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RESUMO

Entre as varias doencas transmitidas por insetos, o Aedes aegypti configura
como principal vetor de transmissdo dos virus da dengue, febre amarela,
chikungunya e zika. Dados da Organizacdo Mundial de Saude classificam a
dengue como um dos principais agravantes da saude publica no mundo, onde,
anualmente, estima-se que ocorrem 50 a 100 milhdes de casos produzidos
pelos quatro sorotipos diferentes, em mais de 100 paises, de todos os
continentes, com excecédo da Europa. Estudos tém mostrado que a utilizacao
de plantas e de seus derivados como repelente e inseticida € tdo antiga quanto
a civilizagdo humana, com relatos em sistemas milenares no mundo todo,
como China, india e Tibet. Neste contexto, esta pesquisa teve como principal
objetivo realizar analise fitoquimica do extrato etandlico das folhas e sementes
de Annona montana, bem como identificacdo e quantificacdo de classes de
metabolitos secundarios, além de avaliar a atividade inseticida sobre o vetor
Aedes aegypti. O extrato foi obtido por meio de maceragdo em etanol, e as
fracbes foram obtidas em solventes organicos por particdo liquido-liquido
(hexano, clorofomio, acetato de etila e metanol) em ordem crescente de
polaridade. Pelo screening fitoquimico foi possivel identificar a presenca de
alcaloides, taninos, cumarinas, saponinas, flavonoides, quinonas, triterpenos e
esterdides. Na triagem fitoquimica o teor de polifendis, flavonoides, taninos e
alcaloides foi determinado com base em métodos espectrofotométricos, onde
foi possivel quantificar polifendis (folhas= 249 ug/g, sementes= 102 ug/g)
flavonoides (folhas= 101 ug/g, sementes= 89 ug/g) e alcaloides (folhas= 0,296
Mg/g, sementes= 0,346 ug/g), ndo sendo possivel quantificar taninos por conta
dos limites de deteccédo e quantificacdo que foram menores do que o esperado.
As fragBes metandlicas tanto das sementes como das folhas foram submetidas
a analise de HPLC por meio de gradiente de eluicdo, no qual foi utilizado o
método de gradiente acetonitrila/dgua (8:2), e metanol/agua (8:2) cuja melhor
resposta apresentou-se na fragdo da semente, com tempo de retengdo entre
2,5 e 25 minutos, caracteristico da presenca de acetogeninas. Foram
realizados ensaios para verificar a bioatividade do extrato e das fracdes, neste
sentido a fracdo metandlica das sementes de A. montana, foi a que apresentou
maior efeito inseticida para o controle das larvas de A. egypti, em comparacao
com os demais tratamentos. A fragcdo metandlica teve melhor resultado de
mortalidade por via de ingestdo (100%), quando comparado ao contato por
superficie contaminada (50%). A concentracdo letal 90% (CLgy 24h= 20,978
ug/ml; CLgo 48h= 10,356 ug/ml ), apresentou maior mortalidade para o teste de
ingestao e contato. Considerando-se os resultados obtidos, nas condi¢bes do
presente estudo, pode se concluir que a fracdo em metanol das semente de A.
montana, do extrato em etanol obtido por particdo liquido-liquido € promissor
para elaboracdo de formulacdes capazes de promover efeito inseticida,
propiciando niveis satisfatérios de controle. Entretanto € fundamental analisar a
fitoquimica das fragcbes, determinando qual o principio ativo mais atuante na
mortalidade dos insetos, bem como avaliar a toxicidade das fragbes a fim de
tornar os resultados deste estudo em um produto comercialmente viavel.

Palavras-chave: Annona montana, Graviola, Aedes aeygpti, analise
fitoquimica, atividade repelente



ABSTRACT

Among the various diseases transmitted by insects, Aedes aegypti is the main
transmission vector of dengue virus, yellow fever, chikungunya and zika. Data
from the World Health Organization classify dengue as one of the major
aggravators of public health in the world, where an estimated 50 to 100 million
cases are produced annually by the four different serotypes in more than 100
countries of all continents, with the exception of Europe. Studies have shown
that the use of plants and their derivatives as a repellent and insecticide is as
old as human civilization, with reports in millenarian systems around the world,
such as China, India and Tibet. In this context, this research had as main
objective to perform phytochemical analysis of the ethanolic extract of leaves
and seeds of Annona montana, as well as identification and quantification of
classes of secondary metabolites, besides evaluating the insecticidal activity on
the Aedes aegypti vector. The extract was obtained by maceration in ethanol,
and the fractions were obtained in organic solvents by liquid-liquid partition
(hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol) in increasing order of polarity.
Through phytochemical screening it was possible to identify the presence of
alkaloids, tannins, coumarins, saponins, flavonoids, quinones, triterpenes and
steroids. In the phytochemical evaluation, polyphenols, flavonoids, tannins and
alkaloids were determined based on spectrophotometric methods, where it was
possible to quantify flavonoids polyphenols (leaves = 249 ug / g, seeds = 102
Mg / g) seeds = 89 ug / g) and alkaloids (leaves = 0.296 ug / g, seeds = 0.346
Mg / g), it was not possible to quantify tannins because of the limits of detection
and quantification that were lower than expected. The methanol fractions of
both seeds and leaves were subjected to HPLC analysis by means of an elution
gradient in which the acetonitrile / water (8: 2) gradient method and methanol /
water (8: 2) gradient response occurred in the seed fraction, with retention time
between 2.5 and 25 minutes, characteristic of the presence of acetogenins. In
order to verify the bioactivity of the extract and the fractions, the methanolic
fraction of the A. montana seeds was the one with the highest insecticidal effect
for the control of the A. egypti larvae, in comparison to the other treatments.
The methanolic fraction had a better mortality result through ingestion (100%),
when compared to contaminated surface contact (50%). The 90% lethal
concentration (CLgo = 20.978 ug/ml) presented higher mortality for the ingestion
and contact test. Considering the results obtained, in the conditions of the
present study, it was possible to conclude that the methanol fraction of the A.
montana seed from the ethanol extract obtained by liquid-liquid partition is
promising for formulations capable of promoting insecticidal effect, providing
satisfactory levels of control. However, it is fundamental to analyze the
phytochemistry of the fractions, determining the most active active principle in
insect mortality, as well as to evaluate the toxicity of the fractions in order to
make the results of this study a commercially viable product.

Keywords: Annona montana, Graviola, Aedes aeygpti, Phytochemical analysis,
repellent activity
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1 INTRODUCAO

Os insetos séo artropodes de grande importancia para a saude publica, uma
vez que muitas espécies sdo vetores de doencas infecciosas e parasitarias em todo
o mundo. Estima-se que doencas transmitidas por insetos vetores sejam
responsaveis por causar doencas em mais de 2 milhdes de pessoas anualmente
(SANTOSH; RAGAVENDRAN; NATARAJAN, 2015).

Entre as varias doencas transmitidas por insetos, o Aedes aegypti configura
como principal vetor de transmissédo dos virus da dengue (DENV), febre amarela
(YFV), chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV). Essa espécie de mosquito é originaria da
Africa, e foi introduzida nas Américas durante o periodo da colonizacdo e
escravidao. Atualmente esté distribuido por quase todo o mundo, principalmente em
regides tropicais e subtropicais (ABREU; FARIA; AFFELDT, 2015).

Fatores politicos, econdmicos e sociais corroboraram para a expansao do A.
aegypti, tais como: crescimento populacional, auséncia de saneamento basico,
modernizacdo e fragilidade das campanhas de controle vetorial. No momento, a
principal estratégia para o manejo da disseminacao do A. aegypti tem sido o controle
dos criadouros de mosquito, com o intuito de impedir a oviposicdo e,
consequentemente, chegarem a fase adulta (NASCIMENTO, 2014).

Contudo, o constante uso de inseticidas e repelentes quimicos sintéticos,
para esta funcdo, tem selecionado populacbes de mosquito cada vez mais
resistentes, onde o monitoramento deste problema é um dos fatores decisivos para
0 sucesso das acdes que visam a reducdo populacional de espécies de mosquitos
como o A. aegypti (LEITE, 2011; LIMA; PIMENTA; BOAVENTURA, 2010).

Recentemente, estudos tém apontado que a resisténcia a inseticidas em
culicideos é o fenbmeno de adaptacdo evolutiva mais rapido j4 observado, cujos
principais mecanismos se dao por: penetracdo reduzida do constituinte quimico,
comportamental, metabolismo do proprio inseticida e modificacdo do sitio alvo. No
Brasil, por exemplo, a diversidade das populacdes de A. aegypti de diferentes
regides geograficas apresentam algum nivel de resisténcia em seu controle (ROSA,
2016).

Assim, com o grande risco que o0 A. aegypti pode trazer, bem como a

ineficacia e os danos causados pelos inseticidas e repelentes sintéticos, é
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imprescindivel que se busque métodos alternativos, seguros e eficientes para o
controle do vetor. Nesse sentido, o0 emprego de substancias repelentes e inseticidas
extraidas de plantas, torna-se uma maneira natural e eficaz no combate deste grave
problema de saude publica (SOUZA, 2012).

Pesquisas sugerem que a utilizacdo de plantas e de seus derivados como
repelente e inseticida é tdo antiga quanto a civilizagdo humana, com relatos em
sistemas milenares no mundo todo, como China, india e Tibet. Aproximadamente ha
70 anos atrds, cerca de 1.600 espécies de plantas ja apresentavam estas
propriedades, e hoje, mais de 2.500 espécies tém potencial inseticida e/ou repelente
comprovados cientificamente (CORDEIRO; CHUNG; SACRAMENTO, 2005;
RABELO, 2014; TEIXEIRA et al, 2014).

Nesse sentido, registros indicam que plantas produzem compostos
secundarios em seu metabolismo. Esses compostos podem ser considerados
mecanismos de defesa da planta, uma vez que possuem substancias bioativas que
podem ser repelentes, causar intoxicacGes, deformidades fisicas ou, até mesmo,
morte em insetos que tiverem contato com elas (TEIXEIRA et al., 2014).

Por definicdo, repelentes sdo substancias quimicamente volateis, que tém
acdo local ou a distancia, capazes de afastar um respondedor da fonte de estimulo,
blogueando a atracdo de uma fonte de odor de insetos. Ja os inseticidas, séo
substancias quimicas utilizadas como meio pratico e econdmico de prevenir a
transmissao de doencas ao homem, criando uma barreira de odor, capaz de matar
insetos em alguma fase de desenvolvimento, ndo permitindo a concluséo do seu
ciclo de vida, seja promovendo a destruicdo dos ovos, larvas (larvicidas) ou insetos
adultos (NERIO; VERBEL; STASHENKO, 2010; SOUSA et al, 2017).

Vantagens em ter repelentes e inseticidas derivados de plantas séo
amplamente conhecidas, pois estas auxiliam no controle de pragas, podendo ter
efeito larvicida, inibidores de oviposicéo, de crescimento e reproducéo. Além disso, o
uso dessas substancias em baixas concentragfes, sdo de amplo espectro, com
melhor aproveitamento do composto ativo, que respeitam o meio ambiente, estando
de acordo com os ideais ecolégicos de sustentabilidade do sistema produtivo
(MACIEL et al., 2010).

Entre as plantas com potenciais inseticidas e repelentes, a da familia
Annonaceae tem sido estudada amplamente nas ultimas décadas devido ao seu
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potencial terapéutico. Quimicamente, esta familia de planta se caracteriza por
bioproduzir  esteroides, flavonoides, peptideos, diterpenos, alcaloides e
acetogeninas. Esta ultima categoria é detentora de ampla atividade biolégica com
propriedade citotdxica, imunossupressora, antiparasitaria, antimicrobiana, vermicida,
atitumoral e pesticida (MATSUMOTO et al., 2010; SOARES et al., 2016).

Portanto, tendo em vista os problemas de salde ocasionados pela
proliferacdo do mosquito A. aegypti, assim como a impossibilidade de erradicar o
vetor com alta capacidade de adaptacéao, e complicacbes com o uso de inseticidas
sintéticos, além da crescente demanda por métodos de controle mais eficazes, este
estudo teve por objetivo realizar a investigacdo fitoquimica e atividade inseticida de

Annona montana sobre o vetor A. aegypti.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Caracteristicas do mosquito A. aegypti (Linnaeus, 1762)

O Aedes aegypti € um mosquito representante da ordem Diptera,
pertencente a familia Culicidae, geralmente confundido com o pernilongo devido ao
tamanho (5 a 7 mm). Caracteriza-se pela presenca de aparelho bucal tipo sugador-
pungitivo, e tegumento predominantemente negro com escamas branco-prateadas,
tipico do género Aedes (ver figura 1) (MARTINS & VIEIRA, 2013).

Apresenta distribuicdo mundial, principalmente em regides tropicais e
subtropicais, com ocorréncia em paises do sudeste asiatico, Américas, Africa,
Pacifico e Mediterraneo (WHO, 2009). Sdo capazes de suportar temperaturas entre
5°C e 42°C, podendo ter suas atividades reduzidas a espera de temperaturas
favoraveis, isso os torna adaptados ao ambiente urbano, que associado ao alto grau
de antropofilia e atividade hematofagica diurna, potencializa a importancia
epidemioldgica na transmissdo de doencas como dengue e febre amarela

(UTSUNOMYIA et al., 2008).

Figura 1: Caracteristicas para identificacdo do mosquito Aedes aegypti.

Manchas brancas
nas patas e no corpo

Tamanho menor que 1 cm

Corpo e asas pretas

Fonte: http://wwtudoemdia.blogspot.com.br/2015/05/mosquito-da-dengue.html
A alimentacé&o tanto dos mosquitos machos como das fémeas é feita atraves
das seivas de plantas ricas em fluidos agucarados, como néctar de flores. Contudo,

0S mosquitos fémeas caracterizam-se, também, por serem hematéfagas, pois

precisam de sangue para producdo de ovos. Assim, uma vez alimentadas, elas
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procuram locais com agua para depositar os ovos, onde a quantidade de sangue
ingerido ir4 determinar o numero de oviposturas, a qual podera ser alcancada com
3,0 a 3,5 mg de sangue, ovipositando 120 ovos, aproximadamente, por repasto
sanguineo (FORATTINI, 2002; BRASIL, 2017).

A oviposicdo é realizada com preferéncia em criadouros artificiais, seja em
recipientes abandonados a céu aberto capazes de acumular agua, como pneus,
caixas d’agua, latas, piscinas, materiais metalicos, recipientes plasticos, etc., seja
em reservatérios naturais como bambus, bromélias e em escavacdes de rochas.
Isso faz com que o controle do A. aegypti seja bastante complexo (SOUZA, 2012).

Esses insetos caracterizam-se também por serem holometabolos, os quais
apresentam ciclo de vida formado por ovo, quatro estadios larvais (L1-L4), pupa e
adulto alado (ver figura 2). Na natureza, sua reproducéo se da pela cépula, onde os
machos sdo atraidos pelos zumbidos emitidos pelas asas das fémeas. Logo em
seguida, os machos sdo devorados, deixando apenas seus 6rgdos reprodutores,
com intuito de impedir que a fémea copule com outros machos (NEVES, 2010).

A continuidade do ciclo biolégico é seguida por meio da maturagéo dos ovos,
que ira depender de condicbes Otimas de temperatura, umidade, além da
alimentacdo sanguinea pelo mosquito fémea, por meio de sucessivas picadas até
gue a oogénese se complete. Entéo, é justamente durante o repasto sanguineo que
pode ocorrer a infeccdo do mosquito pelos mais variados tipos de virus, pois, caso o
repasto seja feito em um hospedeiro infectado, durante a fase de viremia, 0
mosquito podera adquirir o virus que pode ser da dengue, febre amarela,
chikungunya, zika, entre outros (BRASIL, 2009).

Passados aproximadamente 10 dias, os ovos eclodem a partir do contato
direto com a agua, que com estimulos necessarios, tais como: presenca de
microrganismos e compostos quimicos, dao origem a larva de 1° estadio. O
desenvolvimento larval se completa entre 5 a 7 dias até chegar ao 4° estadio, onde
passam a maior parte do tempo se alimentando de bactérias, detritos organicos,
esporos de fungos ou qualquer material organico (FORATTINI, 2002).

Para finalizar o ciclo, as larvas transformam-se em pupa, fase cuja duragéo é
de 2 a 3 dias, sendo uma transi¢do entre o individuo do meio aquéatico para 0 meio
terrestre, originando os insetos adultos. Assim, 0s mosquitos adultos recém

formados saem a procura de ambiente livre de luz e vento, a fim de favorecer o
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processo de oxidagcdo para enrijecimento da quitina, em seguida, apés 24 horas,
estdo aptos a iniciar novamente o ciclo em busca de alimentos e cépula (NEVES,
2010).

Figura 2: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.

I\

Fonte: https://www.cdc.gov/dengue/ A: Ovo; B: Larva; C: Pupa; D: Adulto

2.2 Problema de saude publica: arboviroses

As doencas transmitidas por insetos vetores continuam como importantes
marcadores de salde publica no mundo, e 0 A. aegypti destaca-se por ser o agente
transmissor das principais arboviroses que mais acometem 0S seres humanos
(PRAHU et al., 2011). Por definicdo, arbovirose é toda e qualquer doenca causada
por um virus, que pode ser transmitida por artropodes hematéfagos durante o
repasto sanguineo. Dentre os arbovirus mais importantes causadores de doencas
em humanos estao as familias Bunyaviridae, Togaviridae (que inclui o chikungunya),
Flaviviridae (que inclui dengue, zika e febre amarela), Reoviridae e Rhabdoviridae
(RIECK et al., 2014).

Pesquisas apontam que mais de 150 espécies de arbovirus estao
relacionadas com doencas em seres humanos, sendo mantido o ciclo de
transmissdo entre insetos (vetores) e reservatorios vertebrados como principais

hospedeiros. Essa atencéo as arbovirores tem sido por conta das rapidas alteracdes
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climaticas, desmatamentos, migracdo populacional, ocupacdo desordenada de
areas urbanas e precariedade das condicdes sanitarias, que favoreceram a
amplificagéo da transmisséo viral (MARTINS & VIEIRA, 2013).

Dentre as arboviroses, as principais doencas transmitidas pelo A. aegypti

estdo a dengue, febre amarela, chikungunya e zika.

2.2.1 Dengue

As primeiras infec¢Bes pelo virus da dengue datam da década de 1920 na
Africa do Sul, que rapidamente se alastrou pelo mundo, e em meados de 1990 a
infeccdo afetou fortemente o sudoeste da Asia e paises da América Central e do Sul
(RATTAN, 2010). No Brasil, a dengue é a doenca de maior importancia
epidemioldgica, sendo comprovada clinica e laboratorialmente pela primeira vez, no
inicio da década de 1980 no estado de Roraima, com identificacdo de quatro
sorotipos virais (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4). Todavia, apenas em 1986, em
uma epidemia causada pelo sorotipo 1, na cidade do Rio de Janeiro, a doenca se
tornou o principal problema de saude publica do pais (NASCIMENTO, 2014).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a dengue € um
dos principais agravantes da saude publica no mundo, onde, anualmente, estima-se
gue ocorrem 50 a 100 milhdes de casos produzidos pelos 4 sorotipos diferentes, em
mais de 100 paises, de todos os continentes, com excecédo da Europa (WHO, 2009).
No Brasil, até setembro de 2017 foram registrados, aproximadamente, 1,5 milhdes
de casos clinicamente compativeis, fato que aumentou a preocupacdo com a
doenca (BRASIL, 2017).

No Piaui, a Secretaria de Estado da Saude (SESAPI) divulgou que até a 182
Semana Epidemiolégica (SE) de 2018 houve uma reducédo de 45,6% de casos
novos de dengue em relagdo ao mesmo periodo de 2017. Contudo, vale destacar
gue a causa das epidemias de dengue esta relacionada a capacidade de adaptacao
do vetor, que permite a reemergéncia da doenca (NERIO, VERBEL, STASHENKO,
2010).

Assim, a preocupacdo com a dengue é devida suas manifestacdes clinicas,
que, por ser de amplo espectro, pode se desenvolver em formas oligossintomaticas

(Dengue Classica) até quadros graves com hemorragia e choque (Febre
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Hemorragica da Dengue/ Sindrome do Choque da Dengue), podendo evoluir para
Obito, cujos principais sintomas séo: febre associada a cefaléia, artralgias, dor retro-

orbitaria com presenca ou ndo de prurido (BRITO, 2014).

2.2.2 Febre Amarela

A febre amarela é uma doenca infecciosa aguda, febril, ndo contagiosa, de
curta duracdo (média 12 dias), de gravidade variavel, que se matem endémica em
algumas regides tropicais do mundo, causando periodicamente surtos isolados ou
epidemia de maior impacto em saude publica. Caracteriza-se, epidemiologicamente
em duas formas, rural e urbana que diferem entre si quanto a natureza dos
transmissores e dos hospedeiros vertebrados. No primeiro, € uma zoonose
transmitida pelo mosquito Haemagogus e Sabethes, e na zona urbana é transmitida
pelo A. aegypti e A. albopictus (CAVALCANTE; TAUIL, 2016).

Segundo dados do Ministério da Saude (MS), em 2017 foram notificados
1.561 casos de febre amarela em oito estados brasileiros, nas quatro regides,
desses, 448 (28,7%) foram casos confirmados, os quais 144 foram a 6bito. Esses
nameros sao alarmantes, uma vez que traz a tona a discussao a respeito da
reermergéncia da febre amarela no pais (BRASIL, 2017). No Piaui, de 2008 a 2016,
foram diagnosticados 10 casos de febre amarela, porém nenhum foi confirmado. Em
2017 foram notificados 02 casos, e até o momento 02 casos suspeitos foram
registrados (SESAPI, 2018).

A doenca possui carater sazonal, apresentando-se mais intensa entre
janeiro e abril, quando condi¢cbes ambientais proporcionam o aumento da densidade
vetorial. Atualmente, as areas mais atingidas pelo virus da febre amarela no Brasil
sdo as regides Sul e Sudeste, devido a proximidade de grandes centros urbanos,
densamente ocupados por uma populagédo ndo vacinada, consequentemente, sem
protecdo contra a doenca, além da alta infestacdo por A. aegypti (BRAGA, VALE,
2007).

As manifestacdes clinicas da febre amarela sdo semelhantes as da dengue,
com calafrios, cansaco, cefaléia, febre, dor muscular, nduseas e vémitos. Contudo, a
principal diferenca entre as duas doencas esta na sintomatologia mais grave da

febre amarela, a qual transcorre por meio de cansaco intenso, ictericia (olhos e
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pele), insuficiéncia renal e hepatica e manifestacbes hemorragicas. Na maioria das
vezes os infectados e vacinados tornam-se imunizados (CAVALCANTE; TAUIL,
2016).

2.2.3 Febre Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKV) €& uma arbovirose zoonoética que foi
identificada pela primeira vez em 1950, no sul da Tanzania. Assume importancia de
alerta mundial, porque se trata de uma patologia emergente, haja vista que ainda
nao ha um tratamento ou vacina eficaz para o virus. No Brasil, a doenca surgiu em
2014, quando foram confirmados 2.772 casos em seis estados do pais (TEIXEIRA et
al., 2015).

Embora possua sintomas semelhantes aos da dengue e zika, o CHIKV
destaca-se pela poliartralgia simétrica em cotovelos, punhos e tornozelos, o que
limita a mobilidade dos individuos infectados. Além disso, a doenca se desenvolve
em trés fases (aguda, subaguda e crbnica), causando morbidade, principalmente em
idosos, por conta do pouco depdésito cartilaginoso e sensibilidade imunitéria, que
tornam a recuperacdo demorada. Em alguns casos, a doenca se torna crbnica,
acompanhada de manifestacdes atipicas, como alteracbes cardiacas, renais
oculares e neuroldgicas, sendo relatados casos de encefalite em recém nascidos de

maes com infecgéo recente por CHIKV (BRITO, 2014).

2.2.4 Zika virus (ZIKV)

A primeira aparicdo do ZIKV no mundo aconteceu no ano de 1947, em
macacos da Floresta de Zika, em Uganda. Entretanto, os primeiros seres humanos
foram contaminados em 1954, na Nigéria. No Brasil, a autoctonia do Zika foi
confirmada s6 em 2015, e em 2016, a OMS decretou a doenca como emergéncia
em saude publica, em virtude das alteracdes neurologicas e surto de microcefalia,
reportados no Brasil e na Polinésia Francesa (BRASIL, 2017).

Esse virus esta relacionado ao da febre amarela, dengue e chikungunya,
também transmitido por A. aegypti e que causa febre hemorragica. No entanto, o

ZIKV tem um neurotropismo positivo e pode infectar e anular células do Sistema
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Nervoso Central (SNC). Diante disso, os casos de microcefalia em recém nascidos
de maes que tiveram contato com esses virus, deve-se, supostamente, por um
desenvolvimento defeituoso do cortex cerebral e deterioracdo de neurénios e células
gliais (KANTOR, 2018).

2.3 Medidas de controle do A. aegypti

7z

O controle do vetor é um desafio mundial principalmente em paises em
desenvolvimento por conta das diferencas socioecondmicas existentes na
populacao, exigindo do governo, programas de vigilancia epidemiolégica e educacao
ambiental capazes de integrar a sociedade em ac¢fes voltadas para a reducdo de
potenciais locais criadouros de mosquito (ver figura 3) (DOLAN, et al., 2007).

Figura 3: Principais criadouros do Aedes aegypti
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Fonte:cupira.pe.gov.br/2016/02/governo-municipal-desenvolve-projeto-de-combate-ao-aedes-aegypti/

Nesse sentido, para o controle integrado de insetos transmissores de
doencas, € necessario um planejamento com verificacdo das condigcdes ambientais
e conhecimento da dindmica populacional dos vetores, a fim de escolher um
conjunto de acdes que devam ser tomadas para manter essas populacées em
indices que ndo causem riscos a saude humana (ver figura 4) (SOARES et al.,
2016).
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Figura 4: Acbes de medida de controle do Aedes aegypti.
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De acordo com o Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD), as
estratégias de controle do vetor sdo: quimico, bioldgico e fisico (BRASIL, 2009).
Dentre os trés, o controle quimico tem sido o mais utilizado por conta dos inseticidas
e pesticidas, que podem atuar tanto na fase larval quanto na fase adulta do vetor.
Além destes, ha também o uso de repelentes sintéticos como o DEET, que promove
um longo tempo de protecéo contra diversos tipos de artropodes (GUARIDO, 2009).

Quanto aos inseticidas utilizados para o manejo do A. aegypti, 0s inseticidas
sintéticos organoclorados (DDT), organofosforados (que apresentam fésforo),
carbamatos e piretréides sdo os de maior destaque. Sendo que, o principal larvicida
quimico empregado pelo Ministério da Saude para combater as larvas do A. aegypti
€ o Temefds, um organoclorado, que atua no sistema nervoso central da larva,
inibindo a acetilcolinesterase (AChe), comumente utilizado no tratamento da agua
potavel, com baixa toxicidade, agdo duradoura e baixo custo (NASCIMENTO, 2014).

No entanto, estudos tém mostrado que o constante uso do Temefos fez com
gue os mosquitos desenvolvessem resisténcia, e o larvicida aos poucos foi perdendo
sua eficacia. Vale destacar, que a resisténcia a um inseticida é caracterizada pela
gueda da mortalidade em uma populacdo que foi submetida a tratamento quimico
constante, com prevaléncia de individuos capazes de tolerar doses letais sobre
individuos sensiveis (CARNEIRO, 2010).

Frente a essa situagdo, o uso descuidado de componentes quimicos

sintéticos, além de causar resisténcia, gera uma amplificacdo no uso destas
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substancias, uma vez que o volume se torna cada vez maior e frequente as
aplicacoes, para que o produto atinja sua eficacia. Isso pode levar a toxicidade do
ambiente, bem como para o ser humano (ABREU; FARIA; AFFELDT, 2015).

2.4 Produtos naturais: alternativa viavel na busca de repelentes e inseticidas

O uso de produtos naturais para o controle de pragas e vetores de doencas
ndo € um técnica recente, jA que seu uso € uma pratica comum, entretanto, a
pesquisa com substancias repelentes e inseticidas de plantas so teve inicio no final
do século XIX, quando houve perda da eficacia nas formula¢des utilizadas pelos
militares durante a Segunda Guerra Mundial, bem como os efeitos maléficos de
inseticidas sintéticos organoclorados como diclodifeniltricloetano (DDT) (figura 5),
além da resisténcia dos parasitas aos produtos que eram utilizados para controlar

vetores de doencas como malaria, febre amarela e dengue (CARNEIRO, 2010).

Figura 5: Férmula estrutural do DDT.
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Fonte: Dewick, 2009.

Por esse motivo, nos ultimos anos a quimica dos produtos naturais tem
crescido substancialmente, e as pesquisas com repelentes e inseticidas a base de
plantas apresentaram uma diversidade de compostos ativos, que se sobressairam
aos aspectos negativos dos correlacionados sintéticos, com acéo sinérgica capaz de
promover o controle e monitoramento de populacdes de insetos, devido sua
constituicdo quimica ser rica em metabdlitos primérios e secundarios. Todavia,
agueles sao responsaveis pela nutricdo, protecao e desenvolvimento da planta, ao
passo, que estes sdo produtos naturais protagonistas que podem ser utilizados no
controle de insetos (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO 2014).
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As principais rotas biossintéticas de metabdlitos secundarios podem ser

visualizadas na figura 6.

Figura 6: Esquema simplificado de algumas rotas biossintéticas de

metabolitos secundarios
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Fonte: Pesquisa direta.

Assim, inUmeras plantas tem sido objeto de estudo exibindo fortes potenciais
de repelentes e inseticidas. Pesquisa na base de dados SCOPUS, para artigos
publicados a partir de 1978 a fevereiro de 2018, com palavras chave associadas a
repeléncia e Oleos fixos e essenciais, demonstrou um interesse crescente em
encontrar alternativas aos repelentes sintéticos, assim como entre os artigos de
bioensaios, objetivaram desenvolver formulacdes repelentes para espécies de
insetos dipteros, em particular aqueles pertencentes ao género Aedes, Anopheles e
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Culex, os quais estdo relacionados a doencas de interesse para a saude publica
(EDWIN et al., 2016).

Dentre as plantas mais conhecidas com compostos biocidas ativos usadas
na protecdo contra mosquitos, as familias Meliaceae, Annonaceae, Asteraceae,
Cannellaceae, Lauraceae e Rutaceae sdo promissoras para o desenvolvimento de
novos compostos toxicos no controle de vetores e pragas (DOLAN et al., 2007).
Exemplos de constituintes quimicos extraidos dessas plantas estdo o linalol,

limoneno, citronelol, geraniol, entre outros.

2.5 Oleos essenciais e fixos no controle do A. aegypti

O emprego de vegetais e de produtos preparados a partir de metabdlitos
secundarios, tais como extratos e 0Oleos essenciais e fixos, contra insetos tém
aumentado nos paises industrializados, incluindo o Brasil. Estas plantas liberam
compostos capazes de manter os insetos longe da pele humana, por meio de acao
repelente e dissuasiva, onde os produtos quimicos liberados ligam-se as proteinas
de percepcado de odores dos insetos e os afastam, seja por queima de ervas,
pulverizacdo de folhas ou formulacdes repelentes (ver figura 7) (TELLEZ et al.,
2016).

Em um esforco para encontrar novos repelentes e dissuasores,
pesquisadores tém concentrado seus estudos em Oleos essenciais e fixos para
explorar os compostos eficazes. Sendo assim, denomina-se como 6leos essenciais,
misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e
liguidas presentes nas plantas, com carater farmacologicamente ativo, tais como
analgésicos, antiinflamatorios, antitumorais, antibioticos e repelente de mosquitos
(GILLIJ; GLEISER; ZYGADLO, 2008).
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Figura 7: Modo de preparo das plantas para acao repelente.
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Ja os Oleos fixos, ao contrario dos 6leos essenciais, ndo evaporam ou
volatilizam completamente, e quando sdo mantidos em contato com ar permanecem
fluidos. Quimicamente, os 6leos fixos sdo compostos por triacilglicerois, com acidos
graxos esterificados, podendo ser saturados ou insaturados (PEREIRA et al., 2008).
Estudos apontam que a presenca dos acidos graxos sao responsaveis pela
repeléncia e atividade contra os mosquitos, porem a absorvéncia na pele pode ser
um fator importante dos acidos graxos em sua eficacia (YOU et al., 2015).

Estudos de bioensaios com determinados 6leos essenciais e fixos revelaram
que eles sédo constituidos, em sua maioria, por hidrocarbonetos (terpenos) e
compostos oxigenados (alcodis, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fenois
e éteres de fendis), substancias responsaveis pelo o odor distintivo das plantas. Em
relacdo a propriedade repelente, estima-se que diversos Oleos fixos contém
isoprendides inferiores (GILLIJ; GLEISER; ZYGADLO, 2008; NERIO; VERBEL;
STASHENKO, 2010).

Assim, 0s monoterpenos a saber: a-pineno, limoneno, citronelol, canfora e

timol sdo constituintes comuns de uma série de 6leos essenciais com atividade
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repelente de mosquitos. Ao passo que, entre os sesquiterpenos, o B-cariofileno é um
forte repelente contra mosquitos do género Anopheles. Nesse sentido, uma maior
resposta repelente pode ser potencializada por meio de fenbmenos sinérgicos entre
os diversos componentes dos 6leos essenciais e fixos (ver figura 8) (TELLEZ et al,
2016).

Figura 8: Férmulas estruturais do a e B-pineno,(R) e (S)-limoneno, citronelol e

B-cariofileno.
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Fonte: Dewick, 2009.

A sinergia dos compostos bioativos possui uma complexidade composicional
de terpendides naturais, que potencializam os efeitos repelentes e inseticidas. Isso
ocorre devido ao fato de que as plantas costumam desenvolver seus mecanismos
de defesa com um conjunto de compostos, onde 0s constituintes de menor
expressdo agem como sinergistas, aumentando a eficacia dos principais
constituintes (NERIO; VERBEL; STASHENKO, 2010).

2.6 Familia Annonaceae

As anondceas sdo plantas dicotiledbneas pertencentes a familia

Annonaceae, da ordem Magnoliales, considerada uma das mais antigas
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angiospermas ricas em espécies primitivas e de aspecto arcaico, sendo conhecidas
como “féssil vivo”, que até o momento, tém encontrado condi¢des favoraveis para a
sua adaptacao (LUNA, 2006).

Estudos apontam que ha mais de 2400 espécies de anonaceas descritas e
agrupadas em 129 géneros, aproximadamente. Estas plantas caracterizam-se por
serem lenhosas, de casca fibrosa, e porte arbustivo. Incluem diversas arvores
frutiferas de elevado interesse econdmico, pois sdo fontes de frutos comestiveis, e
bastante utilizadas na medicina popular para tratar diversas enfermidades. Os
principais representantes dessa familia sdo: graviola, biriba, ata, fruta do conde,
araticum, entre outras. Apresentam distribuicdo pantropical, sendo mais comum nas
Ameéricas Central e do Sul, além de Africa e Asia (CARNEIRO, 2010; CHATROU et
al., 2012).

No Brasil, estima-se 250 espécies pertencentes a 33 géneros, sendo mais
comum o género Annona, com carater endémico no Cerrado, Caatinga, Mata
Atlantica, Pantanal e floresta Amazénica. Entre as annonaceas, a Annona montana
configura como uma arvore frutifera nativa da floresta Amaz6nica, comumente
encontrada nas nascentes dos rios. E uma arvore rudimentar, que ocorre em terras
brejosas capaz de suportar periodos de 3 a 4 meses sem chuva. Possui tamanho
variado, dependendo da localizacéo, e o fruto possui polpa aromatica, espessa e
doce podendo ser consumida in natura apos retirada da casca (ver figura 9) (MAAS;
LOBAO; RAINER, 2016).

Figura 9: Espécie vegetal de Annona montana.
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Do ponto de vista fitoquimico, os membros da familia Annonaceae tém sido
cada vez mais pesquisados devido a presenca de uma nova classe de substancias
naturais bioativas, as acetogeninas (LIU et al., 2014; MIAO et al., 2016). Além delas,
em investigacdes dos constituintes quimicos de extratos de diferentes partes de
espécies dessa familia, levaram ao isolamento de alcaloides do tipo
benziltetraidroisoquinolinicos, protoberberinicos, proaporfinicos e azaantraquinonas
(MIREKU; MENSAH; MENSAH, 2016), como também de flavonoides (GALLE et al.,
2013), terpenoides (SOUSA et al., 2014), saponinas (CHEN; GANG; WU 1997),
taninos entre outros (YANG et al., 2009) foram obtidos.

Assim como as demais espécies do género Annona, a A. montana exibe
diferentes propriedades e usos na medicina popular. Os chas das folhas, por
exemplo, tém propriedades diuréticas, e vem sendo usadas com emagrecedor
(LUNA, 2006). As sementes sdo usadas como inseticidas e parasiticidas; as raizes
sdo usadas como antidoto nos envenenamentos por entorpecentes, e por conter
acetogeninas, tém poder efeito antitumoral e anticancerigeno (BERMEJO et al.,
2005)

2.6.1 Acetogeninas

Nos ultimos 20 anos, os estudos fitoquimicos de anonaceas tém se
concentrado nas acetogeninas, uma classe de produtos naturais relativamente nova,
mas que tem crescido rapidamente, presente em praticamente todas as espécies da
familia Annonaceae, sendo isolada pela primeira vez em 1982, a partir do extrato
etandlico das folhas de Urvaria accuminata (urvaricina) figura 10 (PAES; CORTES;
KANASHIRO, 2016).

Figura 10: Formula estrutural geral da urvaricina.
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Fonte: Paes; Cortes; Kanashiro, 2016.
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Quimicamente, as acetogeninas sao derivados de acidos graxos de cadeia
longa, apoiando um anel y-lactonico-2,4-dissubstituido terminal em C-35 ou C-39,
com um numero varidvel de anéis tetraidrofuranicos (THF) ou tetraidropiranicos
(THP), onde as cadeias hidrocarbonicas apresentam, geralmente, constituintes
oxigenados na forma de grupos hidroxilas, acetoxilas e cetonas. Contudo,
acetogeninas sem anéis THF ou THP, com anéis simples de ligacbes duplas
contendo ou ndo grupos epoxidos também ja foram descritos (CHANG & WU, 2001;
BERMEJO et al., 2005; SIMOES et al., 2010).

Em uma andlise retrobiossintética de acetogeninas conhecidas demonstrou
gue os precursores destes metabdlitos podem ter se condensado de forma linear
com duas ou trés unidades de carbono via acetil-CoA, malonil-CoA e propionil-CoA,
por meio de mecanismos analogos a biossintese do acilpolimalonato. Assim,
acetogeninas com anéis THF podem ser divididas em trés grupos e serem obtidas
por epoxidacdo de trienos, dienos e trienocetona com abertura e fechamento do
anel. Entretanto, a estereoquimica dos anéis THF e grupos hidroxilas dependem da
regioquimica das duplas ligacdes, da face de epoxidacdo e modo de abrir e fechar
0s anéis epoxidos (ver figura 11) (RUPRECHT et al., 1990).

As acetogeninas sdo potencialmente bioativas com intensa atividade
antitumoral, citotoxica, imunossupressora, pesticida, antiparasitaria e antimicrobiana
(LIMA et al., 2010; SIMOES et al., 2010). Em uma analise priméaria, € um composto
anticancerigeno promissor, exibindo toxicidade minima em células néo
cancerigenas. E num segundo destaque, apresenta-se como um forte candidato a
atividade larvicida, inseticida e repelente de mosquitos vetores de doencas de

importancia em saude publica (COSTA et al., 2012).
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Figura 11: Proposta da provavel rota biossintética de acetogeninas.
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2.7 Justificativa

Diante da auséncia de uma vacina eficaz contra os quatro sorotipos da
dengue e a crescente infeccdo da populacdo por febre amarela, o controle do
mosquito vetor aponta como alternativa na reducdo destes agravos a saude
humana. Contudo, 0 manejo ao A. aegypti por meio do uso continuo de inseticidas
quimicos sintéticos, tem levado a selecdo de populacdes de mosquito resistentes.
Assim, a procura de produtos alternativos que possam ser integrados ao controle
quimico e que reduzam a velocidade de selecdo dessas populacbes resistentes,
direcionou a investigacdo da atividade biologica e fitoquimica de extratos de A.

montana.



3 OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar analise fitoquimica do extrato etandlico das folhas e sementes
de Annona montana visando a identificacdo e quantificacdo de classes de
metabdlitos secundarios, bem como avaliar a atividade inseticida sobre o vetor

Aedes aegypti.

3.2 Objetivos especificos

v’ Identificar as classes de metabdlitos secundarios presentes nos
extratos das folhas e sementes de Annona montana, por meio de
reacdes quimicas preliminares de prospeccao fitoquimica.

v' Quantificar o teor de polifendis, flavonoides, taninos e alcaloides
presentes nos extratos da planta, a partir de métodos
espectrofotométricos.

v' Verificar a susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti, aos extratos de
A. montana.

v Avaliar o efeito residual do extrato de A. montana sobre larvas de A.
aegypti.

v' Analisar a atividade anti oviposicional dos mosquitos fémeas adultos

frente aos extratos de Annona montana.



4 PARTE EXPERIMENTAL
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Obtencao do material vegetal

Os extratos utilizados nesse estudo foram elaborados a partir das folhas e
sementes de Annona montana. A coleta do material vegetal foi realizada na cidade
de Madeiro-PI (Lat: 03°28'58" S, Long: 42°30'16" O), em outubro de 2016. O clima
da regido possui pouca variacdo térmica, gralmente entre 25 °C e 36 °C ao longo do
ano, e pluviosidade média em torno de 1200 mm/ano, concentrando-se nos meses
de janeiro a junho (IBGE, 2010). Uma exsicata da planta foi depositada e identificada
no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui — Campus Teresina -
Pl, sob o niumero 31.151.

4.2 Método de coleta

O material vegetal foi coletado com a utilizacdo de tesoura de poda. Apos a
aquisicdo, as folhas foram secas em uma estufa de ar circulante a temperatura de
40 °C e reduzidas a p6, obtendo-se no final do processo 623,45 g de material seco.
Para a obtencdo das sementes, os frutos maduros foram limpos em agua corrente e
separadas as sementes de suas respectivas polpas. Em seguida, as sementes
foram secas em estufa de ar circulante a 40 °C e trituradas em um moinho de quatro
facas, até a obtencdo de um pé fino das sementes que foi de 237,13 g de material

SecCo.

4.3 Obtencao dos extratos organicos

Os extratos organicos tanto das folhas como das sementes foram obtidos
por meio da extracdo por maceracao a frio em solvente etanol, segundo o método de
Yang et al. (2009).

Para o preparo do extrato das folhas, 623,45 g do material seco e moido foi
depositado em um garrafdo de vidro graduado (20,0 L de capacidade) e imerso em
4,0 L de etanol 99,5% (quantidade suficiente para cobrir todo material vegetal). Em

seguida, a solucao foi agitada por cinco minutos e mantida em repouso por 24 h.
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Esse mesmo procedimento foi repetido durante sete dias. Posteriormente, o
macerado foi submetido a filtracdo simples, e em seguida, o solvente da amostra
filtrada foi eliminado em rotaevaporador em temperatura de 50 °C e pressao de 600
mmHg.

Para o tratamento das sementes, a extracdo foi semelhante ao descrito
acima. Apoés seco e moido, 237,13 g do p6 obtido das sementes foi colocado em um
baldo de fundo chato (2,0 L de capacidade) e imersos em 1,0 L de etanol 99,5% até
cobrir todo material vegetal. Logo apés, a solucdo foi agitada por cinco minutos e
mantida repouso por 48 h. Esse mesmo procedimento foi repetido durante sete dias.
Em seguida, o macerado foi submetido a filtracdo simples, e o solvente da amostra
filtrada foi eliminado em rotaevaporador em temperatura de 50 °C e pressao de 600
mmHg. O solvente recuperado foi reutilizado em ambos o0s processos.

Apos a eliminagéo do solvente, os extratos foram colocados na capela, para
completa evaporacdo do solvente. Em seguida, os extratos foram pesados para o

calculo do rendimento.

4.3.1 Particdo liguido-liguido dos extratos

A particao liquido-liquido, também conhecida como extracéo por solvente ou
particdo, € um método para separar compostos baseados em suas diferentes
solubilidades em dois liquidos imisciveis, normalmente 4gua e um solvente orgéanico
(RIBEIRO et al., 2013). Desta forma, o extrato seco das folhas e sementes obtido na
etapa anterior, foi solubilizado em metanol:agua, na propor¢cédo (8:2). Em seguida
submetido a particdo liquido-liquido, utilizando-se um funil de separacéo e solventes
organicos de polaridades crescentes, a saber: hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, seguindo a metodologia adaptada de Yang et al. (2009).

As particOes (fragOes) obtidas foram colocadas na capela para completa
evaporacao do solvente. A determinagédo dos rendimentos foi realizada baseada nas

massas dos respectivos extratos brutos.

4.4 Avaliacdo fitoguimica qualitativa (Screening Fitoquimico)
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A identificacdo de metabdlitos secundarios das folhas e sementes de
Annona montana seguiu a metodologia descrita por Lemos (2015) e Soares et al.
(2016). Para analise, foi utilizado o extrato etandlico bruto onde foram realizados
testes para identificacdo de alcaloides, taninos, flavonoides, triterpenos e/ou

esterois, saponinas, cumarinas e quinonas.

4.4.1 Alcaloides

Para a identificagdo de alcaloides foi utilizado o método do reagente de
Dragendorf. O preparo deste reagente envolveu a dissolucdo de 8 g de nitrato de
bismuto Bi(NOs3); em 20 mL de acido nitrico HNO3 (30%). Em seguida, dissolveu-se,
separadamente, 22,8 g de iodeto de potassio KI num volume minimo de agua. Feito
iSso, misturou-se a primeira solugdo aos poucos com a segunda. Apos repouso de 1
h, a solucéo foi filtrada, e o filtrado foi diluido com agua destilada até 100 mL.

Os alcaloides foram identificados a partir da aplicacdo do extrato etandlico
sobre uma placa de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando etanol
como eluente. Em seguida, borrifou-se a placa com o reagente de Dragendorf, onde
se esperou o0 aparecimento de coloracdo laranja indicativo da presenca de

alcaléides.

4.4.2 Taninos

Os taninos foram identificados a partir de 10 mg do extrato etandlico,
colocados em um tubo de ensaio e diluido com metanol até 2,0 mL. ApOs isso,
adicionou-se 5,0 mL de agua destilada a esta mistura, em seguida a solucéo foi
fitrada e adicionada 5,0 gotas de solucdo de cloreto férrico a 10% (FeCly)
previamente preparada. Apos um intervalo de tempo, observou-se a solugdo para
ver se houve a formacgéo de precipitado com coloracdo azul (taninos hidrossoluveis)

e/ou esverdeado (taninos condensados).
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4 .4.3 Flavonoides

Para a identificacdo de flavonoides 10 mg do extrato vegetal foram
colocados em um tubo de ensaio, e diluido com 2,0 mL de metanol. Em seguida,
foram adicionadas raspas de fita de magnésio na solucdo metandlica e,
posteriormente, foram colocadas 5,0 gotas de acido cloridrico (HCI) concentrado. A
ocorréncia de reacdo quimica de oxirreducdo (reacdo de Shinoda) mudando a
coloracdo da substancia para résea indica positividade para flavonoides.

4.4 .4 Triterpenos/esterois

Nesta andlise, 2,0 mL do extrato foi transferido para um béquer de 100 mL, e
apos evaporacdo do solvente em banho-maria, adicionou-se 3,0 mL de cloroférmio
com agitacdo leve. Em seguida, a solucéo cloroférmica foi transferida para um tubo
de ensaio. Apos filtracdo, adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético (C4HsO3) com
agitacdo leve. Posteriormente, foram adicionadas 4,0 gotas de &cido sulftrico
(H,SO,4) concentrado pelas paredes do tubo. A presenca de esterbides sera
verificada pela mudanca de coloracdo para vermelho-escuro, ao passo que na parte

inferior, a coloracdo marrom caracterizara presenca de triterpenoides.

4.4.5 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 é indicativa da

presencga de saponinas.
4.4.6 Cumarinas
Para esta identificacdo, 10 mg do extrato vegetal foram colocadas em um

tubo de ensaio e diluido com 4,0 mL de metanol. Em seguida, o tubo foi tampado

com papel-filtro molhado com uma solucao de hidréxido de sodio 10% (NaOH), e foi
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levado a banho-maria com temperatura de 100 °C por 5 minutos. Logo depois,

retirou-se o papel filtro e examinou-o sob luz ultravioleta (UV).

4.4.7 Quinonas

Pesou-se 10 mg de extrato etandlico em um tubo de ensaio e foi adicionado
2,0 mL de metanol para dissolucdo. Apds isso, foram adicionados 5,0 mL de
cloroférmio com agitagdo. Posteriormente, 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 solucdo de NaOH a 5%. O Aparecimento de coloracédo roxa € indicativo de

quinonas.

4.5 Quantificacdo de metabodlitos secundarios de extratos das folhas e

sementes de A. montana

O teor de polifenois, flavonoides, taninos e alcaloides foi determinado com
base em métodos espectrofotométricos. Cada teste seguiu uma metodologia
especifica, porem todos partiram de um mesmo principio. Uma solucéo padrao foi
preparada e utilizada para o preparo de outras solucdes diluidas a fim de se obter

uma equacao de reta pela medida das absorbéancias dessas solucdes.

4.5.1 Determinacéo do teor de polifenois

A determinacao do teor de fendlicos totais seguiu a metodologia descrita por
Swain e Hills (1959). Para a obtencdo da curva de calibracdo, foi preparada uma
solugdo padrao de 100 ug/mL de acido galico marca Sigma®, dissolvendo-se 10 mg
de &cido gélico em 100 mL de agua destilada. A partir dessa, foram obtidas
concentragbes de 3,1; 6,2; 12,5; 25; 50; 100 pg/mL utilizadas para gerar a curva de
calibracédo e equacéao de reta.

Para a preparacao das amostras, 2,5 mg do extrato foi pesado e solubilizado
em agua destilada com auxilio de 5% de DMSO em concentragbes de 250 ug/mL.
Das solucdes preparadas foram retirados uma aliquota de 0,5mL e transferidos para

tubos de ensaio, adicionado 8,0 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin
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Ciocalteau 20% (v:v). Em seguida, a solucdo foi homogeneizada em agitador tipo
vortex, apos 3 minutos, acrescido 1,0 mL de solucdo de carbonato de soédio
(Na,CO3) a 20% (m:v), e ap6s 1 h em banho-maria a 37 °C foram realizadas as
leituras das densidades Oticas em espectrofotdometro a 720 nm. Foi feito também a
leitura de um branco composto por agua destilada, reagente de Folin Ciocalteau
20% (v:v) e solucéao de Na,CO3 a 20% (m:v).

A partir da equagao da reta obtida na curva de calibragdo, realizou-se o
calculo do teor de fendlicos totais. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.5.2 Determinacao do teor de flavonoides

Para determinar o teor de flavonoides a metodologia utilizada foi descrita por
Meda et al. (2005), onde a curva de calibragéo foi obtida a partir de uma solucéo
padrdao de quercetina a 100 ug/mL, preparada com 10 mg de quercetina dissolvida
em 100 mL de metanol, e dessa solucéo foi obtido solucdes de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
e 16 pg/mL utilizadas para gerar a curva de calibragdo e equacgéao de reta.

O material vegetal foi preparado a partir de 50 mg do extrato dissolvido em
metanol e transferido para um baldo volumétrico de 100 mL, obtendo-se uma
concentracdo de 500 ug/mL. Dessa solugdo metandlica foi retirada uma aliquota de
5,0 mL, que foi misturada em um tubo de ensaio com 5,0 mL de cloreto de aluminio
(AICI3) a 2% (p:v). O sistema ficou em repouso por 10 minutos antes da leitura em
espectrofotdometro com comprimento de onda de 415 nm, contra um branco formado
por solucao de AICI; a 2% (p:v).

A partir da equacdo da reta obtida na curva de calibragédo, realizou-se o

calculo do teor de flavonoides. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4 5.3 Determinacao do teor de taninos

O teor de taninos presente no extrato de A. montana foi realizado pelo
método descrito por Makkar e Becker (1993). A curva de calibracdo foi obtida a partir
de uma solugdo padrao de catequina 100 pg/mL. Essa solucao foi utilizada para

obtencéo de outras solucbes de catequina nas concentra¢des de 10, 20, 30, 40, 50,
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60, 70, 80, 90 e 100 ug/mL. A medida das absorbancias destas solugbes permitiu a
obtencéo da equacéo de reta necessaria para a determinacéo do teor de taninos.

A amostra foi preparada a partir de uma solugéo do extrato de 200 ug/mL.
Para tanto, foi pesado 2,0 mg do extrato e dissolvido em solucao de etanol 50% (v/v)
e, posteriormente, transferido para um baldo volumétrico de 10 mL. Dessa solugéo
foi retirada uma aliquota de 0,5 mL e adicionado a 3,0 mL de uma solucdo de
vanilina 4% (p/v em metanol) em tubo de ensaio; em seguida, foi adicionado 1,5 mL
de HCI concentrado (37%). A leitura da absorbancia foi feita em um comprimento de
onda de 500 nm contra um branco composto pela solugdo de vanillina, HCI e
solucéo de etanol 50% (v/v) em agua.

A partir da equacdo da reta obtida na curva de calibracédo, realizou-se o

calculo do teor de taninos. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.5.4 Determinacao do teor de alcaloides

A determinagdo do teor de alcaloides seguiu 0 método descrito por Ajanal,
Gundkalle e Nayak (2012). A curva de calibragéo foi obtida a partir de uma solugéo
padrdo de atropina 0,1 mg/mL. Dessa solu¢éo foram retiradas aliquotas de 0,4, 0,6,
0,8, 1,0 e 1,2 mL, as quais foram transferidas para diferentes funis de separacéo.
Em seguida, cada aliquota foi tratada com 5,0 mL de solu¢édo tampao de fosfato de
pH 4,7, e 5,0 mL de solucdo de verde de bromocresol (VBC), e a mistura foi agitada
e extraida com 1, 2, 3 e 4 mL de cloroférmio. Cada aliquota foi recolhida em tubo de
ensaio e ajustada o volume da solucdo com cloroférmio para 10 mL (Figura 12). As
medidas de absorbancias destas solu¢bes permitiu a obtencdo da equacao de reta

necessaria para a determinacéo do teor de alcaloides.
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Figura 12: Esquema de obtencao das aliquotas para leitura das absorbancias em

espectrofotometro-UV para construcdo da curva de calibracdo de alcaldides.

Solucdo aquosa de Atropina 01
mg/mL

1) Tampéao fosfato pH 4,7
Solucdo de VBC
2) Extracédo com clorofdrmio

h J ¥
Solucédo aquosa Solucéo cloroférmica

do complexo

Fonte: Dados da pesquisa

Para andlise das amostras foi preparada uma solucdo do extrato com
concentracédo de 5 mg/mL. Para isso foi pesado 10 mg do extrato que foi dissolvido
em 2,0 mL de HCI 2,0 N e depois filtrado. Desta solucao foi retirada uma aliquota de
1,0 mL e transferida para um funil de separacédo, onde foi lavada com 10 mL de
cloroférmio por trés vezes. Em seguida, o pH da solu¢cdo remanescente foi ajustado
para neutro com NaOH 0,1 N. Posteriormente, foi adicionado a esta solugéo 5,0 mL
de solucéo tampéo de fosfato de ph 4,7 e 5,0 mL da solucdo de VBC. A mistura foi
agitada vigorosamente, e o complexo foi extraido com 1, 2, 3 e 4 mL de cloroférmio.
O extrato foi entdo recolhido em tubo de ensaio e o volume ajustado com cloroférmio
até 10 mL.

A leitura da absorbancia do complexo em cloroférmio foi feita em

comprimento de onda de 470 nm contra um branco composto pela solugcdo tampéao
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de fosfato pH 4,7 e solucdo de VBC. A partir da equacéo da reta obtida na curva de
calibracéo, realizou-se o célculo do teor de alcaldides. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Vale destacar que a solugdo tampéo de fosfato (pH 4,7) foi preparada a
partir de uma solucéo de fosfato de sédio 2,0 M (71,6 g de Na,PO, em 1,0 L de agua
destilada), e pH ajustado para 4,7 com acido citrico 0,2 M (acido citrico 42,02 g em
1,0 L de &gua destilada. Ja a solucdo de VBC foi preparada a partir de 69,8 mg de
verde de bromocresol com 3,0 mL de NaOH 2,0 N e 5,0 mL de 4gua destilada até
dissolver completamente, por fim a solucdo foi diluida para 1000 mL com &gua

destilada.

4.6 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do extrato das

folhas e sementes de A. montana

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é um processo fisico de
separacdo, no qual os componentes de uma mistura a serem separados sao
distribuidos entre duas fases, uma fase estacionaria e outra que se move. Para
tanto, nesta analise foi utilizada a técnica de eluicdo por gradiente, a qual é feita
aumentando-se a forca de interacdo da fase movel durante a separacao
cromatografica (LIMA, 2007).

As analises foram realizadas em cromatdgrafo analitico marca Shimadzu
modelo LC-20 A. Controlador CBM-20A, detector UV-Vis com arranjo de diodos
(DAD), modelo SPD- M20 A, coluna Nuleodur® 100-5 Macherey-Nagel, C-18, 5 ym
(250 x 4,6 mm).

4.6.1 Métodos para anéalises das amostras em CLAE

4.6.1.1 Método 1

As fracOes foram analisadas em coluna de fase reversa C-18, no modo
gradiente com acetonitrila e agua [MeCN/H,0O 5:95 —- MeCN 100% em 40 min] com

vazao de 1,0 mL/min e varredura de 190 a 800 nm.
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4.6.2.2 Método 2

As fragbes foram analisadas em coluna de fase reversa C-18, no modo
gradiente com metanol e agua [MeOH:H,0, 5-100% MeOH em 50 min]. Solucéo de

aproximadamente 1 mg/mL, fluxo 1 mL/min, C-18, A = 254 nm.

4.7 Bioensaios

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados insetos adultos de Aedes
aegypti provenientes de Teresina-Pl, e mantidos em colonia semi fechada no
Laboratério de Parasitologia e Entomologia Sanitaria (LAPES), do Departamento de
Parasitologia e Microbiologia, CCS, UFPI.

No insetario, 0s ovos, as larvas e as pupas foram criados em potes plasticos,
contendo agua desclorada (dgua da torneira deixada em repouso por 12 horas em
temperatura ambiente), e cobertos por uma tela de nailon.

Os adultos foram mantidos em gaiolas de nailon, alimentados com solucao
de sacarose saturada ad libitum. Os mosquitos fémeas, também foram alimentadas
com galinhas, em condi¢cdes controladas de temperatura e umidade (28+1°C;
70+10%).

Apés a alimentacdo, foi introduzido nas gaiolas um pote plastico
transparente com agua desclorada e coberto com papel filtro, para a postura das
fémeas. Os ovos obtidos foram colocados para secar a temperatura ambiente, em
seguida foram contados e armazenados.

Vale destacar que para a efetividade dos testes de bioensaio foram
realizados testes preliminares para a escolha do extrato mais adequado, o qual
evidenciou os extratos da fracdo metanolica das sementes como o de melhor

resposta para os objetivos da pesquisa.

4.7.1 Teste Larvicida e efeito residual

A realizacéo deste teste seguiu a metodologia proposta por Guarido (2009)
com modificacdes, onde, primeiramente, as larvas utilizadas foram provenientes da

colonia supracitada, e os ovos obtidos foram submersos em agua desclorada dentro
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de potes plasticos com capacidade para 700 mL, e adicionada racdo de peixe
triturada para induzir a ecloséo larval. ApGs a ecloséo, as larvas continuaram sendo
alimentadas com ragéo de peixe triturada até atingirem o terceiro estadio final ou
quarto inicial.

As larvas foram contadas e transferidas com auxilio de uma pipeta de
Pasteur, para copos plasticos de 50 mL. Cada copo continha 10 larvas e 20 mL da
mesma agua desclorada que se encontravam as larvas anteriormente. Essas larvas
ficaram armazenadas em camara climatizada enquanto 0s copos com as solucoes
eram preparados.

As larvas de terceiro estadio final ou quarto inicial foram expostas a quatro
diferentes concentracdes de extrato da fracdo metandlica das sementes de Annona
montana, e para a calibracdo do DMSO 1,0%.

Os experimentos foram realizados em triplicata, totalizando 30 larvas por
concentracdo. Cada replica continha a concentracdo desejada do extrato em 20 mL
de agua destilada com DMSO 1%. Como controle, foi utilizado a 20 mL de DMSO
1% com &gua destilada. Apés homogeneizacao da solucao, as larvas anteriormente
separadas foram acondicionadas em recipientes contento a solugéo preparada.

As solucdes escolhidas para a realizacao dos testes foram de 10 a 40 yg/mL
(10, 20, 30 e 40 uyg/mL), enquanto que a mortalidade foi verificada apdés 24 e 48
horas de exposicdo aos extratos. As larvas incapazes de atingir a superficie da
solugdo ou que ndo apresentaram nenhum tipo de movimento foram consideradas
mortas. As larvas sobreviventes no final do experimento foram descartadas, e novas
larvas foram colocadas nos potes de ensaio para verificar o efeito residual do

extrato.

4.7.2 Teste oviposicional

Para cada 10 casais de mosquitos foram ofertados quatro criadouros testes,
a saber: um com CLsp, outro com CLgp, outro com controle comercial, por fim, um
segundo controle com DMSO 1% em agua desclorada. As concentracdes de ClLsp €
CLgo foram obtidas de acordo com o teste anterior. Apds a alimentacdo sanguinea
dos mosquitos fémeas, foram inseridos potes contendo as solu¢des e cobertos

lateralmente com papel filtro, nas mesmas condi¢des de criacdo no laboratorio. Feito
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isso, as avaliagcbes foram realizadas diariamente por trés dias, efetuando a
contagem dos ovos.

A solucéo preparada foi aplicada nos filtros e apds a secagem, estes foram
acomodados nos potes contendo dgua desclorada.

4.8 Andlise de dados

4.8.1 Quantificacdo de metabdlitos secundarios

Para a quantificacdo dos metabdlitos secundarios foi utilizado um
espectrofotometro VIS 320 a 1100 nm da marca Bunker, onde os experimentos
foram feitos em triplicata (n=3) e os resultados apresentados a média de trés
verificacbes. As técnicas de quantificacdo seguiram alguns parametros de validacdo
como especificidade, funcdo da resposta (grafico analitico), linearidade, limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), a fim de gerir dados crediveis e
adequados aos objetivos propostos.

A especificidade foi realizada por meio da adicdo dos padrdes analiticos, na
gual objetivou-se detectar o analito de interesse na presenca de outros constituintes.
A funcdo resposta foi obtida por meio das equacBes de regressao linear,
caracteristico para cada metabdlito quantificado. Para avaliar a linearidade foi usada
a média de trés intervalos com repeticbes auténticas, que contemplavam as
concentracbes das solucbes padrdo analisadas. Por fim, o LD e o LQ foram
expressos considerando o desvio padrdo em razdo ao coeficiente angular, sob
condicbes experimentais estabelecidas (equacbes 1 e 2) (BRITO et al.,, 2003;
SOBRINHO et al., 2008).

LD =DPa x 3/IC (1) LQ = DPa x 10/IC (2); onde:

DPa: Desvio padréo; IC: Inclinagéo da curva

A validacdo dos procedimentos analiticos tem por objetivo demonstrar que

0os meétodos de ensaio utilizados apresentam resultados que permitem avaliar
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objetivamente a qualidade dos extratos, conforme os parametros especificados
(SOBRINHO et al., 2008).

Todos os dados foram tabelados e analisados estatisticamente pelo software
Origin® 8.0.

4 .8.2 Bioensaios: teste larvicida, efeito residual e teste oviposicional

Para o teste larvicida, efeito residual e teste oviposicional o calculo do CLsg €
CLgo dos extratos analisados foram feitos no software Probit®, a partir da relacdo de

concentracdo (ug/mL) - mortalidade (%) obtida no ensaio.

4.9 Consideracodes éticas

A manutencdo da colénia de mosquitos seguiu 0s parametros de
biosseguranca para insetarios da Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ
(ANJOLLETE; MACORIS, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencédo do extrato etandlico

A partir de toda a massa do p6 das folhas (623,45 g) de A. montana
obteve-se 13,26 g de extrato etanodlico, que expressa um rendimento de
aproximadamente 2,13%. J& para as sementes, dos 237,18 g de pé, foi

extraido 8,593 g cujo rendimento foi de 3,62% conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento do extrato organico a partir de folhas e sementes de A.

montana.
Espécie Estrutura Material Vegetal (g) Solvente Rendimento
@ ()
Annona montana Folhas 623,45 Etanol 13,26 2,13
Sementes 237,18 8,593 3,62

Fonte: Pesquisa direta.

Esses rendimentos podem ser explicados pela presenca de 6leos, que
apresentam como constituinte majoritario triacilgliceréis, e que podem ser
extraidos com etanol (BRANCO et al., 2009). O etanol permite que grande
parte dos constituintes de plantas sejam extraidos, uma vez que a maioria dos
metabdlitos apresentam solubilidade em misturas etandlicas, além de ser o
solvente que mais se adéqua aos preceitos da quimica verde (BRITO, 2014).

Além disso, alguns fatores podem estar relacionados ao rendimento da
extracdo, tais como: método de extracdo, solvente empregado, variacdes
sazonais fisiologicas, peculiaridades do ambiente de cultivo da planta e
variacdo genética (FIGUEIREDO et al., 2007; BIMAKR et al., 2011).

Nesse sentido, outro fator que pode interferir no rendimento € o
tamanho das particulas do material vegetal processado, quanto menor o
tamanho maior a superficie de contato com o solvente e maior a extracao.
Desta forma, inUmeros fatores podem interferir nos rendimentos dos extratos,

onde a otimizacdo das condicdes de extracdo pode proporcionar maior



57

RESULTADOS E DISCUSSAO

rendimento de extracdo. Assim, o comportamento dessa varidvel assume dificil
comparacao entre estudos disponiveis na literatura (MENDES, 2012).

Para a avaliacdo do rendimento das fracdes, foi retirado 5 g de cada
extrato de A. montana obtido pelo método de maceracédo, solubilizado em
metanol/dgua (8:2) e submetido a particdo com hexano, cloroférmio, acetato de

etila e metanol. Na tabela 2 a seguir estdo detalhadas as particdes obtidas.

Tabela 2 - Rendimento das fragées organicas obtidas pelo processo de
particdo com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol a partir dos
extratos de A. montana.

Espécie Estrutura Material Solvente Rendimento
Vegetal (9) D)

Hexano 0,81 16,2

Cloroférmio 112 22,4

Annona montana Folhas 5 Acet. otila 131 262
Metanol 1,76 35,2

Hexano 262 524

Cloroférmio 1,03 20,6

Sementes > Acet. etila 074 148

Metanol 0,61 12,2

Fonte: Pesquisa direta.

O alto rendimento das fragdes em hexano obtido nesse estudo, a partir
das folhas e sementes de A. montana, € decorrente do alto teor de 6leo nessas
estruturas vegetais, destacadamente nas sementes, o qual € majoritariamente
extraido pelos solventes mais apolares no sistema de extracdo empregado.

Estudos de Ribeiro et al. (2013) e Lima (2007) afirmam que as espécies do
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género Annona acumulam significativas quantidades de 6leo nas sementes, as
quais vém sendo pesquisadas para utilizacdo na producdo de produtos
inseticidas e repelentes.

Estes dados sao semelhantes aos resultados obtidos por Masruri et al.
(2012) e Abdualrahman et al. (2016), os quais verificaram que as sementes de
Annona muricata e Annona squamosa, respectivamente, possuem maior teores
de lipidios em detrimento das proteinas e dos carboidratos. As sementes tém
sido estudadas quanto a composi¢cao quimica de suas reservas, e tal interesse
ndo se da apenas por seu teor nutritivo, mas por serem Uteis na confeccéo de
produtos industrializados (BUCKERIDGE, 2010).

5.2 Screening Fitoquimico de A. montana

A analise fitoquimica preliminar tem por objetivo caracterizar 0s
componentes quimicos presentes nas plantas e produtos do metabolismo
secundario vegetal. A presenca ou auséncia de concentracfes consideraveis
de metabdlitos secundarios numa determinada espécie é influenciado por
varios fatores, tais como: época da coleta, idade da planta e fatores ambientais.
Os testes qualitativos aqui empregados detectam apenas metabdlitos especiais
gue estejam presentes em concentracdes minimas necessarias para analise
nos extratos analisados (SOARES et al., 2016).

O resultado da analise qualitativa dos compostos do metabolismo
secundario presente nos extratos das folhas e sementes de A. montana estao

listados na tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados do screening fitoquimico.

Metabolitos secundério / Testes realizados Folhas Sementes
Alcaloides (Dragendorf) +/- +
Taninos (Cloreto férrico) +/- -
Flavonoides (Reag&o de Shinoda) + -
Triterpenos e Esteroides (Reacéo de Liebermann-

Burchard) * *
Saponinas (Teste da espuma) - +
Cumarinas + +
Quinonas + -

Fonte: Pesquisa direta. (+) Presenca; (-) Auséncia; (+/-) Pouco expressivo.

Pelos resultados da tabela 3 pode-se dizer que no screening
fitoquimico dos extratos de A. montana foram detectados praticamente todos
0os metabdlitos secundarios analisados. A aplicacdo de testes como esses sao
de extrema relevancia, uma vez que detectam a presenca de compostos,
funcionando como marcadores quimicos da espécie, além de delinear
melhores métodos de extracdo e bioensaios aos quais podera ser submetida,
ainda mais numa espécie de anonacea com perfil fitoquimico pouco elucidado
(SOARES et al., 2016).

Os métodos empregados para esta analise qualitativa foram baseados
em reacdes quimicas de coloracéo e precipitacdo em tubos de ensaio e placas
de CCD, por serem métodos rapidos e de baixo custo, capazes de tracar o
perfil quimico do vegetal, sendo que em algumas identificacdes como taninos,
flavonoides, triterpenos e esteroides foi preciso a combinacao de ferramentas
guantitativas e especificas (BESSA et al., 2013; CARVALHO et al., 2014).

Alguns dos constituintes quimicos presentes nos extratos sao
responsaveis, majoritariamente, pela atividade biolégica do género Annona,
como alcaloides, flavonoides, taninos e fendis totais (CARVALHO et al., 2014).
Contudo, vale destacar que testes qualitativos ndo possuem alta sensibilidade,
portanto € importante realizar analises de quantificacdo para comprovar ou nao
a existéncia de determinado metabdlito (GUARIDO, 2009).
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5.3 Quantificacdo dos metabolitos secundarios de A. montana

Os metabdlitos foram quantificados por meio de espectrofotometria, e
realizadas de modo especifico para cada tipo de metabdlito. Entretanto, ndo foi
possivel realizar para todos os compostos identificados no teste qualitativo,
devido a dificuldade de se encontrar reagentes para 0s testes.

Sendo assim, a determinacdo do teor de polifendis foi realizada de
acordo com as técnicas descritas por Swain e Hills (1959), onde foi construida
uma curva de calibragéo (figura 13) para obtencdo de uma equagédo de reta

gue determinou a quantidade de polifendis existente nos extratos.

Figura 13: Curva de calibracdo do padréo de referéncia acido galico.
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Fonte: Pesquisa direta.

Pela analise da figura 16 foi possivel perceber que no comprimento de
onda de 720 nm, as leituras de absorbancia foram caracteristicas para a
construgdo da curva de calibracdo para polifendis, na qual apresentou equacgao
de regresséo linear média igual a y = 0,003 + 0,005x, onde y representa
absorbancia (nm) e x a concentragao (ug/mL). O coeficiente de determinagéo
obtido foi R?= 0,999, indicando adequacéo do método ao intervalo avaliado. Os
valores de LD e LQ estimados pelas equagbes 1 e 2 , foram 0,1297 e 0,3891

de absorbancia, respectivamente.
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Como a absorbéncia para os extratos das folhas foi 0,3143 e das
sementes foi de 0,1306, portanto dentro dos limites foi possivel determinar o
teor de polifendis. Nas solu¢cbes com concentracdo de 250 pg/mL preparadas a
partir dos extratos das folhas e sementes de Annona montana, calculou-se os

valores das concentragdes de polifendis em ug/mL conforme a tabela 4.

Tabela 4 - Resultado da quantificacdo de polifendis nos extratos de Annona

montana.
Conc. da Conc. Conc. Conc.
solucéao Absorbancia Polifenodis Polifenois Polifenois
(250 pg/mL) (ng/mL) (%) (ng/g)
Folha 0,3143 62,25 24,9 249,0
Semente 0,1306 25,52 10,2 102,0

Fonte: Pesquisa direta.

Até o presente momento ainda ndo foi observado na literatura estudos
gue trouxessem a quantificacdo de polifendéis em A. montana. Contudo, em
estudos realizados com outras espécies da familia Annonaceae relatam valores
fendlicos totais de 120 mg / 100 g para polpa de A. muricata (graviola),
enguanto outros citam teor de 84,3 mg / 100 g nas folhas de A. squamosa (ata)
(NUNES et al.,, 2013). Esses valores mostram que o teor de determinado
metabdlito é variavel de espécie para espécie, dependendo de fatores que vao
desde a parte da planta utilizada até o método de quantificacao.

Assim, tomando como parametro medidas de estudos anteriores a A.
montana possui 24,9 mg / 100 g de polifenois nas folhas e 10,2 mg / 100 g nas
sementes, fato que revela que mesmo em pouca quantidade, a planta exibe um
importante potencial bioativo, uma vez que em certas espécies de planta pode
ter uma forte relac@o entre atividade antioxidante e o conteudo fendlico. Dessa
maneira, é possivel observar uma relacdo entre concentragdo de polifendis e a
capacidade de sequestrar radicais livies (FERNANDEZ et al., 2017).

Segundo Correa et al. (2012), a atividade antioxidante de polifenois
estd associada a sua estrutura quimica, haja vista que a facilidade desse efeito

torna-se possivel pelo atomo de hidrogénio, a partir de uma hidroxila do anel
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aromatico, poder ser doado a um radical livre, bem como a polaridade e
posicdo dos grupos constituintes.

Para a determinacdo do teor de flavonoides foi realizada a técnica de
Meda (2005) a partir dos extratos de Annona montana, onde, primeiramente, foi
obtida uma curva de calibragcédo (figura 14) para posterior obtencdo de uma

equacao de reta.

Figura 14: Curva de calibragdo do padrao de referéncia quercetina.
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Fonte: Pesquisa direta.

A andlise da figura 14 aponta que no comprimento de onda de 415 nm,
as leituras de absorbancia foram caracteristicas para a construcdo da curva de
calibracdo para flavonoides, a qual apresentou equacdo de regressao linear
média igual a y = 0,0496 + 0,0065x%, onde y representa absorbancia (nm) e x a
concentracdo (ug/mL). O coeficiente de determinagdo obtido foi R? = 0,9926,
indicando adequacgdo do metodo ao intervalo avaliado. Os valores de LD e LQ
estimados pelas equagbes 1 e 2 , foram 0,2940 e 0,8820 de absorbancia,
respectivamente.

A absorbancia dos testes para os extratos com a folhas foi de 0,3766, e
para as sementes foi 0,3390, portanto dentro dos limites sendo possivel

determinar o teor de flavonoides (tabela 5).
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Tabela 5 - Resultado da quantificacdo de flavonoides nos extratos de Annona

montana.
Conc. da conc. Flav Conc.
solucéao Absorbancia ( imL) ' Conc. Flav. (%)  Flav.
(500 pg/mL) H9 (Hg/g)
Folha 0,3766 50,31 10,1 101,0
Semente 0,3390 44 52 8,9 89,0

Fonte: Pesquisa direta.

Assim como nos polifenois, a presenca de flavonoides em plantas do
género Annona os dados ainda s&o recentes, no entanto pesquisas tém
mostrado cada vez mais a presenca desses metabdlitos, sobretudo na forma
glicosilada como a quercetrina (NUNES et al., 2013). Os flavondides possuem
funcdo bioativa semelhante a dos polifendis exibindo forte atividade
antioxidante, antimicrobiana e antiparasitaria (SIMOES et al., 2010).

A quercetrina, na reacdo com o fon aluminio (Al*®) durante o processo
de quantificacdo, forma um complexo com as moléculas de flavondides da
amostra, estabelecendo um complexo estavel flavonoide-Al*3. Este complexo
promove em espectroscopia intensificacdo das absorcdes, sendo quantificado
sem sofrer influéncia de outros compostos fendlicos, como polifenois e taninos
(SOBRINHO, 2014).

Num estudo realizado por Nunes et al. (2013) com Annona dioica,
revelou que a planta possui quatro flavondides responsaveis por atividades
hipoglicemiantes, antiedemogénico, anticancerigena e antioxidante.

Quanto a determinacdo do teor de taninos nos extratos de Annona
montana foi seguida a técnica descrita por Makkar e Becker (1993), para

construcdo da curva de calibracdo e obtencao da equacao de reta (figura 15).
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Figura 15: Curva de calibragéo do padréao de referéncia catequina.
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Fonte: Pesquisa direta.

Pela figura 15, o comprimento de onda de 500 nm permitiu as leituras
de absorbancia caracteristicas para a construcao da curva de calibracdo para
taninos, a qual apresentou equacao de regressao linear média igual a y =
0,0265 + 0,003x, onde y representa absorbancia (nm) e x a concentracéo
(ug/mL). O coeficiente de determinagdo obtido foi R* = 0,9583, indicando
adequacao do método ao intervalo avaliado. Os valores de LD e LQ estimados
pelas equacbes 1 e 2, foram 0,154 e 0,462 de absorbancia, respectivamente.

Como as absorbancias média obtidas da solucdo do extrato das folhas
foi 0,041, e nas sementes foi de 0,038, portanto menores que o intervalo de
deteccdo, nao foi possivel determinar o teor de taninos, haja vista que as
absorbancias do teste ndo se mostraram dentro dos limites de deteccéo e
quantificacdo. Portanto, para a solugdo de concentracdo 200 ug/mL obtida a
partir dos extratos, ndo houve deteccédo de taninos.

Esse resultado vai de encontro ao mostrado no screening fitoquimico,
onde taninos foram identificados no extrato das folhas de forma pouco
expressiva e nas sementes se mostraram ausentes. Contudo, os taninos séo
metabolitos presentes na maioria das plantas, onde sua concentracdo nos
tecidos vegetais varia conforme a idade, tamanho da planta, parte coletada e

local onde a mesma foi coletada (NUNES et al., 2013).
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Por dltimo, para a determinagé@o do teor de alcaloides nos extratos de
A. montana foi utilizado o método de Ajanal, Gundkalle e Nayak (2012), para a
obtencéo da curva de calibracao (figura 17) e equacéo de reta. Esta analise foi
realizada tanto para as folhas como para as sementes, apesar de que no teste
qualitativo foi pouco expressivo a presenca deste metabdlito nas folhas,

conforme a figura 16.

Figura 16: Resultado do teste qualitativo de alcal6ides por reagente de
Dragendorf.

Fonte: Pesquisa direta. A: Placa de CCD com extrato da folha; B: Placa CCD com

extrato semente

Pela andlise da figura 17 foi possivel perceber que no comprimento de
onda de 470 nm, as leituras de absorbancia foram caracteristicas para a
construgdo da curva de calibracéo para alcal6ides, a qual apresentou equacgao
de regressao linear média igual a y = 1,6814 + 0,159x, onde y representa
absorbancia (nm) e x a concentragao (ug/mL). O coeficiente de determinagéo
obtido foi R? = 0,9745, indicando adequac&o do método ao intervalo avaliado.
Os valores de LD e LQ estimados pelas equacdes 1 e 2 , foram 1,7996 e
5,3988 de absorbancia, respectivamente.

As absorbancias dos testes para os extratos com as folhas foi de
1,9167, e para as sementes foi 1,9564, portanto dentro do limite de deteccao

(LD), sendo possivel determinar o teor de alcaléides.
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Figura 17: Curva de calibragdo do padrao de referéncia atropina.
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Fonte: Pesquisa direta.

Na determinacao do teor de alcaldides, a solu¢do de concentracao 5,0
mg/mL preparada a partir dos extratos etandlicos das folhas e sementes de A.
montana foi possivel quantificar os valores das concentracfes de alcaloides em

mg/mL conforme a tabela 6.

Tabela 6 - Resultado da quantificacdo de alcaloides nos extratos de Annona

montana.
Conc. da Conc.
solucao Absorbancia Conc. Alcaléides Conc. Alcaléides Alcal.
(5000 (ng/mL) (%) (ng/mL)
pg/mL)
Folha 1,9167 1,48 0,0296 0,296
Semente 1,9564 1,73 0,0346 0,346

Fonte: Pesquisa direta.

Os alcaloides sdo compostos organicos farmacologicamente ativos que
contém nitrogénio na sua constituicdo, presentes naturalmente no reino
vegetal. Pelos resultados obtidos foi possivel perceber que a A. montana
possui alcalbides, tanto nas folhas como nas sementes. No entanto, em

guantidades minimas se comparadas com polifenéis e flavondides. Isso,
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provavelmente, deve ser por conta do método desenvolvido que ndo define
uma concentracdo exata do extrato.

Nas anonaceas, os alcaldides estdo concentrados mais nas sementes
e frutos, e sdo derivados da benzilisoquinolina, sendo a reticulina de maior
ocorréncia (figura 18). Entre os derivados de azaantraquinona a cleistofolina,
geovanina e anafolina foram obtidas, fato que pode ser confirmado, uma vez
gque nos extratos das sementes de A. montana houve um maior teor de
alcaléides (CHATROU et al.,, 2012). Em estudos realizados por Rupprecht
(1991) apontaram que as folhas de A. montana possuem um alcal6ide de
fenantreno citotéxico semelhante a oxoaporfina.

Leboeuf et al., (1982) listou cerca de 170 alcaldides isolados de
diversos géneros de Annonaceae, sendo que a annomontina e
metoxiannomontina foram isolados das cascas de tronco e raiz de Annona

montana, constituindo os primeiros alcaldides isolados desta espécie de planta.

Figura 18: Estrutura da (A) reticulina, (B) cleistofolina, (C) geovanina e

(D) anafolina.
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5.4 Anélise de CLAE dos extratos de A. montana

A andlise do perfil quimico por CLAE-DAD teve como objetivo verificar
a adequacéo desta técnica cromatografica no trabalho experimental e, também
contribuir para uma avaliacdo prévia da natureza quimica das substancias
presentes. Assim, o uso da eluicdo gradiente em condicfes de ampla faixa de
forca da fase movel € tido como exploratério e pode ser usado de modo a
fornenecer um cromatograma fingerprint da amostra em analise (CASS,
DEGANI, 2001).

Para esta andlise, foram usadas as fracbes metandlicas dos extratos
brutos das folhas e sementes de A. montana, haja visto que nas demais
fracbes ndo foi possivel obter cromatogramas reprodutiveis, muito
provavelmente por conta da clorofila, presente principalmente nas folhas, que
quando submetidos a CLAE exibiram pequeno nuamero de bandas
cromatograficas, que pode ter acontecido devido a retencdo de outros
compostos além da clorofila (LIMA, 2007).

Nos cromatogramas (figura 19 e 20) obtidos em gradiente exploratério
binario usando a mistura agua (A) e acetonitrila (B) como solventes. Fez-se
variar a concentracdo do solvente B de 5% a 100% durante 50 minutos, com
vazdo de 1,0 mL por minuto, onde foi observada uma variedade metabdlica,
com bandas cromatogréaficas com diferentes tempos de retencédo, variando de
média a alta polaridade nos extratos das sementes (fracdo metandlica). No
entanto, 0 mesmo nao foi obrservado para a mesma fracdo nos extratos da

folhas.
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Figura 19: Fingerprint da fracdo metandlica do extrato bruto das sementes de

A. montana pelo método 1.
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Figura 20: Fingerprint da fracdo metandlica do extrato bruto das folhas de A.
montana pelo método 1
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Fonte: Pesquisa Direta

A diferenca marcante encontrada na andlise dos dois cromatogramas
fingerprint (figuras 19 e 20), € que a fracdo metanolica do extrato bruto das
sementes de A. montana exibe a presenca de bandas com tempo de retencgéo
entre 2,5 e 20 minutos que nao foram observadas nas folhas. Uma visdo mais

clara da similaridade e diferengas entre os dois extratos brutos pode ser
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observada a presenca de banda com o tempo de retencdo préximo a 30
minutos. No entanto, essa caracteristica pode ser associada a impurezas no
aparelho, uma vez que antes da amostra ser submetida a CLAE foi realizada a

leitura com o branco constituido apenas por acetonitrila (figura 21).

Figura 21: Fingerprint da amostra controle formada apenas por
acetonitrila
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Fonte: Pesquisa direta

Pelo método 2, no qual os cromatogramas foram obtidos em gradiente
exploratério binario usando a mistura agua (A) e metanol (B) como solventes,
foi observada uma grande variedade metabdlica, com bandas cromatogréaficas
com diferentes tempos de retencdo, variando de média a alta polaridade

somente nos extratos das sementes (fragdo metandlica).
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Figura 22: Fingerprint da fracdo metandlica do extrato bruto das sementes de
A. montana pelo método 2
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Nesse caso, como foi possivel a obtencdo apenas do cromatograma
fingerprint (figuras 22) da fracdo metanolica do extrato bruto das sementes de
A. montana houve a presenca de bandas com tempo de retencdo entre 5 e 25
minutos. Resultado muito semelhante ao encontrado no primeiro método.

Num estudo realizado por Lima (2007) sobre extratos brutos com
misturas de acetogeninas de A. muricata e A. squamosa submetidas a analise
por CLAE, revelou que o tempo de retencdo para acetogeninas € obrservado
com a presenca de bandas entre 45 e 60 minutos. Isto sugere que é nesta

regido que deve ser encontrada as acetogeninas na A. montana.

5.5 Bioensaios

5.5.1 Atividade larvicida e efeito residual

Através da analise do Probit constatou-se que a concentragédo de 1%
(Controle) de DMSO né&o causa mortalidade nas larvas de A. aegypti. Contudo,
as demais concentracdes testadas da fracdo metandlica do extrato bruto de

Annona montana demonstraram potencial atividade larvicida, principalmente
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nas concentragdes maiores de 30 e 40 pg/mL, que exibiram mortalidade total

das larvas logo nas primeiras 24h (figura 23).

Figura 23: Atividade larvicida da fracdo metandlica do extrato bruto das

sementes de Annona montana em populacdes de Aedes aegypti.
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Fonte: Pesquisa direta.

A utilizacdo do DMSO a 1% em relacdo ao volume total utilizado nos
bioensaios ndo auxilia na mortalidade das larvas. Na literatura, s&o
encontrados trabalhos utilizando uma concentracdo mais alta desse produto
em diferentes volumes, 2% por exemplo. Assim, o solvente utilizado juntamente
com o produto de plantas indica que sua utlizagdo nao contribuiu com a
mortalidade e o resultado encontrado é somente devido aos extratos ou 6leos
(FURTADO et al., 2005; PROPHIRO, 2008).

A eficdcia como larvicida de Annona montana foi verificada para a
fracdo metandlica do extrato das sementes, sob condicdes controladas
(temperatura de 25°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de 12 horas
luz e 12 horas escuro) em intervalo de concentracdo dose-resposta, sobre
populacdes de Aedes aegypti. Os valores das concentracdes letais CLsp € Clgg

estimadas através da analise Probit estdo apresentadas na tabela 7.
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Tabela 7 - Concentragfes letais da atividade larvicida da fracdo metandlica de
Annona montana em populacdes de Aedes aegypti.

Extrato Clso CLoo
Fracdo metandlica 24h 7,096 20,798
das sementes
(ug/mL) 48h 3,752 10,356

Fonte: Pesquisa direta.

O extrato de Annona montana em concentragdes letais apresentaram
atividade larvicida. Esses resultados encontram-se dentro do que € esperado,
uma vez que em estudos realizados por Silva et al. (2004) e Lima (2007) com
extratos de A. muricata mostraram que a atividade larvicida de annonaceas
estd relacionada a acetogeninas tetraidrofuranicas com forte potencial
citotoxico as larvas de A. aegypti.

Além disso, pesquisas demonstraram a eficiéncia larvicida de extratos
obtidos em diferentes espécies da familia Annonaceae contra espécies de
mosquitos, ndo somente devido a presenca de acetogeninas, mas também por
alcaloides encontrados nos extratos (GUARIDO, 2009).

Neste estudo nédo foi possivel investigar o mecanismo com o qual
ocorre a mortalidade das larvas. Entretanto, alteracbes morfolégicas externas
das larvas como no exosqueleto, nas papilas anais, alongamento do colar, e
internas como na membrana peritréfica, causadas pela exposicédo de derivados
botanicos ja foram reportados por diversos autores (PROPHIRO, 2008).

Assim, os derivados de plantas podem, além do efeito larvicida, influir
no tempo de duracdo de larvas e pupas e reduzir a emergéncia de adultos.
Dessa maneira, a aplicacao de produtos naturais em doses sub letais poderia
levar a novas estratégias de controle, relacionados a resisténcia aos inseticidas
sintéticos (LIMA, 2017).

Contudo, apesar do aumento do nimero de estudos quimicos e do
potencial biologico das diferentes espécies de Annonaceae, nenhum trabalho
envolvendo a atividade inseticida de Annona montana, bem como a presenca

de acetogeninas e mecanismo de acdo dessa espécie foi descrita na literatura
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até a data, sendo os resultados obtidos inéditos abrindo perspectivas para
aprimoramento dos extratos desta planta.

Ainda em relacdo ao estudo com a fracdo metandlica do extrato das
sementes de A. montana, 0 mesmo apresentou-se toxico contra larvas de A.
aegypti, exercendo efeito residual. Ao expor as larvas ao tratamento
imediatamente apds o primeiro, segundo, terceiro e quarto dia apids o preparo

da solucéo, as concentracdes permaneceram com eficacia (figura 24).

Figura 24: Efeito larvicida residual da fragdo metandlica do extrato da

semente de A. montana
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Fonte: Pesquisa direta. Legenda: Foi avaliado a taxa de mortalidade das larvas de
Ae. aegypti na presenca do extrato preparado apds 24 horas (barra em preto), 72 horas (barra
em cinza escuro) e 96 horas (barra em cinza claro).

Esses resultados sdo semelhantes aos de Martins & Valle (2013), que
relatou a persisténcia do extrato de azaractina durante 3 a 7 dias para o
controle de pupa de Chrysomya megacephala. Nesta pesquisa, obteve-se
efeito residual do extrato de A. montana por 4 dias em todas as concentragoes,
com efeito menor nas concentragdes de 10 e 20 ug/mL.

A diferengca no tempo de letalidade pode ocorrer por diferentes
mecanismos de acdo dos extratos vegetais nas larvas e pela forma em que
esses extratos penetram nos organismos, se por ingestdo ou por contato. Em

relagdo aos sintéticos, ressalta-se a vantagem dos inseticidas naturais nao
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causarem contaminacdo ambiental por serem rapidamente degradaveis,

persistindo por um periodo mais curto no ambiente (MORALES et al., 2004).

5.5.2 Atividade oviposicional

O numero de ovos obtidos pelo teste de atividade oviposicional pode
ser observado na tabela 8, com destaque para atividade inibidora na CLsg, 0
qual indicou que o total de ovopositados pelas fémeas de Aedes aegypti foi

apenas 8,8%, revelando influéncia do extrato de Annona montana.

Tabela 8 - Atividade inibidora da fracdo metandlica do extrato bruto de A.
montana contra criadouros de A. aegypti.

PORCENTAGEM CONTROLE REPELENTE EXTRATO EXTRATO

TOTAL DE (n) COMERCIAL  ClLs (n) CLoo (n)
OVOS (n) (n)
100 (328) 69,3 (227) 0,3(1) 8,8 (29) 21,6 (71)

Fonte: Pesquisa direita

Estudos tém mostrado que 0 mosquito A. aegypti raramente oviposita
diretamente na &gua, pois exibe preferéncia em deposita-los na parede do
recipiente logo acima da linha da 4gua. Assim, a deposi¢ao de ovos da agua s6
seria realizada em recipientes extremamente lisos que néo oferecem aderéncia
suficiente (CHRISTOPHER, 1960; FAY & PERRY, 1965).

Nesse sentido, Lopes et al. (1993), afirma que o A. aegypti ndo mostra
preferéncia por tipo de criadouro, mas prefere ambientes com agua que nao
contém altos niveis de poluentes. No presente trabalho, as fémeas preferiram
ovipositar no controle de DMSO 1%. Um ambiente considerado favoravel para
a oviposi¢do, no qual esta associado com condi¢cdes que 0 meio apresenta
para o desenvolvimento e a sobrevivéncia de mosquitos imaturos.

Em relacdo ao extrato de Annona montana os resultados indicam
similaridade do comportamento de oviposicdo nos mosquitos A. aegypti,
guando comparados com pesquisas realizadas com sementes de M. azedarach
(CANDIDO; BESSERA, 2015).
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6.0 CONCLUSAO

Em funcéo das caracteristicas e condi¢des relacionadas ao presente
estudo, foi possivel obter as seguintes conclusdes:

- Levando em consideracdo as variaveis do rendimento das frages
organicas obtidas pelo processo particdo, 0 maior rendimento foi obtido com a
fracdo hexanica nas sementes e fragcdo metandlica nas folhas.

- Em relacdo aos métodos de quantificacdo, foi possivel verificar os
teores de polifendis, flavondides e alcaldéides por meio de técnicas
espectrofotométricas associadas a parametros de validacdo, tais como:
linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Estes foram
importantes por ndo permitir a quantificagdo do teor de taninos, mesmo sendo
construida a curva de calibracdo e equacao da reta.

- O melhor resultado para atividade larvicida, efeito residual e teste
oviposicional foi obtido com a fracdo metanodlica da semente, mortalidade de
100% das larvas de a aegypti em 24h e 48 h para as concentragdes de 30 e 40
ug/ml.

- Contudo, ha necessidade de maiores pesquisas com esta espécie de
anonacea, principalmente, referente a bioensaios e quantificacdo de

metabalitos, alémde efeitos sinérgicos de alcaldides e acetogeninas.
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