos a
exposicdo, observou-se mortalidade de 46,7% na maior concentracéo testada (4 mg/mL).
As 48 horas, na maior concentracio, houve aumento de 5% em relacdo aos resultados
obtidos as 24 horas ap6s a exposi¢cdo. Além disso, nas demais concentragdes, foram
observados aumentos na mortalidade de larvas de A. aegypti. Na concentragéo de 1,6
mg/mL houve aumento de 28,4% em relacdo aos valores obtidos nas primeiras 24 horas.
Verificou-se um efeito progressivo do extrato de café verde diluido em Tween 80 sobre
a mortalidade das larvas de A. aegypti. As 72 h ap6s exposicio a mortalidade registrada
foi abaixo do valor encontrado no bioensaio de toxicidade do CVD porém sua curva de
dose e resposta se manteve em constancia sem aumento exponencial (Gréficos 2).

Gréfico 2 - Curva de dose e resposta da mortalidade das larvas de Aedes aegypti as 24,
48 e 72h apds a exposicdo ao tratamento Café Verde e Tween como solvente
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Fonte: Do Autor, 2023
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6.2 Avaliacao da toxicidade do extrato de cafe torrado

6.2.1 Efeito do extrato de café torrado em solvente DMSO 1% sobre larvas de A.
aegypti

No extrato de café torrado e DMSO (CTD) a maior concentracdo (4 mg/mL) ndo
foi possivel observar a mortalidade. As 24 horas de exposicdo das larvas a mortalidade
observada na concentracdo de 2 mg/mL foi de 2,5%. As 48 horas deexposigéo das larvas
ao tratamento CTD verificou-se um aumento na mortalidade de 60,8% na concentracdo
de 2 mg/mL. Nas demais concentracdes evidenciou-se aumento no numero de larvas
mortas. As 72 h de exposicio a mortalidade das larvas atingiu um aumento de 70,8% se
comprado com as primeiras 24 horas de exposicéo (Grafico 3).

Gréafico 3 — Curva de dose e resposta da mortalidade das larvas de Aedes aegypti as 24,
48 e 72h apds a exposicdo ao tratamento Café Torrado e DMSO como solvente
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6.2.2 Efeito do extrato de café torrado em solvente Tween 1% sobre larvas de A.

aegypti

No experimento com café torrado mais Tween como solvente (CTT), a
mortalidade de larvas as 24 horas foi de 61,7% na maior concentracdo (4mg/mL), de
59,2% para 2 mg/mL. Ambas as médias foram superiores & mortalidade registrada as 72
horas do extrato de café verde com Tween (55%). A mortalidade de larvas registrada as
48 horas ap0s a exposicdo teve um aumento de 24,1% (4 mg/mL), vale ressaltar que na
concentracdo 2 mg/mL a mortalidade de larvas registrada ap6s 48 h de exposicdo ao
tratamento CTT ficou proximo dos 100%. As 72 h a mortalidade foi proxima a 100% nas
concentracdes de 4 e 2 mg/mL. Nas demais concentracdes as médias de mortalidade

também tiveram aumento (Grafico 4).

Gréfico 4 - Curva de dose e resposta da mortalidade das larvas de Aedes aegypti as
24, 48 e 72h apds a exposicdo ao tratamento Café Torrado e Tween como solvente
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6.3 Toxicidade dos extratos para larvas de A. aegypti

Os tratamentos CTT, CVD e CVT demonstraram relagOes fortes e altamente
significativas (p=0,0056; p=0,0007; p<0,0001), com coeficientes de inclinagdo de 17; 9,9
e 11,64, respectivamente, explicando 69%, 83% e 94% da variacdo nos dados. Em
contrapartida, o tratamento CTD, embora significativo (p=0,0395), apresentou relacdo
menos pronunciada, com coeficiente de inclinagcdo de 1,96 e uma explicacédo de 53% da
variacdo nos dados (Gréfico 5).

Gréafico 5 - Analise da regressdo e variabilidade entre diferentes tratamentos em larvas de
Aedes aegypti apos 24 de exposicdo
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Fonte: Do Autor, 2023

As 48 h ocorreram relagdes robustas entre os tratamentos CTT (p=0,0033), CVD
(p<0,0001), CVT (p=0,0005) e CTD (p=0,0004). O tratamento CTT exibiu relacdo solida,
com um coeficiente de inclinacdo de 23,53 e explicacdo de 73% da variacdo nos dados.
O tratamento CVD demonstrou relacdo extremamente forte, com coeficiente de
inclinagéo de 17,24 e explicagdo de 92%. O tratamento CVT também revelou relagéo

forte, com um coeficiente de inclinacdo de 14,03 e explicacéo de 84%. O tratamento CTD
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apresentou relacdo muito forte, com coeficiente de inclinacdo de 36,03 e explicacdo de
89%. Os resultados das analises de significancia para os tratamentos CTT, CVD e CVT
sdo de F(1,7) alcangcando 19,06, 75,63 e 37,38, respectivamente. A anélise do tratamento
CTD, por sua vez, apresentou um grau de significancia estatistica ainda mais
pronunciado, com um valor de F(1,6) de 48,81 (Gréfico 6)

Gréfico 6 - Analise da regressdo e variabilidade entre diferentes tratamentos em larvas de
Aedes aegypti apos 48h de exposicdo
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Fonte: Do Autor, 2023

Houve relagdes substanciais e altamente significativas entre os tratamentos (CTT,
CVD, CVT e CTD) as 72 h do tratamento das larvas de A. aegypti. O tratamento CTT
(p=0,0032) apresentou relacdo robusta, coeficiente de inclinacdo de 24,83 e explicacdo
de 73% da variacdo dos dados. O tratamento CVD teve relacdo altamente significativa
(p<0,0001), com coeficiente de inclinacdo de 20,90 e explicacdo de 92%. O tratamento
CVT apresentou relagdo significativa (p=0,0012), com coeficiente de inclinacdo de 14,34
e explicacdo de 79,9%. O tratamento CTD revelou uma relacéo significativa (p<0,0001),
com um coeficiente de inclinacdo de 40,54 e uma explicacéo de 93% das variaveis. Além
disso, os resultados dos testes de significancia F(1,7) foram de 19,24, 82,59 e 27,77 para
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os tratamentos CTT, CVD e CVT, respectivamente, juntamente com o tratamento CTD
com F(1,6) igual a 83,37 (Gréafico 7).

Gréfico 7 - Analise da regressdo e variabilidade entre diferentes tratamentos em larvas de
Aedes aegypti apos 72h de exposicdo
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Fonte: Do autor, 2023
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6.4 Determinacdo das Doses Letais dos extratos de café

A dose letal (DL) necesséria para matar 90% da populacéo de A. aegypti as 72 h
apos exposicao ao tratamento de café torrado e Tween 80 foi 3,8% menor que a do
tratamento & base de café verde e DMSO. A DL50 do extrato de café torrado e Tween
80 foi de 0,33+0,22 mg/mL (Tabela 1).

Tabela 2 - Doses letais 50, 90 e 99 necessarias para matar larvas de Aedes aegypti as 72

h de exposi¢do dos tratamentos de café torrado e café verde com os solventes DMSO e
Tween

Tratamento n e P *b *e DLso DLoo DLoo
(mg.mL?!) (mg.mL!) (mg.mL?
CTT 120 3752 0 -1454 32521 0334002 1474014  7.67+15
CTD 120 1904 0,0019 2,674 143.526 1434005 3,26 +0.3 8413
CVT 120 987 0.3  -1,029 25695 2574025 21764587 1073 +13.6
CVD 120 8896 0 2995 25327 2.53+0,1 5274045  1175+17

Legenda: CVD = Extrato de café verde e DMSO; CVT = Extrato de café verde e Tween); CTD = Extrato
de café torrado e DMSO e CTT -=Extrato de café torrado e Tween 80). Fonte: Do autor, 2023.

Para analisar os efeitos dos tratamentos CVD, CVT, CTD e CTT na DL50,
conduzimos uma analise de variancia (ANOVA), da qual resultou um valor de F(3,
476)=7204, com um p-valor menor que 0,0001, indicando uma diferenca altamente
significativa entre os grupos em relacdo a DL50. Posteriormente, empregamos testes post-
hoc de Tukey para investigar as discrepancias especificas entre os grupos. Os resultados
apontaram para diferencas estatisticamente significativas entre todos os tratamentos
(p<0,0001), exceto no caso do tratamento CVT, que ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao tratamento CVD (p=0,1098) (Grafico 8)

Gréafico 8 — Comparacéo estatistica utilizando o teste de Tukey dos resultados da DL50
entre diferentes tratamentos.
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6.5 Avaliacdo da toxicidade do composto majoritario para larvas de A. aegypti

O composto majoritario acido cafeico na concentragdo de 6,42 mg/mL apresentou
porcentagem de mortalidade de larvas de 1,7+0,5% as 24 h, sendo que as 48 e 72 h as
mortalidades foram de 16,7+1,3% e de 25+0,5%, respectivamente (Grafico 9).

Gréafico 9 - Mortalidade das larvas de Aedes aegypti as 24, 72 e 48 h ap06s a exposi¢do ao
tratamento de toxicidade do composto majoritario
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fonte: Do Autor, 2023

7 DISCUSSAO

Aedes aegypti é vetor de patdgenos de importancia medico-veterinario, como a
Dengue, sendo que seu controle envolve a eliminagdo mecanica de criadouros, acdes de
educacdo em saude e o uso de inseticidas sintéticos. No entanto, 0 uso indevido desses
inseticidas contribui para a selecdo de populagdes resistentes. Alternativas como o
Bacillus thuringiensis israelensis (BTi) foram usadas, mas sua baixa persisténcia no
ambiente limitou sua eficacia. Outras opcGes incluem insetos transgénicos ou infectados
com bactérias do género Wolbachia, que estdo sendo testados como métodos alternativos
de controle (LORENZ e CHIARAVALLOTI-NETO, 2022; VALLE et al.,, 2019;
NAKAZAWA et al., 2020; MOREIRA et al., 2009; 2012).

Além disso, produtos botanicos como 6leos essenciais e extratos vegetais também
vem sendo utilizados como estratégia alternativa para o controle de
A. aegypti (DOS SANTOS et al., 2023). Embora a pesquisa especifica sobre o uso de café
(Coffea arabica ou Coffea canephora), especialmente utilizando graos de café verde, seja
limitada na literatura, alguns autores ja documentaram sua atividade biologica para A.
aegypti (ELLIAS et al., 2015; SATHO et al., 2015).

No presente estudo foi observado que os extratos de café torrado e verde possuem
toxicidade para larvas de A. aegypti. Embora tenhamos usado 0 método da OMS (2005)
para avaliar a toxicidade dos extratos ndo ha nenhuma diretriz quanto a porcentagem de
mortalidade ideal para indicar um potencial bioinseticida, sendo assim autores como
Muturi et al. (2017) e Pereira-Filho et al. (2021) adotaram uma mortalidade entre 90% -
100% para considerar que o produto botanico seja considerado como efetivo no controle

de A. aegypti.

Observamos que o tratamento CTT apresentou mortalidade superior a 90% na
concentracdo de 4 mg/mL, o que demonstra sua efetividade no controle de larvas de
A. agepti. Outros autores também observaram mortalidade (acima de 90%) das larvas
quando tratados com extratos de café; contudo, em nosso estudo utilizamos doses bem
abaixo daquelas utilizadas por esses autores e obtemos resultados semelhantes
(LARANJA et al., 2003; GUIRADO e BICUDO 2009; TANGTRAKULWANICH et al.,
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2022; THANASOPONKUL et al., 2023). Com excecdo do estudo feito por Drago et al.
(2021) que observou uma baixa mortalidade de larvas tratadas com extrato de café.
Acreditamos que essa diferenca de resultado seja devido & metodologia empregada pelos
autores durante a extracdo dos extratos de café. Por exemplo, Laranja ( (2003) avaliaram
os efeitos de borra de café e verificaram mortalidade de 100% das larvas L2 e L3 de A.
aegypti. Porém a borra de café é um subproduto, e as concentracbes de compostos
quimicos, como o &cido cafeico e clorogénico sdo menores aos encontrados no nNOsso
extrato de café como relatado por Ramén-Gongalves et al. (2019) e Fernandes et al.
(2022.) e por isto foram necessarias doses maiores para causar efeito toxico para as

larvas de A. aegypti.

O café e seus metabolitos podem possuir efeitos toxicos sobre as larvas de
A. aegypti, porém é necessaria uma padronizacdo do método de extracdo para melhores
resultados frente ao controle de A. aegypti. Como mencionado anteriormente (subitem
2.4.2), a torrefacdo dos grdos de café ocorre em temperaturas elevadas, o que pode
contribuir para a degradacdo de alguns metabodlitos e formacdo de novos compostos.
Esses compostos podem amplificar o efeito toxico do extrato de café para as larvas de A.
aegypti ou serem eles os responsaveis pela toxicidade. Nossos resultados demonstraram
que os tratamentos com café torrado causaram maior mortalidade. Tangtrakulwanich et
al. (2022) relataram que diferencas na torrefacdo do café causaram diferentes indices de
mortalidade de A. aegypti. Evidenciaram que o extrato proveniente de torra clara as 24 h
apos exposicao resultou em mortalidade de 90%, enquanto os de torra média e escura

resultaram em mortalidade inferior a 80% das larvas.

A anélise cromatografica do extrato de café verde usdo no presente trabalho
evidenciou maior concentracdo de cido cafeico (43,752 mg por 1g de extrato) quando
comparado com o extrato de café torrado (4,5 mg por 1g de extrato), segundo Fernandes
et al., (2022). No nosso estudo, supreendentemente, o tratamento CTT causou maior
mortalidade em larvas do que o CVT. Esse resultado se assemelha ao de Eastep et al.
(2012), os quais utilizaram o café descafeinado e comum para avaliar a toxicidade em
larvas de Aedes albopictus e verificaram que doses mais baixas causaram maior indice
de mortalidade do que doses altas. Outro estudo que sustenta esta observacdo foi
realizado por Guirado e Bicudo (2009) onde investigou-se a influéncia da quantidade de
borra de café na agua sobre a mortalidade das larvas. Observaram que concentracdo de
75 mg/mL de borra de café resultou em mortalidade de larvas na faixa de 70 a 90%,
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enquanto a maior concentracdo (300 mg/mL) verificou-se mortalidade de 60%. Este
fendmeno pode ser descrito como um "efeito paradoxal™, termo inicialmente proposto por
Eagle (1949), em seu estudo, o autor constatou que doses mais altas de antibidtico tinha
niveis paradoxalmente melhores de sobrevivéncia do que no grupo tratado com doses
mais baixas. Desde entdo esse fendbmeno vem sendo observado em diversos estudo na
area da toxicologia e farmacologia (PRASETYOPUTRI et al., 2019)

Durante o processo de diluicdo do tratamento CTD, observamos que nao houve
solubilizacdo adequada em agua; no entanto, a partir da concentracdo de 2 mg/mL, a
solugdo se tornava homogénea. O solvente Tween é um composto tensoativo ndo idnico,
também conhecido como surfactante, que ndo possui ions carregados em sua estrutura
quimica, atuando na reducdo da tensdo superficial entre duas fases, como agua e 6leo
(STRICKLEY, 2004). Devido a essa propriedade, o Tween tem sido amplamente
utilizado na industria farmacéutica para melhorar a entrada de certas substancias nas
membranas bioldgicas (REGE et al., 2001).

Por outro lado, 0o DMSO é uma molécula hidrofilica, miscivel em dgua e com alta
afinidade por ela (TARIQ et al., 2022). Em nosso estudo com extrato de café torrado,
constatamos que a presenca de DMSO na solucdo ndo foi suficiente para solubilizar o
extrato em agua, provavelmente devido a natureza lipofilica do extrato de café torrado e
a predilecdo do DMSO por moléculas de agua. Durante nossos pré-testes, observamos
que concentragbes contendo mais de 1% de DMSO (ou seja, superior a 250 pL)
resultaram na mortalidade das larvas, inviabilizando o aumento da concentracdo de
DMSO para solubilizar o extrato. Esta observacdo é relevante para a interpretacdo dos
resultados do estudo, especialmente ao considerar as concentrac6es utilizadas nas analises
de mortalidade. A miscibilidade inadequada entre o extrato de café torrado com DMSO
e a agua pode influenciar nos efeitos biolégicos e as respostas observadas nos testes de
toxicidade para A. aegypti, além de indicar que diferentes solventes podem amplificar ou

inibir os efeitos dos extratos de café.

Determinagfes de doses letais (DL) necessérias para matar uma parcela da
populacdo com aplicacdo de produtos boténicos de café sdo escassas na literatura, sendo
esse a primeira analise de DL com o uso de extrato de café verde. Os resultados obtidos
de DL50 dos tratamentos CVD e CVT séo semelhantes ao estudo feito por Essa et al.
(2022), os quais avaliaram os efeitos de am 0leo de café em sobre Spodoptera littoralis

(Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae) e estimaram a DL50 em 1,8 ppm.
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Extratos da espécie Spermacoce verticillata (Rubiaceae) causaram DL50 em
115,8 mg/mL para o caule; 83,8 mg/mL e 209,1 mg/mL para as partes areas com uso de
dois solventes (hexano e hexano-EtOAc 9:1) e 91,8 mg/mL para as raizes (OLIVEIRA et
al., 2010). Esses valores estdo muito acima dos nossos estudos, demonstrando que 0 uso

de diferentes solventes pode interferir na agdo do extrato sobre insetos.

O éacido cafeico, quando testado de forma isolada em A. aegypti, embora nédo tenha
se mostrado altamente toxico quanto os extratos, obtivemos certa toxicidade para as
larvas. Esse composto apresentou atividade biologica para outros insetos (PUNIA et al.,
2023), como por exemplo, Saratha et al., (2016) constatou que o Acido cafeico causou
repeléncia em adultos de A. aegypti, Joshi et al. (2014) demonstraram que o acido cafeico
atuou como um inibidor da tripsina, importante enzima na digestdo de Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae), tendo duas hipGteses para 0 mecanismo de acao i)
bloqueio da regido ligante do sitio alvo; ii) inibicdo competitiva, a ingestao de inibidores
de tripsina, como os purificados por Pontual et al., (2014) através de extratos de plantas,
pode levar ao bloqueio de enzimas digestivas impedindo a absoracdo de aminoacidos e
levando larvas de A. aegypti a morte por inanicdo. Além disso, 0 composto no mesmo
estudo de Joshi et al. (2014) inibiu a atividade da glutationa S-transferase (GST) e do
citocromo P450 (CYP450) responsaveis pela desintoxicacdo nos insetos. Isso pode
explicar em partes a mortalidade registrada nos bioensaios uma vez que a a hdo

desintoxicacdo pode resultar em mortalidade de larvas de A. aegypti.

No presente estudo observou-se sinergismo e entre as substancias presentes nos
extratos capazes de aumentar a acdo do composto majoritario, ndo obstante, pode haver
outros compostos em menor quantidade e capazes de causar efeito toxico para as larvas.
Esse mesmo comportamento com compostos majoritarios de produtos boténicos foi

constatado por Rosett et al. (2023).

O é&cido clorogénico, um composto fenolico foi encontrado em quantidade 15,096
mg.g no extrato de café verde e 0,019 mg.g ' e no extrato de café torrado
(FERNANDES et al., 2022). Nos estudos de Reese e Beck (1976) ndo foram observados
efeitos tdxicos do acido clorogénico em insetos. Contudo os estudos de Ikonen et al.
(2001), Kandu et al. (2019) e Liao et al. (2020) verificaram que 0 composto possui alto
potencial toxico para diferentes espéceis de insetos. Como por exemplo, Wang et al.
(2023) relataram que o acido clorogénico esta associado a expressdo do gene P450,

responsavel pela desintoxicacdo no organismo dos insetos, e que possivelmente o
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composto em baixas doses pode atuar como inibidor génico, 0 que impede a

desintoxicacao dos insetos.

Em estudo de Kandu et al. (2018) com S. litura foi concluido que o &cido
clorogénico e a catequina inibiram significativamente o crescimento larval desse inseto.
Por meio de HPLC, Fernandes et al. (2022) constataram que a catequina foi encontrada
somente no extrato de café torrado (0,012 mg.g ). Esta substancia afetou o epitélio do
intestino médio de larvas de A. aegypti e causou 100% de mortalidade em baixas
concentracdes (ELUMALAI et al., 2016).

Em nosso trabalho, verificamos que a sinergia entre o acido cafeico, &cido
clorogénico e a catequina, somado ao efeito paradoxal, possa ser a responsavel pela maior
mortalidade nos extratos de CTD e CTT se compararmos com os extratos de CVD e CTT.
Portanto, mais estudos com esses compostos absolutos com larvas de A. aegypti séo
necessarios para maior compreensao a respeito dos mecanismos envolvidos na toxicidade

de substancias presentes nos extratos de café para A. aegypti.

Os resultados obtidos reforgam a viabilidade do uso de extratos de café de inferior

qualidade como alternativa promissora para o controle de A. aegypti.

As arboviroses continuam a representar um desafio significativo para a saude
publica, e por isto abordagens inovadoras e sustentaveis, como substancias derivadas do
extrato de café inferior, podem ter um papel fundamental na reducdo da propagacéo
dessas doencas e na mitigacdo do impacto socioeconémico associado. O desenvolvimento
de alternativas eficazes e seguras para o controle de vetores é essencial para proteger a
salde da populacdo global e fortalecer os sistemas de salude diante das ameacas
emergentes. Nesse contexto, o estudo apresentado contribui para uma base sélida de
conhecimento e abre caminho para futuras investigacdes e aplicacBes praticas na busca
por solugdes mais eficientes e sustentaveis no combate de doencas transmitidas por

mosquitos.

8 CONCLUSOES
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Os extratos de café torrado e verde de qualidade inferior sdo eficientes no controle
de larvas de A. aegypti e por isto apresentam potencial para ser usado no manejo

desse inseto.

O solvente Tween 80 potencializa a acdo inseticida do extrato de café torrado no

controle de A. aegypti.

O café torrado e Tween 80 sdo tdxicos para A. aegypti com menores valores de

para matar 50%, 90% e 99% da populagéo.

O majoritario acido cafeico apresenta toxicidade para larvas de A. aegypti;
entretanto, sua toxicidade é potencializada em funcdo dos componentes

minoritarios presentes no café.
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ANEXO |

Termo de Responsabilidade de Adocéo de Animais do Biotério
Experimental da Universidade Federal de Lavras

1. Aceito a adocdo do animal descrito abaixo da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Concordocom a avaliacao realizada pelo responsével de que o animal estd com um bom estado de
salde. Entendo que podem existir problemas de salde que ndo tenham sido identificados pelos
responsaveis,ou pela minha inspe¢do ou que possam eventualmente surgir em que a UFLA e nem os
responsaveis pelo Biotério ndo faz nenhuma garantia expressa ou implicita em relagdo a saude ou
ao temperamento do animal.
2. Aceito a responsabilidade pelo cuidado do animal descrito abaixo e farei o que estiver ao
meualcance para cuidar de maneira adequada para um animal de estimacgé&o desta espécie, seguindo
as orientagBes dadas pelos responsaveis pelo Biotério.
3. O animal descrito abaixo sera considerado como um animal de estima¢&o para mim e minha
familiae ndo sera vendido, doado, consumido como alimento para qualquer espécie ou como presa.
Se oanimal descrito abaixo precisar ser liberado dos meus cuidados, farei todos os esforcos para
garantir tutores responsaveis por ele. Estou ciente de que a UFLA nao aceitara o animal, depois de
ter saidode suas instalacdes.
4. Eu reconhego e aceito que:
4.1 Abrigar e cuidar de qualquer animal de laboratério traz consigo certos riscos inerentes
quendo podem ser eliminados, independentemente dos cuidados tomados para evitar
ferimentos.
4.2 O animal tenha, ou pode ter sido, objeto de pesquisa.
4.3 O comportamento animal é imprevisivel e os animais podem ferir pessoas, outros
animaisou propriedades.
4.4 O animal pode carregar ou estar infectado com organismos, bactérias ou
protozoariosnaturais de seu organismo, 0 que pode causar problemas em humanos.
4.5 Nao ha como escrever uma lista completa de todos o0s possiveis riscos de possuir e
cuidarde qualquer animal, incluindo este animal.
5. Ciente de todas essas informacdes, estou disposto a assumir todos os riscos de adotar e cuidar do
animal, incluindo o risco de danos a terceiros. Assim, eu assumo a responsabilidade e concordo
emisentar a UFLA e seus curadores, executivos, funcionarios e alunos, com relagdo a qualquer
reivindicacao, custos, responsabilidades ou despesas de qualquer tipo que possam surgir da minha
adocao, posse ou controle do animal descrito abaixo.
6. Li e compreendi o que precede e assino voluntariamente este Termo de Responsabilidade
deAdocao com pleno conhecimento do seu significado.

Espécie: Linhagem:
Identificag&o/ cor: Sexo: F () M () Idade:
Peso: Fonte do animal:

Histérico do Animal:

Informacdes médicas/comportamentais:

Adotante/Tutor

Nome completo: Telefone: ()
Endereco:
Assinatura:

Entregue por: Data: _/_/




