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RESUMO

O Aedes aegypti € um mosquito vetor que transmite varias doencas como a
dengue, chikungunha, zika e febre amarela. Substancias advindas de plantas tém sido
alvo de estudos por apresentarem um baixo efeito sobre os organismos e, portanto,
uma alternativa ao controle do A. aegypti. Dessa forma, foi avaliado o perfil quimico
do 6leo essencial (OEAS) e extrato etanolico das folhas da espécie Annona squamosa
L. (Annonaceae) (EEAS), e verificado a toxicidade frente as larvas do Aedes aegypti
e microcrustacios de Artemia salina L, e inibicdo da enzima acetilcolinesterase in vitro,
como forma de determinar um dos mecanismos de acdo das amostras. Para os
ensaios de toxicidade utilizou-se o 6leo e o extrato em diferentes concentragfes em
larvas de A. aegypti do 3° e 4° estadios e microcrustacios de A. salina L. O OEAS foi
extraido através do processo de hidrodestilacéo tipo Clevenger e os constituintes
foram analisados por CG-EM. A andlise por CG-EM, permitiu identificar os
constituintes majoritarios a saber: trans-cariofileno (25,53%), germacreno D (22,70%)
e o y-elemeno (14,86%). O screening fitoquimico do EEAS revelou a presenca de
alcaloides, taninos condensados, triterpenos, flavonoides e saponinas. A
guantificacdo dos metabdlitos secundarios do EEAS foi realizada por métodos
espectrofotométricos, obtida através de curvas de calibracdo de padrdes (20-200 g
mL1) que apresentaram boa linearidade. O EEAS apresentou 55,33 + 2,55 mg g* de
teor de fendis, 58,73 + 6,41 mg g* de taninos condensados e 0,068 + 0,00 mg g* de
alcaloides, e alto teores de flavonoides (367,69 + 3,97 mg @) e taninos hidrolisaveis
(243,90 + 1,43 mg g). A CLso do A. aegypti para OEAS foi igual a 76 ppm e para o
EEAS néo foi possivel calcular a CLso pois ndo houve a mortalidade em 50% das
larvas ap0s 48 horas de exposicdo. No efeito residual o OEAS continuou matando as
larvas apos 48 horas, no entanto em menor propor¢éo, sugerindo-se que as larvas
possam estar consumindo o 6leo. Para o extrato ndo foi possivel determinar o efeito
residual, visto que ndo teve mortalidade efetiva. O OEAS e EEAS foram altamente
toxicos para as A. salina L. onde a CLso de OEAS foi igual a 1,12 ppm e para o EEAS
houve 100% de mortalidade em todas as concentracdes e nao foi possivel calcular a
CLso. Portanto, o ensaio de toxicidade do EEAS para as larvas do A. aegypti ndo
mostrou correlagédo com a toxicidade das A. salina L. No ensaio de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, 0 OEAS e EEAS de A. squamosa L. ndo apresentaram inibicdo da
enzima. A partir deste estudo € possivel sugerir que a morte das larvas no OEAS nao
esteja correlacionada com o mecanismo de inibicdo da enzima AChE no sistema
nervoso central. Esses resultados mostram um potencial larvicida do OEAS, porém o
efeito larvicida pronunciado né&o esta relacionado ao mecanismo de inibicdo da enzima
AChE. Estes resultados nos motivam a continuacao deste trabalho para avaliar qual
composto apresenta a acao larvicida, e o seu efeito antiproliferativo do OEAS visando
uma formulagéo farmacéutica.

Palavras-chave: Annona squamosa L. Aedes aegypti. Toxicidade. enzima
acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Aedes aegypti is a vector mosquito that transmits various diseases such as
dengue, chikungunha, zika and yellow fever. Substances from plants have been
studied because they have a low effect on organisms and, therefore, an alternative to
the control of A. aegypti. Thus, the chemical profile of the essential oil (OEAS) and
ethanolic extract of the leaves of Annona squamosa L. (Annonaceae) (EEAS) were
evaluated, and the toxicity of Aedes aegypti larvae and Artemia salina L.
microcrustacies and enzyme inhibition were verified. acetylcholinesterase in vitro as a
way to determine one of the mechanisms of action of the samples. For toxicity tests,
oil and extract were used at different concentrations in A. aegypti larvae of 3rd and 4th
stages and A. salina L. microcrustacies. The OEAS was extracted through Clevenger
hydrodistillation process and the constituents were analyzed by GC-MS. GC-MS
analysis identified the major constituents: trans-caryophyllene (25.53%), germacrene
D (22.70%) and y-elemene (14.86%). The phytochemical screening of the EEAS
revealed the presence of alkaloids, condensed tannins, triterpenes, flavonoids and
saponins. The quantification of EEAS secondary metabolites was performed by
spectrophotometric methods, obtained through standard calibration curves (20-200 ug
mL-1) that presented good linearity. The EEAS presented 55.33 + 2.55 mg g* of phenol
content, 58.73 £ 6.41 mg g of condensed tannins and 0.068 + 0.00 mg g of alkaloids,
and high levels of flavonoids (367.69 + 3.97 mg g) and hydrolyzable tannins (243.90
+ 1.43 mg g*1). The ICso of A. aegypti for OEAS was 76 ppm and for the EEAS it was
not possible to calculate the LCso because there were not mortality in 50% of the larvae
after 48 hours of exposure. In the residual effect, OEAS continued to kill the larvae
after 48 hours, but to a lesser extent, suggesting that the larvae may be consuming the
oil. For the extract it was not possible to determine the residual effect, since it had no
effective mortality. OEAS and EEAS were highly toxic for A. salina L. where the OEAS
LCso was 1.12 ppm and for EEAS there was 100% mortality at all concentrations and
it was not possible to calculate the LCso. Therefore, the EEAS toxicity test for A. aegypti
larvae showed no correlation with A. salina L. toxicity. In the acetylcholinesterase
inhibition assay, A. squamosa L. OEAS and EEAS showed no inhibition of the enzyme.
From this study it is possible to suggest that the death of larvae in OEAS is not
correlated with the mechanism of AChE enzyme inhibition in the central nervous
system. These results show a larvicidal potential of the OEAS, but the pronounced
larvicidal effect is not related to the AChE enzyme inhibition mechanism. These results
motivate us to continue this work to evaluate which compound has larvicidal action,
and its antiproliferative effect of OEAS aiming at a pharmaceutical formulation.

Keywords: Annona squamosa L. Aedes aegypti. Toxicity acetylcholinesterase
enzyme.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, tem-se utilizado plantas medicinais para o tratamento, cura
e prevencdo de doencas, por ser uma alternativa terapéutica, devido a praticas do uso
comum de sua utilizac&o por via oral. As plantas medicinais apresentam substancias
biologicamente ativas que constituem uma grande diversidade estrutural que possuem
propriedades fisicas-quimicas e bioldgicas, com ampla variedade e complexidade de
substancias (VALERIO et al., 2015; BRUNING; MOSEGUI, VIANNA, 2012; NEIVA et
al., 2011). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), planta medicinal é todo
e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos, em que um fitoterdpico consisti em uma formulacao farmacéutica especifica
a partir de uma planta (WHO et al., 2019).

As plantas medicinais biossintetizam metabdlitos que sédo formados por
processos enzimaticos, envolvendo reacfes quimicas, que ao serem produzidos
podem iniciar uma série de reacfes para formar novos produtos. Esses processos
geralmente sdo compreendidos por vias do metabolismo normal, que engloba os
processos bioquimicos de constru¢do (anabolismo), degradacdo (catabolismo) e
eliminacdo (excrecdo). Esses metabdlitos sao classificados em primarios e
secundarios, 0s metabolitos primérios sdo considerados como aqueles ditos como
essenciais para todos 0s organismos vivos como carboidratos, proteinas, gorduras e
acidos nucleicos. J& os metabolitos secundarios sintetizam materiais toxicos contra
predadores, ou atrativos volateis para interacdes intra e interespecificas, constituindo
uma grande variedade de compostos farmacologicamente ativos (DEWICK, 2002;
JAMES, 2017).

Esses metabolitos estdo representados por trés grupos: compostos fendlicos,
terpenicos e alcaloides. Diferentes estudos comprovam o potencial biol6gico desses
compostos, a saber: antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoéria, antitumoral, entre
outras (BESSA et al., 2013). Esses metabdlitos advindos de plantas, isolados ou em
uma mistura de compostos também podem apresentar atividades larvicida e
inseticida, potencializando ou minimizando a acéo (ZARA et al., 2016; SANTOS et al.,
2010).
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Ha muito tempo tem-se utilizado plantas para o uso como repelente e inseticida.
No entanto, o uso de substancias de origem botanica era restrito devido a
disponibilidade e o alto custo de obtencdo. Por isso, por um longo periodo fez-se o
uso de repelentes sintéticos, que apesar de serem visto como uma alternativa, o uso
frequente tem selecionado insetos resistentes (MOREIRA; MANSUR; MANSUR-
FIGUEIRA, 2012).

Um dos mecanismos de resisténcia a insetos descritos sdo compostos a base
de organofosforados e carbamatos, que agem inibindo a enzima acetilcolinesterase
(AChE), responsavel por hidrolisar a acetilcolina, um neurotransmissor importante que
auxilia no processo de transmisséo de impulsos nervosos. Ao inibir a enzima, ocorre
um aumento de niveis de acetilcolina na fenda sinaptica e o impulso nervoso nao é
cessado que leva consequentemente a morte do inseto. Além disso, a enzima ao ser
inibida pode diminuir os niveis de colina, que age como substrato para a sintese de
fosfolipidios da membrana (BRAGA; VALLE, 2007a; GARCEZ, 2013; SILVA et al.,
2015).

Dentre a diversidade de plantas medicinais, tem-se a Annona squamosa que €
uma arvore da familia Annonaceae nativa da india, que foi trazida ao Brasil no século
XIX, onde se teve uma boa adaptacéo, por ser uma planta de clima quente, com pouca
chuva e estacdo bem definida. A espécie € bem conhecida por suas frutas tropicais
comestiveis conhecida popularmente como ata, fruto-do-conde ou pinha (ROOPAN et
al., 2012; BRITO et al., 2008). E descrita por possuir varias atividades biologicas, tais
como: antidiabética (SHIRWAIKAR, 2004), acaricida, inseticida e larvicida
(ROOPAN et al., 2012), leishmanicida (VILA-NOVA, 2011) e citotoxica (VIVEK et al.,
(2012).

O ensaio biolégico utilizando Artemia salina é utilizado afim de se obter uma
caracteristica sobre a toxicidade de compostos de plantas, visto que esses compostos
possam ser toxicos em certas doses. E um ensaio preliminar, que pode averiguar
guanto a toxicidade de futuras substancias isoladas (MEYER et al., 1982). A
toxicidade frente aos nauplios demonstra uma boa relacéo entre a atividade citotoxica
contra organismos de ambientes marinhos (VANHAECKE et al.,, 1981), agentes
antitumorais, pesticidas, antifangicas (PISUTTHANAN et al.,, 2013; MEYER et al.,
1982), atividade anti Trypanosama cruzi (ZANI et al., 1995), entre outros.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil quimico e o potencial biolégico do 6leo essencial e extrato

etandlico da espécie A. squamosa L.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o 6leo essencial das folhas da A. squamosa L. (OEAS).

e Quanlificar e quantificar os metabdlitos secundarios presentes no extrato da
etandlico das folhas de A. squamosa L. (EEAS).

e Averiguar a susceptibilidade das larvas de Aedes aegypti no OEAS e EEAS.

e Analisar o efeito residual do OEAS e EEAS de A. squamosa L. frente as larvas
de A. aegypti.

e Avaliar a toxicidade de OEAS e EEAS frente aos nauplios de Artemia salina L.

e Verificar a inibicdo da enzima acetilcolinesterase frente ao OEAS e EEAS.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ESPECIE Aedes aegypti

O Aedes aegypti € um mosquito que pertence a ordem Diptera e a familia
Culicidae e s&o subdividida em trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e
Toxorhrynchitina (ALMEIDA, 2011). E considerado o principal vetor de doengas como
a dengue, chikungunha, zika e febre amarela e sua importancia epidemioldgica esta
relacionada a fatores como a morbidade, mortalidade e medidas de controle
(FERREIRA et al., 2009). No Egito, 0 mosquito Aedes aegypti teve a sua primeira
ocorréncia registrada por Linnaeus em 1762 (ZARA et al.,, 2016). No Brasil, a
introducdo do mosquito ocorreu provavelmente pela a vinda dos navios negreiros, e
seus primeiros relatos foram registrados na cidade de S&do Paulo, Rio de janeiro e
Salvador em 1946 (SILVA, 2008). Devido ao crescimento global, as condi¢bes
socioambientais, saneamento basico e urbanizacdo, a propagac¢do do vetor e o
namero de registros dessas doencas transmitidas pelo mosquito tem se intensificado
(FERREIRA et al., 2009).

Segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da Salude com os dados de
2017 até a Semana Epidemioldgica (SE) de 2018, registrou-se 247.393 casos
provaveis de dengue no Brasil, onde a maior incidéncia de casos concentrou-se na
regido centro-oeste com 93.344, em seguida a regido Nordeste com 66.041 casos. Ja
0S numeros de registros de casos provaveis de chikungunha e zika apresentou
incidéncia de 85.221 e 8.024, respectivamente, sendo a regido Sudeste com um maior
namero de casos (BRASIL, 2019). Os dados apresentados sdo alarmantes e o
combate a essas doencas tem se intensificado desde o século XX, quando houve um
aumento no namero de mortos por febre amarela, cujo o combate consistia em
eliminar os focos do Aedes aegypti (BRAGA; VALLE, 2007a).

3.1.1 Ciclo biolégico do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O mosquito de Aedes aegypti desenvolve o seu ciclo preferencialmente no meio
aguatico, em reservatorios de aguas limpas, podendo se adaptar a outros tipos de
criadouros. Com o processo de urbanizacdo e o déficit de saneamento béasico a
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proliferacdo dos mosquitos tem se elevado, devido ao acumulo de lixos nas
residéncias, 0 que torna o ambiente propicio para a oviposicdo (BESERRA et al.,
2009). Os mosquitos de A. aegypti se alimentam basicamente de substancias
acucaradas, como néctar e seiva de planta. As fémeas que sdo hematofagas precisam
essencialmente de sangue para se alimentar e completar o desenvolvimento dos seus

ovos. As fémeas chegam a depositar em torno de 100 a 300 ovos (PALENCIA, 2012).

O ciclo de vida do A. aegypti compreende quatro fases: ovo, larva (quatro
estadios larvais), pupa e adultos (FIGURA 1). As fémeas depositam 0s ovos trés dias
apos a ingestdo de sangue e depositam em criadouros com agua limpa e inerte, e
entdo fixa-os nas paredes desses criadouros por cima da superficie da agua
(RAGONHA, 2018). Logo apés a postura, os ovos sao brancos, com o tempo se
tornam escuros e brilhantes. Medem aproximadamente 1 mm de comprimento, e
apresentam contorno alongado e fusiforme. Para a maturacdo dos ovos é necessario
gue permanecam em boas condicfes de umidade e temperatura, passando por cerca
de 48 horas, tornando-se resistentes a dessecacdo e se tornado capazes de
sobreviver por 450 dias sem o contato com a agua (FUNASA, 2001; RAGONHA,
2018).

FIGURA 1 - CICLO BIOLOGICO DO Aedes aegypti

Fonte: https://www.cdc.gov/dengue/resources/factSheets/MosquitoLifecycleFINAL.pdf
Legenda: Mosquito adulto (A), ovos (B), larva (C) e pupa (D)


https://www.cdc.gov/dengue/resources/factSheets/MosquitoLifecycleFINAL.pdf
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Na fase larval, o A. aegypti possui cabeca, torax e abdémen, onde ¢é dividido
por oito segmentos, e respiram através de um sifao respiratério (SILVA, 2012). O
intestino das larvas apresenta trés partes distintas, estomodeo, meséntero e
proctodeo. O meséntero € dividido em trés partes: anterior, mediana e posterior. A
parte anterior é o local onde substancias toxicas podem agir. As células do meséntero
possuem uma intensa atividade excretora essencial para formacdo da matriz
peritréfica, membrana extracelular que atua como uma barreira protetora, que é
eliminada quando as larvas ingerem substancias téxicas, quimicas e biolégicas como
forma de desintoxicacdo (VALOTTO et al., 2010). E durante essa fase que as larvas
se alimentam de materiais organicos presentes nas paredes e no fundo dos
criadouros. Essa fase é de suma importancia a disponibilidade de alimento e condicédo
de temperatura favoravel para o seu desenvolvimento, podendo durar cerca de cinco
dias (FUNASA, 2001).

A pupa tem a aparéncia de uma virgula, é dividida em cefalotérax, unido da
cabeca com o térax, e o abdémen. A fase de pupa dura cerca de 2 a 3 dias, e durante
esse periodo elas ndo precisam de alimentacao, decorrendo esse tempo dar-se inicio
ao surgimento das asas, probdscito e patas. Os mosquitos procuram um ambiente
escuro e sem ventilacdo para fortalecer a quitina e apds 24 horas comegar um novo
ciclo em busca de alimentos e cépula (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2019).

O mosquito de Aedes aegypti tem como caracteristica cor escura com listras
brancas no corpo e nas pernas, medindo menos de 1 cm. O macho se diferencia das
fémeas por possuir antenas plumosas e palpos mais longos. Geralmente os mosquitos
procuram repousar em lugares escuros e quietos, podendo ser encontrado em
quartos, banheiros e cozinha. Quando infectado por virus os mosquitos fémeas podem
transmitir o virus por transovariana e as fémeas filhas podem nascer ja infectadas. Os
adultos podem viver bastante tempo em condi¢cdes de laboratério, mas na natureza
vivem em media 30 a 35 dias (FUNASA, 2001).

3.2 AS ARBOVIROSES

O termo “arbovirus” se origina da expressao inglesa arthopod-borne virus, que

sdo um de grupo de virus transmitidos por artropodes, seguindo os requisitos de:
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infectar vertebrados e invertebrados; iniciar viremia em hospedeiro vertebrado por
tempo e quantidade suficientes para permitir infecgéo do vetor invertebrado e iniciar
uma infeccdo produtiva; habitar a glandula salivar do invertebrado a fim de fornecer
virus para infeccdo de outros hospedeiros vertebrados; o meio de transmissao de
hospedeiro artropode a hospedeiro artropode através da via transovariana ou venérea
(CASSEB et al., 2011). Cinco familias virais causam doengcas em animais e seres
humanos, a Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae.

A antéartica € o Unico continente onde as arboviroses ndo sdo endémicas,
expandindo-se para regides tropicais, oferecendo um local mais adequado para a
proliferacdo do vetor e, consequentemente, as arboviroses (CASSEB et al., 2011,
LOPES et al., 2014).

FIGURA 2 - MAPA DE DISTRIBUICAO MUNDIAL DE DOENCAS COMO A ZIKA,
DENGUE E CHIKUNGUNHA.

| Zika Dengue ® Chikungunya (
¥ v
5. Zika and Dengue m Zika and Chikungunya  ® Dengue and Chikungunya
= Zika, Dengue and Chikungunya

FONTE: Patterson, Sammon e Garg. (2016)

3.2.1 Dengue

A dengue é uma doenca viral transmitida por mosquitos que atinge mais de 100
paises tropicais e subtropicais sendo considerado um problema mundial de saude
publica causando mais de 390 milhdes de infec¢des por ano (ANEZ, 2017; WHO,
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2009). Os virus da dengue sao inerentes ao género Flavivirus (familia Flaviviridae) e
possuem quatro tipos de sorotipos virais: DEN-1, 2, 3e 4. Em 1902 e 1907 os agentes
etiologicos da febre amarela e dengue foram o0s primeiros microorganismos
considerados virus. Os estudos s6 se deram inicio nos laboratorios 36 anos depois e
a primeira hipétese do Aedes aegypti como agente infeccioso se deu no ano de 1906,
publicada por Bancroft (NOGUEIRA, 2001; TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999).

Na 52° Semana Epidemioldgica (SE) de 2018 foram divulgados pelo Boletim
Epidemiolégico do Ministério da Saude, o aumento do numero de casos de dengue,
em comparagdo ao ano de 2017. Em 2017, foram registrados 239.389 casos
provaveis de dengue. Em 2018, foram registrados 247.393 casos. Na regido Centro-
Oeste apresentou 0 maior niumero de casos provaveis (93.344 casos; 37,7 %) em
relacdo ao total do pais. Em seguida, aparecem as regides Nordeste (66.401 casos;
26,8 %), Sudeste (68.460 casos; 27,7%), Norte (16.288 casos; 6,6%) e Sul (2.900
casos; 1,2%) (BRASIL, 2019).

No Piaui, houve uma reducéo de 65% de novos casos de dengue em relacdo
ao mesmo periodo do ano de 2017, segundo os dados divulgados na Secretaria de
Estado da Saude (SESAPI) na 522 SE de 2018.

3.2.2 Zika virus

Também pertencente ao virus Flavivirus, recebeu o nome de zika em
homenagem a floresta ugandense onde foi descoberto. O primeiro virus foi isolado em
1947 em um macaco, que em seguida ficou conhecido por causar infeccao
assintomatica ou doenca febril leve em humanos. Em 2016, a OMS decretou a doenca
como estado emergéncia em saude publica de interesse nacional e em virtude da
descoberta da associagéo do zika virus com a microcefalia (PATTERSON, 2016).

Em 2017, foram registrados 17.593 casos provaveis de doenca aguda pelo
virus Zika, em 2018 registrou-se 8.680, 3.984 (45,9 %) de casos comprovados. A
regido Nordeste foi registrada com 2.425 casos (27,9%), na regido Centro-Oeste
1.733 casos (20,0 %), regido Norte 1.326 casos (15,3 %) e Sul 47 casos (0,5%). A
regido Sudeste foi a que apresentou o maior nimero de casos provaveis (3.149 casos;
36,3 %) em relacéo ao todo o pais (BRASIL, 2019).
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No Piaui, segundo dados da SESAPI, os casos de Zika também diminuiram
de 86 para 23 em comparacédo com 2017 e 2018. (SESAPI, 2019).

3.2.3 Febre chikungunya

O virus da chikungunya pertence ao género alfavirus da familia Togaviridae,
que tem como causa a febre caracterizada por dores na articulagao grave. O agente
etiologico foi isolado pela primeira vez na Tanzania em 1953 em um paciente febril.
Durante muito tempo pouco se era relatada sobre a doenca, no entanto, a partir de
2004 ocorreram surtos de larga escala em toda a Africa e Asia. O primeiro caso foi
registrado no hemisfério ocidental em 2013, tendo se disseminado para 44 paises no
ano de 2015 (PATTERSON, 2016). No Brasil, a doenca surgiu em 2014, quando foram
registrados 2.772 casos em seis estados do pais (TEIXEIRA et al., 2015).

Em 2017, foram registrados 185.593 de casos provaveis de febre de
chikungunya e em 2018, 87.687 casos, sendo 68.962 confirmados. A regido Sudeste
foi a que registrou o maior indice de casos provaveis de febre de chikungunya (52.966
casos; 60,4%) em relacéo ao todo o Brasil. Seguida das regides Centro-Oeste (13.862
casos; 15,8 %), Nordeste (11.287 casos; 12,9 %), Norte (9.315 casos; 10,6 %) e Sul
(257 casos; 0,3 %) (BRASIL, 2019).

3.2.4 Febre amarela

A febre amarela (FA) € uma doenca infecciosa, porém ndo contagiosa, que se
mantém endémica ou enzodtica nas florestas tropicas da América e Africa
(VASCONCELOS, 2003). O primeiro virus da febre amarela foi isolado em 1927 por
dois grupos distintos, a Fundagdo Rockefeller na Nigéria e o Instituto Pasteur no
Segenal. Nesses estudos verificaram a suscetibilidade do macaco rhesus ao agente
da febre amarela. Somente em 1937 foi inventada a primeira vacina contra a FA,
sendo chamada como 17D. No Brasil a primeira epidemia da FA ocorreu em 1685, em
Recife-PE e irrompeu em Salvador onde cerca de 25.000 pessoas ficaram doentes e
900 vieram a 0Obito (COSTA, 2011).

Segundo o Ministério da Saude sobre a Febre Amarela o nimero de areas

registrada de casos da doenca excedeu o limite na regido considerada endémica
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(regido amazobnica). Os registros mostraram que casos de surtos em humanos e
epizootias em primatas ndo humanos (PNH) se deu uma ampla faixa do territério
nacional. Teve inicio na regido norte no periodo de 2014/2015, depois expandiu ao
leste e sul do pais, e depois afetou prioritariamente a regido Centro Oeste entre 0s
anos de 2015/2016. Nos anos 2017/2018 registrou-se 0 surto mais expressivo no
Brasil, que afetou principalmente os estados da regidao Sudeste, com 1.376 de casos
em humanos e 483 Obitos, além de 864 epizootias. Nos periodos da semana
epidemioldgica (SE) 27 e 45 (entre julho/2018 a junho/2019) foram notificados ao
ministério da saude 1.079 epizootias em PNH, no entanto apenas 13 foram
confirmados por FA. Em humanos foram confirmados um caso, e que veio a 0Obito
(BRASIL, 2018).

3.3 MEDIDAS DE CONTROLE ao Aedes aegypti

O controle do Aedes tem sido um grande desafio principalmente nos paises
desenvolvidos, apesar de terem situacdes em que 0s recursos sejam destinados as
medidas de controle, muitas vezes ndo se tem alcancado sucesso. Fatores como a
falta de infraestrutura das cidades tem dificultado as medidas tradicionais de controle
(DONALISIO, 2002).

Existem trés formas de medidas de controle dos mosquitos, o controle
mecanico, que consiste em eliminar os focos de desenvolvimento do mosquito,
impedindo o contato com o homem. Controle bioldégico, com a utilizacdo de
predadores aquaticos, que possam comer as larvas e pupas ou ainda patdgenos que
contém toxinas, como bactérias, fungos e parasitas. E controle quimico que se baseia
no uso de produtos quimicos como inseticidas, larvicidas e repelentes, que possam
ser toxicos para matar as larvas e insetos adultos (ZARA et al., 2016; BRAGA; VALLE,
2007a).

Uma das formas de controle que predominava no final do século XIX era por
meio de medidas fisicas e utilizacdo de 6leo ou verde de Paris (um dos primeiros
inseticidas sintético inorgéanico) nos criadouros (BRAGA; VALLE, 2007a). Como uma
medida de controle de protecdo pessoal, destaca-se o composto sintético DEET® (N,
N-dietil-3-metilbenzamida), que possui um longo tempo de a¢ao contra diversos tipos

de insetos, porém o seu uso tem sido restrito devido ao seu odor desagradavel e
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efeitos toxicos sobre a pele de criancas, mulheres gestantes ou lactantes (ZARA et
al., 2016; BRAGA et al., 2004; XU et al., 2014). Além disso, existem inseticidas da
classe dos organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrdides que séo

utilizados como medida de controle.

Os organoclorados, como o diclorodifeniltricloroetano (DDT) atuam no canal
sédio-potassio has membranas dos axdnios (D’AMATO; TORRES; MALM, 2002). Os
organofosforados como o teméfos é o Unico desse grupo com uso generalizado no
controle de larvas de mosquitos que age inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE).
Ja os piretréides sintéticos como a cipermetrina, utilizada como adulticida, sao
produzidos em laboratorio a partir de uma substancia natural o piretro, extraida do
crisantemo. Essa substancia age mantendo aberto os canais de s6dio das membranas
dos neuronios (BRAGA; VALLE, 2007a).

No entanto, o uso continuo de inseticidas sintéticos tem causado resisténcia,
poluicdo ao meio ambiente, além de serem toxicos aos seres vivos (BRAGA; VALLE,
2007a). Estudos sugerem que 0s principais mecanismos de resisténcia dos insetos
estejam relacionados a diminuicdo na taxa de penetracéo, associada a alteracdo da
cuticula do inseto, o aumento da detoxificacdo metabdlica por acdo das enzimas
esterases, monooxigenases ou glutationa-transferases e por modificagéo do sitio alvo
do inseticida (que atuam no sistema nervoso central como a enzima
acetilcolinesterase “AChE”, canais de sdédio, receptores do gama-aminobutirico
“‘GABA” (BRAGA; VALLE, 2007a; GUIRADO e BICUDO, 2009; MOREIRA, MANSUR,
FIGUEIRA-MANSUR, 2012).

Com isso, busca-se por alternativas com menos efeitos adversos e mais
eficazes, do qual uma dessas alternativas € a utilizacdo de compostos a base de
produtos naturais que contenham diferentes mecanismos de a¢do, como a utilizagéao
de inseticidas e novos agentes de controle quimico e bioldgico (GARCEZ et al., 2013;
ZARA et al, 2016).

As plantas sao ricas em metabolitos secundarios que podem ajudar no controle
de pragas (MACIEL et al., 2010). O uso de extratos e 6leos provenientes de plantas
sdo amplamente conhecidos pela sua diversidade quimica e pela sua variada
aplicacdo na industria, pois fornecem substéncias com atividade inseticida. Os
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas podem ser utilizados como uma

alternativa aos inseticidas sintéticos, pois normalmente agem em doses baixas e com
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acOes especificas, além de causarem menos impacto aos seres vivos (REGNAULT-
ROGER,1997).

Provenientes de recursos renovaveis, a utilizacdo de inseticidas a base de
plantas possui vantagens aos inseticidas sintéticos, por apresentarem uma mistura de
compostos ativos que agem sinergismo ou isoladamente, podendo potencializar ou
reduzir a atividade larvicida, diminuindo a sele¢céo de organismos resistentes (ZARA
et al., 2016; SANTOS et al., 2010).

3.4 PLANTAS MEDICINAIS

Desde as primeiras civilizagdes o homem ja fazia uso de plantas medicinais
para o tratamento e cura de doencas, onde partiam de um conhecimento prévio obtido
acerca da observacdo do homem. Além disso, as plantas eram utilizadas em rituais
religiosos como forma de colocar os homens em contato direto com os deuses. Os
usos de plantas com fins terapéuticos foram descritos em escrituras cuneiforme, e
relatam a utilizacdo de plantas para o tratamento de gripe, resfriado e infeccdes
bacterianas (CRUZ; BRANDELLI, 2017). Ao longo dos anos, esses estudos tém se
intensificado e a biodiversidade dos produtos naturais tem sido cada vez mais
explorada. A utilizacdo de plantas medicinais também esta atrelada a fatores
socioeconbémicos, devido a falta de acesso de medicamento industrializados por parte
de pessoas de zonas rurais (CRUZ MONTEIRO; BRANDELLI, 2017; SIMOES;
SCHENKEL, 2002).

Jeffrey B. Theophrastus foi o primeiro a relatar sobre a possibilidade de
encontrar flavonoides em plantas medicinais. No entanto, apenas no século XIX
Cavetou e Pelletier isolaram o alcaloide quinina da casca de Cinchona, depois disso
inimeros substancias foram isoladas. Apesar disso, a descoberta de novas
substancias diminuiu e as industrias farmacéuticas comecaram a elaborar substancias
guimicas sintéticas (PHILLIPSON, 2001). A farmacopeia brasileira (Codigo Oficial
Farmacéutico do pais) estabeleceu uns critérios para o uso de medicamentos tanto
manipulados quanto industrializados como forma de padronizar formulagdes de
fitoterapicos (ANVISA, 2017; CRUZ MONTEIRO; BRANDELLI, 2017; SIMOES;
SCHENKEL, 2002).
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3.4.1 Metabolismo vegetal

As plantas produzem metabolitos que sdo essenciais para a sua sobrevivéncia
e preservacao. E estdo divididos em dois grupos, metabolitos primarios e secundarios.
Os metabolitos secundarios séo definidos como micromoléculas complexas, de baixo
peso molecular e que sado encontrados em pequenas quantidades. Atuam na defesa
ou atracdo do vegetal liberando substancias toxicas ou atraindo insetos, passaros e
morcegos. Séo formados através de reac¢des quimicas em que envolvem enzimas
especificas para a formacdo de cada substancia designando diferentes rotas
metabdlicas. O fornecimento de energia por meio de ATP e poder redutor NADPH séao

fundamentais para a manutencao da célula (SIMOES, 2007).

A rota biossintética dos metabdlitos secundarios (FIGURA 3) se inicia com o
intermediario acetil coenzima A a partir da descarboxilacédo oxidativa do acido piravico
proveniente da via glicolitica que leva a formacao de trés vias: acido mevalonico que
biossintetizam os terpenoides e esteroides, acido citrico que leva a formacédo de
alcaloides alifaticos e condensacdo do acetato para formar acidos graxos e
acetogeninas. Além disso, dois intermediarios da via glicolitica leva a formacéo de
uma rota alternativa do terpenoides e esteroides, a via do fosfato de metileritritol. A
classe dos compostos fendlicos se inicia com a condensacédo do fosfoenolpiruvato e
a eritrose 4- fosfato da via das pentoses fosfato que gera o &cido chiquimico precursor
de acido cinamicos, alcaloides aromaticos, taninos e lignanas. Os flavonoides advem
da rota mista do acido chiquimico mais unidades de malonil-CoA (formados a partir
de acetil-CoA) (DEWICK, 2002; SIMOES, 2007).
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FIGURA 3 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DA BIOSSINTESE DOS METABOLITOS
SECUNDARIOS
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3.4.2 Biossintese dos metabodlitos secundarios

3.4.2.1 Alcaloides

Por definicdo, os alcaloides sdo compostos organicos que apresentam um
nitrogénio no seu anel heterociclico como indolicos, piridina e benzilisoquinolinico, e
protoalcaloides para classificar aqueles que possuem um nitrogénio na sua estrutura
alifatica que vem da rota dos aminoacidos (ROBINSON, 1974). Formam sais com
acidos, por exemplo o acido quinico ou meconico. Podem ser encontrados em
combinagdo com agucares, como a solanina, ou como ésteres ou amidas. Os
alcaloides estédo presentes em muitas plantas, mas também podem ser encontrados
no reino animal. Estdo presentes nas familias Apocynaceae, Asteraceae,
Berberidaceae, Fabaceae (Leguminoceae), Lauraceae, entre outras (PELLETIER,
1983).
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FIGURA 4 - ESTRUTURA QUIMICA DO ALCALOIDE ATROPINA
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FONTE: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Atropine

3.4.2.2 Compostos fendlicos

Abrangem muitos metabdlitos secundéarios vindos de diferentes rotas
metabdlicas destacando-se aqueles vindo da rota do acetato, que além de formarem
fenois, produzem prostaglandinas e antibiéticos macrolideos juntamente com varios
acidos graxos. Da mesma forma a via do acido chiquimico leva a formacdo de uma
variedade de fenodis (DEWICK, 2002).

Esses metabolitos secundarios estdo presentes em fontes vegetais e podem
ser classificados em dois grupos: os flavonoides e os nao-flavonoides. Os flavonoides
incluem aqueles que séo descritos como Cs-C3-Cs, por exemplo: a catequina,
epicatequina, caempferol, quercetina, miricetina e antocianinas. O outro grupo
pertence aos acidos fendlicos hidroxibenzéicos como o galico e o elagico e os
hidroxicinamicos como cafeico e p-cumarico, ou seja, que apresentam estruturas Ce-
C1 e Ce-C3 respectivamente. Além disso, também esta incluso o polifenol resveratrol
que faz parte da classe dos estilbenos (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004;: ABE
et al., 2007).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Atropine
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FIGURA 5 - COMPOSTOS FENOLICOS
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FONTE: Dewick (2002)

3.4.2.3 Flavonoides

S&0 uma classe de compostos com baixo peso molecular e que possuem em
sua estrutura polifendis e um oxigénio em um anel heterociclico. Representam uma
grande classe dos metabolitos secundarios com mais de 10.000 estruturas. Varios
estudos enfatizam esses compostos com propriedades antioxidantes, pois suas
hidroxilas sédo altamente reativas doando elétrons para os radicais livres que sao
produzidos por um estresse oxidativo nas células. Os radicais livres tém uma devida
importancia pois estdo associados a diversas doencas como osteoartrite, cancer,
diabetes, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas entre outras
(BANJARNAHOR; ARTANTI, 2015; AGATI et al., 2012).

Matos e Fernandes (2005) descrevem que a capacidade antioxidante dos
flavonoides estad atrelada ao grupo catecol no anel B favorecendo uma alta
estabilidade aos radicais aroxilo, aléem da deslocalizacdo dos elétrons no anel B com
a ligacao C2-Cs da estrutura 4-oxo (FIGURA 6). A presenca de hidroxilas no anel B e
no carbono 3 nos flavonoides dao caracteristica mais pronunciada como antioxidante.

Além disso, essa classe de compostos sao bons agentes quelantes metalicos e com
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boa capacidade para a prevencao da peroxidacao lipidica (MATOS e FERNANDES,
2005).

FIGURA 6 - ESTRUTURA BASICA DOS FLAVONOIDES

FONTE: Banjarnahor; Artanti. (2015)

Um dos flavonoides de grande potencial quimico e farmacolégico é a quercetina
(FIGURA 7), que age como um excelente antioxidante devido a suas hidroxilas no
anel B capaz de quelar com os ions de Cu e Fe reduzindo as espécies reativas de
oxigénio (AGATI et al., 2012). Estudos com a quercetina mostram que a conformacao
planar do anel B com as hidroxilas é essencial para a doacao de elétrons através da

deslocalizac&o dos elétrons no sistema = conjugado sobre toda a estrutura (MOALIN

et al., 2011).

FIGURA 7 - ESTRUTURA QUIMICA DA QUERCETINA

FONTE: Agati et al. (2012).

3.4.2.4 Taninos

Taninos sdo compostos polifendlicos que estdo divididos em taninos
condensados (derivados a partir de flavonoides) e taninos hidrolisaveis. Taninos

hidrolisaveis sdo aqueles que podem ser quebrados hidroliticamente ao ser tratado
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com agua quente ou por tanases (enzimas que catalisam reacbes quimicas) e
representados pelos galotaninos (1) e elagitaninos (2), polimeros derivados dos
acidos galico ou elagicos. Os taninos condensados sdo proantocianidinas
oligbmericas nao hidrolisaveis representados pela catequina (3), esses compostos
sd0 responsaveis por dar caracteristicas adstringentes aos alimentos e bebidas,
podendo favorecer a defesa das plantas contra herbivoros tornando-os indesejaveis
ao paladar (BERNARDES et al., 2013; KHANBABAEE E VAN REE, 2001, DEWICK,
2002).

Sao compreendidos por apresentarem boa solubilidade em agua e podem
formar complexos insollveis com proteinas, gelatinas e alcaloides. Na medicina
tradicional podem ser utilizados no tratamento de diarreia, queimaduras e inflamacdes
(ARAUJO et al., 2006; MONTEIRO et al., 2005). Estudos sugerem que taninos
isolados da casca do cajueiro possuem atividade antibacteriana sobre as linhagens
de Staphylococcus aureus resistentes (PEREIRA et al., 2015).

FIGURA 8 - TANINOS CONDENSADOS E HIDROLISAVEIS
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3.5 FAMILIA ANNONACEAE

Foi catalogada por Jussieu em 1789 (HUTCHINSON, 2004), pertence a ordem
Magnoliales e é considerada a maior familia (APG lll, 2009), compreende cerca de
135 géneros e mais de 2.500 espécies distribuidas na América do Sul, América
Central, Africa e Asia (CHATROU et al., 2004). No Brasil, ha 29 géneros e 386
espécies diversificadas na Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado (LOPES; MELLO-
SILVA, 2014).

FIGURA 9 - DISTRIBUICAO DA FAMILIA ANNONACEAE NO MUNDO

PV e
‘f;‘ s » 3 N ‘\‘ ” ."),’. .
Foes 7 —? » ot S %
. '.c: >~ 3 -‘ { :- :'_\" . =
e R 13 % V!
-n‘: : \(' ‘t o I L4} ¥ - .
7 ' TTa ) .‘.""‘ : ' 2
! \ \ ,“( ).‘\ l'\ ‘\ P { ;,“.l L
. F3 r' prt o T n >
W L * ¥ ol% -
-~ X 4 ™ of
. b ¢| NS
3 X R /
o SHE ). \ . )
2l b o S 0
¢ \f‘; e o { G S ;"i O
Ny \( % o
TR 2 A 3:”'
" p )
*&n ;; MY jﬁ
/ w& e /.2:_'_.\,3\ 3>
\ Sy ™ .
! lr£ P /r,»_'.'«
J \ T P N
| " \ )
) - »
S ‘\ o .

JYem I ;/“)
[ [ B

FONTE: Missouri Botanical Garden 2015 — apud Rodrigues (2016).

A familia Annonaceae é classificada em quatro subfamilias: Anaxagoreoideae,
Ambavioideae, Annomoideae e Malmeoideae. Os géneros mais representativos da
flora brasileira pertencem a subfamilia Annonoideae que inclui a Annona, Duguetia,
Guatteria e Xylopia (MAAS, 2009; LOPES; MELLO-SILVA, 2014). No aspecto
econdmico as espécies mais relevantes para o comércio sdo: Atemoia (hibrido de
Annona cherimola x Annona squamosa), Annona cherimola (Cherimola), Annona
muricata (Graviola) e Annona squamosa (Pinha), devido aos seus frutos comestiveis

de sabor agradavel, acucarados e ligeiramente acidos (PROHORT, 2013).
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Esta familia é rica na biodiversidade de substancias em extratos vegetais tais
como alcaloides, flavonoides e terpenoides e principalmente diterpenos (SILVA et al.,
2009) e os seus Oleos essenciais apresentam monoterpenos e sesquiterpenos
(LEBOEUF et al., 1980). Além disso, sdo reportados a presenca de carboidratos,
lipidios, acido graxos, saponinas entre outros (ANDRADE et al., 2001; BRITO et al.,
2008; LUNA, 2006). Estudos com plantas dessa familia tem se intensificado devido a
presenca de acetogeninas, uma classe de compostos que apresentam atividade anti-

tumoral, citotdxica e pesticida (CHEN et al., 2012).

As acetogeninas constituem uma classe Unica de compostos de metabdlitos
secundarios advindos da série da via dos policetideos com 35 ou 37 carbonos, com
um anel y-lactona e com varias funcdes oxigenadas como grupos hidroxi, cetona,
epoxido, tetra-hidrofurano (THF) e tetra-hidropirano (THP), além disso possuem
ligagOes duplas e triplas. A primeira acetogenina isolada foi a Uvaricina (FIGURA 10)
em 1982 por Jolad a partir das raizes da Uvaria acuminata Oliv. e apresentou
excelente bioatividade para a leucemia linfocitica P-388 em camundongos. A partir dai
muitas acetogeninas foram isoladas e identificados em diferentes partes de plantas

anonaceas e principalmente de sementes (LIAW et al., 2016).

FIGURA 10 - ESTRUTURA QUIMICA DA UVARICINA
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FONTE: Liaw et al. (2016)

Diversas espécies da familia Annonaceae tem sido relatada por apresentar
potencial inseticida, estando distribuidas em 42 espécies e 14 géneros. Destaca-se
as espécies Annona muricata (graviola) e Annona squamosa (pinha), que tem sido
alvo de estudos com atividade inseticida (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014).
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3.5.1 Género Annona

Cerca de 200 espécies estdo distribuidas nos tropicos das Américas e Africa,
do qual o género faz parte da tribo Annoneae. Com 44 espécies reconhecidas do
género Rollinia agora fazem parte filogeneticamente do género Annona (RAINER,
2007). No Brasil, a sua biodiversidade pode ser encontrada na Caatinga, Cerrado,
Mata Amazbnica e Pantanal com a ocorréncia de 82 espécies. No Pantanal 11
espécies estdo representadas pelas Annonas. No cerrado, encontra-se as Annonas
crassiflora e coriacea, com suas arvores tortuosas, com grandes frutos e comestiveis
(LOPES; MELLO-SILVA, 2014).

As Annonas configuram um género com grande importancia na descoberta de
novos farmacos e cosméticos (ALMEIDA; SANTOS, 2018) devido a presenca de
metabdlitos secundarios com propriedades terapéuticas. Estudos relatam atividades
bioldgicas, como atividade antioxidante, citotoxica e antimicrobiana (ALMEIDA et al.,
2014), antitumoral (LIMA; PIMENTA; BOAVENTURA, 2010), antinociceptiva, anti-
inflamatoéria (SIEBRA et al., 2009) e antinociceptiva (CHAVAN; WAKTE; SHINDE,
2010).

3.5.1.1 Annona squamosa L.

E uma arvore de pequeno porte, que possui frutos comestiveis tipicamente
globulares ou em um formato de coracdo com um diametro de aproximadamente 12
cm e peso de 150 g aproximadamente. Os frutos s&o formados através da unido de
muitos ovarios amadurecidos e o receptaculo, que se dividem em segmentos maduros
apresentando uma polpa branca ou cremosa com suas sementes pretas (FIGURA 11)
(ANDRADE et al., 2001).
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FIGURA 11 - FRUTOS da Annona squamosa (ata)

Fonte: http://tropical.theferns.info/viewtropical.php?id=Annona+squamosa

Legenda: A) formato globular B) aberta com polpa branca e sementes

A espécie Annona squamosa dispde de uma vasta gama de metabdlitos
secundarios ja identificados, que contribuem com as suas propriedades
farmacoldgicas, dentre eles: alcaloides, flavonoides, acetogeninas, e no 6leo
essencial sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e diterpenos (SAXENA et al.,
1993; KOTKAR et al., 2002; CHAVAN, 2006).

Vila-nova et al. (2011) em seus estudos isolaram os constituintes quimicos das
folhas da Annona squamosa que levou a identificag&o do alcaloide benzilisoquinolinico
O-metilarmepavina, e em seu extrato metanolico uma acetogenina bistetrahidrofurano
Casv trihidroxi adjacente, um composto ja isolado das sementes da espécie.

Vérios estudos foram realizados com a extracdo de compostos organicos das
sementes dessa espécie. Nesses estudos foram identificados as acetogeninas
Annotemoyina-1, Annotemoyina-2 e squamocina (FIGURA 12), no qual apresentam
uma atividade antimicrobiana e citotoxica (RAHMAN et al., 2005). Em outros estudos
também se revelou a presenca desses compostos, a 12-15-cis-squamostatina e
bulatacina, sugerindo que estes sdo 0s principais compostos bioativos do extrato.
Intensas pesquisas tem sido realizada quanto as atividades farmacolégicas frente as
linhagens tumorais (CHEN et al., 2012).


http://tropical.theferns.info/viewtropical.php?id=Annona+squamosa

36

FIGURA 12 - ACETOGENINAS ANNOTEMOYINA-1 (1), ANNOTEMOYINA-2 (2) E SQUAMOCINA
®3)

OH 3

FONTE: Rahman et al. (2005)

Doze acetogeninas diferentes quanto a esteroquimica e configuracdo foram
testadas sobre a inibicdo do crescimento de linhas celulares SMMC-7541, SGC-7901,
MCF-7 e A-5408, usando o ensaio MTT. Os resultados relevaram que algumas
acetogeninas foram mais ativas do que outras devido a sua configuracdo e
esteroquimica (YANG et al., 2009).

J& nos experimentos de Chandrashekar e Kulkarni (2011) identificaram-se
diferentes compostos em diferentes fracdes. Na fracdo de éter de petrdleo identificou-
se esteroides, glicosideos e compostos fendlicos, além disso a fracdo cloroférmica
apresentou triterpenos, e na fragcdo metandlica e aquosa identificou-se alcaloides,
flavonoides, saponinas e compostos fendlicos.

Chavan, Shinde e Nirmal (2006) extrairam os constituintes do 6leo essencial da
casca da A. squamosa obtido por destilagdo a vapor e verificou que houve uma
mistura de compostos de sesquiterpenos (19,38%), sesquiterpenos oxigenados
(33,02%) e diterpenos (19,13%), onde o Oxido de cariofileno foi o constituinte

majoritario do 6leo (29,38%).

3.5.1.1. Atividades biolégicas da A. squamosa L.

Véarios autores relatam a espécie A. squamosa L. com propriedades

farmacoldgicas bastante promissoras. Saxena et al. (1993) em suas pesquisas
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verificaram que os alcaloides isolados do extrato da espécie foram toxicos para as
larvas de Anopheles stephensi nas concentracdes de 20 a 200 ppm. Verificou-se que
houve a mortalidade das larvas, das pulpas e diminuicdo da taxa de fecundidade dos
mosquitos fémeas. Em estudos anteriores ja haviam comprovado a eficiéncia de
alcaloides quanto a sua atividade inseticida, por eles apresentarem uma certa
toxicidade aos insetos.

Outra classe de compostos encontrados na espécie sao os flavonoides e estes
ja foram identificados como agentes antimicrobianos e pesticidas. Com base nesse
conhecimento, Kotkar et al. (2002) comprovaram essa atividade através dos
flavonoides dispostos no extrato aquoso das folhas contra o inseto Callosobruchus
chinensis. A atividade inseticida apresentou mortalidade de 0,07 mg mL* com 80% e
0,09 mg mL* com 100%.

Shad e Andrew (2017) relataram a atividade larvicida do extrato etandlico da A.
squamosa frente ao mosquito vetor da filariose, Culex quinquefasciatus. Diante disso,
observaram gue houve a mortalidade das larvas nas concentracdes do extrato de 2,
4, 6,8, e 10 mg mL* apds a exposicdo de 24 horas registrando a mortalidade em 20,
30, 50, 68 e 100% respectivamente.

O extrato de éter de petréleo e o constituinte quimico éxido de cariofileno
isolado da casca de A. squamosa L. foram investigados quanto as suas atividades
analgésicas e anti-inflamatérias. A acdo anti-inflamatéria do 6xido de cariofileno foi
observado nas doses de 12,5 e 25 mg kg por massa corporal e o extrato de 50 mg
kg nas primeiras horas de administracdo. Avaliacdo dos resultados mostraram se
promissores como analgésico e anti-inflamatério (CHAVAN; WAKTE; SHINDE, 2010).

A leishmaniose visceral € uma doenca endémica causada pelo protozoério
Leishmania chagasi. Vila-Nova et al. (2011) testaram a atividade leishmanicida de
duas espécies Anonaceas, Annona muricata e Annona squamosa L., frente duas
formas de protozoarios, promastigotas e amastigotas. O extrato das folhas de Annona
squamosa e sementes de Annona muricata foram obtidos e os seus alcaloides
(Annona squamosa L.) e acetogeninas (Annona muricata) isolados. O alcaloide
apresentou concentracgéo inibitéria de 23,3 pg mL* e as acetogeninas 25,9 a 37,6 ug
mL-! contra as promostigotas e amastigotas 13,5 a 28,7 ug mL. Podendo-se concluir
gue as espécies possuem um potencial como agentes leishmanicidas.

Vivek et al. (2012) sugeriram estudos com nanoparticulas e avaliaram o efeito

citotoxico in vitro em células de cancer de mama (MCF-7), células epiteliais de mama
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normal (HBL-100). As nanoparticulas exibiram uma citotoxidade de dose-
independente de concentracéo inibitéria (Clso) de 50, 30 g mL* e 80 e 60 g mL* em

24 e 48 horas, respectivamente.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de A. squamosa foram coletadas no Campus Petronio Portella da
Universidade Federal do Piaui -UFPI, sob as coordenadas: 5°03'17,7"S;
42°47'25,0"W, no periodo de marco a julho de 2018. Um Voucher HAF com o nimero
04612 foi obtida do herbario Afranio Gomes Fernandes na Universidade Estadual do
Piaui (UESPI) e identificada pelo Prof® Dr. Francisco Soares Santos Filho. O acesso
ao patriménio genético esté registrado sob o nimero A166F6D.

4.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

As folhas de A. squamosa foram secas em estufa a 40 °C, durante 48 h de
acordo com a metodologia proposta por Campos et al. (2014). ApGs a secagem, as
folhas foram trituradas, pesadas e a cerca de 650 g das folhas foram submetidas a
um sistema de hidrodestilacao do tipo Clevenger, por cerca de 3 horas para a extragao
do dleo essencial. O OEAS obtido foi separado da fase aquosa com diclorometano,

coletado e armazenado em frasco ambar e mantido sob refrigeracéo.

4.3 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

A analise do Oleo foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) no equipamento da SHIMADZU , modelo GCMS-
QP2010 SE. A programacéao de aquecimento do forno cromatografico estabelecida foi
de 40 °C (1 min) — 3 °C/min até 80 °C (0 min) — 20 °C/min até 100 °C (0 min) —
1,5°C/min até 140 °C (1 min).Os parametros instrumentais utilizados foram:
temperatura do injetor de 250 °C; modo de injecao split de 1:10; vazao volumétrica da
fase movel (Hélio) de 0,59 mL/minuto; temperatura da interface de 300 °C; analises
realizadas no modo SCAN em uma faixa de 18 a 400 m/z (em intervalos de 0,5 s e

com energia de ionizacao de 70 eV); temperatura do detector de 250 °C.
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4.4 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

As folhas da Annona squamosa foram secas em estufa, a 40 °C, durante 48 h.
ApOs a secagem, as folhas foram trituradas em moinho de facas, pesadas e
submetidas a extracéo por maceracdo em alcool etilico (cerca de 700 g em 2,0 L) por
trés vezes. Cada extracao teve duracdo de 72 horas. Apoés a filtracdo, a solucéo
extrativa foi concentrada em um rotaevaporador rotativo e a agua residual foi removida

por liofilizag&o.

4.5 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A analise preliminar dos metabdlitos secundarios presente no extrato etandlico
da A. squamosa foi investigado e os testes qualitativos empregados seguiu a
metodologia preconizadas por Soares et al. (2016) e Yusuf et al. (2004). Para isso
realizou-se ensaios que envolviam reac¢des quimicas com mudanca de coloracéo e
formacao de precipitado e Cromatografia em Camada Delgada. Nessa prospecc¢ao
foram investigados: alcaloides, taninos, flavonoides, triterpenos, saponinas e

cumarinas.

4.5.1 Alcaloides

Para a identificacdo de alcaloides foi utilizado o método do reagente de
Dragendorf. Uma aliquota do extrato etandlico foi aplicada na placa de Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), onde a placa foi eluida com etanol. Em seguida borrifou-
se o reagente de Dragendorf na placa e aguardou-se a aparicdo de uma coloragéo

alaranjada indicativa de alcaloides.

4 5.2 Taninos

Utilizou-se 10 mg do extrato etandlico e diluiu-se com 2,0 mL de metanol. Logo
em seguida, adicionou-se 5,0 mL de agua destilada e a solucéo resultante foi filtrada

e acrescentado 5,0 gotas de solucdo de cloreto férrico a 10% (FeCl2). Esperou-se
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ocorrer a reacdo com a formacdo de precipitado com coloracdo azul (taninos
hidrolisaveis) e/ou esverdeado (taninos condensados).

4.5.3 Flavonoides

Para a identificacdo de flavonoides, 10 mg de EEAS foram adicionados em
um tubo de ensaio e acrescido com 2,0 mL de metanol. Em seguida, adicionou-se
raspas de fita de magnésio e 5,0 gotas de acido cloridrico (HCI) concentrado. O
indicativo de flavonoides é identificado através da reacdo quimica com mudanca de

coloracao para résea.

4.5.4 Triterpenos

Uma aliquota de 2,0 mL do EEAS foi transferida para um béquer de 100 mL,
e apos evaporacao do solvente em banho-maria, adicionou-se 3,0 mL de cloroformio
com leve agitagdo. Em seguida, a solucéo cloroférmica foi transferida para um tubo
de ensaio. Apés filtracéo, adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético (C4HsO3) e agitou-
se levemente. Posteriormente, adicionou-se 4,0 gotas de acido sulfurico (H2SO4)
concentrado pelas paredes do tubo. A coloragcdo marrom na parte inferior indica a

presenca de triterpenoides.

4.5.5 Saponinas

As saponinas foram identificadas a partir de 10 mg do extrato etandlico,
colocados em tubo de ensaio e diluido com 2,0 mL de etanol. Em seguida, foram
adicionados 5,0 mL de agua fervente. Apos resfriamento, agitou-se vigorosamente e
deixou-se em repouso por 20 minutos. A formacdo de espuma € indicativa da

presenca de saponinas.

4.5.6 Cumarinas

Pesou-se 10 mg de EEAS e adicionou-se em um tubo de ensaio e colocou-se
4,0 mL de metanol. Em seguida, o tubo foi tampado com papel-filtro molhado com
uma solucdo de hidréxido de sédio 10% (NaOH), e foi levado a banho-maria com

temperatura de 100 °C por 5 minutos. Logo depois, retirou-se o papel filtro colocou-se
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sob luz ultravioleta (UV). A presenca de cumarinas é verificada através da cor
fluorescente esverdeada.

4.5.7 Quinonas

Colocou-se 10 mg do extrato em um tubo de ensaio juntamente com 2,0 mL
de metanol. Logo em seguida, adicionou-se 5,0 mL de cloroférmio com agitacao e
deixou-se em repouso por 15 minutos. Em seguida, foi recolhido num tubo de ensaio
a fase cloroférmica e adicionou-se 1,0 mL de solugdo de NaOH a 5%. O Aparecimento

de coloragéo roxa € indicativo de quinonas.

4.6 QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

4.6.1 Determinacao do teor de fendis totais

O teor de fendis do extrato da Annona squamosa foi determinado por meio do
ensaio de Follin-Ciocalteu descrita por Tambe e Bhambar (2014). Inicialmente,
adicionou-se nos tubos de ensaios, 100 puL da amostra (2 mg/mL), 900 pyL de agua
destilada e 100 yL do reagente de Follin-Ciocalteu, agitou-se a mistura. Apés 5
minutos, 1 mL de carbonato de sédio (Na2COs) a 7%, ao final adicionou-se 5 mL de
agua destilada. Incubou-se por 40 min a temperatura ambiente e as absorbancias
foram lidas a 500 nm em um espectrofotdmetro Ultravioleta (UV) /Visivel. Uma solucéo
padrao de acido galico foi utilizado como referéncia (40, 80, 120, 160, 200 ug/mL) nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. O teor de fendis totais foi expresso em

mg de GAE g de extrato. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.6.2 Determinacgao do teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi analisado através do ensaio colorimétrico de Cloreto
de aluminio (AICIs) descrita por Tambe e Bhambar (2014). O ensaio consistiu em
adicionar em tubos de ensaios 500 pL de extrato (5 mg/mL), 2 mL de agua destilada,
150 pL de nitrito de sédio a 5% (NaNOz2), apdés 5 min adicionou-se 150 pL de AICls a
10%, apds 5 min 1 mL pL de Hidroxido de sédio 1M (NaOH) e completou-se o volume

final com 4gua destilada para 5 mL. Logo em seguida, realizou-se as leituras a 510
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nm no espectrofotdbmetro Ultravioleta (UV) /Visivel. Uma solucéo padrao de quercetina
foi utilizado como referéncia (40, 80, 120, 160, 200 pg/mL) nas mesmas condi¢cdes
descritas anteriormente. O teor de flavonoides foi expresso em mg de QE g* de

extrato. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.5.3 Determinacgéao do teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados foi determinado usando a metodologia
descrita por Broadhurst e Jones, 1978, utilizando vanilina. A mistura reacional
consistiu em adicionar nos tubos de ensaio 500 pL de amostra (0,7 mg/mL), 1,5 mL
de vanilina metanolica a 2% juntamente 750 pL com &cido sulfarico (70%) recém
preparado. As amostras foram lidas a 510 nm no espectrofotémetro Ultravioleta (UV)
/Visivel. Uma solucdo padrédo de catequina foi utilizada como referéncia (40, 80, 120,
160, 200 pg/mL) nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. O teor de taninos
condensados expresso em mg de CTQ g* de extrato. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

4.6.3 Determinacéo do teor de taninos hidrolisaveis

O teor de taninos hidrolisaveis foi avaliado por meio do método de Follin-
Ciocalteau. 100 pL de amostra (0,5 mg/mL) foi adicionado a tubos de ensaio, contendo
5 mL de &gua destilada e 500 pL do reagente de Follin-Ciocalteau, 1 mL de solucéo
de Na2COs a 20%. Agitou-se bem e incubou-se por 30 min. As amostras foram lidas
a 725 nm no espectrofotometro Ultravioleta (UV) /Visivel. Uma solucdo padréo de
Acido Tanico foi utilizada como referéncia (40, 80, 120, 160, 200 pg/mL) nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. O teor de taninos hidrolisdveis expresso em mg

de ATG g de extrato. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.6.4 Determinacao do teor de alcaloides

A determinacdo do teor de alcaloides seguiu o método descrito por Ajanal,
Gundkalle e Nayak (2012). Inicialmente pesou-se 10 mg do extrato e dissolveu-se em

1 mL de etanol. Essa solucéo foi tratada com 1 mL de 2N HCI e filtrou-se. Essa solucao
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foi transferida para um funil de separacao e adicionou-se 5 mL de solucdo de verde
de bromocresol (3 mL de 2N NaOH e 69,8 mg de verde de bromocresol dissolvidos
em um baldo de 1L) e 5 mL de tampao fosfato de sodio 2 M pH 4,7 (preparou-se 1 L
de acido citrico a 0,2 M para ajustar o pH). A mistura foi agitada com 1, 2, 3 e 4 mL de
cloroférmio consecutivamente e coletadas em tubos de ensaio. As amostras foram
lidas a 470 nm no espectrofotdmetro Utravioleta (UV) /Visivel. Uma solucéo padrédo
de Atropina foi utilizada como referéncia, onde uma solucdo foi preparada na
concentracdo de 200 pg/mL e retiradas aliquotas de 0,2, 0,6, 1,0, 1,4 mL e transferido
para diferentes funis de separacdo. Em seguida, adicionou-se 5 mL de solugao
tampao de fosfato pH 4,7 e 5 mL de solugao de verde de bromocresol e a mistura
agitada comcom 1, 2, 3 e 4 mL de cloroférmio consecutivamente e coletadas em tubos
de ensaio. Um branco foi feito nas mesmas condicBes. O teor de alcaloides foi
expresso em mg de AE g?! de extrato. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata.

4.7 BIOENSAIO LARVICIDA

As larvas de A. aegypti foram obtidas a partir de mosquitos adultos,
provenientes de Teresina-Pl, mantidos em coldnia semifechada no Laborat6rio de
Parasitologia e Entomologia Sanitaria (LAPES-UFPI), a 28+1°C e 70+10% UR. Os
adultos séo alimentados com solucado acucarada concentrada e as fémeas realizam o
repasto sanguineo em camundongos. As larvas sdo alimentadas com racao de peixe
triturada durante toda fase evolutiva. A manutencao da colénia de mosquitos seguiu
0s parametros de biosseguranca para insetarios da Fundacdo Oswaldo Cruz-
FIOCRUZ (SILVA H.; SILVA I.; LIRA, 1998).

Para o teste com 0 OEAS, sessenta larvas 32 e 42 estadios foram selecionadas
e distribuidas igualmente em cada pote, contendo 0, 20, 40, 60, 80 e 100 ppm do 6leo
essencial, a partir de diluicdes seriadas, no volume final de 20 mL em Tween 20 0,02%
(v/v) em agua desclorada. O 6leo essencial foi preparado com Tween 20 a 0,02%
(v/v), afim de melhorar a solubilidade do 6leo. Foram avaliados a acéo larvicida da A.
squamosa apos 48 h de contato direto com as larvas. Da mesma forma procedeu-se
com o EEAS nas concentracdes 0, 50, 100, 200 e 500 ppm, onde o extrato foi

solubilizado em etanol 1%. Os bioensaios foram realizados em triplicata. Apés a
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exposi¢do, contou-se o numero de larvas mortas e a concentragfes letal que mata
50% das larvas (CLso) foi avaliada utilizando regresséo por analise em log dose-probit,
com o intervalo de confianca de 95%, realizados através do programa SPSS 16.0.
Apés as 48 horas, novas larvas foram adicionadas nas diferentes
concentragfes por mais 48 horas, afim de se verificar o efeito residual do 6leo

essencial.

4.8 TESTE DE TOXICIDADE FRENTE Artemia salina L.

Artemia salina L. € um microcrustaceo de agua salgada e que séo utilizados
para alimentar os peixes. Os seus ovos sao comercializados em lojas que vendem
comida para peixes e que podem permanecer no seco por muito tempo. Apos o
contato com agua salgada, os seus ovos eclodem com 48 horas dando origem a varias
larvas ou nauplios.

O ensaio com Artemia salina L. foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Meyer (1982), os ovos de A. salina foram colocados em agua salina artificial por
48 horas até a eclosdo e atingirem o estadio de nauplios, em seguida foram
transferidas para tubos de ensaio, ficando 10 nauplios em cada tubo. O ensaio com o
OEAS e o0 EEAS foi realizado em triplicata, contendo a solucéo salina nas seguintes
concentracdes: 0, 1, 25, 50, 100, 250 500, 1000 ppm. Apds 24 horas de exposicao,
contou-se o numero de mortos. A analise estatistica foi expressa em CLso
(concentracgao letal que mata 50% dos nauplios), com intervalo de confianca de 95%,
por regressdo em analise em log dose-probit, realizados através do programa Graph
Pad Prism 6.0.

4.9 INIBICAO QUANTITATIVA DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

O principio consiste em medir a taxa de produgao da tiocolina. A acetiltiocolina
(analogo da acetilcolina) é hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase formando a
tiocolina e acetato. A tiocolina produzida reage com o DTNB produzindo o anion
amarelo acido 5-tio-2-nitrobenzdico que pode ser medido em espectrotdbmetro a 412
nm (CHOUDHARY et al., 2003).
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A atividade inibitéria foi medida utilizando o ensaio em microplaca de 96 pocos
descrito por (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009) juntamente com (MACHADO et al.,
2015) com algumas modificacfes. Primeiramente, adicionou-se 25 pL da amostra do
Oleo e extrato, em seguida 50 pL do tampéo B e 25 pL de 0,22 U/mL da enzima AChE
e encubou-se a 37 °C por 15 min. Depois do periodo de incubacéo, adicionou-se 125
puL de DTNB 3 mM e 25 L de ATCI 15 mM. Logo apéds, realizou-se a primeira leitura
no leitor de microplaca, a primeira leitura foi considerada como o tempo de 0 min, e
apos 5 min realizou-se uma nova leitura. A absorbancia foi medida a 405 nm usando
um leitor de microplacas (marca Celer, modelo Polaris). O controle foi realizado
utilizando 25 pL de metanol ao invés do 6leo e seguindo os outros procedimentos. As
concentracdes utilizadas foram 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 mg/mL. O 6leo foi diluido em
10% de metanol em tampao A. A Rivastigmina foi utilizada como controle positivo nas
concentragdes 0, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 pg/mL.

A concentracdo que inibi 50% da enzima foi calculada (Clso), com intervalo de
confianca de 95%, por regressdo em analise em log dose-probit, realizados através
do programa Graphpad prism 6. Calculou-se a porcentagem de inibicdo através da
equacao: %inibicdo = 100 — (Aamostra — Acontrole) X 100.

Onde, Aamostra € @ variacdo das médias das absorbancias medidas da amostra
no tempo 0 e 5 min e Acontrole € @ variagdo das médias absorbancias medidas do

controle no tempo 0 e 5 min.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial extraido das folhas de Annona squamosa apresentou
coloragdo amarelo escuro, e um rendimento de 0,11%. O perfil cromatogréfico revelou
sete compostos (FIGURA 13), representando 84,78% do rendimento total do 6leo,
sendo todos os compostos sesquiterpenos. Os compostos majoritarios do OEAS
foram o trans-cariofileno (25,53%), germacreno D (22,70%) e o y-elemeno (14,86%)

como mostra a TABELA 1.

FIGURA 13 - PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DA Annona
sguamosa.
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O trans-cariofileno (3) é um sesquiterpeno biciclico e que contém um anel
ciclobutano caracteristica incomum aos compostos de produtos naturais (NCBI, 2019)
e gque apresenta varias atividades ja relatadas, dentre elas atividade antiparasitaria,
citotoxica (LEITE et al., 2013), anti-inflamatoria, antitumoral e antibactericida (JUNIOR

e PINTO, 2002). O trans-cariofileno pode ser encontrado em muitos 6leos essenciais.
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No geral, € encontrado na forma de mistura de isbmeros como o isocariofileno e o a-

humuleno (antigamente a-cariofileno).

TABELA 1 - CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DA Annona

squamaosa.
Sinal Leerpep:]%gg Cons,titL_Jinte Abundancia
(minutos) Quimico Relativa (%)
1 24,339 0 - Elemeno 4,00
2 26,638 B- Elemeno 5,47
3 27,656 Trans - Cariofileno 25,53
4 28,923 a — Humuleno 6,73
5 30,187 Germacreno D 22,70
6 30,779 y — Elemeno 14,86
7 31,026 Germacreno A 5,49
Total 84,78

FONTE: O proprio autor

Vérios trabalhos ja relataram estudos sobre a composicéo quimica do OEAS e
estes sugerem que ha uma invariabilidade na abundancia dos compostos, que sao
influenciados de acordo com a localizacdo. Campos et al. (2014) identificaram dez
compostos sendo 0s majoritarios a saber: o trans-cariofileno (28,71%), a -cariofileno
(14,46%) e o canfeno (18,10%) de uma espécie coletada no Brasil, divergindo com o
resultado do nosso estudo, que néo foi identificado o canfeno. O germacreno D
descrito em nossos estudos nao foi identificado no trabalho desenvolvido por Campos
et al. (2014). Em contrapartida, os 0leos essenciais extraidos da planta coletada em
outros paises identificaram uma variedade de constituintes, com abundancia de
monoterpenos, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados (JOY e RAO, 1997;
MEIRA et al., 2015)

Garg e Gupta (2005) analisaram a composicdo do 6leo essencial da A.
squamosa coletada na india. Nesse estudo o OEAS apresentou 18 constituintes
exibindo 85,8% do total do 6leo, onde os compostos majoritarios foram o trans-
cariofileno (22,9%) e o germacreno D (21,3%). No entanto, em comparacdo com

mesma espécie coletada na india, os autores identificaram 43 constituintes, que
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representou 88,6% do total do 6leo. Representados por monoterpenos oxigenados,
sequiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, no qual foi possivel relatar o trans-
cariofileno (15,9%), y-cadineno (11,2%) e epi-a-cadinol (9,4%) como constituintes
majoritarios (VERMA et al., 2016).

Por outro lado, o 6leo essencial obtido da espécie A. squamosa coletada no
Vietnd, descrito no trabalho de Thang et al. (2013), identificaram o germacreno D em
menor abundancia, com 2,5% e o trans-cariofileno e o B-cubebeno como constituintes
majoritarios com porcentagens de 21,5 e 13,0% respectivamente. O B-elemeno
também foi identificado com 5,2%, porcentagem similar ao descrito neste trabalho com
5,4%.

As caracterizacdes quimicas do OE da A. squamosa descritas, demonstram a
variabilidade do 6leo, pois em diferentes regibes apresentaram uma variedade de
constituintes. Porém, também foi possivel observar que na maioria dos estudos
composto majoritario trans-cariofileno foi identificado. E valido ressaltar, que a
variacdo do 6leo essencial depende de fatores climaticos, variabilidade genética,
composicao do solo e estacdes do ano, além do emprego de metodologias diferentes
(HARRAZ et al., 2014; SILVA et al., 2012).

5.2 RENDIMENTO E PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EEAS

O po das folhas (700g) da A. squamosa rendeu 55 g que foi expresso em 7,85%
de extrato bruto. Fatores como a metodologia de extracdo, a natureza da matriz do
vegetal, o tamanho das particulas, o tipo de solvente e a concentracdo utilizada, o
tempo e a temperatura podem influenciar na extragcdo e no rendimento do extrato
(FRANZEN et al., 2018). Portanto, € de suma importancia determinar o que se quer

extrair da matriz vegetal para empregar um dos diversos métodos de extracao.

Através da identificacdo preliminar, seguindo a metodologia descrita por
Soares et al. (2016) e Yusuf et al. (2004) foi possivel identificar as classes de
metabolitos secundarios no extrato, as quais se encontram destacados na TABELA 2.
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TABELA 2 - PROSPECGAO FITOQUIMICA DO EXTRATO de A. squamosa L.

Metabdlitos secundérios EEAS

Taninos condensados +
Flavonoides +
Triterpenos +
Saponinas +
Cumarinas -
Quinonas -
Alcaloides +

Os critérios de avaliagdo foram determinados com base na mudanca de coloracdo das reacdes,
formacgédo de precipitado ou visivel no UV, em que (+) significa a presencga, (-) auséncia da classe
quimica.

Vérios autores realizaram uma andlise fitoquimica do extrato etandlico das
folnas da A. squamosa L. e identificaram a presenca de alcaloides, flavonoides,
flavononas, triterpenoides, esteroides, flavonas, flavonois, xantonas, saponinas,
taninos e resinas (BRITO et al.,, 2008). No estudo realizado por Varadharajan,
Janarthanan e Krishnamurthy (2012), foi reportado a identificacdo de alcaloides,
carboidratos, flavonoides, quinonas, terpenoides, triterpenoides e taninos presente no
extrato das folhas da A. squamosa.

Ja nos experimentos de Chandrashekar e Kulkarni (2011) identificaram-se
diferentes compostos em diferentes fracdes. Na fracdo de éter de petrdleo identificou-
se esteroides, glicosideos e compostos fendlicos, além disso a fracdo cloroférmica
apresentou triterpenos, e na fracdo metandlica e aquosa identificou-se alcaloides,
flavonoides, saponinas e compostos fendlicos.

A prospeccao fitoquimica apesar de ser uma anélise qualitativa, ela nos fornece
um perfil quimico das possiveis classes de compostos presente nos extratos e nos da

um direcionamento para o isolar futuras substancias.

5.3 QUANTIFICACAO DO TEOR DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A quantificagdo dos metabolitos secundarios fendis, flavonoides e taninos
condensados, hidrolisaveis e alcaloides determinados através da curva de calibracdo
dos padrdes &acido galico, quercetina, catequina, acido tanico e alcaloides
respectivamente. Com a equacdo da reta foi possivel interpolar os valores de
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absorbancias das amostras, onde o0 y da equacao expressa a absorbancia (nm) e o x

a concentracgao (ug/mL).

5.3.1 Teor de fendis totais

O contetdo de fendis foi mensurado pelo reagente de Folin-Ciocalteu em
termos de equivalente de acido galico (GAE). Esse método consiste em reduzir o acido
fosfomolibdico-fosfotingstico através das hidroxilas fendlicas que em meio alcalino
esses compostos dissociam um préton formando o anion fenolato. A curva de
calibracdo do padrédo (Gréafico 1) permitiu determinar o teor de fendis no EEAS em
termos de &cido gélico. O resultado mostrou que o EEAS continha 55,33 £2,55 mg g’
1 de extrato. Esses resultados sdo aproximados ao encontrado por Varadharajan,
Janarthanan e Krishnamurthy (2012) que conteve 75,80 + 1,31 mg g no extrato das

folhas da Annona squamosa L.

Gréfico 1 - Curva de calibracdo dos fendis
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Esses resultados também se assemelham aos descritos por Benites et al.
(2011) do teor de fendis de extratos da polpa da Annona coriacea e sementes de
Annona sylvatica 57,67 +1,16, 58,10 + 1,45 mg g*. Esses estudos com compostos
fendlicos sdo relevantes para atividades antioxidantes pois esses compostos séo
sequestradores de radicais livres que agem contra o estresse oxidativo, inibem a
peroxidacdo lipidica prevenindo doencas cardiovasculares, cancerigenas,
neurodegenerativas e inflamatorias (BASKAR; RAJESWARI; KUMAR, 2007). Vérios

estudos ja descrevem a A. squamosa com propriedades antioxidantes. Kalidindi et al.
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(2015) elaboraram uma pesquisa com 0s extratos metandlico, cloroférmico e aquoso
e verificaram sua potencialidade como antioxidantes, onde o extrato metandlico

demostrou ser mais eficaz.

5.3.2 Teor de flavonoides

A andlise do teor de flavonoides foi determinada por meio do método
colorimétrico de cloreto de aluminio utilizando a curva de calibracdo da quercetina
(Grafico 2) como parametro. O conteudo de flavonoides encontrado para o extrato da
A. squamosa foi 367,69 + 3,97 mg g, contelido superior ao encontrado por Benites

et al. (2015) para os extratos da polpa e sementes da A. coriacea e A. sylvatica.

Grafico 2 - Curva de calibracdo dos flavonoides
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Esses metabdlicos secundarios sao importantes para diversos estudos como
atividade antioxidante, antimicrobiana, antifingica e antibactericida (BOAKYE et al.,
2015; RABELO et al., 2014). Estudos revelam que larvas que consomem compostos
fendlicos causam mortalidade e deformam as pupas, devido a oxidacdo dos tecidos
no intestino médio (PETACCI et al., 2012). Em uma revisao de literatura foi descrito
varios flavonoides que apontaram atividade larvicida e a familia Annonaceae se

destacou por dispor desses compostos ativos (GARCEZ et al., 2003).
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5.3.3 Teor de taninos condensados e hidrolisaveis

Os teores de taninos condensados e hidrolisaveis foram expressos em
equivalentes de catequina (Gréafico 3) e &cido tanico (Grafico 4). Para o EEAS foi
determinado 58,73 + 6,41 mg g de taninos condensados e 243,90 + 1,43 mg g* de
taninos hidrolisaveis. Esses resultados se assemelham aos descritos por
Varadharajan, Janarthanan e Krishnamurthy (2012), para o teor de taninos
condensados com 45,93 + 0,30 mg g no extrato da A. squamosa L. Benites et al.
(2011) também determinou valor aproximado de taninos condensados para as

sementes de A. sylvatica com 53,31 + 1,01 mg g~

Gréfico 3 - Curva de calibracédo da Gréfico 4 - Curva de calibracdo do acido
catequina tanico
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Uma substancia denominada tanino catequico obtido do extrato do caule de
Magonia pubescens apresentou um bom potencial larvicida contra as larvas do Aedes
aegypti, mostrando-se com uma alta toxicidade (VALOTTO et al., 2010).

As sementes da A. squamosa L. ja foram investigadas quanto a atividade
antioxidante e o conteudo de fendis e flavonoides presentes em diferentes extratos
hexanico, acetona, cloroféormio-metanol, etanol e agua. Apesar de terem apresentado
fendis e flavonoides, a atividade antioxidante ndo mostrou uma correlagao linear
significativa. Os extratos cloroférmio-metanol, etanol e 4gua foram os que obtiveram
melhores teores de fendis com 242,82 + 5,08, 171,58 + 7,31, 208,70 + 2,09 mg g de
extrato respectivamente. Para os flavonoides os extratos cetdnico e etandlico 32,66 +

8,13 e 42,44 + 1,13 mg g* e para a atividade antioxidante o extrato aquoso exibiu o
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melhor resultado com 777,64 + 15,05 g de &cido galico por grama de extrato
(KOTHARI; SESHADRI, 2010).

Rabelo et al. (2014) também quantificou os teores de fenadis e flavonoides totais
e avaliou a atividade antioxidante dos talos e folhas da Atemoia, um hibrido das
espécies A. cherimola Mill x A. squamosa L. O extrato etandlico dos talos foi mais
significativo pelo método do sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
(Clso =10,44 + 1,25 pg/mL) e por meio do sequestro de radicais ABTS (24,81 + 0,49%)).
Em contrapartida o extrato hexanico das folhas foi mais efetivo pelo ensaio beta-

caroteno/acido linoleico (41,12 + 4,35%).

5.3.4 Teor de alcaloides

Em relacdo ao teor de alcaloides uma equacao da reta do padrao atropina foi
utilizada para interpolar os valores de absorbancias das amostras e mensurar a
guantidade de alcaloides presente nas folhas da A. squamosa L. O teor de alcaloides

gue continha nas folhas foi pouco expressivo com a concentracéo de 0,068 + 0,00 mg

gt

Grafico 5 - Curva de calibracdo da atropina
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Muitos alcaloides ja foram isolados de espécies da familia Annonaceae.
Fechine et al. (2002) isolaram seis alcaloides das folhas de Duguetia trunciflora Maas,
um benzilisoquinolinico, quatro tetrahidroprotoberberinicos e uma berberina. E os
compostos isolados de Annonaceas também tem apresentado atividade citotoxica,
antitumoral, antiansiolitica e antibacteriana (SILVA et al., 2007; SURESH,;
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SHIVAKUMAR B.; SHIVAKUMAR S., 2012; LUNA CAZARES; GONZALEZ-
ESQUINCA, 2008).

Na literatura tem-se relatado a acao larvicida de alcaloides frente ao Aedes
aegypti. Garcez et al. (2009) testou a atividade larvicida do alcaloide isolado da Ocotea
velloziana, (+) — dicentrina e obteve resultados promissores como agente larvicida
contra o Aedes aegypti. Além disso, os alcaloides aporfinos e oxoaporfinico também
apresentaram essa atividade (GARCEZ et al., 2013; FEITOSA, 2009). Touré et al.
(2017) testou dois novos alcaloides sesquiterpenicos isolados da espécie Maytenus

oblongata, onde tiveram boa atividade larvicida.

5.4 ATIVIDADE LARVICIDA FRENTE AO Aedes aegypti

Diversos autores tém disposto critérios de avaliagdo como bons larvicidas
advindos de espécies vegetais. Segundo Cheng et al. (2003), éleos essenciais e
extratos que exibem valores de CLso < 100 ppm sdo consideradas como ativas e
valores maiores que 100 ppm inativas.

O odleo essencial da A. squamosa apresentou a CLso (concentracdo letal em
50%) igual a 76 ppm em 48 horas de exposicdo. Portanto, o 6leo essencial foi ativo
como um larvicida. O numero total de larvas mortas em 24 e 48 horas estédo

contabilizados na tabela a seguir:

TABELA 3: MORTALIDADE DAS LARVAS EM 24 E 48 HORAS DO OEAS

Concentragdes (ppm) 24 horas 48 horas

Total de mortes

Controle 0
20 2
40 4 11
60 5 13
80 7 16
100 8 17

FONTE: O proprio autor
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. Vérios trabalhos reportam a atividade larvicida de 6leos essenciais e seus
compostos isolados. Sousa et al. (2012) em seus experimentos com o 6leo essencial
da Capraria biflora, identificou o trans-cariofileno (31,1%) e o a-humuleno (43,0%)
como compostos majoritarios da composicao total, além disso, realizou a atividade
larvicida contra o Aedes aegypti, no qual, obteve CLso de 73,39 ppm, apresentando
uma boa atividade.

Por outro lado, em outros estudos com as espécies Croton hiliotropiifolius e
Hyptis pectinata que teve o trans-cariofleno como constituinte majoritario, com
porcentagens de 38,21 e 40,90% respectivamente, obtiveram atividades larvicidas
diferentes. A espécie H. pectinata adquiriu uma maior atividade larvicida 366,35 ppm
em relacdo ao 6leo de C. hiliotropiifolius com 550,68 ppm. Com isso, sugeriu-se que
a atividade larvicida possa ndo estar relacionada com o trans-cariofileno, embora
ambos tenham percentual de composicéo similares (SILVA, 2006).

Tendo em vista que diversas plantas que apresentaram o trans-cariofileno
como constituinte principal, alguns autores sucederam com ensaios larvicidas contra
0 Aedes aegypti com o composto isolado. Silva et al. (2008) e Ddria et al. (2010) em
seus trabalhos avaliaram a atividade larvicida do A. aegypti com o trans-cariofileno e
a toxicidade foi muito baixa com CLso de 1038 e 1202 ppm, respectivamente.

O dleo essencial da A. squamosa L. possui o germacreno D, também como
composto majoritario, e a sua toxicidade ja foi testada. O 6leo essencial das folhas de
Chloroxylon swietenia DC que possui 0 germacreno D como um dos constituintes
principais mostraram ser um potente larvicida com CLso igual a 16,5 ppm e o
germacreno D isolado apresentou CLso 63,6 ppm (KIRAN et al., 2006). Diante disso,
€ valido ressaltar que o potencial larvicida de um 6leo essencial pode ser atribuido
tanto ao seu composto majoritario, como por suas substancias agindo em sinergismo,
aumentando o efeito toxico sobre as larvas. Estudos revelam que o 6leo essencial
pode apresentar uma maior atividade em relagéo aos seus compostos isolados (DIAS
e MORAES, 2014).

O extrato etandlico da A. squamosa L. ndo apresentou mortalidade em 50%
das larvas com 48 horas de exposicdo (TABELA 4). ApOs 48 horas, apenas a
concentracdo de 500 ppm houve um aumento na mortalidade, as outras

concentracdes nao alteraram.
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TABELA 4: MORTALIDADE DAS LARVAS EM 24 E 48 HORAS DO EEAS

Concentragdes (ppm) 24 horas 48 horas

Total de mortes

Controle 0 0
50 3 3
100 3 3
200 2 2
500 4 13

FONTE: O pr6prio autor

Kumar et al. (2011) avaliou atividade larvicida contra o Aedes aegypti do extrato
cloroférmio das folhas da A. squamosa L. e foi observado CLsode 219,41 ppm, pouco
eficiente para a mortalidade das larvas. Varias espécies da familia Annonaceae tem
sido objeto de estudo quanto a atividade larvicida contra as larvas do A. aegypti.

Em um estudo conduzido por Hoe et al. (2010) o extrato cloroférmio da Annona
muricata exibiu uma potente atividade larvicida com CLso de 0,9 ppm. O extrato
cloroférmio e metandlico da espécie Annona reticulata exibiram boa atividade larvicida
contra as larvas de A. aegypti com ClLso igual a 58,73 ppm (MOHANKUMAR,;
VIJAYAN, 2017) e 95,24 ppm (MOHANKUMAR; SHIVANNA; ACHUTTAN ,2016)
respectivamente. Extratos etanolicos da Annona crassiflora foram altamente toxicos,
com ClLsode 0,71 e 8,94 ppm para a casca da raiz e madeira da raiz, e 0 extrato das
sementes de Annona glaba 0,06 ppm (OMENA et al., 2007).

Espécies da familia Annonaceae causaram a mortalidade das larvas em 100%
na concentracdo de 100 ppm dos extratos metandlico e hexanico da A. coriacea e
metandlico da Annona mucosa. Enquanto a Annona crassiflora provocou a
mortalidade em 90% na concentracdo de 1000 ppm para os extratos metandlico,
hexanico, diclorometano e fracdo hexanica (COSTA et al., 2013), portanto inativos
segundo a classificagdo de Cheng et al. (2003) e Komalamisra et al. (2005). Varias
espécies do bioma do cerrado brasileiro foram avaliadas contra as larvas do Aedes
aegypti, no qual duas espécies da familia Annonaceae apresentaram boa atividade
larvicida, a Duguetia furfuracea e Annona crassiflora com 56,6 e 23,06 ppm,
respectivamente (RODRIGUES, 2006).
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5.5 EFEITO RESIDUAL

O efeito residual é realizado a fim de se obter caracteristicas quando a acdo
larvicida, tais como a eficiéncia a longo prazo e 0s possiveis mecanismos de acao
envolvidos como a ingestdo ou contato (DILL; PEREIRA, COSTA, 2012). Assim,
novas larvas do terceiro e quarto estadio foram colocadas em contato direto com o
OEAS nas diferentes concentracdes e apés 48 horas observado o seu efeito. Como o
EEAS nédo teve mortalidade, o efeito residual néo foi realizado. O OEAS ap0és as 48
horas continuou matando as larvas, no entanto houve uma diminuicdo em relacéo ao
primeiro contato das larvas com o 6leo essencial. Com isso, pode-se sugerir que as
larvas possam estar consumindo o 6leo e o seu efeito pode estar relacionado com a
ingestdo, no entanto é necessario que se realize outros ensaios mais especificos. A

mortalidade das larvas do efeito residual encontra-se sumarizado na TABELA 5.

TABELA 5 - EFEITO RESIDUAL DE OEAS COM 24 E 48 HORAS

Concentragdes (ppm) 24 horas 48 horas

Total de mortes

Controle 0
20 0

40 1
1

3

60
80

100 2
FONTE: O proprio autor

N o o A O O

Pontes et al. (2005) definiu o efeito residual como a capacidade que um
larvicida tem de permanecer matando os organismos alvo por um determinado tempo.
Nesse estudo foi realizada uma analise comparativa do efeito residual dos larvicida
temeéfos (controle quimico) e o Bacillus thuringiensis (controle biologico) afim de
verificar a eficiéncia desses produtos a longo prazo. Com isso, observaram que o
teméfos obteve melhores resultados com longos dias de exposi¢ao ao produto, apesar

de que houve renovacao de 4gua nos recipientes todos os dias.
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Estudos com o 6leo essencial da Tagetes minuta L ndo apresentou efeito
residual sobre as larvas do terceiro estadio de diferentes locacdes mesmo
empregando o dobro e o triplo da CLg ap6s uma semana de contato (LIMA et al.,
2009).

5.6 TESTE DE TOXICICIDADE FRENTE Artemia salina L.

O teste biolégico com a Artemia salina L. é utilizado afim de se obter uma
caracteristica sobre a toxicidade de compostos de plantas, visto que esses compostos
posam ser toxico em certas doses. O teste € um ensaio preliminar, para que depois
do isolamento de substancias outros ensaios mais apropriados possam ser
empregados. Esse ensaio ainda é muito empregado por ser de baixo custo e versatil
(MEYER et al., 1982). A toxicidade frente aos nauplios demonstra uma boa relacéo
entre a atividade citotoxica contra organismos de ambientes marinhos (VANHAECKE
et al., 1981), agentes antitumorais, pesticidas, antifungicas (PISUTTHANAN et al.,
2013; MEYER et al., 1982), atividade anti Trypanosama cruzi (ZANI et al., 1995), entre

outros.

O bioensaio da Artemia salina L. com o dleo essencial da Annona squamosa L.
mostrou ser altamente toxico com valor de CLspigual a 1,12 ppm (concentracao letal
de 50% dos nauplios). Oleos essenciais com toxicidade frente os nauplios de A. salina
L. que possuem CLso < 500 ppm, podem ser considerados bons candidatos a testes
com atividade larvicida para o Aedes aegypti (CHENG et al., 2003). Meyer e seus
colaboradores (1982), definiram uma relacao entre o grau de toxicidade da amostra e
a CLso, onde a CLso > 1000 ppm séo consideradas atéxicas e a CLso < 1000 ppm toxica

frente as larvas do microcrustacio.

O 6leo essencial da espécie Syzygium aromaticum (cravo-da-india), que possui
o trans-cariofileno (37,2%) como um dos compostos majoritarios, obteve CLso igual a
1 ppm, portanto, altamente toxico. No entanto, o principal constituinte do Oleo, o
eugenol isolado, também apresentou alta toxicidade com CLso de 18,3 ppm, porém
nao se descarta a possibilidade dos seus outros componentes estarem agindo com o
efeito toxico (GOMES et al., 2018). Zheng, Kenney e Lam (1992) identificaram os

compostos trans-cariofileno, éxido de cariofileno e a-humuleno da mesma espécie
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(Syzygium aromaticum), e esses sesquiterpenos demonstraram ser potentes agentes
carcinogénicos. Nos estudos de Rosa et al. (2016), sugeriram que o Oleo essencial
das folhas de Myrcia sylvatica possui CLsode 79,44 ppm e a composi¢édo do seu 6leo
também apresentou o trans-cariofileno como constituinte majoritario. Os O6leos
essenciais obtidos das espécies Lantana camara L e Lantana sp (Verbenaceae) que
tinham como predominancias os compostos trans-cariofileno, germacreno D e o
biciclogermacreno mostraram ser altamente toxicos com ClLso igual a 14 e 24 ppm,
respectivamente (COSTA et al., 2009).

Estudos registrados na literatura para espécie Eremanthus erythropappus
mostrou valores de CLso de 9,59 e 9,25 ppm para o 0leo essencial das folhas jovens
e adultas, respectivamente. A analise no CG-EM revelou que na espécie continha os
compostos majoritarios B-pineno, trans-cariofileno, (B-mirceno e germacreno D
(SOUSA et al.,, 2008). Mclaughlin, Rogers e Anderson (1998) em seus estudos
mostraram que existe uma boa relacdo entre o efeito toxico da Artemia salina L. com
diferentes células tumorais. Diante a esses resultados, pode-se concluir que o trans-
cariofileno, germacreno D e o a-humuleno presente no 6leo da A. squamosa L. podem
estar contribuindo isoladamente ou por sinergismo com o efeito téxico nos nauplios

de Artemia salina L.

Para o EEAS nao foi possivel calcular a CLso pois houve 100% de mortalidade
em todas as concentracfes testadas. Pisutthanan et al. (2004) ja haviam relatado em
suas pesquisas a toxicidade dos nauplios de A. salina L. do extrato metandlico das
folhas e a casca do caule da Annona squamosa L. e demonstraram ser altamente
toxicos com CLsoigual a 1,49 e 6,53 ppm respectivamente. Varios estudos reportam
a toxicidade sobre a A. salina com espécies do género de Annona, além disso, estudos
comprovam o seu potencial como agente antitumoral. As folhas e a casca do caule de
Annona muricata apresentaram resultados CLso das Artemia salina superiores a 80
ppm e ambos obtiveram citotoxicidade sobre as linhagens tumorais SF295, OVCAR-
8, HCT-116 e HL-60, dando destaque ao extrato da casca do caule que conteve maior

efeito citotdxico.

O teste da Artemia salina L. para os extratos metandlico, cloroférmico, éter de
petrdleo e hexanico da Annona reticulata revelaram alta toxicidade com as
concentracdes de 1,08, 1,09, 1,99 e 3,126 ppm respectivamente. Além disso, entre 0s
extratos quando investigados sobre a atividade antitumoral, o extrato metandlico foi o
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que apresentou melhor atividade, inibindo o crescimento do tumor quando testado in
vivo (BISWAS et al., 2012). A espécie Annona cherimola quando avaliado as fracdes
do extrato cloroformio as fragcdes que mais obtiveram toxicidade foram aquelas que

continham acetogeninas, com CLso menor quel ppm (COLOM, 2007).

Embora o ensaio da Artemia salina L. tenha apresentado uma alta toxicidade,
0 extrato da A. squamosa L. ndo mostrou correlagdo com atividade larvicida do Aedes
aegypti ja que mesmo na maior concentracdo (500 ppm) ndo houve 100% de

mortalidade, contrapondo o que foi sugerido por Cheng et al. (2003).

5.7 ATIVIDADE DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Compostos organofosforados e carbamatos sdo sitios-alvo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). AChE € uma enzima responsavel pela hidrélise da
acetilcolina, um neurotransmissor importante que auxilia no processo de transmissao
de impulsos nervosos. Ao inibir a enzima, ocorre um aumento de niveis de acetilcolina
na fenda sinaptica e o impulso nervoso nao € cessado que leva consequentemente a
morte do inseto. Como esses compostos tém ocasionado uma série de problemas
como a resisténcia dos insetos, poluicdo ambiental e toxicidade tanto para os seres
humanos como os organismos néo alvo, buscam-se por novas alternativas como o
uso de produtos naturais com ac¢ao larvicida (BRAGA e VALLE, 2007a; GARCEZ,
2013).

Como forma de verificar um dos mecanismos de acédo do 6leo essencial nas
larvas, como a inibigcdo da enzima no sistema nervoso central, realizou-se o teste de
inibicdo da enzima AChE.

De acordo Vinutha et al. (2007), substancias testadas nas concentragées de
100 pg/mL que assumem valores de porcentagens de inibicdo maior que 50% séao
potentes inibidores, de 30-50% s&o moderados e valores menores que 30% sé&o

inativos ou apresentam baixa atividade.

Portanto, o OEAS nao apresentou inibicdo da enzima, pois ndo obteve
porcentagem de inibicdo em 50% mesmo na maior concentragao de 10 mg/mL, nao
sendo possivel assim, determinar a Clso (concentracdo que inibi a enzima em 50%).
O controle positivo Rivastigmina teve Clso igual a 0,363 pg/mL (0,272-0,4841), R?

0,9880. A FIGURA 14 apresenta as porcentagens de inibicdo do 6leo essencial, onde,



62

na maior concentracao (10 mg/mL) a porcentagem de inibic&o foi aproximadamente

17%, que de acordo Vinutha et al. (2017), ndo apresenta atividade.

FIGURA 14: PORCENTAGENS DE INIBICAO DO OLEO ESSENCIAL DA Annona squamosa L.
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A solubilidade do 6leo deve ter sido um dos fatores que tenham contribuido
para o resultado do ensaio enzimatico, visto que o 6leo essencial apresentava baixa
solubilidade em metanol, solvente utilizado no teste. Além disso, a morte das larvas
do Aedes aegypti pode estar associada a outros mecanismos de acao (SANTOS,
2014). Os o6leos essenciais de plantas, seus compostos isolados e extratos tém sido
investigados quanto a inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Em estudos realizados
por Silva et al. (2014) com Oleos essenciais da familia de espécies Piper, P.
anonifolium e P. aleyreanum que apresentaram o trans-cariofileno, a-humuleno e o
elemeno, compostos presentes também o OE da A. squamosa L. demonstraram ser
100 vezes mais potentes que a fisostigmina, um medicamento utilizado no tratamento
da doenca de Alzheimer

Jyotshna et al. (2015) atribuiram a atividade acetilcolinesterase apresentada no
Oleo essencial da espécie Artemisia maderaspatana aos compostos trans-cariofileno,
a-humuleno, a-copaeno e calareno. Concluiu-se que, o trans-cariofileno e o a-
humuleno podem estar contribuindo com a atividade inibitéria associada ao efeito
sinérgico dos dois compostos ou ainda, com outros compostos de baixa abundancia.
Esses estudos com Oleos essenciais que contém as mesmas substancias que a A.

squamosa e apresentaram uma boa inibicAo da enzima acetilcolinesterase,
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corroboram com a ideia de que a solubilidade do 6leo pode ter influenciado no teste,
visto que ambos foram realizados nas mesmas condicoes.

Para o extrato da Annona squamosa L. também néo houve inibi¢cdo da enzima,
no entanto, espécies pertencentes a familia Annonacea tém sido relatados quanto a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Formagio et al. (2015) em seus estudos
avaliaram o extrato metandlico das sementes, folhas e capitulo floral das espécies
Annona crassiflora, Annona coriacea, Annona sylvatica, Annona cacans e Dugurtia
furfuracea observou que as sementes de Annona coriacea foram mais ativas com 52%
de inibicdo na concentragdo de 1,5 mg/mL. Em outro trabalho o 6leo das sementes da
espécie Annona hypoglauca exibiu uma boa inibicdo com 79,55% (SANTOS et al.,
2015).

Um alcaloide aporfinico isolado da espécie Meliusa thorelii obteve uma boa
inibicdo da enzima em relagdo a outros alcaloides com 50,17% e atribuiram essa
melhor atividade em relacdo aos grupos metoxi e hidroxi na estrutura desses
compostos (DAMTHONGDEE; CHAOWASKU, 2018).

Devido a utilizacdo do temefos como larvicida e os seus efeitos adversos
causados ao meio ambiente e aos seres vivos, Griza et al. (2008) realizaram uma
pesquisa em relacdo a contaminacdo de aguas superficiais devido ao uso de
agrotoxicos a base de organofosforados. Nesse estudo avaliaram a inibicao da enzima
acetilcolinesterase por esses organofosforados presente nos rios e verificaram que
dos 15 pontos de coleta, 5 apresentaram contaminacéo, onde a inibicdo da enzima foi

maior que 40 pg/mL.
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6 CONCLUSAO

As analises através de CG-EM nos permitiu caracterizar o 6leo essencial da A.
squamosa, que apresentou como compostos majoritarios 0os sesquiterpenos: trans-
cariofileno, germacreno D e y-elemeno. Na prospeccao fitoquimica, o EEAS revelou a
presenca de alcaloides, triterpenos, taninos condensados, flavonoides e saponinas.
Na quantificacdo determinada por métodos espectrofotométricos apresentou 55,33 +
2,55 mg g! de teor de fendis, 58,73 + 6,41 mg g de taninos condensados e 0,068 +
0,00 mg g* de alcaloides, e altos teores de flavonoides (367,69 + 3,97 mg g?) e

taninos hidrolisaveis (243,90 + 1,43 mg g).

Na avaliacdo do ensaio larvicida o 6éleo essencial apresentou CLso igual a 76
ppm e o extrato ndo apresentou mortalidade em 50% apos 48 horas, portanto apenas
o Oleo foi efetivo como um larvicida. No efeito residual, o OEAS continuou matando as
larvas apOs 48 horas, no entanto em menor proporcdo, sugerindo-se que as larvas
possam estar consumindo o 6leo. Para o extrato ndo foi possivel determinar o efeito

residual, visto que nao teve mortalidade efetiva.

No ensaio quantitativo da enzima AChE tanto o OEAS como o EEAS néo houve
inibicdo pois ndo obtiveram porcentagem de inibicdo minima de 50%. Fatores como a
solubilidade do 6leo podem ter interferido no resultado. Além disso, pode-se sugerir
outras vias de mecanismos para a mortalidade das larvas do A. aegypti. O ensaio
frente a Artemia salina do OEAS a CLso foi 1,12 ppm e do EEAS causou 100% de
mortalidade em todos 0s microcrustaceos, ou seja, altamente téxicos, nao
demostrando correlacdo EEAS com a mortalidade do A. aegypti. Esses resultados que
nos motivam a realizar novos bioensaios em relacdo ao 6leo essencial da A.

squamosa com acgao antiproliferativa.

Portanto, esses estudos nos motivam a averiguar quais as vias que causaram
a mortalidade das larvas para o OEAS, e por qual composto é responsavel pela acao
larvicida, se é por meio de seus compostos majoritarios agindo isoladamente ou por
sinergismo com outros compostos de baixa abundancia, fazendo-se necessario

avaliar as atividades de seus compostos isolados.
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ANEXO 1 - PREPARO DOS REAGENTES PARA O TESTE DE INIBICAO DA
ENZIMA

Preparo dos tampodes A,Be C

O tampéao A foi elaborado dissolvendo-se 3,0285 g de tris-HCl em 350 mL de
agua miliporo. E seguida, adicionou-se acido cloridrico com agitagao para ajustar o

pH até 8 com aparelho medidor de pH e adicionou-se a agua para completar 500 mL.

O procedimento para elaboragao do tampao B consisti em adicionar 50 mM
Tris-HCI pH 8, contendo 0,1% albumina bovina (BSA).

O tampéo C foi elaborado utilizando-se 50 mM Tris-HCI pH 8, contendo 0,1 M
NaCl e 0,02 M MgCl2 -6 H20.

O tampao D foi elaborado dissolvendo-se 3,0285 g de tris-HCI em 350 mL de
agua miliporo, foi adicionado entéo acido cloridrico com agitagcao para ajustar o pH até
8 com aparelho medidor de pH e adicionou-se 450 mL de agua para completar, 50 mL

de metanol.
Todos os tampdes sao conservados na geladeira.
Obtencéo da Enzima

A enzima acetilcolinesterase (tipo VI-s, liofilizada, 292 U/mg sélida, 394 U/mg
proteina) foi adquirida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO. USA). A enzima
liofilizada foi dissolvida em tamp&o A para ter uma solugao estoque 1000 U/ml, e entao
se dilui em A para obtengdo de 5 U/mL da enzima para ensaio qualitativo em

cromatografia em camada delgada (CCD).



