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RESUMO

A espécie Annona coriacea Mart. (Annonaceae) distribui-se por todo Brasil e apresenta
importancia significativa na descoberta de novos farmacos. O presente trabalho teve como
objetivo analisar as caracteristicas bioldgicas, quimicas e farmacoldgicas da espécie Annona
coriacea Mart., frente a diversos ensaios. O material vegetal foi coletado no Piaui (Cerrado
Setentrional), municipio de Campo Maior. As folhas foram desidratadas a temperatura
ambiente e moidas para a posterior extracdo dos extratos hexanico de Annona coriacea (EHAC
15,969; 7,98%) e extrato etandlico de Annona coriacea (EEAC 19,43g; 9,71%). A investigacdo
fitoquimica mostrou, para ambos o0s extratos, a presencga de taninos, flavonoides, alcaloides,
triterpenos/esteroides e cumarinas, caracteristicos do género Annona. O conteldo de
fitoquimicos, obtido por curvas de calibracdo, revelou um contetdo aproximado de 52,16 mg
de fendis; 99,6 mg de flavonoides; 17,78 de taninos hidrolisados e 18,17 mg de
proantocianidinas por grama do EEAC. O EHAC apresentou 13,8 mg de fendis; 15,2 mg de
flavonoides; 5,64 de taninos hidrolisados por grama do extrato. Nos ensaios de eliminacdo de
radicais livres o EEAC reduziu metade dos radicais DPPH com uma concentragdo de 77,1
Hg/mL e apresentou uma capacidade antioxidante equivalente ao Trolox de 144,8 mM por
grama de amostra. O EHAC foi menos efetivo nesses ensaios e reduziu em apenas 1058 pg/mL
0 DPPH e o efeito antioxidante sobre o ABTS foi de apenas 27,8 mM/g de amostra. Os extratos
apresentaram excelente atividade larvicida, as concentracfes de 20 pg/mL do EEAC e 40
Hg/mL do EHAC causaram uma letalidade de 100% das larvas de A. aegypti, apds 48h de
exposi¢do com uma CL50 de 0,84ug/mL e 0,90 pg/mL, respectivamente. Os EEAC e EHAC
também demostraram elevada toxicidade sobre Artemia salina ndo sendo possivel calcular a
DL 50. O EEAC mostrou-se um potente inibidor da enzima acetilcolinesterase (AChE) com
inibicdo >50% e Clso = 6,966 mg/mL. A atividade de inibicdo do EHAC foi menor que 50%, e
sua Clsgp ndo foi determinada. Os extratos foram inativos contra bactérias gram-positiva
(Staphylococcus aureus ATCC 25923; S. epidermides newprow 0128), gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa HUTO001) e fungos (Candida
albicans ATCC 10231 e Candida krusei ATCC 34135) com MIC >1024. Contra a cepa
resistente a multiplas drogas de S. aureus (SA1199-B) que superexpressa a bomba de efluxo
NorA, o EEAC em concentragdes subinibitdrias foi capaz de reduzir em até 4 vezes a CIM da
norfloxacina, enquanto a EHAC em apenas 2 vezes. Quando os extratos foram associados ao
brometo de etidio, um substrato da bomba de efluxo NorA, observou-se uma queda da CIM do
corante em 8 e 2 vezes com 0 EEAC e com o EHAC, respectivamente. Esses resultados séo
promissores e sugerem que o0s extratos possuem fitoquimicos que inibem a bomba de efluxo
NorA, e tornam a cepa mais sensivel ao antibiotico, possuem potencial inseticida biodegradavel
contra A. aegypti, boa inibicdo da AChE e também toxicidade contra A. salina fornecendo
subsidios para futuros ensaios de atividade antiproliferativa.

Palavras-chave: Arboviroses. Aedes aegypti. Fluoroguinolonas. Acetilcolinesterase.
Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The species Annona coriacea Mart. (Annonaceae) is distributed throughout Brazil and presents
significant importance in the discovery of new drugs. The present work had as objective to
analyze the biological, chemical and pharmacological characteristics of the species Annona
coriacea Mart., in front of several tests. The plant material was collected in Piaui (Northern
Cerrado), municipality of Campo Maior. The leaves were dehydrated at room temperature and
milled for the subsequent extraction of hexane extracts of Annona coriacea (EHAC 15.96g,
7.98%) and ethanolic extract of Annona coriacea (EEAC 19.43g, 9.71%). Phytochemical
research showed, for both extracts, the presence of tannins, flavonoids, alkaloids, triterpenes /
steroids and coumarins, characteristic of the genus Annona. The content of phytochemicals,
obtained by calibration curves, revealed an approximate content of 52.16 mg of phenols; 99.6
mg flavonoids; 17.78 hydrolysed tannins and 18.17 mg proantocyanidins per gram of EEAC.
The EHAC presented 13.8 mg of phenols; 15.2 mg flavonoids; 5.64 tannins hydrolyzed per
gram of extract. In the free radical scavenging assays the EEAC reduced half of the DPPH
radicals at a concentration of 77,1 pg / mL and had an antioxidant capacity equivalent to Trolox
of 144.8 mM per gram of sample. EHAC was less effective in these assays and reduced DPPH
by only 1058 ug / mL and the antioxidant effect on ABTS was only 27.8 mM / g of sample.
The extracts showed excellent larvicidal activity, the concentrations of 20 pg / mL of the EEAC
and 40 pg / mL of the EHAC caused a lethality of 100% of Aedes aegypti larvae, after 48h of
exposure with an LC50 of 0.84 pug / mL and 0.90 pg / mL, respectively. EEAC and EHAC also
showed high toxicity on Artemia salina, it was not possible to calculate DL 50. EEAC proved
to be a potent inhibitor of acetylcholinesterase enzyme (AChE) with> 50% inhibition and IC
50 = 6,966 mg / mL. The HBV inhibition activity was less than 50%, and its IC50 was not
determined. The extracts were inactive against gram-positive (Staphylococcus aureus ATCC
25923; S. epidermides newprow0128), gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa HUT001) and fungi (Candida albicans ATCC 10231 and Candida
krusei ATCC 34135) with MIC >1024. Against the S. aureus multiple drug resistant strain
(SA1199-B) overexpressing the NorA efflux pump, the EEAC at subinhibitory concentrations
was able to reduce the MIC of norfloxacin by up to 4 times, whereas the HACA only by 2-fold.
When the extracts were associated with ethim bromide, a substrate of the NorA efflux pump, a
decrease of the MIC of the dye was observed 8 and 2 times with the EEAC and with the HACA,
respectively. These results are promising and suggest that the extracts have phytochemicals that
inhibit the NorA efflux pump, make the strain more sensitive to the antibiotic, have a
biodegradable insecticidal potential against A. aegypti, good inhibition of AChE and also
toxicity against A. salina providing subsidies for future antiproliferative activity assays.

Keywords:  Arboviroses. Aedes aegypti. Fluoroquinolones  Acetylcholinesterase.
Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde os primérdios. A busca por
alivio e cura de doencas através da ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizacdo de produtos naturais (VIEGAS JR et al., 2006). As propriedades
terapéuticas das plantas foram evidenciadas pela observacdo dos povos primitivos, e
propagadas de geracdo em geracdo (REIS TUROLLA; SOUSA NASCIMENTO, 2006).

Nos ultimos anos, o crescente interesse pelo uso de metabdlitos de plantas para tratar
doencas em humanos e outros animais e a alta demanda por produtos de saude oriundos de
fontes naturais, ao invés de sintéticos, reavivaram a pesquisa sobre a biodiversidade de plantas
para identificar novas moléculas bioativas (AVATO; ARGENTIERI, 2018; RAO;
HODGKING,2002).

A biodiversidade em ambientes tropicais e equatoriais oferece um potencial
particularmente rico em compostos biologicamente ativos que podem ser usados como modelos
para a quimica medicinal e descoberta de novas drogas (VALLI et al., 2018; BOLZANI et al.,
2012). A diversidade bioldgica vegetal representa um patriménio valioso para ser protegido
com cuidado e ser apreciado por suas inimeras implicagcdes ecoldgicas, bem como por sua
importancia em varias aplicagbes industriais (AVATO; ARGENTIERI, 2018; RAO;
HODGKIN, 2002).

As plantas sintetizam e acumulam em seus 6rgaos um grande niumero de metabolitos
(metabdlitos secundarios) altamente especializados e especificos, que possuem diferentes
estruturas quimicas resultados da sua evolugdo (VIEGAS JR et al., 2006). Esses metabdlitos
sdo responsaveis pelas propriedades ecoldgicas e sdo necessarios para as interacfes planta-
ambiente (protecdo contra herbivoros, microrganismos, insetos, UV, atracdo de polinizadores
ou dispersores de sementes) e também as condicdes de adaptacdo e regulacdo, além disso,
muitos deles apresentam importantes atividades farmacoldgicas (AVATO; ARGENTIERI,
2018).

Neste cenario destaca-se a familia Annonaceae que possui relevante papel nas industrias
alimenticia, madeireira, cosmética e farmacéutica (CORREA et al., 2008). As plantas
pertencentes a esta familia se caracterizam por sua grande variedade de esqueletos quimicos
com multiplas propriedades farmacologicas. Dentre os metab6litos secundarios ativos
descritos, evidenciam-se as acetogeninas (CABEDO et al., 2011) substancias naturais
bioativas, inerentes apenas a esta familia presentes em praticamente todas as partes da planta

(MIAO et al., 2016; LIU et al., 2014) que apresentam uma gama de atividades bioldgicas dentre
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elas a bioatividade contra diversas espécies de insetos, atividade citotoxica, antitumoral e
pesticida (CHEN et al., 2012; ALALI et al., 1999).

Annonaceae é a maior familia da ordem Magnoliales (APG 111, 2009) sendo formada
por 135 géneros e 2.500 espécies com distribuicdo pantropical — a América Central, a América
do Sul, a Africa e a Asia s&o os principais centros de diversidade desse grupo (CHATROU et

al., 2004) (Mapa 1).

Mapa 1 - Distribuicdo geografica mundial da familia Annonaceae.
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Fonte: Missouri Botanical Garden 2015 — apud RODRIGUES (2016).

No Brasil sdo registrados 29 géneros e 392 espécies distribuidas nos biomas Amazodnia,
Mata Atlantica e Cerrado. No Cerrado sdo encontrados apenas 10 géneros, nenhum deles
endémico, e 47 espécies (MAAS et al., 2013).

Na flora brasileira, 0 género Annona é um dos mais representativos (MAAS, 2009)
destacando-se devido aos seus frutos comestiveis, com alto valor comercial e propriedades
nutricionais (LORENZI, 2006) e por apresentar importancia significativa na descoberta de
novos farmacos e cosméticos (ALMEIDA; SANTOS, 2018).

Esse género possui cerca de 200 espécies dos tropicos das Américas e da Africa (MAAS,

2009) e atualmente inclui as 44 espécies que antes eram classificadas no género Rollinia
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(RAINER, 2007). No Brasil, ocorrem 82 espécies distribuidas na Caatinga, Cerrado, Mata
Amazonica, Mata Atlantica e Pantanal. (MAAS et al., 2015).

A espécie Annona coriacea é conhecida popularmente como araticum e se distribui por
todo o Brasil ocorrendo no Cerrado, Caatinga e Pantanal. No Piaui, segundo Sousa (2016) sdo
descritos 973 individuos dessa espécie, distribuidos principalmente nos Cerrados Setentrionais
do Estado (Norte). A regido de Campo Maior apresenta 143 espécimes, concentrando a maior

parte dos organismos descritos nos levantamentos (Mapa 2).

Mapa 2 - Distribuicdo geografica de Annona coriacea Mart. no Piaui.
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Fonte: Sousa (2016).

Segundo Lopes e Melo (2014), no Cerrado ela se destaca por possuir frutos grandes e
comestiveis com polpa fibrosa, adocicada, de aroma forte, contendo véarias sementes.
Apresentam porte arboreo com até 6 m de altura, com folhas simples e coriaceas com a face
superior brilhosa, as flores sdo carnosas e solitarias de cor creme, amarelada ou amarela-

laranjada (Figura 1).
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Figura 1 - Annona coriacea Mart.

1A- Arbusto jovem. 1B- Arbusto adulto. 1C- Folhas jovens. 1D- Botdo floral. 1E- Flor. 1F. Fruto.
Créditos: Autor (2017) e FARIAS, R. R. S. (2017).
Fonte: Autor (2019).
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Estudos tem mostrado que extratos de Annona coriacea Mart. possuem atividade
inseticida (COSTA et al., 2012), larvicida (FREITAS et al., 2014) e atividade anti-tripanossoma
(CARNEIROL et al., 2013; TEMPONE et al., 2005), dentre outras.

A investigacédo da diversidade botanica, juntamente com a conservacdo da informacao
etnofarmacoldgica permite a descoberta de novos compostos ativos com fins terapéuticos e
medicinais (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001). Vérias publicagdes reafirmam a
importancia dos produtos naturais como fonte de farmacos, uma vez que a maioria deles, em
uso clinico, ou séo de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a
partir de produtos naturais (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Considerando que os metabdlitos secundarios das plantas sdo ferramentas importantes
para a compreensdo da biossintese e desenvolvimento de novos farmacos e, em face das
atividades descritas para plantas da familia Annonaceae, a espécie Annona coriacea Mart. foi
selecionada para a avaliacdo do seu potencial fitoquimico, na busca por constituintes bioativos
gque possam comprovar seu uso terapéutico e farmacoldgico, contribuindo assim para uma
maior valoracao dessa espécie dentro do Bioma Cerrado.

Diante do exposto, o trabalho de tese intitulado “Potencialidades Biotecnoldgicas e
Farmacologicas de Annona coriacea Mart.” foi dividido em capitulos baseados em artigos
cientificos e patentes (Organograma 1).

O primeiro capitulo apresenta uma prospeccdo cientifica e tecnologica, a fim de
conhecer 0 estado da arte e apresentacdo tecnoldgica da espécie Annona coriacea Mart.,
objetivando destacar sua relevancia bioldgica e farmacoldgica. O capitulo dois apresenta a
composicao fitoquimica dos extratos hexanicos e etanodlicos das folhas de A. coriacea Mart. O
capitulo trés e quatro descrevem a atividade larvicida dos extratos sobre Aedes aegypti Linnaeus
e sobre microrganismos patogénicos (bactérias e fungos), respectivamente.

Por fim, o capitulo cinco expBe o depdsito de pedido de patente referente ao uso do
extrato das folhas da espécie Annona coriacea Mart. (Annonaceae) em formulacdes com acao
larvicida, sobre Aedes aegypti, e moduladora da acdo antibi6tica das fluoroquinolonas”.

O depdsito de pedido de patente foi submetido ao Nucleo de Inovagédo e Transferéncia
de Tecnologia (NINTEC) da Universidade Federal do Piaui junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) com o intuito de facilitar a interacdo com o setor industrial por

meio de estimulo do bindmino Universidade-Empresa.
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Organograma 1 — Representagdo gréfica do trabalho de tese.

Revisao de Literatura

Estudo comparativo da composicao fitoquimica e
atividade antioxidante dos extratos etandlico e
hexanico de Annona coriacea Mart. (Annonaceae)

As Potencialidades da espécie Revisédo

Eficacia larvicida dos extratos de
Annona coriacea Mart. (Annonaceae)
sobre Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Annona coriacea Mart. P
(Annonaceae): uma prospec¢ao Capitulo 1
cientifica e tecnologica

Efeito modulador de Annona coriacea Mart.
sobre a resisténcia a norfloxacina em
Staphylococcus aureus

Deposito de pedido de patente

Fonte: Autor (2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar as caracteristicas biotecnologicas e farmacologicas da espécie Annona

coriacea Mart.

2.2 Especificos

Realizar a prospeccao cientifica e tecnoldgica da espécie Annona coriacea Mart.
Caracterizar a diversidade quimica da espécie Annona coriacea fornecendo subsidios
fitoquimicos.

Avaliar as atividades dos extratos etandlico e hexanico das folhas da especie Annona
coriacea Mart. (EEAC) e (EHAC) frente a ensaios de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e da atividade antioxidante (DPPH, ABTS).

Investigar a atividade larvicida e a concentracéo letal (CLso) dos EEAC e EHAC contra
larvas de Aedes aegypti em 3° e 4° instar em condicdes de laboratdrio.

Determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (MIC) dos EEAC e EHAC sobre
microrganismos (fungos e bactérias).

Verificar a interacdo moduladora dos (EHAC) e (EEAC) associados a antimicrobianos.
Averiguar a toxicidade dos EEAC e EHAC em Artemia salina L. em condi¢cbes de

laboratorio e determinar a dose letal (DLso).



Revisao de
Literatura
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3 REVISAO DE LITERATURA

De acordo com a OMS, a resisténcia antimicrobiana e a dengue estdo entre os dez
principais problemas globais de saide publica que irdo demandar mais atengdo da organizagdo
e de seus parceiros neste ano de 2019 (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

No Brasil, Dengue, Chikungunya e Zika estdo presentes na Lista Nacional de
Notificacdo Compulséria de Doengas, Agravos e Eventos de Saude Pablica (BRASIL, 2017).
Todas essas arboviroses, incluindo também a Febre Amarela (FA), sdo transmitidas pelas
fémeas do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus,1762) e estdo causando um impacto negativo na
salde publica e na economia em todo o mundo.

De acordo com os nimeros de casos observados no ultimo Boletim Epidemiologico do
Ministério da Saude, pode se afirmar que, no Brasil, essas arboviroses tém alcancado

proporcdes gigantescas com relevante aumento de casos em todo pais.

3.1 Arboviroses

As arboviroses sdo viroses emergentes por natureza, ja que nenhuma delas é
originalmente uma doenca humana. Elas s6 se tornam importantes quando ocorre alguma
modificacdo ecologica significativa que altere seu habitat natural, levando a modificacdes de
reservatorios, vetores e até mesmo viruléncia (KNIPE et al., 2013).

Algumas arboviroses sdo consideradas reemergentes, pois sua incidéncia na especie
humana tem aumentado nas Gltimas décadas, ou por existir a ameaca de aumentar num futuro
proximo. Segundo Casseb et al. (2013), a emergéncia e reemergéncia de arboviroses séo
consideradas fendmenos naturais e apontadas como processo de evolucdo e adaptacdo de
espécies, pois durante a infeccdo de diferentes organismos o virus pode adquirir maior
viabilidade de infeccdo no hospedeiro gerando estirpes mais virulentas ou melhor adaptadas.

A maioria dos reservatorios de arboviroses sdo mantidos em ambiente silvestre, mas o
homem em sua constante expansao acaba por ter contato com focos enzo6ticos. Aumentando o
risco de infeccdo, entretanto, algumas vém surgindo em areas urbanas sob forma epidémica

(KNIPE et al., 2013) como € o caso da dengue.

3.2 Arbovirus
O termo “arbovirus” se origina da expressao inglesa arthopod-borne viroses ( ARthopod
- BOrne virus = ARBOVirus), que se refere a um grupo de virus transmitidos por artrépodes, e

segue alguns requisitos para sua correta classificagdo: infectar vertebrados e invertebrados;
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iniciar viremia em hospedeiro vertebrado por tempo e quantidade suficientes para permitir
infeccdo do vetor invertebrado e iniciar uma infecgdo produtiva; habitar a glandula salivar do
invertebrado a fim de fornecer virus para infeccdo de outros hospedeiros vertebrados; o meio
de transmissao de hospedeiro artropode a hospedeiro artropode através da via transovariana ou
venérea (CASSEB et al., 2013).

Os primatas humanos e 0s ndo humanos sdo reconhecidos como hospedeiros primarios
dos arbovirus, os vertebrados como roedores, passaros e pequenos mamiferos sdo 0s
hospedeiros secundarios (PADBIDRI; GNANESWAR, 1979).

A distribuicdo geogréafica é ampla, abrangendo quase todos os continentes (com exce¢do
da Antartida), tanto em regides temperadas como tropicais, predominando nessas Ultimas, pois
certamente oferecem condicdes ecoldgicas mais favoraveis (CASSEB et al., 2013; KNIPE et
al., 2013).

No Brasil, os arbovirus apresentam uma ampla distribuigdo geogréafica, com predominio
nas regides tropicais, que oferecerem condigdes ecologicas favoraveis. Alguns constituem sério
problema, global ou regional, de saude publica devido a expressiva morbidade e/ou mortalidade
que ocasionam dentre 0s quais podemos destacar o Zika virus (ZIKV); o Dengue virus (DENV)
e 0 virus Febre amarela (YFV), ambos da familia Flaviviridae e o Chikungunya virus (CHIKV)
da familia Togaviridae (WOLWER-RIECK et al., 2014) todos transmitidos através da picada

das fémeas do mosquito A. aegypti.

3.2.1 Dengue (dengue virus DENV)

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), a dengue é um dos principais
agravantes da salde publica no mundo, onde, anualmente, estima-se que ocorrem 50 a 100
milhdes de casos produzidos pelos 4 sorotipos diferentes, em mais de 100 paises, de todos os
continentes, com excec¢do da Europa (WHO, 2009).

As primeiras infecces 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).

A primeira epidemia de dengue documentada no Brasil, ocorreu em 1981-1982 no
estado de Roraima, causada pelos soros tipos virais (DEN-1e DEN-4) (BRASIL, 2009).

De acordo com dados divulgados pelo Boletim Epidemioldégico do Ministério da Salude
até a 52° Semana Epidemioldgica (SE) de 2018, ocorreu um aumento dos casos de dengue, em
comparacdo com igual periodo do ano de 2017. Em 2017, foram registrados 239.389 casos

provaveis de dengue. Em 2018, foram registrados 247.393 (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Incidéncia de casos de Dengue no Brasil 2017-2018.
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Fonte: Ministério da Saude (2019).

Em 2018, a regido Centro-Oeste apresentou 0 maior nimero de casos provaveis (93.344
casos; 37,7 %) em relacdo ao total do pais. Em seguida, aparecem as regides Nordeste (66.401
casos; 26,8 %), Sudeste (68.460 casos; 27,7%), Norte (16.288 casos; 6,6%) e Sul (2.900 casos;
1,2%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

No Piaui, a Secretaria de Estado da Saude (SESAPI, 2019) divulgou que até a 522 SE
de 2018 houve uma reducédo de 65% de casos novos de dengue em relagdo ao mesmo periodo
de 2017 (Grafico 2).

No momento, s6 existe uma vacina contra dengue registrada na ANVISA, que esta
disponivel na rede privada. Ela é usada em 3 doses no intervalo de 1 ano e s6 deve ser aplicada,
segundo o fabricante, a OMS e a ANVISA, em pessoas que ja tiveram pelo menos uma infeccao
por dengue. Esta vacina ndo esta disponivel no SUS, mas o Ministério da Saude acompanha os
estudos de outras vacinas (BRASIL, 2019).

Vale destacar que a causa das epidemias de dengue, assim como as demais arboviroses,
esta relacionada a capacidade de adaptacdo do vetor, que permite a reemergéncia da doenca
(NERIO et al., 2010).
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Gréfico 2 - Incidéncia de dengue no Piaui- triénio 2016-2018.
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3.2.2 Zika virus (ZIKV)

Os primeiros casos de infeccdes de seres humanos por ZIKV ocorreu na Nigéria em
1954, mas existem relatos da aparicdo do virus em macacos no ano de 1947, Floresta de Zika,
em Uganda, dai a etimologia do seu nome (TEIXEIRA (CHIKV)., 2015).

No Brasil, a autoctonia do Zika foi confirmada so em 2015, e em 2016, a OMS decretou
a doenga como emergéncia em saude publica, em virtude das alteragdes neuroldgicas e surto de
microcefalia, reportados no Brasil e na Polinésia Francesa (BRASIL, 2017).

Em 2017, foram registrados 17.593 casos provaveis de doenca aguda pelo virus Zika
em 2018, foi registrado 8.680, 3.984 (45,9 %) casos foram confirmados A regido Sudeste
apresentou 0 maior nimero de casos provaveis (3.149 casos; 36,3 %) em relacdo ao total do
pais. Em seguida, aparecem as regides Nordeste (2.425 casos; 27,9%), Centro-Oeste (1.733
casos; 20,0 %), Norte (1.326 casos; 15,3 %) e Sul (47 casos; 0,5%) (MINISTERIO DA SAUDE,
2019). No Piaui, segundo dados da SESAPI, os casos de Zika também diminuiram de 86 para
23 na comparacao entre 2017 e 2018. (SESAPI, 2019).

3.2.3 Febre Chikungunya (CHIKV)
A primeira ocorréncia 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
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que ainda ndo 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).

Em 2017, foram registrados 185.593 casos provaveis de febre de Chikungunya e em
2018, 87.687 casos, destes, 68.962 foram confirmados. Assim como nos casos de Zika a regido
Sudeste apresentou 0 maior nimero de casos provaveis de febre de Chikungunya (52.966 casos;
60,4%) em relacdo ao total do pais. Em seguida, aparecem as regifes Centro-Oeste (13.862
casos; 15,8 %), Nordeste (11.287 casos; 12,9 %), Norte (9.315 casos; 10,6 %) e Sul (257 casos;
0,3 %) (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Segundo a SESAPI (2019), no Piaui ocorreu uma
reducédo de 90,8% em relagcdo ao mesmo periodo de 2017.

3.2.4 Febre amarela FA - (YFV)

Foi o jesuita Raymond Bréton o primeiro a se referir a febre-amarela com relativa
precisdo, ao relatar a epidemia que ocorreu em 1635 entre os imigrantes francéses na ilha de
Guadalupe. A epidemia reapareceu na ilha de Guadalupe em 1648 e nesse mesmo ano eclodiu
em Yucatan, no México. Admite-se que a primeira epidemia de febre-amarela conhecida no
Brasil, foi a que irrompeu no Recife, no ano de 1685 (FRANCO, 1969).

De acordo com dados do Ministério da Saude sobre Febre Amarela no Brasil, boletim
n® 03, nas ultimas décadas, a Febre Amarela (FA) tem sido registrada alem dos limites da area
considerada endémica (regido amazonica). Processos de reemergéncia do virus produziram
importante impacto na saude publica, representado pelos mais extensos surtos em humanos e
epizootias em primatas ndo humanos (PNH) pela doenca das Gltimas décadas (MINISTERIO
DA SAUDE, 2018; 2019).

Casos humanos e epizootias PNH foram recentemente registrados em uma ampla area
do territorio nacional. Inicialmente, entre 2014/2015, a transmissédo se deu na regido Norte, com
posterior expansdo no sentido leste e sul do pais, onde afetou prioritariamente a regido Centro
Oeste entre 2015/2016 (BRASIL, 2019).

Mais recentemente, no periodo 2017/2018, foi registrado um dos eventos mais
expressivos da historia da FA no Brasil. A dispersdo do virus alcangou a costa leste brasileira,
naregido do bioma Mata Atlantica, que abriga uma ampla diversidade de PNH e de potenciais
vetores silvestres e onde o virus ndo era registrado ha décadas. O surto afetou principalmente
os estados da regido Sudeste, quando foram registrados 1.376 casos humanos e 483 6bitos, aléem
de 864 epizootias. E importante ressaltar que toda esta expansdo da circulagdo do virus esta

associada a ocorréncia do ciclo silvestre da doenca, ndo havendo nenhum indicio da sua
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urbanizagdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; 2019). De acordo com a SESAPI (2019) o
Piaui segue sem casos de febre amarela.
A destruicdo do Aedes aegypti, vetor dessas arboviroses, interromperia o ciclo das

doencas.

3.3 Biologia do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O Aedes aegypti € um mosquito representante da ordem Diptera, pertencente a familia
Culicidae. Esta familia possui mais de 3.200 espécies descritas, € subdividida em trés
subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhrynchitina. A subfamilia Culicinae detém mais
de 1.200 espécies, destacando-se o género Aedes (ALMEIDA, 2011).

A ocorréncia do A. aegypti foi primeiramente descrita no Egito por Linnaeus, em 1762
(ZARA et al., 2016), dai a derivacdo do nome especifico, porém é originario da Africa regido
da Etiopia. Provavelmente, chegou ao Brasil pelos navios negreiros, durante o periodo da
colonizacdo. Em 1955 chegou a ser considerado erradicado, depois de maltiplas acbes de
controle, devido a sua importancia como vetor da febre amarela. Porém, os paises vizinhos ndo
tiveram a mesma preocupacdo com o vetor, e assim anos depois 0 mosquito foi reintroduzido
em nosso pais (PRATA, 2000; BROWN et al., 2011; BROWN et al., 2013).

Atualmente apresenta distribuicdo mundial, principalmente em regibes tropicais e
subtropicais, com ocorréncia em paises do Sudeste Asiatico, Américas, Africa, Pacifico e
Mediterraneo (WHO, 2009).

Essas faixas compreendem entre as latitudes 35”N e 35S, com relatos de mosquitos
encontrados fora dessa faixa, quase sempre em virtude da estacdo quente, pois 0 mesmo nao
sobrevive a invernos rigorosos, e nao é encontrado com facilidade acima dos 1000 metros do
nivel do mar, porém ha registros de presenca dos mosquitos em locais com 2.200 metros. Com
a destruicdo dos habitats naturais, devido as pressdes antropicas, uma parte da populacado
silvestre sofreu um processo seletivo que favoreceu a disseminacéo e sobrevivéncia da espécie
em aglomerados humanos (BRASIL, 2001).

O Aedes aegypti apresenta como caracteristicas fenotipicas corpo escuro, com faixas
brancas nas bases dos segmentos, apresenta desenho semelhante a uma lira no dorso
(BESERRA et al., 2007) o tegumento predominantemente negro com escamas branco-
prateadas, tipico do género Aedes. O aparelho bucal tipo é do tipo sugador pungitivo
(MARTINS, 2013) (Figura 1).
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Figura 1 — Fémea do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

Fonte: Agéncia Fiocruz de Noticias e Portal de Periddicos. Foto: Acervo CCS/Fiocruz (2019).

A etologia do Aedes aegypti beneficia sua ampla dispersao, favorecida nos ambientes
urbanos, preferencialmente no intra e no peridomicilio humano. Raramente sdo encontrados em
ambientes semissilvestres ou onde ndo ha presenca intensa do homem (ZARA et al., 2016).

Machos e fémeas se alimentam de fluidos acucarados como néctar de flores e de outros
nectarios. Porém as fémeas também sdo hematdfagas, elas precisam do sangue para completar
o desenvolvimento dos ovos. A quantidade de sangue ingerido ird determinar o nimero de
oviposturas, a qual podera ser alcancada com 3,0 a 3,5 mg de sangue, ovipositando 120 ovos,
aproximadamente, por repasto sanguineo (BRASIL, 2017). O repasto sanguineo das fémeas é
importante para a ovipostura, para o desenvolvimento embrionario (até que se complete a
00génese) e para a infeccdo pelos mais variados tipos de virus, neste Gltimo caso, o vertebrado
hospedeiro precisa estad em fase de viremia (BRASIL, 2009).

Para copular as fémeas atraem os machos pelos zumbidos emitidos pelas asas. Logo em
seguida, os machos sdo devorados, deixando apenas seus 6rgaos reprodutores, com intuito de
impedir que a fémea copule com outros machos (NEVES, 2010).

Os Aedes aegyptis séo insetos holometélolos (Figura 2). A oviposigéo se faz nas paredes
dos criadouros pouco acima da superficie a &gua. Os ovos ndo chegam a 1mm de comprimento.
Para que os embriGes tenham um bom desenvolvimento 0s ovos precisam passar cerca de 48
horas em boas condi¢Bes de umidade e temperatura, assim, se tornam resistentes a dessecagéo
e podem sobreviver por até 450 dias sem o contato com a agua (BRASIL, 2001).
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Figura 2 - Ciclo Bioldgico do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
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Fonte: Autor (2019) - Adaptado de Geris et al. (2008).

Os ovos eclodem apos cerca de 10 dias, dando origem a larvas no 1° instar, para que
ocorra a eclosdo é necessario que 0s ovos estejam em contato direto com a &gua e que esta
contenha microrganismo e compostos quimicos (FORATTINI, 2002).

As larvas no 1° instar absorvem o material organico acumulado no criadouro para
crescerem sequencialmente de comprimento, passando por quatro estadios. Temperatura,
disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro séo fatores que interferem no
seu desenvolvimento. Em condicdes favoraveis essa fase dura cerca de 5 dias, ja em condicOes
adversas pode durar semanas (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

Apos alcancarem o 4° instar elas transformam-se em pupa, cuja duracdo é de 2 a 3 dias,
na sequéncia, para finalizar o ciclo, ocorre o0 aparecimento de caracteristicas proprias dos
mosquitos adultos como asas, probdscito e patas (GADELHA, 1985). Para favorecer o processo
de oxidacdo e enrijecimento da quitina, 0s mosquitos saem a procura de ambiente livre de luz
e vento e apos 24 horas, estdo aptos a iniciar novamente o ciclo em busca de alimentos e cépula
(NEVES, 2010).

As larvas de Aedes aegypti apresentam um aspecto alongado e vermiforme, corpo
definido em cabeca, torax e abdémen. De aspecto globoso e mais robusto, a cabeca e 0 tdrax
tém uma maior quantidade de quitina, ja o abdémen fino, liso, flexivel e dividido por nove

segmentos o que garante grande mobilidade (ABED et al., 2007).
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O intestino das larvas apresenta trés partes distintas (Figura 3), chamadas intestino
anterior (estomodeu), intestino médio (meséntero) e intestino posterior (proctodeu). O
meséntero € um dos locais de acdo de substancias tdxicas para larvas de Aedes aegypti. Esta
area é subdividida em trés regibes visualizadas pelas diferentes caracteristicas
morfohistoldgicas ao longo do tubo digestério. As células do meséntero tém em comum uma
intensa atividade excretora essencial para formacdo da matriz peritr6fica, membrana
extracelular que atua como uma barreira protetora, eliminada como forma de desintoxicagéao

quando as larvas ingerem substancias toxicas, quimicas e bioldgicas (VALOTTO et al., 2014).

Figura 3 - Aparelho digestério das larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
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Sistema digestivo da larva: 1: faringe; 2: es6fago; 3: proventriculo; 4: glandula salivar;
5: cecos gastricos; 6: estbmago ou intestino médio; 7: tubos de Malpighi: 8: fleo/célon;
9: reto; 10: anus.

Fonte: Autor (2019) - Adaptado de Consoli et al. (1994).

As larvas podem filtrar até dois litros de agua por dia (CONSOLI, 1994). Durante a
ingestdo dos alimentos, as pecas bucais movem-se juntas, produzindo de 180 a 240 batimentos
por minuto e 0 movimento das escovas labiais faz com que a dgua flua em direcdo a cabeca
trazendo as particulas de alimento. Passam a maior parte de tempo alimentando-se de detritos
organicos, bactérias, levedos vivos, esporos de fungos, ou qualquer particula de matéria
organica. Elas ndo selecionam as particulas para alimentacdo o que facilita a acdo de substancias
larvicidas por acdo digestiva, ja as pupas ndo se alimentam (FORATTINI, 2002).

Diversos mecanismos tém sido utilizados na busca para combater o Aedes aegypti,

como: inseticidas sintéticos, programas educacionais e biocidas.
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3.4 Combate ao Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
3.4.1. Inseticidas sintéticos

Uma caracteristica geral, segundo Chiaravalloti Neto et al. (2003) é que 0s programas
de combate a dengue sdo feitos com aplicagbes sucessivas de inseticidas sintéticos. As
principais classes de inseticidas sintéticos utilizados no controle de vetores sdo 0s
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides (BISSET, 2002).

Os organoclorados, como o diclorodifeniltricloroetano (DDT), séo os inseticidas mais
antigos. Suas propriedades inseticidas foram descobertas em 1939 por Paul Miiller e atuam no
canal sddio-potéassio nas membranas dos axénios (D’AMATO et al., 2002), eles contem
fosforo. O teméfos é o Unico desse grupo com uso generalizado no controle de larvas de
mosquitos e age inibindo a Acetilcolinesterase (AChE). Ja os piretroides sintéticos como a
cipermetrina, utilizada como adulticida, sdo produzidos em laboratorio a partir de uma
substancia natural o piretro, extraida do crisantemo. Essa substancia age mantendo abertos os
canais de sodio das membranas dos neur6nios (BRAGA; VALLE, 2007).

Os produtos sintéticos como os piretrdides e organofosforados possuem acédo rapida no
combate ao Aedes aegypti, porém sdo altamente toxicos para o ser humano e ao meio ambiente.
O teméfos, usado nos programas de saude publica, apresenta um efeito residual de 90 dias
(PONTES et al., 2005).

O uso continuo desses produtos € indesejavel por varios motivos, como o
desenvolvimento de resisténcia do inseto, desequilibrios bioldgicos, efeitos prejudiciais ao
homem e inimigos naturais, alem dos altos custos que envolvem a sua utilizacdo. Além de
causar resisténcia, gera uma amplificacdo no uso destas substancias, uma vez que o volume se
torna cada vez maior e frequente nas aplicacdes, para que o produto atinja sua eficacia. 1sso
pode levar a toxicidade do ambiente e do ser humano (KOGAN, 1998).

Os mecanismos que influenciam na velocidade dessa selecdo de organismos resistentes
podem ser categorizados em fatores genéticos, bioldgicos-ecoldgicos e operacionais, sendo que
apenas esses ultimos fatores podem ser controlados pelo homem a fim de diminuir o
aparecimento da resisténcia (GEORGHIOU; TAYLOR, 1986).

O primeiro registro da selecdo da resisténcia em mosquitos pelo uso de larvicidas e
adulticidas data de 1947, quando populacGes de Aedes demonstraram resisténcia ao DDT
(BROWN, 1986).

A resisténcia de populacGes de Aedes aegypti ao teméfos foi registrada em vérias
localidades de diversas unidades federais no Brasil (BRAGA; VALE, 2007) como no Distrito
Federal (CARVALHO et al., 2001; 2004), Espirito Santo e Rio de Janeiro (LIMA et al., 2003),
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Campinas (CAMPOS; ANDRADE, 2001), S& Paulo (MACORIS et al., 2003), tendo
posteriormente sua distribuicdo interrompida.

Em 2014 o Pyriproxyfen passou a ser utilizado em regides com pouco saneamento, onde
h& necessidade de armazenamento de agua e os depdsitos ndo podem ficar protegidos
fisicamente. De acordo com a nota técnica o produto atua sobre o inseto de forma analoga ao
hormdnio juvenil, inibindo o desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto (por
exemplo, asas, maturacdo dos 6rgdos reprodutivos e genitalia externa), mantendo-o com
aspecto "imaturo" (ninfa ou larva). Durante o estadio larvario o horménio juvenil também esta
presente, sendo sua producao interrompida ao final do 4° estadio larvario quando a atuacdo do
Pyriproxyfen é mais notada. Portanto, em campo se verifica o efeito de prolongacdo do tempo
que o vetor se mantém como larva que pode chegar até 20 dias. Esse produto tem pouco efeito
sobre mortalidade de larvas, sendo seu efeito de mortalidade verificado em pupas e na inibicéo
de emergéncia do adulto (BRASIL, 2014).

Um relatério, sem validacéo cientifica, publicado por um grupo de médicos argentinos,
levanta a hipotese que o uso de Pyriproxifen potencialize a ma-formacéo cerebral, causada pelo
zika virus. Em nota, o Ministério da Saude afirma que ndo existe nenhum estudo
epidemiologico que comprove essa relagéo.

Os efeitos adversos dos inseticidas sintéticos, como toxicidade, desenvolvimento de
resisténcia e impactos ambientais, tém motivado a busca por alternativas que possam ser
incorporadas em programas sanitarios para o controle de insetos vetores de doencas. Diversas
tecnologias tém sido desenvolvidas como alternativas no controle do A. aegypti, utilizando-se
diferentes mecanismos de acdo, tais como medidas sociais, monitoramento seletivo da
infestacdo, dispersdo de inseticidas, novos agentes de controle quimico e bioldgico e
procedimentos moleculares para controle populacional dos mosquitos, inclusive considerando-

se combinacdes entre técnicas (ZARA et al., 2016).

3.4.2 Inseticidas fitoquimicos

Diversas tecnologias tém sido desenvolvidas como alternativas no controle do A.
aegypti, utilizando-se diferentes mecanismos de acdo, tais como medidas sociais,
monitoramento seletivo da infestacdo, dispersdo de inseticidas, novos agentes de controle
quimico e bioldgico e procedimentos moleculares para controle populacional dos mosquitos,
inclusive considerando-se combinacdes entre técnicas (ZARA et al., 2016).

As plantas possuem uma rica fonte de bioativos quimicos que podem ajudar no controle

de pragas (MACIEL et al., 2010). Os derivados extratos e 6leos vegetais sdo amplamente
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conhecidos pela sua diversidade quimica e pela sua variada aplicagcdo na industria, pois
fornecem metabolitos secundarios com atividade inseticida. Os metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas podem ser utilizados como um método alternativo aos inseticidas
sintéticos, pois normalmente agem em doses baixas e com acGes especificas, além de poucos
serem toxicos a mamiferos (REGNAULT-ROGER, 1997).

Fatores como diferentes partes da planta, o solvente utilizado para extracdo; a
interferéncia da luz e a origem geografica da planta podem alterar a acdo dos fitoquimicos. As
condicdes de execucdo dos bioensaios, como a temperatura, o estado nutricional de adultos e
imaturos e as substancias utilizadas na diluicdo em agua dos fitoquimicos apds sua extracéo,
podem alterar a suscetibilidade dos individuos ou a toxicidade dos extratos (SUKUMAR,
1991).

Alguns compostos naturais, como extratos naturais e 0leos essenciais de plantas, tém
sido investigados para constatacdo de atividade larvicida contra o Aedes aegypti (BARRETO,
2005). Esses derivados botanicos apresentam diversas atividades contra insetos, podendo ter
efeito larvicida, serem inibidores de oviposicao, de crescimento e reproducéo ou interferir nos
receptores olfativos sendo atrativos ou repelentes. Também podem atuar em todos 0s estagios
de vida dos mosquitos ou agir de forma diferenciada nas diferentes espécies (PRAJAPATI et
al., 2005).

As caracteristicas de determinados grupamentos quimicos estruturais desses compostos
ou a combinacdo entre eles podem conferir aumento ou reducdo da atividade larvicida
(SANTOS et al., 2011). As plantas da familia Annonaceae, presentes no bioma Cerrado,
apresentam em sua composicdo as acetogeninas, com propriedade inseticida no controle de
Aedes aegypti, conforme pesquisas realizadas com Annona squamosa (MASSEBO et al., 2009).
Extratos das sementes de Annona coriacea mostraram atividade larvicida e efeito residual, 0s
extratos de Annona foetida demonstraram-se eficazes no controle de Aedes aegypti tanto como
larvicida quanto sob efeito de doses subletais, provavelmente devido a presenca das
acetogeninas (DILL et al, 2012).

A utilizacdo de biocidas (inseticidas ou antimicrobianos) a partir de plantas pode ser
vantajosa em relacdo aos sintéticos. Como sdo provenientes de recursos renovaveis e por serem
uma mistura de varios compostos ativos agindo sinergicamente, a selecdo dos organismos
resistentes, mosquitos, fungos ou bactérias, dentre outros organismos, pode ocorrer em menor
intensidade. Assim, 0os metabdlitos secundarios obtidos dos extratos de plantas podem ser
eficazes no combate ao Aedes aegypti e também no combate a microrganismos

multirresistentes, como bacterias e fungos.
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3.5 Resisténcias aos antimicrobianos

O aumento da disponibilidade de antibidticos para salvar vidas no mundo em
desenvolvimento é um fator positivo, pois permitiu revolucionarias intervencdes médicas como
a quimioterapia, transplantes de 6rgaos e praticamente todas as grandes cirurgias (WRIGHT,
2010). Porém em todo o mundo, o uso excessivo desses medicamentos tem criados cepas
resistentes de bactérias patogénicas (REARDON, 2014).

Os antibidticos sdo uma classe de farmacos utilizados para o tratamento de doencas
infecciosas, que diferem uns dos outros quanto as suas propriedades fisicas, quimicas,
farmacoldgicas e também no seu espectro e mecanismo de acdo. Os mecanismos
farmacodinamicos podem ser: Inibicdo da sintese de parede celular; Inibicdo da sintese proteica;
Inibicdo da sintese de acidos nucléicos; Desorganizacdo da membrana celular e Interferéncia
no metabolismo celular (GUIMARAES et al., 2010).

Esse uso excessivo de antibidticos inclui diversos fatores como a postura de
profissionais de salde que prescrevem antimicrobianos desnecessariamente ou prescrevem
baseado apenas em sinais e sintomas sem fundamentacdo em culturas microbianas e testes de
suscetibilidade, sendo estes os principais fatores desencadeadores de patdgenos resistentes em
ambiente hospitalar, no qual os farmacos antimicrobianos exercem grande pressao seletiva sob
cepas resistentes (GATTI MENEZES et al., 2007), fatores socioeconémicos que influenciam o
uso irracional e abusivo de antimicrobianos como a pobreza e acesso inadequado a estes
farmacos (COSTA; SILVA-JUNIOR, 2017).

Vale destacar que o uso inapropriado de antimicrobianos néo se restringe ao uso médico
humano e veterinario, pois existem disponiveis no mercado uma gama de produtos como
sabonetes, detergentes, cremes dentais, escovas de dentes, creme para as maos e outros produtos
contendo agentes antimicrobianos que favorecem a selecdo de cepas resistentes dentro do
ambiente doméstico, em funcdo da imagem de protecdo contra 0s germes que esses produtos
transmitem em suas campanhas midiaticas (COSTA; SILVA-JUNIOR, 2017).

O uso de drogas antimicrobianas na agricultura, pecuaria e piscicultura com finalidade
profilatica e de tratamento também representam um risco a satde publica por selecionar cepas
resistentes que podem colonizar o trato digestivo humano e transferir genes de resisténcia aos
patdgenos e comensais humanos que podem se tornar patdgenos oportunistas (COSTA,;
SILVA-JUNIOR, 2017).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fendmeno genético relacionado a existéncia de
genes que codificam diferentes proteinas, responsaveis por mecanismos bioquimicos que
impedem a acdo de drogas (DZIDIC et al., 2008).
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Essa resisténcia pode ser uma caracteristica natural, intrinseca de certas espécies de
bactérias que podem resistir a acdo de um dado antibidtico como resultado de uma caracteristica
estrutural ou funcional inerente de dada espécie (BLAIR et al., 2015); pode também ser
adquirida como resultado de mutacOes espontaneas, que ocorrem durante a replicacdo,
modificando seu DNA ou mutac¢des induzidas por intermédio de agentes mutagénicos como
radiacBes ionizantes e ndo ionizantes, agentes alquilantes ou espécies reativas de oxigénio
(ROS); ou ainda adquiridas pela aquisicdo de material genético exdgeno anteriormente presente
em outros microrganismos que contenham genes de resisténcia que sdo propagados por meio
de mecanismos de transferéncia génica horizontal (TAVARES, 2000) como a conjugagéo

bacteriana, a transformacgéo e a transdugéo (DZIDIC et al., 2008) (Figura 4).

Figura 4 - Mecanismos de aquisicdo de material genético exdgeno.
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Fonte: Autor (2019) - Adaptado de Nogueira et al. (2017).

3.5.1 Mecanismos bioquimicos de resisténcia aos antibidticos

Os mecanismos pelos quais as bactérias expdem resisténcia aos antimicrobianos sao
variados e incluem (Figura 5).

Inativacdo enzimaética do antibiético — a bactéria produz enzimas que degradam ou
inativam o antibiotico. Essa inativagdo pode envolver trés tipos de reacBes enzimaticas tais
como hidrdlise, transferéncia de um grupo quimico ou processo de oxireducdo (COSTA et al.,
2008).
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Figura 5 - Principais mecanismos bioquimicos de resisténcia aos antimicrobianos.
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Modificacdo do alvo do antibiotico: A maioria dos antibioticos se liga especificamente
aos seus alvos com alta afinidade e dessa forma previnem a atividade normal do alvo. Entretanto
mudancas estruturais do alvo que previnem a ligacéo efetiva entre o alvo e o antibidtico, mas
que ainda possua sua funcdo normal conferem resisténcia (BLAIR et al., 2015).

Alteracdo da permeabilidade da membrana: devido a alteracdo na conformacdo dos
canais proteicos. Os farmacos podem penetrar a membrana celular: por difusdo simples através
da bicamada fosfolipidica; por difusdo facilitada pelas porinas, proteinas membranares ou ainda
por self promoted uptake. Onde a penetracdo do farmaco nas bactérias depende de
caracteristicas fisico-quimicas dos antibioticos como a polaridade e o tamanho das moléculas
(Kumar et al., 2013).

Bombas de efluxo: as “bombas de efluxo” sdo proteinas integrantes da membrana
plasmatica bacteriana e que tem sido responsabilizadas por diversos casos de resisténcia a
drogas, as quais sdo expelidas para fora da célula mantendo as concentra¢6es intracelulares em
baixos niveis. Este € um mecanismo de resisténcia que afeta todas as classes de antibioticos,
atingindo principalmente os macrolitos, tetraciclinas e fluoroquinolonas (DZIDIC et al., 2008).

Segundo Kumar et al. (2013) um novo modo de resisténcia € a “formacao de biofilmes”,
capaz de ocorrer em muitos lugares, incluindo a placa dentaria, ambientes aquaticos, catéteres
médicos, feridas traumaticas e outros, onde 0s micro-organismos encontrados nos biofilmes séo

protegidos contra a entrada de multiplos agentes antimicrobianos.
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3.5.2 Atividade Moduladora em Bactérias

Modificadores da atividade antibidtica é um termo usado para substancias que modulam
ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos antibiéticos, como é o caso de varios
produtos naturais de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) que alteram a susceptibilidade
microbiana a antibiéticos por inibicdo de bombas de efluxo (GIBBONS, 2004).

O uso de extratos, provenientes de produtos naturais, como agentes antimicrobianos
pode ser uma alternativa relevante, tendo em vista que 0s mesmos apresentam uma baixa
possibilidade de proporcionar resisténcia microbiana, porque sdo misturas complexas, fazendo
com que a adaptabilidade microbiana seja muito dificil (DAFERERA et al., 2003). Substancias
naturais vem sendo isoladas e testadas com sucesso contra o desenvolvimento de bactérias
resistentes a multiplas drogas (FOUOTSA, 2013)

O extrato hexanico e metanolico das folhas frescas da Allium cepa L. apresentaram
atividade antibacteriana e moduladora de aminoglicosideos frente as cepas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus de linhagem multirresistente (CRUZ et al., 2016). O 6leo essencial de
Rollinia leptopetala R. E. Fr., uma Annonaceae, apresentou atividade moduladora da resisténcia
numa linhagem de Staphylococcus aureus. (COSTA et al., 2008). O extrato etandlico de Clusia
nemorosa G. Mey. (Clusiaceae) atuou como um agente modulador da atividade antimicrobiana
de bactérias multirresistentes Staphylococcus aureus, Escherinchia coli e Pseudomonas
aeruginosa (HONORIO OLIVEIRA et al., 2016). Tintino et al. (2013) descrevem o sinergismo
dos extratos hexanico e etanolico de Costus cf. arabicus L. para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas medicinais sdo a melhor
fonte para a obtencdo de uma variedade de moléculas biologicamente ativas. Dados sobre a
atividade antibacteriana de extratos vegetais frente a variados microrganismos permitem
evidenciar que as plantas apresentam potencial para o tratamento terapéutico, apesar de muitos
destes extratos ndo terem sido completamente investigados cientificamente (NASCIMENTO et
al., 2000). O interesse por novos antibioticos provenientes das plantas apresenta alternativa que
comporta menos custo e efeito eficaz, uma vez que o principio ativo podera retardar ou inibir a
replicacdo bacteriana (SANTOS et al., 2011).

A complexidade de metabdlitos presentes nos extratos vegetais, comprovados através
de sua andlise fotoquimica, pode oferecer beneficios promotores da salde. Ensaios realizados
com produtos obtidos de plantas podem ser promissores para producdo de novos farmacos,
biodegradaveis e menos toxicos ao ambiente ou funcionarem como indicadores positivos para

ensaios futuros.
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As Potencialidades da espécie Annona coriacea Mart. Annonaceae: uma prospeccao
cientifica e tecnoldgica

RESUMO

No Brasil, 0 género Annona é um dos géneros mais representativos da familia Annonaceae,
apresentando importancia significativa devido a presenca de metab6litos com propriedades
terapéuticas e atividade farmacoldgica. A espécie Annona coriacea se distribui por todas as
regibes do Brasil, seus extratos possuem diversas atividades. Os termos Annona coriacea,
Annona, Annona coriacea and anti*, Annona coriacea and Aedes aegypti, “Annona coriacea
and Staphylococcus aureus foram utilizados como descritores na busca cientifica e Annona
coriacea, Annona na tecnoldgica. Foram selecionados apenas os artigos que versavam sobre as
atividades biolégicas e farmacoldgicas. A prospec¢do mostrou que a maioria dos trabalhos
realizados utilizam extratos em seus experimentos e que existe uma caréncia em relacdo as
patentes, com apenas uma descricdo sobre a utilizacdo da espécie como ingrediente de um
produto alimenticio. Os resultados mostram que Annona coriacea pode ser promissora no
desenvolvimento de biocidas e novos farmacos. O estudo desta espécie podera fornecer dados
que irdo contribuir para o avanco biotecnoldgico, valorizagao da biodiversidade e a preservacéo
da espécie e de seu ambiente.

Palavras chave: Farmacologia. Extratos. Biocida.
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Potentialities of the species Annona coriacea Mart. (Annonaceae): a scientific and
technological prospection

ABSTRACT

In Brazil, the genus Annona is one of the most representative genera of the Annonaceae family,
presenting significant importance due to the presence of metabolites with therapeutic properties
and pharmacological activity. The species Annona coriacea is distributed in all regions of
Brazil, its extracts have several activities. The terms Annona coriacea, Annona, Annona
coriacea and anti *, Annona coriacea and Aedes aegypti, "Annona coriacea and Staphylococcus
aureus were used as descriptors in the scientific search and Annona coriacea, Annona in the
technological. Only articles dealing with biological and pharmacological activities were
selected. Prospecting has shown that most of the work done uses extracts in their experiments
and that there is a lack of patents, with only a description of the use of the species as an
ingredient of a food product. The results show that Annona coriacea may be promising in the
development of biocides and new drugs. The study of this species could provide data that will
contribute to the biotechnological advancement, enhancement of biodiversity and preservation
of the species and its environment.

Keywords: Pharmacology. Extract. Biocide.
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1 Introdugéo

A familia Annonaceae possui cerca de 135 géneros e 2.500 espécies com distribuicdo
pantropical (CHATROU et al., 2004). No Brasil sdo registrados 29 géneros e 392 espécies
distribuidas nos biomas Amazénia, Mata Atlantica e Cerrado. A Amaz6nia abriga a maioria das
espécies, cerca de 75%, no Cerrado sdo encontrados apenas 10 géneros, nenhum deles
endémico, e 47 espécies (MAAS et al., 2013; 2015).

Essa familia possui relevante papel econdmico (CORREA et al., 2008), seus frutos s&o
muito apreciados e consumidos frescos ou processados em prepara¢des como sucos, sorvetes,
geleias, compotas, licores e doces (PIMENTA et al., 2013) e do ponto de vista fitoquimico, as
plantas dessa familia tém sido cada vez mais pesquisadas devido a presenca das acetogeninas
que possuem atividade citotdxica, antitumoral e pesticida (CHEN et al., 2012) e atuam em
modelos celulares inibindo a respiragio mitocondrial no complexo | e NADH
(MCLAUGHLIN, 2008), bloqueando assim a fosforilagdo oxidativa mitocondrial resultando
em apoptose (CHEN et al., 2011).

No Brasil, 0 género Annona € um dos géneros mais representativos (MAAS, 2009) e
apresentam importancia significativa devido a presenca marcante de metabdlitos com
propriedades terapéuticas (ALMEIDA; SANTOS, 2018). Muitas espécies desse género
possuem atividade farmacoldgica, tais como atividade antinociceptiva (ALMEIDA et al.,
2012), ansiolitica, sedativa e também atividade sobre o sistema nervoso central em roedores
(DINIZ et al., 2013) antimicrobiana (COSTA et al., 2013), antitumoral e antioxidante
(SANTOS et al., 2010), antinociceptiva, anti-inflamatoria (SIEBRA et al., 2009; CHAV AN et
al., 2010), despertando assim, interesse do setor farmacéutico.

Dentre as espécies do género, as mais cultivadas na regido tropical, devido aos seus
frutos comestiveis, sdo: Annona squamosa L. (fruta-do-conde, ata ou pinha) Annona muricata
L. (graviola), Annona reticulata L (Vell) (condessa) e Annona cherimola Mill. (cherimdia),
todas essas exoticas. Essas espécies sdo consideradas importantes devido ao seu valor comercial
e suas propriedades nutricionais, podendo ser consumidas tanto na forma in natura, como no
preparo de sucos e sorvetes (LORENZI, 2006).

A espécie Annona coriacea Mart. é popularmente conhecida por araticum-liso,
araticum, araticum-do-campo, marolo, cabega-de-negro e geograficamente se distribui nas
regides Norte (PA, TO, RO), Nordeste (MA, PI, CE, PB, PE, BA), Centro-Oeste (MT, GO, DF,
MS), Sudeste (MG, SP) e Sul (PR). E uma espécie nativa e nio endémica, que ocorre no

Cerrado, Pantanal em areas secas, arenosas e bem drenadas, na Floresta Decidual e na Caatinga
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(SAVERESSIG, 2014). O fruto do araticum é consumido pela populacdo e empregado
empiricamente para o tratamento de processos inflamatorios (FAGUNDES et al., 2005). Na
medicina popular as folhas, na forma de cataplasma, sdo utilizadas para induzir a supuracéo de
furinculos e Ulceras, as compressas e bochechos no tratamento de estomatites, nevralgias e
cefaleias e por via oral sdo utilizadas como carminativa, estomatica, anti-reumatica e anti-
helmintica e propriedade analgésica sobre o sistema nervoso central e periférico (SOUSA et
al., 2007).

Numerosos estudos cientificos confirmam a presenca dos compostos secundarios e as
atividades bioldgicas de extratos ou compostos isolados de plantas do Cerrado, assim, 0
objetivo desse estudo foi realizar uma prospeccdo cientifica e tecnoldgica da espécie Annona
coriacea Mart. a fim de analisar o perfil de producédo cientifica disponivel com as atividades
biologicas e farmacoldgicas dessa espécie, bem como, o nimero de registros de depdsitos de

patentes, por meio de bancos de inovacao e tecnologia nacionais e internacionais.

2 Metodologia

A prospeccdo cientifica foi desenvolvida pela busca nos bancos de dados Pubmed,
Science Direct, Web of Science e Periodicos Capes acerca de publicacdes sobre a espécie
Annona coriacea e suas atividades biologicas e farmacologicas nos ultimos dez anos (2009 a
2019). A pesquisa foi realizada durante o0 més de janeiro a abril de 2019. Como descritores
utilizou-se as palavras: “Annona coriacea”, “Annona coriacea and anti*”, “Annona coriacea
and Aedes aegypti”, “Annona coriacea and Staphylococcus aureus” € “Annona”

Em relacdo as bases de dados tecnoldgicas foram utilizadas os bancos de dados
European Patent Office (EPO), United States Patent and Trademark Office (USPTO), Web of
Science e Banco de Dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil.
Utilizou-se como descritor o nome da espécie “Annona coriacea”. Devido a auséncia de

patentes com a espécie em estudo, ampliou-se a busca para o género “Annona” apenas para

demostrar a relevancia do género no processo de producédo de patentes.
3 Resultados e Discussao
Vérias substancias naturais vém sendo isoladas e testadas com sucesso contra o

desenvolvimento de bactérias resistentes a multiplas drogas (FOUOTSA et al., 2013),

compostos secundarios das plantas isolados ou em misturas, apresentam atividades larvicida e
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inseticida (TEIXEIRA et al., 2014), mais de 50% dos medicamentos anticancer sdo derivados
de produtos naturais (TWILLEY; LALL, 2018). Nos ultimos anos tem crescido o interesse pelo
uso de metabdlitos de plantas para tratar doencas em humanos e animais (AVATO;
ARGENTIERI, 2018), isso reforca a importancia dos produtos naturais para a salde e para a
economia. Em face das atividades descritas para plantas da familia Annonaceae, em especial
para 0 género Annona, é de interesse 0 estudo da espécie Annona coriacea Mart. sendo
potencialmente vidvel para geracdo de conhecimentos cientifico e tecnolégico.

3.1 Prospeccao cientifica

Os resultados obtidos na prospecgdo cientifica encontram-se na Tabela 1. Foram
excluidos os artigos em duplicatas bem como aqueles que utilizavam “Annona coriacea” para
comparagdo em resultados/discussdo, em outros estudos ou quando este descritor aparecia

apenas em listas e tabelas.

Tabela 01. Publica¢des cientificas nos bancos de dados PubMed, Science Direct, Web of Science e

Periodicos Capes.

Descritores PubMed Science Webof Periodicos

Direct  Science Capes

Annona coriacea 12 75 29 245

Annona coriacea and anti* 01 14 03 04

Annona coriacea and Aedes aegypti 01 08 01 05

Annona coriacea and Staphylococcus 02 06 02 04

aureus

Annona 484 1.303 1.292 3.214

Fonte: Autor (2019).

Apos analise, foram considerados validos, apenas 17 artigos, que versavam sobre as
atividades bioldgicas e farmacologicas da espécie nos ultimos dez anos (2009-2019) (Gréfico
1). Os estudos descrevem a importancia da espécie no combate a vetores de doencas, a
microrganismos patogénicos e atividades antiproliferativa, antioxidante, anticolinesterasica e

citoprotetora como mostra o Grafico 2.
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Gréfico 1. Namero de publicagdes cientificas sobre atividade bioldgicas e farmacoldgicas da espécie
Annona coriacea Mart. no periodo 2009-2019.
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Fonte: Autor (2019).

Gréfico 2. Atividades Bioldgicas e farmacolégicas descritas para Annona coriacea Mart.
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Fonte: Autor (2019).

Em um estudo realizado por Costa et al. (2012), os autores relatam a observacéo de
alterac6es morfoldgicas no intestino médio de larvas de Aedes aegypti, causados pelos extratos
metanolicos das sementes de Annona coriacea — as larvas expostas ao extrato apresentaram
vacuolizagdo citoplasmética intensa e destruicdo das células intestinais colunares e
regenerativas. As superficies apicais das células colunares exibiram protrusdes citoplasmaticas
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orientadas em direcdo ao limen, sugerindo que essas células poderiam estar envolvidas em
processos secretorios apdcrinos e / ou apoptose. Dill et al. (2012) analisaram o efeito residual
do extrato etandlico das sementes de A. coriacea sobre as larvas, pupas e adultos do mosquito
e observaram que, em condigdes ambientais, o extrato (100ppm) apresentou efeito residual de
15 dias sobre as larvas, porém a efetividade sobre a mortalidade de pupas e adultos foi baixa.
Na concentragdo de 50 ppm a mortalidade das larvas foi de 100%, duante 8 dias. Esses estudos
demostram a eficacia do uso de extratos vegetais de A. coriacea para o controle do vetor da
dengue, podendo ser utilizado como um método alternativo.

O ¢leo volatil das folhas apresentou atividade anti-leishmanial e tripanocida contra
promastigotas de quatro espécies de Leishmania e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi,
mostrando-se mais ativas contra Leishmania (L.) chagasi (IC50 39,93 u g / ml) essa agédo €
atribuida a uma possivel acdo sinérgica entre compostos sesquiterpénicos e monoterpenos
encontrados no Oleo (SIQUEIRA et al, 2010). Em Rhodnius neglectus, hospedeiro do
Tripanossoma cruzi, 0 extrato etanolico das sementes, nas concentrac6es de 100 e 200 mg/mL,
provocou uma mortalidade de 100% dos insetos, interrompeu o0 desenvolvimento de ninfas e
adultos, reduziu as taxas de fecundidade e fertilidade, provocou dissuasdo alimentar e causou
alteracdes morfoldgicas nas ninfas e nos adultos (CARNEIRO et al., 2013), apresentando
também toxicidade contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis (IC 50175 pg /
ml) (TOLEDO et al., 2011).

Segundo José-Junior et al. (2016) o extrato hidroetandlico de A. coriacea Mart. possui
atividade inibitéria contra cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa (MIC >512 pg/mL) porém, acdo antagOnica significativa na modula¢do de
aminoglicosideos. No mesmo estudo foi observado que o extrato também apresentou atividade
citoprotetora significativa (P <0,0001 e P <0,0)5 em cepas de S. aureus e E. coli contra cloreto
de mercdrio (HgCl ), atribuidos a presenca dos flavanoides. Os dados obtidos indicam o
produto como fonte promissora no combate aos metais pesados, apresentando-se como
protetores de seres procariéticos, no combate a bactérias, mas reforcando a necessidade de
cautela na combinacdo de produtos naturais e farmacéuticos. Toledo et al. (2011), utilizando
extrato de folhas, obtidos a partir da cachaca, ndo observou atividade inibidora contra cepas
bacterians S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e Bacillus subtilis.

Os extratos etanolicos da casca e das folhas de A. coriacea mostraram atividade
inibitéria e reduziram o crescimento fungico das espécies de Cryptococcus gattii e
Cryptococcus neoformans (ALMEIDA-APOLONIO et al., 2018), Candida albicans e Candida
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parapsilasis (TOLEDO et al., 2011) sugerindo que esta planta pode ser uma alternativa eficaz
contra esses microrganismos.

O trabalho realizado por Toledo et al. (2011), € uma triagem antimicrobiana, nesse
trabalho os extratos foram analisados também quanto a atividade antiviral. O modelo biol6gico
escolhido foi o poliovirus (género Enterovirus pertencente a familia Picornaviridae, virus sem
envelope), responsavel pela poliomielite humana. O extrato de A. coriacea ndo apresentou
potencial antiviral. Entretanto, em um outro estudo realizado por Brand&o et al. (2011) os
extratos etandlicos dos frutos e sementes de A. coriacea apresentaram elevada toxidade em
células cultivadas para atividade antiviral, incluindo o polivirus. O estudo também demostrou
que ndo ocorreu toxicidade contra eritrcitos humanos.

Nascimento et al. (2012) investigaram a toxidade in vivo do extrato etanolico das
sementes de A. coriacea sobre rins, figado e cérebro de camundongos Swiss machos e observou
alteracdes significativas no figado, que mostraram redug@o no nimero de hepatocitos por area
e aumento do indice apoptotico, além de alteracGes no citoplasma e no ndcleo dessas células e
também uma reducdo do consumo de agua e racdo nesses animais. Para o cérebro e 0s rins ndo
foram observadas alteracdes. Os extratos metandlicos do caule e das folhas de A. coriacea
foram altamente toxicos sobre A. salina (NOVAES et al., 2016), de acordo com Rosa et al.
(2016) a letalidade de uma substancia sobre esses microcrustaceos € considerado um excelente
teste para ser empregado como pré-screning em investigacdo de atividade terapéutica contra
tumores solidos.

Extratos metandlicos de sementes de A. coriacea avaliados por Formagio et al. (2015)
exibiram amplos efeitos antiproliferativos, inibindo linhagens celulares de varios tipos de
cancer, incluindo UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI / ADR / RES (tumor ovariano
expressando o fenotipo de resisténcia multipla a medicamentos), 786-0 (renal), NCI-H460
(pulméo), OVCAR-3 (ovério), HT-29 (colon), K562 (leucemia) e UA251 (glioma), com
diferentes potenciais. Geralmente, as sementes sdo mais ativas que as folhas, porém, extratos
de folhas de A. coriacea exerceram altas taxas de inibicdo contra NCIH460 e NCI / ADR / RES,
com valores de atividade inibitoria do crescimento (GI 50) de 0,02 € 0,10 pg/ mL (TUNDIS et
al., 2017; FORMAGIO et al., 2015).

Segundo Formagio e colaboradores (2015), os extratos (da semente e das folhas) de A.
coriacea além de possuirem propriedades antiproliferativas também possuem atividade
anticolinesterasicas, com a porcentagem de inibicdo de AchE variando de 12 a 52%, o que abre

novas possibilidades para farmacos farmacoterapéuticos alternativos.
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A atividade antioxidante é descrita por Benites et al. (2015), eles observaram que o
extrato hidrometandlico das sementes de A. coriacea apresentou alto teor de fendis totais
(147,08 + 4,20 mg de GAE / g de extrato) e flavondides totais (131,18 + 2,31 mg de QE / g de
extrato) e relacionaram essa atividade ao alto teor desses constituintes. Camilo et al. (2017),
também relataram a atividade antioxidante de extratos florais, dessa espécie e relacionam a acéo
ao teor de polifendis. Ao estudar flavanoides isolados das folhas dessa espécie, Novaes et al.
(2018) também observou uma elevada atividade oxidante.

Estudos tem demostrado também, a importancia dessa espécie para a Agricultura. O
extrato metandlico das folhas apresentou bom teor de flavonoides e fendis e diminuiu a
sobrevivéncia das larvas, interrompeu o desenvolvimento das pupas e afetou o ganho de peso
de Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), que causam perdas
significativas nas culturas de milho, indicando potencial para desenvolvimento de inseticidas
botanicos (FREITAS et al., 2014). Os extratos aquosos e metanolicos das folhas também
mostraram eficacia no controle de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), considerada o principal agente causador de danos a plantas em plantios comerciais
em todo o mundo, devido a sua alta taxa de alimentacdo durante o periodo larval o que causa

danos substanciais as lavouras. (COUTO et al., 2016).

3.2 Prospeccao tecnologica

Para os pedidos de patentes, observou-se, de modo geral, uma auséncia de registro de
patentes com a espécie Annona coriacea, uma Unica excecao € observada no Web of Science.
Para 0 género Annona ocorre um nimero maior de patente, especialmente para a espécie
Annona muricata L. (graviola) e Annona squamosa L. (ata), o que evidencia a importancia

desse género. (Tabela 2).

Tabela 02. Publicagdes tecnoldgicas nos bancos de dados INPI, Web of Science, EPO, USPTO.

Descritores INPI Web of EPO USPTO
Science

Annona coriacea 0 1 0 0

Annona 04 198 91 12

Fonte: Autor (2019).



65

A maior quantidade de patentes relacionadas ao género Annona estdo depositadas na
China (CN), Japéo (JP) e Estados Unidos (US).

A patente BR201106468-A2, que relata a espécie Annona coriacea, foi publicada no
dia 28 de julho de 2015, no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INP1), foi depositada
por inventores brasileiros do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA) e se refere a
um produto alimenticio feito a base de extrato amargo de gengibre e que contém como um dos

seus ingredientes polpa do fruto de Annona coriacea.

4 Concluséo

Muitas espécies de plantas da familia Annonaceae e em especifico do género Annona
possuem diversas classes de metabdlitos secundarios os quais tém apresentado importantes
atividades bioldgicas. Os resultados demostram que a maioria dos estudos realizados utilizam
0s extratos brutos, especialmente das sementes.

Os resultados obtidos sdo de extrema relevancia e mostram que a espécie pode ser
promissora, principalmente para a salde publica, medicina, farmacologia e agricultura. O
estudo desta espécie podera fornecer dados que irdo contribuir para o avanco biotecnolégico,

valorizagéo da biodiversidade e preservacdo da espécie e de seu ambiente.
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Estudo comparativo da composicéo fitoquimica e atividade antioxidante dos extratos
etanolico e hexanico de Annona coriacea Mart. (Annonaceae)

RESUMO

Annona coriacea € uma planta tipica do Cerrado, cujos frutos sdo utilizados para fins
alimenticios, e as folhas e sementes para fins medicinais. O presente estudo foi realizado com
0 objetivo de investigar o efeito dos solvente etanol e hexano sobre o rendimento, conteido
fitoquimico e atividade antioxidante de folhas de Annona. coriacea. Amostras de folhas foram
testadas por meio de curvas de calibracdo, com padrdes especificos para determinacdo de fenois
totais (TPC), flavondides (TFC), taninos hidrolisados (THC), taninos condensados (TCC) e
atividade antioxidante in vitro pelo ensaio de DPPH e pelo ensaio ABTS"*. O EEAC apresentou
maior rendimento (9,71%) e quantificacdo dos fitoquimicos TPC (52,16 + 3,5 mgGA.g-1); TFC
(99,6 3,2 mg / Eg-1); THC (17,78 £ 0,0 mgTA.g-1) e TCC (18,17 + 0,0 mgCE.g-1) e maior
atividade antioxidante. Ja o EHAC apresentou menor desempenho em rendimento, teor
fitoquimico e atividade antioxidante. Esses achados mostram uma maior eficiéncia do solvente
polar (etanol) na recuperagéo de fitoquimicos e na eliminagdo de radicais livres, podendo
subsidiar estudos futuros.

Palavras chaves: Efeitos do solvente. Contetdo fitoquimico. Sequestro de DPPH. Ensaio
ABTS. Annonaceae.
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Comparative study of the phytochemistry composition and antioxidant activity of the
ethanolic and hexane extracts of Annona coriacea Mart. (Annonaceae)

ABSTRACT

Annona coriacea is a typical plant of the Cerrado, whose fruits are used for food purposes, and
the leaves and seeds for medicinal purposes. The present study was carried out with the
objective of investigating the effect of solvents ethanol and hexane on yield, phytochemical
content and antioxidant activity of A. coriacea leaves. Leaf samples were tested by means of
calibration curves, with specific standards for determination of total phenols (TPC), flavonoids
(TFC), hydrolyzed tannins (THC) and condensed tannins (TCC) and in vitro antioxidant
activity by DPPH and ABTS +. The EEAC presented higher yield (9.71%) and quantification
of the phytochemicals TPC (52.16 + 3.5 mgGA.g-1); TFC (99.6 3.2 mg / QEg-1); THC (17.78
+ 0.0 mgTA.g-1) and TCC (18.17 + 0.0 mgCE.g-1). While EHAC showed lower performance
in yield, phytochemical content and antioxidant activity. These findings show a higher
efficiency of the polar solvent (ethanol) in the recovery of phytochemicals and in the
elimination of free radicals, and may support future studies.

Keywords: Solvent effects. Phytochemical contentes. DPPH scavenging. ABTS assay.
Annonaceae.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo fontes de agentes terapéuticos, largamente utilizadas para a prevencéo e
tratamento de inumeras doencas e enfermidades compondo cerca de 60% dos produtos
farmacéuticos (Pan et al., 2013). O estresse oxidativo tem sido relacionado ao desenvolvimento
de varias fisiopatologia entre elas o cancer, doencas cardiacas e as doengas neurodegenerativas
como Alzheimer, assim como ao processo inflamatério e ao envelhecimento (Carvalho et al.,
2018). Ele resulta de um desequilibrio entre a formacdo e a neutralizacdo dos radicais livres
(Mc Cord, 2000), podendo ser compensado pela suplementacdo com antioxidantes naturais
(Birben et al., 2012).

Vitaminas, flavonoides, acidos fendlicos e taninos, sdo os principais fitoquimicos
responsaveis pelas propriedades redutoras de radicais livres (Carvalho et al., 2018). Isso ocorre
por que os metabdlitos secundarios nas plantas desempenham fungdes adaptativas ao meio
ambiente e protetoras contra fitopatogenos, o que tem despertado o interesse nas suas
propriedades medicinais em composi¢cdes farmacoldgicas (Pinho et al., 2016). A énfase em
estudos por antioxidantes naturais tem crescido muito nos ultimos anos. Substancias que
possuem atividade antioxidante incluem a classe de fenois, acidos fenolicos bem como
flavonoides, taninos e esterdis (BERNARDES et al., 2010).

A espécie Annona coriacea Mart. (Anonnaceae), conhecida popularmente como
“araticum”, ou “marolo”, esta bastante distribuida no Cerrado, onde sua fruta ¢ consumida in
natura (Paulino-Neto, 2014). Suas folhas sdo utilizadas na medicina tradicional no tratamento
de feridas, de estomatites, nevralgias e reumatismo (Sousa, Delvechio-Vieira, Kaplan, 2007).
Os fenois presentes nos extratos hidrometandlicos da polpa e das sementes dessa espécie foram
correlacionados a atividade antioxidante (Benites et al., 2015).

O rendimento dos antioxidantes varia conforme sua solubilidade no solvente utilizado,
tempo de extracdo, natureza quimica e polaridade dos fitoquimicos (Bellassouad, Feki, Ayadi,
2015; Thavamoney et al., 2018; Sepahpour et al., 2018). Os polifendis sdo melhor extraidos
com solventes polares, como o etanol (Ignat, VVolf, Popa, 2011) que também é o mais indicado
para aplicacdes medicinais e alimentares (Do et al., 2014).

O potencial redutor de um extrato vegetal esta associado a metodologia extrativa e ao
tipo de solvente utilizado (Komes et al., 2011; Felhi et al., 2017). Dentre as diversas técnicas
para recuperacao de fitoquimicos vegetais, a maceragdo com solventes de diferentes polaridades

é uma das mais simples e utilizadas. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi comparar o
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efeito dos solventes etanol e hexano no conteddo fitoquimico e na atividade antioxidante das

folhas de Annona coriacea Mart.utilizando o método de maceracéo.

2 METODOLOGIA
2.1 Preparo dos Extratos

Folhas de Annona coriacea Mart. foram coletadas no Piaui (Cerrado Setentrional),
municipio de Campo Maior, coordenadas S 05° 02' 51.7" W 42° 46' 57.3" altitude 98 m, em 11
de marco de 2017. O exemplar foi incorporado ao acervo do Herbario Graziela Barroso da
Universidade Federal do Piaui, sob o nimero de exsicata TEPB 30.764.

As folhas foram submetidas ao processo de secagem a temperatura ambiente em local
arejado, em seguida moidas, em moinho de facas e submetidas ao procedimento de extracao
por maceragao com renovacao de solvente a cada trés (3) dias por duas vezes consecutivas, com
hexano e etanol sucessivamente. Posteriormente, os extratos foram concentrados em um

rotaevaporador e mantido refrigerados (-5 ° C) em frasco ambar, até 0 momento da utilizacao.

2.2 Triagem Fitoquimica

Testes qualitativos foram realizados conforme metodologia proposta por Soares et al.
(2016) e Yusuf et al. (2014) para deteccdo dos metabdlitos secundarios nos extratos etanolico
(EEAC) e hexanico (EHAC) das folhas de Annona coriacea Mart. Os testes se baseiam na
observacdo visual da alteracdo de cor ou formacéo de precipitado apos a adi¢do de reagentes

especificos.

2.3 Conteudo Fitoquimico
2.3.1 Determinacéo do Conteudo de Fenois (TPC)

O teor total de fendis nos extratos foi determinado pelo método Swain e Hills, (1959),
usando o reagente de Folin-Ciocalteu. Os EEAC e EHAC (0,5 mL) foram adicionados em tubo
de ensaio com 8 mL de &gua destilada e 0,5 mL do reagente Folin Ciocalteau. A solucéo foi
homogeneizada e, apds 3 min, acrescentou-se 1 mL de solucdo saturada de Na; COs. Apds 1
hora de repouso a absorbancia da amostra foi lida a 725 nm. O &cido galico foi usado como
padrdo. A gquantidade de conteddo fendlico foi expressa em mg de acido galico por grama de

extrato (mg GA.g-1).
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2.3.2 Determinacdo do Conteudo de Flavonoides (TFC)

O conteudo total de flavonoides foi medido pelo ensaio colorimétrico de cloreto de
aluminio. A mistura reacional consistiu em adicionar 4 mL de agua destilada a 1 mL de extrato
(EEAC e EHAC), seguida da adi¢éo de 0,3 mL de NaNOz a 5%. Apds 5 minutos, misturaram-
se 0,3 mL de AICl3a 10%. Passados 5 minutos, acrescentou-se 2 mL de NaOH 1M e completou
—se 0 volume com &gua destilada. A absorbéancia da amostra foi lida a 510 nm. Os resultados
foram expressos em mg de quercetina g-! (mg QE.g1) dos extratos, obtidos por interpolacéo
em uma curva de calibracdo (Tambe, Bhambar, 2014).

2.3.3 Determinacao do contetdo de Taninos Hidrolisaveis (THC)

Os taninos foram determinados pelo método de Folin - Ciocalteu. Cerca de 0,1 mL dos
extratos da amostra foram adicionados a 5 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteu, 1 mL de solucdo Na.COsa 20% e diluido a 10 mL com &gua destilada. A mistura foi
bem agitada e mantida temperatura ambiente durante 30 min. Absorbancia para teste e solugdes
padrdo foram medidas contra o branco em 725 nm com um espectrofotometro UV / Visivel
(Tambe; Bhambar, 2014). O &cido tanico foi usado como padréo. O teor de tanino foi expresso
em mg de 4cido tanico por grama de extrato (mgTA.g -1), obtido por interpolacdo em uma

curva de calibragdo.

2.3.4 Determinacéo do contetdo de Proantocianidinas / Taninos Condensados (TCC)

O teor de proantocianidina foi determinado pelo método de Broadhurst & Jones (1978).
Os EEAC e EHAC (1,0 ml) diluidos foram misturados com 3 ml de solugéo de vanilina-metanol
(2%) e 1,5 ml de H2SO4 a 70%. A absorbancia foi registrada a 500 nm. A catequina foi utilizada

como composto padrao e os resultados foram expressos em mg por grama de extratos (mg.CE.g"

l)_

2.4 Ensaio de atividade antioxidante
2.4.1 Ensaio de DPPH

Para realizacdo das analises, adicionou-se 1,5 mL da solucéo etandlica do radical DPPH®
(6x10°M) e uma aliquota de 0,5 mL das amostras contendo diferentes concentragdes de cada
extrato. As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a 517 nm, apds 30 minutos do inicio
da reacdo. As determinacdes foram feitas em triplicata acompanhada de um controle negativo
(sem antioxidante) e dois controles positivos (padrdes: acido ascorbico e Trolox®, natural e

sintético respectivamente).
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A queda na leitura da densidade 6tica das amostras foi correlacionada com o controle
(somente o radical), estabelecendo-se a porcentagem de descoloragdo do radical DPPHe (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil), conforme a formula a seguir: % de inibicdo do radical DPPH" =
[(Acontrole — Abranco) / Acontrole] X 100, onde A é absorbancia, conforme metodologia proposta
por Brand-Williams et al., (1995) e Vieira et al. (2011). A taxa de eliminagdo de 50% do radical
DPPH' (ECso) foi calculado graficamente usando uma curva de calibragdo na faixa linear pela
plotagem da concentracdo dos extratos versus o efeito de sequestro correspondente.

2.4.2 Ensaio ABTS

O radical ABTS™" foi gerado a partir da reacdo de 7 mM de ABTS com 2,45 mM de
persulfato de potassio, sendo reservados a temperatura ambiente e na auséncia de luz, por 12-
16 horas. Transcorrido esse periodo, a solugdo foi diluida em etanol PA até obter-se uma
solugdo com absorbancia de 0,70 (+ 0,01). Adicionou-se 40 puL das amostras diluidas (em
etanol) a 1960 pL da solugdo contendo o radical, determinando-se a absorbancia em
espectrofotbmetro a 734 nm, apos 30 minutos de reacdo (Re et al., 1999). Como a solucao
padrdo, utilizou-se o antioxidante sintético Trolox® analogo da vitamina E. A reacdo para
sequestrar os radicais catidnicos das amostras foi monitorada a 734 nm e os resultados foram
expressos como milimol de equivalentes de Trolox® por grama de extrato seco (mM AAET.g

1) pela curva padréo do Trolox®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento de extracéo

A partir de 200g de massa do pé das folhas, obteve-se 15,955¢ de extrato hexanico de
Annona coriacea Mart. (EHAC), que expressa um rendimento de aproximadamente 7,98% e
uma massa de 19,4223¢g de extrato etanolico de Annona coriacea Mart. (EEAC), que expressa
um rendimento de aproximadamente 9, 71%, conforme descrito na Tabela 1.

O maior rendimento foi obtido pelo extrato etandlico. Essa diferenca pode ser atribuida
a maior solubilidade de bioativos extraiveis nesse solvente, bem como a diferenca de polaridade
dos solventes (Silva et al., 2014; Naima et al., 2015).

3.2 Analise Fitoquimica
Em ambos os extratos foram identificados os mesmos constituintes fitoquimicos,

diferindo apenas na auséncia de saponinas no extrato etanélico, como mostra a Tabela 2.
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Tabela 1 - Massa das folhas, massa e rendimento dos extratos etandlico (EEAC) e hexanico (EHAC)

de Anonna coriacea Mart.

Extratos Massa das Massa do extrato Rendimento do extrato
folhas (g) (9) total (%)
EHAC 200g 15,955¢g 7,98%
EEAC 200g 19,4223¢g 9,71%

Fonte: Autor (2019).

3.3 Efeito da extracdo de solvente no contetdo fitoquimico dos extratos

A analise fitoquimica mostrou que o EEAC apresentou maior teor de fenois totais
(TPC), flavondides (TFC), taninos hidrolisados (THC) e taninos condensados (TCC) quando
comparado ao EHAC (Tabela 2). A maior presenca de fitoquimicos em solventes polares

protico, como o etanol, também foi observada por Felhi et al. (2017).

Tabela 2- Composicao do fitoquimica dos extratos etanélico (EEAC) e hexanico (EHAC) de Anonna

coriacea Mart.

Classe de metabdlito Reacoes EHAC EEAC
Taninos cloreto férrico a 10%. + ++

Saponinas formac&o de espuma ++ -
Alcalbides Dragendorff + +
Flavonoides AICI3 10% + +
Triterpenos/esteroides Liebermann-Burchard + +
Antraquinonas Borntrager - -
Cumarinas NaOH 10% + +

Auséncia (-) Presenca (+) Muito expressivo (++)
Fonte: Autor (2019).

Os compostos fendlicos sdo conhecidos como poderosos antioxidantes devido a sua

capacidade sequestradora de radicais livres, de oxigénio singlete e de radicais superoxido,
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atribuidas aos grupos hidroxila presentes em seu anel (Farahmandfar et al., 2019). A extragéo
de compostos fendlico depende do método aplicado a extracéo e das caracteristicas do solvente
aplicado, onde esses interagem com o soluto através de interacbes dipolo (Naczk, Shahidi,
2006; Chiste, Benassi, Mercadante, 2011).

Foi relatado que a eficiéncia de extracdo depende da afinidade entre o solvente e 0s
grupos fendlicos (Hayouni, 2007; Ignat, VVolf, Popa, 2011). Em nosso estudo o TPC dos extratos
foi obtido atraves da curva padréo (Y = 0,0057473X + 0,1404 e r2 = 0,9988) e expresso como
equivalentes de &cido galico (Tabela 3). O EEAC expressou um conteudo mais elevado de TPC
(52,16 + 3,5 mg GA.g") e 0 EHAC apenas 13,80 + 2,5 mg GA.g™.

As concentracdes de fendis do EEAC determinadas nesse estudo (Tabela 3) estavam
bem proximas as obtidas por Benites et al. (2015) com o extrato hidrometandlico da polpa de
A. coriacea (57,67 + 1,16 GAE.g?). Poréma TPC do EHAC foi bem menor quando comparada
aos achados no mesmo estudo. O extrato etanolico das folhas de Annona vepretorum Mart.
apresentaram TPC de 76,60 + 5,57 GA.g, enquanto que suas fracGes apolares, hexanica e
cloroférmica apresentaram valores bem menores, esses resultados se assemelham aos

encontrados em nosso trabalho com os extratos de A. coriacea (Almeida et al., 2014).

Tabela 3. Teor de Fendis (TPC), Flavanoides (TFC), Taninos Hidrolissaveis (THC) e Taninos
Condensados (TCC) dos extratos etandlicos (EEAC) e hexanico (EHAC) das folhas de Annona

coriacea. Mart.

Amostras mgGA.g* de mgQE.g'de mgTA.g* de mgCE.g* de
amostra amostra amostra amostra

EHAC 13,8025 15.2+0.2 5,64 £0,0 nd

EEAC 52,16 £ 3,5 99,6 £3.2 17,78+ 0.0 18,17+ 0,0

GA: equivalente de acido galico; QE: equivalente de quercetina; TA: equivalentede cido tanico; CE:
equivalente de catequina. * desvio padrdo da média, n=3. Intervalo com 95% de confianca; nd: ndo
determinado.

Fonte: Autor (2019).

Outro composto fendlico quantificado nos extratos das folhas foram os flavondides.
Esses compostos também apresentam efeitos antioxidantes atribuidos aos nimeros e & posicao
das hidroxilas em suas estruturas, que influenciam na capacidade de quelagéo de ions metalicos,
capacidade de eliminacéo de radicais livres e interacdo com fungdes enziméticas (Farahmandfar
et al., 2019). O TFC foi obtido através da curva padrdo da quercetina (Y = 0,0008782X +
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0,005544 e r2 = 0,9901) (Tabela 3). EEAC expressou um contetdo bem mais elevado de TFC
com 99,6 +3.2 (mg QE.g!) e o EHAC com apenas 15.2 + 0.2 (mg QE.g™b).

Em relacdo ao conteudo de flavondides obtidos por Justino et al. (2018) com o extrato
etanélico de Annona muricata L. (20,6+ 2,4 mg g*) os EEAC e EHAC apresentaram maior
TFC. Nossos resultados também foram superiores ao TFC encontrados na polpa (24,38 + 2,45
mgQE.g™) de A. coriacea, porém inferiores ao obtido nas sementes (131,18 + 2,31 mgQE.g?),
por Benites et al. (2015).

Além de fendis simples e flavonoides, taninos também séo considerados compostos
fendlicos e sdo classificados em dois grupos: hidrolisaveis e condensados, este ultimo, também
designados como proantocianidinas e mais abundante nos vegetais (Sousa et al., 2007;
Smeriglio et al., 2017).

O conteudo de THC encontrado foi muito baixo, e maior no EEAC que no EHAC
(Tabela 02). A partir da curva de calibracdo do acido tanico (Y =0,001187X + 0,01394 e r2 =
0,9959) foi determinado o contetido de THC no EEAC (17,78+0.0 mgTA.g}) e no EHAC
(5,64+0,0 mgTA.g?). O TCC foi determinado a partir da curva de calibragdo da catequina (Y
=0,001388X + 0,01304 e rz2 = 0,9916) com resultados apenas no EEAC (18,17« 0,0 mgeC.g"
1), O TCC foi determinado apenas no EEAC. Esse fato pode ser explicado pelo aumento da
polimerizacdo de taninos com as hidroxilas de solventes polares (Felhi et al., 2017).

Bryan-Thomas (2016) obteve o equivalente a 75.48 + 0.1 mgTA.g? em THC nos
extratos aquoso das folhas de A. muricata. Benites et al. (2015) obteve um TCC proximos ao
EEAC, com os extratos hidrometandlico das polpas de A. coriacea (17,43 + 1,08 mgCE.g?) e
A. sylvatica (15,68 * 2,04 mgCE.g™) e valores superiores nas sementes (45,76 + 0,97 e 53,31 +

1,01 mgCE.g™l), destas espécies respectivamente.

3. 4 Efeito da extracdo de solvente nas atividades antioxidantes dos extratos

Os radicais livres sdo moléculas com um elétron desemparelhado e estdo envolvidos em
processos inflamatérios, infeccGes bacterianas e parasitarias, cancer e doencas
neurodegenerativas (Gangwar et al., 2014). Nossos resultados mostram que os extratos das
folhas de A. coriacea possuem atividade sequestradora de radicais como o DPPH'e 0 ABTS' ™

A atividade antioxidante dos extratos de A. coriacea utilizando o método de captura dos
radicais DPPH esta apresentada na Tabela 4. Os resultados foram expressos em CEso
(concentracdo de extrato em pg. mL™ capaz de reagir com 50% do radical presente na solucio
de DPPH). O EEAC apresentou uma CEso moderada (77,1 + 3,7 ug.mL™), quando comparada
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com os padrdes antioxidantes acido ascorbico e Trolox, no entanto o EHAC foi menos efetivo
e apresentou uma alta CEso (1058 + 4,4 ug. mL™).

Tabela 4. Concentragdo eficaz para inibir 50% do radical DPPH’ (CEsy) e Capacidade Antioxidante
Equivalente ao Trolox®.

Amostras CEso pg/mL mM Trolox.g™ de amostra
EHAC 1058 + 4,4 27,8+5,10
EEAC 77,1+3,7 1448 £ 5,14
Acido Ascérbico 22,72 +0,13 -
Trolox® 14,92 + 0,41 -

+ desvio padrdo da média, n=3. Intervalo com 95% de confianga.
Fonte: Autor (2019).

O DPPH" é um radical livre estavel e aceita um elétron ou OH™ para se tornar uma
molécula diamagnética estavel (Soares et al., 1997). A diminuicdo da absorbéncia resulta em
uma mudanca de cor de roxo para amarelo conforme como os radicais sejam reduzidos por
antioxidantes, através da doacdo de hidrogénio para formar a molécula estavel do DPPH. Esse
teste € um dos mais métodos mais utilizados na investigacdo da atividade antioxidante em
extratos vegetais (Sahu, Kar, Routray, 2013).

Varios estudos relacionaram o teor total de fendis a atividade antioxidante, onde os
mesmos podem atuar na reducdo de oxigénio singleto, na quelacdo de metais, e na protecdo
contra a oxidacdo lipidica (Kasote et al., 2015). Além disso, a atividade antioxidante depende
do tipo de solvente utilizado, e varia conforme sua polaridade (Turkmen, Sari, Velioglu, 2006;
Do et al., 2014). Esse fato foi observado nos extratos das folhas de A. coriacea, onde 0 EEAC,
mais polar, apresentou uma maior atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS que
0 EHAC (Tabela 4).

Em nossos estudos os resultados da atividade antioxidante pelo método ABTS foram
obtidas através da interpolacdo numa curva de calibragdo do Trolox (Y = 0,6244X + 0,03525 e
r2 = 0,9989). Nesse método, assim como no método do DPPH, o EEAC (144,8 £ 5,14 mM
AAET.g?) apresentou uma capacidade antioxidante maior quando comparada com o0 EHAC
(27,8 £5,10 mM AAET.g?) (Tabela 4).
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O radical ABTS ¥, é um radical sintético centrado em nitrogénio, muito Util para
determinar a atividade antioxidante de espécies antioxidantes doadores de hidrogénio ou
sequestradoras de radicais livres (Felhi et al., 2017). Nessa metodologia 0s extratos vegetais
inibem a atividade do persulfato de potassio e assim reduzem a producdo do radical ABTS"*,
(Senguttuvan, Paulsamy; KArthika, 2014).

A CEsodo EEAC e do EHAC sobre o radical DPPH foram préximas ao encontrado na
polpa (822,19 + 13,89 ug/mL) e superior a encontrada nas sementes (330,55 £ 2,34 pug/mL) de
A. coriacea por Benites et al. (2015). Pelo método ABTS, a polpa (57,18 + 4,0 uM AAET.g?)
e as sementes (159,36 + 8,32 UM AAET.g?) de A. coriacea apresentaram valores antioxidantes
inferiores aos obtidos em nosso estudo (Tabela 4).

Diferente do encontrado em nossos estudos, outras Annonas apresentam uma baixa
CEsg e séo consideradas mais promissores na reducéo dos radicais livres. Justino et al. (2018)
encontrou no extrato etandlico das folhas de A. muricata uma CEso de 28,1+ 4,4 pug. mL-! .
Kalidindi et al. (2015) obteve com as folhas de Annona squamosa L. uma CEsp alta de 308,3
ng.mL?, porém menor que os obtidos por seus extratos apolares. O extrato etandlico das folhas
de Annona vepretorum, apresentou uma acgao antioxidante mais expressiva que que suas fracoes
apolares e uma CEso de 98,87 + 11,24 pg.mL™, proxima ao obtido por EEAC (Almeida et al.,
2014).

Esses resultados mostram que os extratos polares das Annonas sdo mais efetivos na
recuperacdo de compostos fenolicos e por isso apresentam um maior efeito antioxidante. Em
nosso estudo apesar dos extratos das folhas apresentarem uma baixa atividade antioxidante, o
EEAC apresentou melhor conteudo fitoquimico e foi mais efetivo em reduzir os radicais
DPPH'e ABTS ™.

4 CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de A. coriacea apresentou um maior rendimento, uma
maior concentracdo dos fitoquimicos, fendis, flavonoides e taninos, e uma maior inibi¢do de
radicais DPPH" e ABTS" " que o extrato obtido em solvente hexanico. Esses achados mostram
uma maior eficiéncia do solvente polar na recuperagdo de fitoquimicos e podem subsidiar

estudos futuros.
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Eficacia larvicida dos extratos de Annona coriacea Mart. (Annonaceae) sobre Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)

RESUMO

Dengue, Chikungunya, Zika e Febre Amarela séo arboviroses transmitidas pelas fémeas do
mosquito Aedes aegypti que tém alcancado proporcdes gigantescas com relevante aumento de
casos em todo o Brasil, causando um impacto negativo na saide publica e na economia. Esse
estudo avaliou o potencial larvicida dos extratos etandlico e hexanico das folhas de Annona
coriacea Mart. (EEAC e EHAC) sobre as larvas de A. aegypti. Os extratos apresentaram
excelente atividade larvicida, as concentragdes de 20 pg/mL do EEAC e 40 pg/mL do EHAC
causaram uma letalidade de 100% das larvas de A. aegypti, apds 48h de exposicdo com uma
CLso de 0,84ug/mL e 0,90 pg/mL, respectivamente. Os EEAC e EHAC também demostraram
elevada toxicidade sobre Artemia salina ndo sendo possivel calcular a DL 50. O EEAC
mostrou-se um potente inibidor de acetilcolinesterase (>50%), com Clsg = 6,966 mg/mL.
Nossos resultados foram promissores e revelam o potencial biocida dos fitoquimicos presentes
nos EEAC e EHAC, porem mais estudos precisam ser realizados para avaliar o mecanismo
associado a letalidade das larvas.

Palavras chave: Arboviroses. Toxicidade. Acetilcolinesterase. Artemia salina.
Biomonitoramento.
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Larvicidal efficacy of the extracts of Annona coriacea Mart. (Annonaceae) on Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)

ABSTRACT

Dengue, Chikungunya, Zika and Febre Amarela are arboviruses transmitted by the females of
the Aedes aegypti mosquito, which have reached gigantic proportions with a relevant increase
in cases throughout Brazil, causing a negative impact on public health and the economy. This
study evaluated the larvicidal potential of the ethanolic and hexane extracts of leaves of Annona
coriacea Mart. (EEAC and EHAC) on A. aegypti larvae. The extracts showed excellent
larvicidal activity, the concentrations of 20 pg / mL of the EEAC and 40 pg / mL of the EHAC
caused a lethality of 100% of A. aegypti larvae, after 48h of exposure with an LC50 of 0.84 ug
/ mL and 0.90 pg / mL, respectively. The EEAC and EHAC also showed high toxicity on
Artemia salina and it was not possible to calculate the LD 50. The EEAC showed a potent
inhibitor of acetylcholinesterase (> 50%), with 1C50 = 6,966 mg / mL. Our results were
promising and reveal the biocidal potential of the phytochemicals present in the EEAC and
EHAC, but more studies need to be performed to evaluate the mechanism associated with larval
lethality.

Keywords: Arboviroses. Toxicity. Acetylcholinesterase. Artemia salina. Biomonitoring.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a OMS a dengue esté entre os dez principais problemas globais de satde
publica que irdo demandar mais atencdo neste ano de 2019 (BRASIL, 2019). Dengue,
Chikungunya, Zika e Febre Amarela (FA) sdo arboviroses transmitidas pelas fémeas do
mosquito Aedes aegypti (Linnaeus,1762) (BRASIL, 2017) e estdo causando um impacto
negativo na salde publica e na economia. Segundo dados obtidos pelo Boletim Epidemiol6gico
do Ministério da Saude, no Brasil, essas arboviroses tém alcancando proporcdes gigantescas
com relevante aumento de casos em todo pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

As estratégias tradicionais, como 0 uso de inseticidas quimicos, de controle de vetores
ndo conseguiram impedir 0 crescimento dessas epidemias transmitidas pelo A. aegypti a
populacdes humanas (GOINDIN et al.,2017). O uso frequente e indiscriminado dessas
substancias sintéticas tem provocado poluicdo ambiental, intoxicacdo em humanos e outros
organismos nao alvos e, principalmente, acelerado o processo de selecdo de populagdes de
mosquitos resistentes (JIRAKANJANAKIT et al., 2014).

A resisténcia de populacdes de A. aegypti ao theméfos (larvicida organofosforado), por
exemplo, foi registrada em varias unidades federais no Brasil (BRAGA; VALLE, 2007) como
no Distrito Federal (CARVALHO et al., 2001, 2004), Ceard (LIMA et al., 2006), Campinas
(SP) (CAMPOS; ANDRADE, 2001), S&o Paulo (MACORIS etal., 2013) e Paraiba (BESERRA
et al., 2006), tendo posteriormente sua distribuicao interrompida. Este fato evidencia claramente
a necessidade urgente da implementacdo de novos produtos, economicamente viaveis, menos
toxicos e mais eficientes de controle de vetores, destacando-se os inseticidas botanicos.

Os pesticidas a base de vegetais oferecem, de modo geral, menos riscos aos
ecossistemas, seus metabolitos secundarios e derivados fornecem uma alternativa para o
controle de mosquitos (GOVINDARAJULU et al., 2015). Segundo Shaalan et al. (2005) os
componentes quimicos provenientes do metabolismo secundario de vegetais, como alcaloides,
esteroides, terpenoides e fenolicos, desempenham um importante papel sobre varios insetos
vetores de doencas.

A Annona coriacea Mart. (Annonaceae) é uma espécie arbdrea que se distribui por todas
as regides do Brasil, ocorrendo no Pantanal, na Floresta Decidual, no Cerrado e na Caatinga
(MAAS et al., 2011). Diversos trabalhos relatam sua atividade larvicida sobre Aedes aegypti
(CARNEIRO et al., 2013; COSTA et al., 2012). Assim, inseticidas obtidos dessa a partir dessa

planta podem ser uma alternativa biodegradavel e eficaz no controle do vetor dessas
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arboviroses, contribuindo de forma positiva para a utilizagédo de fontes naturais, capazes de
interromper o ciclo do A. aegypti.

Substéancias obtidas de fontes naturais também podem trazer riscos ao meio ambiente e
a outros seres vivos, inclusive ao homem. Por essa razdo, o World Health Organization
Pesticide Evaluation Scheme (WHOPES) recomenda a realizacdo de testes de toxicidade
(ARAUJO et al., 2018). Entre os organismos indicados como modelos experimentais, a Artemia
salina Leach mostra alta sensibilidade para monitoramento ecotoxicolégico de novos agentes
(ARAUJO et al., 2018; ALBUQUERQUE et al., 2014). O biomonitoramento com A. salina
pode indicar também possiveis acdes bioldgicas como anticancerigena, inseticida, moluscicida
e antifungica (ROSA et al., 2016; LUNA et al., 2006).

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial larvicida dos extratos etanolico e
hexanico obtidos das folhas de Annona coriacea Mart. sobre as larvas de Aedes aegypti bem
como investigar se essa atividade esté relacionada com a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase
(AChE).

2 MATERIAL E METODO

2.1 Material vegetal e obtencao dos extratos

As folhas de Annona coriacea Mart. foram coletadas no Piaui (Cerrado Setentrional),
municipio de Campo Maior, coordenadas S 05° 02' 51.7" W 42° 46' 57.3" altitude 98 m, em 11
de marco de 2017. O exemplar foi incorporado ao acervo do Herbario Graziela Barroso da
Universidade Federal do Piaui, sob o nimero de exsicata TEPB 30.764.

As folhas foram desidratadas a temperatura ambiente em local arejado, em seguida
moidas, em moinho de facas e submetidas ao procedimento de extra¢do por maceracdo duas
vezes, com hexano e etanol, sucessivamente. Cada extracdo teve a duracdo de 72 horas.
Posteriormente o solvente organico foi removido por destilagdo em rotoevaporador e mantido

refrigerado (-5 ° C) em frasco ambar, até o0 momento da utilizacéo.

2.2 Teste fitoquimico
A identificacdo fitoquimica qualitativa de metabdlitos secundarios das folhas de A.

coriacea seguiu a metodologia descrita por Soares et al. (2016) e Yusuf et al. (2014).

2.3 Inibicéo da enzima acetilcolinesterase (AChE)
2.3.1 Anélise qualitativa de inibicdo de AChE.
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A metodologia baseia-se na inibi¢cdo qualitativa da enzima acetilcolinesterase (AChE)
proposta por Ellman et al. (1961) e modificado por Rhee et al. (2001). Os EEAC e EHAC (10
mg/mL) foram aplicados em placas de silica e revelados com reagente de Ellman (Tris/HCI 50
mM, pH 8, NaCl 0.1 M; MgCI2-6H20 0.02 M), 1 mM DTNB [acido 5,5’-ditiobis-(2-
nitrobenzéico)]; 15 mM ATCI (lodeto de acetiltiocolina) e AChE (5 units/mL). A cafeina foi

utilizada como padrdo positivo.

2.3.2 Quantificacéo da inibicdo enzimatica in vitro

O ensaio enzimatico em microplaca foi realizado conforme a metodologia descrita por
Machado et al. (2015) e Dohi, Terasaki, Makino (2009). Inicialmente, adicionou-se 25 pL de
EEAC e EHAC (10,0 - 0,125 mg/mL), 50 pL do tampdo B (50 mM Tris-HCI pH 8, 0,1%
albumina bovina) e 25uL da enzima AChE (0,22 U/mL). A placa foi encubada a 37 °C por 5
min. Em seguida, adicionou-se 125 pL de DTNB 3 mM e 25 pL de ATCI 15 mM. Logo apos,
realizou-se a primeira leitura no leitor de microplaca, e apds 5 min a segunda leitura. As
absorbancias foram lidas a 405 nm. Um branco foi realizado nas mesmas condic¢des substituindo
a amostra por metanol em 25uL de tampdo A (50 mM Tris-HCI, pH 8). Os procedimentos
foram realizados em triplicata e a Rivastigmina® foi utilizada como controle positivo. A
Rivastigmina® é um medicamento inibidor da AChE, muito utilizado no tratamento de pessoas
com a doenca de Alzheimer.

A porcentagem de inibicdo foi calculada através da equacédo: %inibi¢do = 100 — (Aamostra
/Avranco) X 100; Onde, A é a variacdo das absorbancias, no tempo inicial e final das leituras. A
concentracdo que inibe 50% da enzima (Clso) foi realizada por regressdo em analise em log

dose-probit, através do programa Graphpad prism 6, no intervalo de confianca de 95%.

2.4 Bioensaios
2.4.1 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Para o bioensaio foram utilizadas larvas de A. aegypti obtidas a partir de mosquitos
adultos, provenientes de Teresina-Pl, mantidos em colénia semifechada no Laboratério de
Parasitologia e Entomologia Sanitaria (LAPES) do Departamento de Parasitologia e
Microbiologia, CCS, UFPI, em condicBes controladas de temperatura e umidade (28+1°C;
70+10%). A manutencdo da colénia de mosquitos seguiu os parametros de biosseguranca para
insetarios da Fundagdo Oswaldo Cruz -FIOCRUZ (SILVA et al.,1998).

Larvas de A. aegypti (n=10) em terceiro e quarto estadios, foram transferidas para copos

plasticos descartaveis com 20mL da solugdo (EEAC + dimetil-sulfoxido-DMSO a 1%) e
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(EHAC + DMSO a 1%) em diferentes concentra¢es (100 — 1 pg/mL). Os ensaios foram
realizados a temperatura ambiente, em triplicata, totalizando 30 larvas por concentracdo. Apos
24 e 48h foram registradas as taxas de mortalidade e sobrevivéncia. Como controle negativo
foi utilizado uma solugéo de DMSO 1%.

A concentracéo letal que mata 50% das larvas (CLso) foi avaliada utilizando regressao
por anélise em log dose-probit, com o intervalo de confianca de 95%, realizados através do

programa SAS.

2.4.2 Toxicidade sobre Artemia salina Leach.

A toxicidade foi realizada de acordo com o ensaio proposto por Meyer et al. (1982). Os
ovos de A. salina Leach. foram eclodidos em &4gua do mar artificial e apds 48 horas, as larvas
foram coletadas para os bioensaios. Solugdes com os extratos (1000 — 1 pg mL) foram
preparadas em DMSO 1% e agua do mar artificial, em quadruplicata. Posteriormente foram
adicionadas a estas solucbes 10 nauplios. Apds 24 horas a contagem dos sobreviventes foram
realizadas, e determinada a dose letal média (DLso). Um controle negativo com DMSO 1% e
agua do mar artificial foi utilizado.

A concentragéo letal que mata 50% dos nauplios (DLso) foi avaliada utilizando regresséo
por analise em log dose-probit, com o intervalo de confianca de 95%, realizados através do

programa SAS.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

3. 1 Teste fitoquimico

Os testes qualitativos detectam metabdlitos especiais e funcionam como marcadores
quimicos da espécie (SOARES et al., 2016). Através do screening fitoquimico foi possivel
identificar as principais classes de metabdlitos secundéarios presentes nos EEAC e EHAC
(Tabela 1). Alcaloides, flavonoides e triterpenos foram identificados nos extratos, e séo
responsaveis, majoritariamente, pelas atividades biolégicas do género Annona (CARVALHO
et al., 2004).

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com os de Benites et al. (2015); Silva
et al. (2015a) e Brito et al. (2008). Dentre os compostos encontrados nos EEAC e EHAC
destacam-se 0s taninos que sdo capazes de formar complexos sollveis com proteinas, o que
torna essa classe de substancias bastante toxica a insetos, fungos e bactérias (SIMOES et al.,

2017). Plantas ricas em taninos apresentam boa atividade larvicida, os efeitos toxicos sobre
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Culicideos sugerem que esses podem ser Uteis como complemento em programas de controle
de espécies de mosquitos associados a atividade humana (VALOTTO et al., 2010; SILVA et
al., 2004 e REY et al.,1999), como o A. aegypti.

Tabela 1 - Resultados do screening fitoquimico das folhas de Annona coriacea Mart.

Metabolitos secundarios / Testes realizados EHAC EEAC
Taninos + ++
Flavonoides (AICIs) + ++
Triterpenos/esteroides + +
Saponinas + + -
Cumarinas + +
Quinonas - -
Alcaloides + +

(-) Auséncia; (+) Presenca; (++); Muito expressivo.

Fonte: Autor 2019.

Em uma revisdo sobre substancias vegetais com atividade larvicida, Garcez et al. (2013)
relataram que flavanoides, cumarinas e triterpenos apresentam atividade larvicida. A presenca
dessas substancias nos EEAC e EHAC podem justificar a boa atividade larvicida desses

extratos.

3.2 Inibicéo da enzima acetilcolinesterase (AChE)

A inibicdo da AChE esta relacionada com a atividade larvicida, inseticida e também ao
tratamento da doenca de Alzheimer, dessa forma diversos trabalhos tém sido realizados com
extratos de plantas ou seus derivados buscando bioprodutos capazes de inibir sua acdo (LIMA
et al., 2018; SILVA et al., 2015a).

Nesse estudo os EEAC e EHAC apresentaram resultados positivos de inibicdo
qualitativa frente a AChE comprovado através da formacdo dos halos brancos no campo
amarelo da placa de Cromatografia em Camada Delgada, semelhante ao padréo cafeina,
segundo o método de Ellman. Essa atividade foi mais evidenciada no EEAC quando comparado
ao EHAC. Silva et al. (2015a) e Begum et al. (2010) relatam a agdo anticolinesterasica dos

extratos de Annona glabra Linn. e Annona squamosa L., respectivamente.
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O teste quantitativo permitiu calcular a concentracdo dos extratos capaz de inibir a
atividade da enzima AChE em 50%. Somente o EEAC apresentou atividade inibitdria com Clsg
= 6,966 mg/mL. Esse valor é maior do que o encontrado para a Rivastigmina® (Clso=0,1148
mg/mL), controle positivo.

De acordo com classificacdo de Vinutha et al. (2007) os extratos podem ser classificados
em: inibidores potentes (> 50% de inibig&o), inibidores moderados (30-50% de inibicdo) e
inibidores fracos (< 30% de inibi¢do). O EEAC foi considerado um potente inibidor, com uma
percentagem de inibicéo superior a 50% na maior concentragao testada, enquanto que o EHAC

foi considerado um fraco inibidor, segundo a mesma classificagdo. (Grafico 1).

Gréfico 1 — Percentual de inibicdo de AChE dos EHAC e EEAC.
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seguida pelo pds-teste de Tukey.
Fonte: autor (2019).

p <0,0001, "p < 0,001 comparado a Rivastigmina® (1 mg/mL).

Alguns trabalhos relatados na literatura, como o de Formagio et al. (2015), mostraram
resultados proximos ao do presente estudo, eles descrevem uma inibicdo de (52%) para o
extrato metanolico das sementes de A. coriacea; para o extrato metandlico das folhas a inibicao
observada por eles foi de 33%, menor do que o apresentado para 0 EEAC nesse trabalho; o
extrato floral da mesma espécie ndo apresentou atividade inibit6ria. Outras Annonaceas foram
analisadas no mesmo estudo: Annona crassiflora Mart., Annona sylvatica A. St. — Hil., Annona

cacans Warm. e Duguetia furfuracea A. St. — Hil. cuja taxa de inibi¢do foi menor que 50%.



93

A AChE tem como funcéo hidrolisar a acetilcolina, formando &cido acético e colina, sua
inibicdo, aumenta o nivel de acetilcolina nas sinapses, ocasionando paralisia e a morte do inseto
(GARCEZ et al., 2013). Segundo Silva et al. (2014; 2015b) a inibicdo de AChE, também pode
causar a morte devido a reducdo dos niveis de colina, que atua como substrato para sintese de
fosfolipideos. Conforme Dambolena et al. (2016) a inibicdo de AChE é o principal mecanismo
de acdo para a maioria dos inseticidas, dessa forma o EEAC é promissor como potencial

inseticida.

3.3 Bioensaio larvicida
3.3.1 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

O percentual de mortalidade das larvas de A. aegypti ocasionado pelos EEAC e EHAC
foi superior a 80% com 24h de exposic¢do nas concentragdes de 100 a 20 pug/mL, atingindo uma
letalidade de 100% apds 48h de exposicdo nas concentractes de 100 a 20 pug/mL, para o EEAC
e 100 a 40 pg/mL para o EHAC como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Percentual de mortalidade de larvas de 3° e 4° estadio de Aedes aegypti, ap6s 48h de

exposicao as diferentes concentragfes (100 — 1 pg/mL) do EEAC e EHAC.

Extrato 100 80 60 50 40 20 10 5 1 Branco

po/mL
EEAC 100 100 100 100 100 96 90 3 3 0
EHAC 100 100 100 100 100 90 86 6 3 0

Fonte: autor (2019).

Muitas espécies do género Annona possuem atividade inseticida. De acordo com
Magadula et al. (2009) o extrato das sementes de Annona montana Macfad. apresenta atividade
larvicida e residual sobre populacdes do A. aegypti e 0s extratos de A. squamosa L. e Annona
senegalensis Pers. possuem fortes efeitos na morte de insetos, particularmente mosquitos.
Estudos realizados com Annona crassiflora Mart., A. glabra e Annona muricata L. também
revelaram atividade larvicida sobre A. aegypti. (RODRIGUES et al., 2006).

O EEAC apresentou a CL50 de 1,15 pg/mL apds 24 horas e 0,84ug/mL com 48h. Para
0 EHAC a CL50 foide 1,22 e 0,90 pug/mL, apds 24h e 48h, respectivamente. Ambos os extratos

foram considerados bons larvicidas de acordo com as propostas de Cheng et al. (2003) e de
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Komalamisra et al. (2005) os quais classificam as substancias com CL50 < 100pg/mL e CL50
< 50ug/mL como ativas contra larvas, respectivamente.

Os testes com os EEAC e EHAC foram mais efetivos do que os relatados na literatura
para outras espécies de Annonas. Extratos metandlicos de Annona reticulata L. e A. glabra
apresentaram uma CLso de 95,24 pg/mL e 114,47ug/mL, respectivamente (Mohankumar et al.
2016). Para A. muricata Santhosh et al. (2015) e Omena et al. (2007) descreveram uma CLso
de (51,13 pg/mL e 42,3 ug/mL), o extrato etandlico das folhas de A. squamosa apresentaram,
CLso =169 pg/ mL (OMENA et al.,2007). Nanoparticulas de prata do extrato de A. reticulata
apresentaram CLso=4,43 pug / mL (PARTHIBAN et al., 2019). A excecdo ¢ feita ao extrato
etandlico das sementes de A. glabra que segundo Omena et al. (2007) apresentou CLso = 0,06
pMg/mL. Ao comparar esse estudo com o0s anteriores observa-se que os EEAC e EHAC podem
ser uma fonte promissora de produtos naturais com atividade larvicida.

Além da alta mortalidade, provocada pela acdo dos EEAC e EHAC em nosso trabalho
foi observada que as larvas apresentaram curvagdo do corpo e manchas escuras ao longo do
intestino apos exposicao aos extratos (Figura 1).

O escurecimento das larvas também foi observado em outros estudos (OLIVEIRA et
al., 2013; ABED, et al.,2007). Costa et al. (2012) descreveram que 0 extrato metandlico de A.
coriacea causou morte em larvas de A. aegypti, afetando parcial ou totalmente as células
epiteliais do intestino médio. Essa mesma observacéo foi relatada por (ABED et al. 2017) para
extratos de Annona reticulata. A acetogenina, squamocin, isolada de A. squamosa, nas
concentracdes de 100-50 pug/mL, apresentou atividade citotdxica com alteragcdes graduais no
epitélio do intestino médio das larvas de A. aegypti a partir de 120 minutos de exposicéo.
(COSTA et al., 2014).

Valotto et al., (2010), Abed et al., (2007) e Arruda et al. (2003) também observaram
danos causados ao intestino das larvas de A. aegypti expostas a extratos e 6leos vegetais.

Segundo Aciole (2009) essas alteragdes morfologicas podem levar a uma explicacao
completa da acdo tdxica dos componentes fitoquimicos nas larvas de Cullicidae e fornecer
indicacBes do modo de acdo dos compostos vegetais no corpo das larvas. Dessa forma, mais
estudos poderiam elucidar os efeitos dessa substancia fornecendo subsidios para producéo de
inseticida altamente eficaz e que ndo causasse interferéncia em outros organismos nem no meio
ambiente que estdo sendo expostos.

A acdo larvicida ou inseticida de um extrato vegetal pode variar de acordo com diversos
fatores (CHENG, 2009). Para Mohankumar et al. (2016), os extratos vegetais das Annonaceas

possuem uma complexidade de moléculas como acetogeninas, taninos e alcaloides que
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apresentam diversas bioatividades, destacando-se a toxidade aos insetos o que foi observado
nesse estudo para os EEAC e EHAC.

Figura 1 - Larva de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

1A (larva do grupo controle - vista na lupa); 1B (larva exposta ao EEAC 100 pg / mL - lupa); 1C (larva
exposta ao EEAC 100 pg/ mL - microscopio); 1D (larva exposta ao EHAC 100 pg / mL — microscopio).

Fonte: Autor (2019).

3.3.2 Toxicidade sobre Artemia salina Leach.

Os ensaios de toxidade sobre A. salina permitem prever uma atividade especifica de
uma determinada substancia e facilita estudos de triagem de fitodrogas (ROSA et al., 2016;
HAMIDI et al., 2014; KANWAR, 2007). O uso de produtos naturais para fins farmacolégicos
ou fitoterapicos exige a realizacdo desses ensaios para verificar a seguranga nessa utilizacdo
(ROSA et al., 2016; SILVEIRA et al., 2008).
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Segundo Meyer et al. (1982), amostras com DL50 >1000ug/mL s&o consideradas
atdxicas e com DL50 <1000ug/mL séo tdxicas frente ao microcrustaceo A. salina. Em nossos
estudos a toxicidade dos EEAC e EHAC foi tdo intensa que ndo foi possivel calcular a DL so.
Esse estudo corrobora com o realizado por Novaes et al. (2016) para A. coriacea ratificando
sua acdo inseticida e evidenciando seu potencial citotoxico.

A alta toxicidade das Annonas sobre A. salina é descrita para diversas espécies A.
senegalensis, A. crassifolia, A. nutans, A. hypoglauca, A. cherimola, A. muricata, A. squamosa
e A. reticulata (CHEL-GUERRERO et al., 2018; SILVA et al.,2015b; LUNA et al.,2006;
PIMENTA et al.,2003 e SAHPAZ et al., 1994). Eles correlacionam essa atividade a presenga
das acetogeninas.

De acordo com Rosa et al. (2016); Arcanjo et al. (2012) e Siqueira et al. (1998) o ensaio
de letalidade sobre A. salina tem mostrado significante correlagdo com a atividade antitumoral
in vivo, sendo considerado um excelente teste para ser empregado como pré-screning em
investigacOes de atividade terapéutica contra tumores sélidos. Embasados nessa premissa

sugere-se 0 potencial dos extratos obtidos das folhas de A. coriacea em estudos anti-tumorais.

4. CONCLUSAO

Os EEAC e EHAC apresentaram boa atividade larvicida sobre A. aegypti, com
atividade letal em baixas concentracdes (20 pg/mL). No entanto mais estudos sdo necessarios
para elucidar a alta taxa de mortalidade das larvas, se essa causa esta relacionada a ingestao de
fitoquimicos presentes nos extratos, a inibicdo da AChE ou ambos.

Nossos resultados foram promissores e revelam o potencial dos EEAC e EHAC na
elaboracdo de inseticidas biodegradaveis. Esses produtos reduzem as desvantagens dos
inseticidas sintéticos sobre 0 meio ambiente e promovem também a utilizacdo sustentavel de
recursos naturais disponiveis no Cerrado, além de contribuir para a preservacao e valoracdo da
biodiversidade desse Bioma, que é uma fonte promissora de substancias quimicas bioativas.

Além disso os EEAC e EHAC apresentam alta toxidade sobre A. salina, fornecendo
assim, subsidios para futuros ensaios de atividade antiproliferativa, indicando possivel
potencial para o desenvolvimento biotecnoldgico de formulacGes farmacéuticas com acédo

antineoplasica.



97

REFERENCIAS

Abed, R. A. A. A, Cavasin, G. M., Silva, H. H. G., Geris, R. G., & Silva, I. G. (2007).
AlteracGes morfohistoldgicas em larvas de Aedes aegypti (Linnaeus,1762) (Diptera,
Culicidae) causadas pela atividade larvicida do 6leo-resina da planta medicinal Copaifera
reticulata Ducke (Leguminosae). Revista de Patologia Tropical/Journal of Tropical
Pathology, 36(1).

https://doi.org/10.5216/rpt.v36i1.1819

Aciole, S. D. G. (2009). Avaliacdo da actividade insecticida dos 6leos essenciais nas plantas
amazobnicas Annonaceae, Boraginaceae e de Mata Atlantica Myrtaceae como alternativa de
controle as larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

(Diptera: Culicidae) (Doctoral dissertation).

Albuquerque, L. P., Pontual, E. V., de Sa Santana, G. M., Silva, L. R. S., dos Santos Aguiar,
J., Coelho, L. C. B. B. & Napoledo, T. H. (2014). Toxic effects of Microgramma vacciniifolia
rhizome lectin on Artemia salina, human cells, and the schistosomiasis vector Biomphalaria
glabrata. Acta tropica, 138, 23-27.

https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2014.06.005

Arcanjo, D. D. R., Albuquerque, A. C. M., Melo-Neto, B., Santana, L. C. L. R., Medeiros, M.,
& Cito, A. M. G. L. (2012). Bioactivity evaluation against Artemia salina Leach of medicinal
plants used in Brazilian Northeastern folk medicine. Brazilian Journal of Biology, 72(3), 505-
509.

http://dx.doi.org/10.1590/S1519-69842012000300013

Araujo, H. D, Silva, L. R., Siqueira, W. N., Fonseca, C. S., Silva, N. H., Melo, A. M., &
Lima, V. L. (2018). Toxicity of Usnic Acid from Cladonia substellata (Lichen) to embryos
and adults of Biomphalaria glabrata. Acta tropica, 179, 39-43.
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.11.007

Benites, R. S. R., Formagio, A. S. N., Argandofia, E. J. S., Volobuff, C. R. F., Trevizan, L. N.
F., Vieira, M. C., & Silva, M. S. (2015). Contents of constituents and antioxidant activity of
seed and pulp extracts of Annona coriacea and Annona sylvatica. Brazilian Journal of
Biology, 75(3), 685-691.

http://dx.doi.org/10.1590/1519-6984.21313

Beserra, E. B., Castro Junior. F.P., Santos. J. W., Santos. T. S. e Fernandes. C. R. M. (2006).
Biologia e exigéncias térmicas de Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) provenientes de
quatro regides bioclimaticas da Paraiba. Neotropical Entomology, 35(6), 853 — 860.

Begum, N., Sharma, B., & Pandey, R. S. (2010). Toxicity potential and anti AchE activity of
some plant extracts in Musca domestica. J. Biofertil. Biopestic, 2(108), 1-6.
http://dx.doi.org/10.4172/2155-6202.1000108

Braga, I. A.; Valle, D. (2007). Aedes aegypti: inseticidas, mecanismos de acao e resisténcia.
Epidemiologia e Servicos de Saude, v. 16, p. 279-293.
https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/18453.

Acesso em 12 de marco de 2019.



https://doi.org/10.5216/rpt.v36i1.1819
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2014.06.005
http://dx.doi.org/10.1590/S1519-69842012000300013
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.11.007
http://dx.doi.org/10.1590/1519-6984.21313
http://dx.doi.org/10.4172/2155-6202.1000108
https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/18453

98

Brasil. Ministério da Saude. Portaria de Consolidacdo N° 4, de 28 de Setembro de 2017.
Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2017/prc0004_03_10_2017.html.

Acesso em: 29 de margo de 20109.

Brasil. Principais ameacas para a saide em 2019.Disponivel em:
http://agenciabrasil.ebc.com.br/saude/noticia/2019-01/oms-lista-10-principais-ameacas-para-
saude-em-2019.

Acesso em: 18 de abril de 2019.

Brasil. Secretaria de Vigilancia em Sadde. Ministério da Saude. Monitoramento dos casos de
dengue, febre de chikungunya e doenca aguda pelo virus Zika até a Semana Epidemioldgica
11 de 2019. Boletim epidemiolégico. Volume 50. Disponivel em:
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/janeiro/28/2019-002.pdf.

Acesso em: 18 de abril de 2019.

Brito, H. O., Noronha, E. P., Frang¢a, L. M., Brito, L. M. O., & Prado, M. S. A. (2008).
Analise da composicgéo fitoquimica do extrato etandlico das folhas da Annona squamosa
(ATA). Revista Brasileira de Farmacologia, 89(3), 180-184.

Campos, J., & Andrade, C. F. (2001). Susceptibilidade larval de duas populacdes de Aedes
aegypti a inseticidas quimicos. Revista de Saude Publica, 35, 232-236.

Carneiro, A. P., Pereira, M. J. B., & Galbiati, C. (2013). Biocide activity of Annona coriacea
seeds extract on Rhodnius neglectus (Hemiptera: Reduviidae). Revista de Biologia Tropical,
61(1), 419-427.

Carvalho, M. D. S. L. D., Caldas, E. D., Yoshizawa, M. A. C., Degallier, N., Oliveira, C. D.,
& Knox, M. B. (2001). Susceptibilidade do Aedes aegypti ao inseticida temephos no Distrito
Federal, em 2000. Informe Epidemiologico do SUS, 10, 41-43.
http://dx.doi.org/10.5123/S0104-16732001000500012

Carvalho, M. D. S. L. D., Caldas, E. D., Degallier, N., Vilarinhos, P. D. T. R., Souza, L. C. K.
R. D., Yoshizawa, M. A. C., ... & Oliveira, C. D. (2004). Suscetibilidade de larvas de Aedes
aegypti ao inseticida temefds no Distrito Federal. Revista de Saude Publica, 38, 623-629.
http://dx.doi.org/10.1590/1519-6984.21313

Chel-Guerrero, L. D., Sauri-Duch, E., Fragoso-Serrano, M. C., Pérez-Flores, L. J., Gomez-
Olivares, J. L., Salinas-Arreortua, N. & Mendoza-Espinoza, J. A. (2018). Phytochemical
Profile, Toxicity, and Pharmacological Potential of Peels from Four Species of Tropical
Fruits. Journal of Medicinal Food, 21(7), 734-743.

https://doi.org/10.1089/jmf.2017.0124

Cheng, S. S., Huang, C. G., Chen, Y. J., Yu, J. J., Chen, W. J., & Chang, S. T. (2009).
Chemical compositions and larvicidal activities of leaf essential oils from two eucalyptus
species. Bioresource Technology, 100(1), 452-456.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2008.02.038

Cheng, S. S., Chang, H. T., Chang, S. T., Tsai, K. H., & Chen, W. J. (2003). Bioactivity of
selected plant essential oils against the yellow fever mosquito Aedes aegypti larvae.
Bioresource Technology, 89(1), 99-102.


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2017/prc0004_03_10_2017.html
http://agenciabrasil.ebc.com.br/saude/noticia/2019-01/oms-lista-10-principais-ameacas-para-saude-em-2019
http://agenciabrasil.ebc.com.br/saude/noticia/2019-01/oms-lista-10-principais-ameacas-para-saude-em-2019
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/janeiro/28/2019-002.pdf
http://dx.doi.org/10.5123/S0104-16732001000500012
http://dx.doi.org/10.1590/1519-6984.21313
https://doi.org/10.1089/jmf.2017.0124
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2008.02.038

99

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

Costa, M., Cossolin, J., Pereira, M., Sant'Ana, A., Lima, M., Zanuncio, J., & Serréo, J. (2014).
Larvicidal and cytotoxic potential of squamocin on the midgut of Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae). Toxins, 6(4), 1169-1176.

https://doi.org/10.3390/toxins6041169

Costa, M. S., Pinheiro, D. O., Serrdo, J. E., & Pereira, M. J. B. (2012). Morphological
changes in the midgut of Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) larvae following exposure to
an Annona coriacea (Magnoliales: Annonaceae) extract. Neotropical Entomology, 41(4), 311-
314.

http://dx.doi.org/10.1007/s13744-012-0050-z

Dambolena, J. S., Zunino, M. P., Herrera, J. M., Pizzolitto, R. P., Areco, V. A., & Zygadlo, J.
A. (2016). Terpenes: Natural products for controlling insects of importance to human Health-
A structure-activity relationship study. Psyche: A Journal of Entomology, 2016.
http://dx.doi.org/10.1155/2016/4595823

Dohi, S., Terasaki, M., & Makino, M. (2009). Acetylcholinesterase inhibitory activity and
chemical composition of commercial essential oils. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 57(10), 4313-4318.

http://dx.doi.org/10.1021/jf804013]

Ellman, G. L., Courtney, K. D., Andres Jr, V., & Featherstone, R. M. (1961). A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical Pharmacology, 7(2),
88-95.

https://doi.org/10.1016/0006-2952(61)90145-9

Formagio, A. S. N., Vieira, M. C., Volobuff, C. R. F., Silva, M. S., Matos, A. I., Cardoso, C.
A. L. & Carvalho, J. E. (2015). In vitro biological screening of the anticholinesterase and
antiproliferative activities of medicinal plants belonging to Annonaceae. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, 48(4), 308-315.
http://dx.doi.org/10.1590/1414-431x20144127

Garcez, W. S., Garcez, F. R., da Silva, L. M., & Sarmento, U. C. (2013). Substancias de
origem vegetal com atividade larvicida contra Aedes aegypti. Revista Virtual de Quimica,
5(3), 363-393.

http://dx.doi.org/10.5935/1984-6835.20130034

Goindin, D., Delannay, C., Gelasse, A., Ramdini, C., Gaude, T., Faucon, F., ... & Fouque, F.
(2017). Levels of insecticide resistance to deltamethrin, malathion, and temephos, and
associated mechanisms in Aedes aegypti mosquitoes from the Guadeloupe and Saint Martin
islands (French West Indies). Infectious Diseases of Poverty, 6(1), 38.
https://doi.org/10.1186/s40249-017-0254-x

Govindarajulu, M., Epstein, L., Wroblewski, T. & Michelmore, R. W. (2015). Host-induced
gene silencing inhibits the biotrophic pathogen causing downy mildew of lettuce. Plant
Biotechnology Journal, 13(7), 875-883.

https://doi.org/10.1111/pbi.12307



https://doi.org/10.1016/S0960-8524(03)00008-7
https://doi.org/10.3390/toxins6041169
http://dx.doi.org/10.1007/s13744-012-0050-z
http://dx.doi.org/10.1155/2016/4595823
http://dx.doi.org/10.1021/jf804013j
https://doi.org/10.1016/0006-2952(61)90145-9
http://dx.doi.org/10.1590/1414-431x20144127
http://dx.doi.org/10.5935/1984-6835.20130034
https://doi.org/10.1186/s40249-017-0254-x
https://doi.org/10.1111/pbi.12307

100

Hamidi, M., Jovanova, B., & Panovska, T. (2014). Toxicological evaluation of the plant
products using Brine Shrimp (Artemia salina L.) model. Macedonian Pharm Bull, 60(1), 9-
18.

Jirakanjanakit, N., Rongnoparut, P., Saengtharatip, S., Chareonviriyaphap, T., Duchon, S.,
Bellec, C., & Yoksan, S. (2014). Insecticide susceptible/resistance status in Aedes (Stegomyia)
aegypti and Aedes (Stegomyia) albopictus (Diptera: Culicidae) in Thailand during 2003—
2005. Journal of Economic Entomology, 100(2), 545-550.
https://doi.org/10.1093/jee/100.2.545

Kanwar, A. S. (2007). Brine shrimp (Artemia salina) a marine animal for simple and rapid
biological assays. Journal of Chinese Clinical Medicine, 2(4), 236-240.

Komalamisra, N., Trongtokit, Y., Rongsriyam, Y., & Apiwathnasorn, C. (2005). Screening
for larvicidal activity in some Thai plants against four mosquito vector species. Southeast
Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, 36(6), 1412.

Yusuf, A. Z., Zakir, A., Shemau, Z., Abdullahi, M., & Halima, S. A. (2014). Phytochemical
analysis of the methanol leaves extract of Paullinia pinnata Linn. Journal of Pharmacognosy
and Phytotherapy, 6(2), 10-16.

http://dx.doi.org/10.5897/JPP2013.0299

Lima, E. P., Oliveira Filho, A. M. D., Lima, J. W. D. O., Ramos Junior, A. N., Cavalcanti, L.
P.D. G., & Pontes, R. J. S. (2006). Aedes aegypti resistance to temefos in counties of Ceara
State. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 39(3), 259-263.
http://dx.doi.org/10.1590/S0037-86822006000300006

Luna, J. D. S., De Carvalho, J. M., De Lima, M. R. F., Bieber, L. W., Bento, E. D. S., Franck,
X., & Sant’Ana, A. E. G. (2006). Acetogenins in Annona muricata L. (Annonaceae) leaves
are potent molluscicides. Natural product research, 20(3), 253-257.
https://doi.org/10.1080/14786410500161445

Maas, P. J., Lubbert, Y. T., Rainer, H., Lobao, A. Q., & Erkens, R. H. (2011). An updated
index to genera, species, and infraspecific taxa of Neotropical Annonaceae. Nordic Journal of
Botany, 29(3), 257-356.

http://dx.doi.org/10.1111/j.1756-1051.2011.01092.x

Machado, L. P., Carvalho, L. R., Young, M. C. M., Cardoso-Lopes, E. M., Centeno, D. C.,

Zambotti-Villela, L. & Yokoya, N. S. (2015). Evaluation of acetylcholinesterase inhibitory

activity of Brazilian red macroalgae organic extracts. Revista Brasileira de Farmacognosia,
25(6), 657-662.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bjp.2015.09.003

Macoris, M.L.G., Andrighetti, M. T. M., Takaku, L., Glasser, C. M., Garbeloto, V. C., &
Bracco, J. E Resistance of Aedes aegypti from the state of S&o Paulo, Brazil, to
organophosphates insecticides. Memorial Instuto Oswaldo Cruz, v. 98, p. 703-708, 2013.
http://dx.doi.org/10.1590/S0074-02762003000500020



https://doi.org/10.1093/jee/100.2.545
http://dx.doi.org/10.5897/JPP2013.0299
http://dx.doi.org/10.1590/S0037-86822006000300006
https://doi.org/10.1080/14786410500161445
http://dx.doi.org/10.1111/j.1756-1051.2011.01092.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjp.2015.09.003
http://dx.doi.org/10.1590/S0074-02762003000500020

101

Magadula, J. J., Innocent, E., & Otieno, J. N. (2009). Mosquito larvicidal and cytotoxic
activities of 3 Annona species and isolation of active principles. Journal of Medicinal Plants
Research, 3(9), 674-680.

Meyer, B. N., Ferrigni, N. R., Putnam, J. E., Jacobsen, L. B., Nichols, D. J., & McLaughlin, J.
L. (1982). Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant constituents. Planta
Medica, 45(05), 31-34.

https://doi.org/10.1055 / s-2007-971236

Mohankumar, T. K., Shivanna, K. S., & Achuttan, V. V. (2016). Screening of methanolic
plant extracts against larvae of Aedes aegypti and Anopheles stephensi in Mysore. Journal of
Arthropod-borne Diseases, 10(3), 303.

Novaes, P., Torres, P. B., & dos Santos, D. Y. A. C. (2016). Biological activities of
Annonaceae species extracts from Cerrado. Brazilian Journal of Botany, 39(1), 131-137.
https://doi.org/10.1007/s40415-015-0225-z.

Oliveira, G. L., Cardoso, S. K., Lara Junior, C. R., Vieira, T. M., GUIMARAES, E. F.,
Figueiredo, L. S., ... & Kaplan, M. A. C. (2013). Chemical study and larvicidal activity
against Aedes aegypti of essential oil of Piper aduncum L. (Piperaceae). Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias, 85(4), 1227-1234.

http://dx.doi.org/10.1590/0001-3765201391011

Omena, M. C., Navarro, D. M. A. F., De Paula, J. E., Luna, J. S., De Lima, M. F., &
Sant’Ana, A. E. G. (2007). Larvicidal activities against Aedes aegypti of some Brazilian
medicinal plants. Bioresource Technology, 98(13), 2549-2556.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2006.09.040

Parthiban, E., Manivannan, N., Ramanibali, R., & Mathivanan, N. (2019). Green synthesis of
silver-nanoparticles from Annona reticulata leaves aqueous extract and its mosquito larvicidal
and anti-microbial activity on human pathogens. Biotechnology Reports, 21, e00297.
http://dx.doi.org/10.1016 / j.btre.2018.e00297

Pimenta, L. S., Pinto, G. B., Takahashi, J. A., e Silva, L. G. F., & Boaventura, M. A. D.
(2003). Biological screening of Annonaceous Brazilian medicinal plants using Artemia salina
(Brine shrimp test). Phytomedicine, 10(2-3), 209-212.
https://doi.org/10.1078/094471103321659960

Rey, D., Pautou, M. P., & Meyran, J. C. (1999). Histopathological effects of tannic acid on
the midgut epithelium of some aquatic Diptera larvae. Journal of Invertebrate Pathology,
73(2), 173-181.

https://doi.org/10.1006/jipa.1998.4810

Rhee, I. K., van de Meent, M., Ingkaninan, K., & Verpoorte, R. (2001). Screening for
acetylcholinesterase inhibitors from Amaryllidaceae using silica gel thin-layer
chromatography in combination with bioactivity staining. Journal of Chromatography, 915(1-
2), 217-223.

https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)00624-0



https://doi.org/10.1055%20/%20s-2007-971236
http://dx.doi.org/10.1590/0001-3765201391011
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2006.09.040
http://dx.doi.org/10.1016%20/%20j.btre.2018.e00297
https://doi.org/10.1078/094471103321659960
https://doi.org/10.1006/jipa.1998.4810
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)00624-0

102

Rodrigues, A. M. D. S., De Paula, J. E., Dégallier, N., Molez, J. F. & Espindola, L. S. (2006).
Larvicidal activity of some Cerrado plant extracts against Aedes aegypti. Journal of the
American Mosquito Control Association, 22(2), 314-318.
https://doi.org/10.2987/8756-971X(2006)22[314:LAOSCP]2.0.CO;2

Rosa, C. S., Veras, K. S., Silva, P. R., Lopes Neto, J. J., Cardoso, H. L. M., Alves, L. P.L. &
Moraes, D. F. C. (2016). Composicdo quimica e toxicidade frente Aedes aegypti L. e Artemia
salina Leach do 6leo essencial das folhas de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais.

http://dx.doi.org/10.1590/1983-084X/15_006.

Sahpaz, S., Bories, C. H., Loiseau, P. M., Cortes, D., Hocquemiller, R., Laurens, A. & Cave,
A. (1994). Cytotoxic and antiparasitic activity from Annona senegalensis seeds. Planta
Medica, 60(06), 538-540.

http://dx.doi.org/10.1055 / s-2006-959566

Santhosh, S. B., Yuvarajan, R., & Natarajan, D. (2015). Annona muricata leaf extract-
mediated silver nanoparticles synthesis and its larvicidal potential against dengue, malaria and
filariasis vector. Parasitology Research, 114(8), 3087-3096.

http://dx.doi.org/10.1007 / s00436-015-4511-2.

Shaalan, E. A. S., Canyon, D., Younes, M. W. F., Abdel-Wahab, H., & Mansour, A. H.
(2005). A review of botanical phytochemicals with mosquitocidal potential. Environment
International, 31(8), 1149-1166.

https://doi.org/10.1016/j.envint.2005.03.003

Sousa S. A. A, Alexandre, J. B., Vieira, L. G., Rodrigues, S. P., Falcdo, M. J. C., & Morais,
S. M. (2015a). Estudo fitoquimico e atividades leishmanicida, anticolinestarasica e
antioxidante de extratos de Annona glabra L. (araticum pand). Journal of Basic and Applied
Pharmaceutical Sciencies, 36(2).

Silva, E. M. F., de Castro Nascimento, R. B., Barreto, F. S., de Moraes Filho, M. O., Griz, S.
A. S., Santos, A. F., & Mousinho, K. C. (2015b). Estudo in vitro do potencial citotoxico da
Annona muricata L. Journal of Basic and Applied Pharmaceutical Sciencies, 36(2).

Silva, A. A. D. S. S., Janior, J. M. F., de Vasconcelos Silva, M. G., & de Morais, S. M.
(2014). Estudo fitoquimico e atividades bioldgicas do limdozinho Zanthoxylum syncarpum
Tull. Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal, 8(1), 37-53.

Silva, H. H. G. D,, Silva, I. G. D., Santos, R. M. G. D., Rodrigues Filho, E., & Elias, C. N.
(2004). Larvicidal activity of tannins isolated of Magonia pubescens St. Hil. (Sapindaceae)
against Aedes aegypti (Diptera, Culicidae). Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, 37(5), 396-399.

http://dx.doi.org/10.1590/S0037-868220040005

Silva, H. H. G. D., Silva, I. G. D., & Lira, K. D. S. (1998). Metodologia de criacéo,
manutencdo de adultos e estocagem de ovos de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) em
laboratorio. https://doi.org/10.5216/rpt.v27i1.17196



https://doi.org/10.2987/8756-971X(2006)22%5b314:LAOSCP%5d2.0.CO;2
http://dx.doi.org/10.1590/1983-084X/15_006
https://doi.org/10.1016/j.envint.2005.03.003
http://dx.doi.org/10.1590/S0037-868220040005
https://doi.org/10.5216/rpt.v27i1.17196

103

Silveira, P. D., Bandeira, M. A. M., & Arrais, P. S. D. (2008). Farmacovigilancia e reacdes
adversas as plantas medicinais e fitoterapicos: uma realidade. Revista Brasileira de
Farmacognosia, 18(4), 618-626.

http://dx.doi.org/10.1590/S0102-695X2008000400021

Simdes, C. M. O., Schenkel, E. P., de Mello, J. C. P., Mentz, L. A., & Petrovick, P. R. (2016).
Farmacognosia: do produto natural ao medicamento. Artmed Editora.

Siqueira, J. M. D., Bomm, M. D., Pereira, N. F. G., Garcez, W. S., & Boaventura, M. A. D.
(1998). Estudo fitoquimico de Unonopsis lindmanii-Annonaceae, biomonitorado pelo ensaio
de toxicidade sobre a Artemia salina Leach.
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40421998000500004.

Soares. N. P., Santos. P.L., Vieira. V. S., Pimenta. V. S. C., Aradjo. E. G. Técnicas de
prospeccao fitoquimica e sua importancia para o estudo de biomoleculas derivadas de plantas.
Enciclopédia Biosfera, v. 13, n. 24, p. 991, 2016.
https://doi.org/10.18677/EnciBio_2016B_094

Valotto, C. F. B., Carvasin, G., Silva, H. H. G., Geris, R., & Silva, I. G. D. (2010). Alteracdes
morfo-histologicas em larvas de Aedes aegypti (LinaeEus, 1762) (Diptera, Culicidae)
causadas pelo tanino catéquico isolado da planta do cerrado Magonia pubescens
(Sapindaceae).

https://doi.org/10.5216/rpt.v39i4.13066

Vinutha, B., Prashanth, D., Salma, K., Sreeja, S. L., Pratiti, D., Padmaja, R. & Deepak, M.
(2007). Screening of selected Indian medicinal plants for acetylcholinesterase inhibitory
activity. Journal of Ethnopharmacology, 109(2), 359-363.
https://doi.org/10.1016/j.jp.2006.06.014



http://dx.doi.org/10.1590/S0102-695X2008000400021
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40421998000500004
https://doi.org/10.18677/EnciBio_2016B_094
https://doi.org/10.5216/rpt.v39i4.13066
https://doi.org/10.1016/j.jp.2006.06.014




105

Efeito modulador de Annona coriacea Mart. sobre a resisténcia a norfloxacina em
Staphylococcus aureus

RESUMO

A atividade antimicrobiana dos extratos etanélico (EEAC) e hexanico (EHAC) das folhas de
Annona coriacea Mart. foi avaliada contra cepas padrdes de fungos e bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. Para avaliacdo da atividade moduladora, as concentracdes inibitdrias
minimas (CIMs) da norfloxacina e do brometo de etidio formam testadas contra a cepa de
Staphylococcus aureus SA1199-B, superprodutora da bomba de efluxo NorA, na auséncia ou
na presenca de EEAC ou EHAC em concentragdes subinibitorias. Os extratos apresentaram
uma CIM >1024, indicando que os mesmos sdo inativos contra as cepas testadas. No entanto,
o EEAC em concentracfes subinibitérias, foi capaz de reduzir em até 4 vezes a CIM do
antibiético contra a cepa SA1199-B, enquanto que o EHAC foi capaz de reduzir a CIM do
antibi6tico em até 2 vezes. Um maior efeito modulador foi obtido quando o extrato EEAC foi
associado com o brometo de etidio, um substrato de NorA cujo Unico mecanismo de resisténcia
conhecido é mediado por bombas de efluxo, sugerindo que a ocorréncia de fitoquimicos nos
extratos estudados que inibem a bomba de efluxo NorA, aumentando as concentracGes
intracelulares de norfloxacina em S. aureus. Dessa forma os fitoquimicos presentes nas folhas
de A. coriacea sdo promissores quando associados a norfloxacina no tratamento de infeccbes
causadas por S. aureus multirresistentes.

Descritores: atividade antimicrobiana, fendis, Staphyloccocus aureus, resisténcia aos
antibioticos, fluoroquinolonas, bomba de efluxo NorA.
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Modulating effect of Annona coriacea Mart. on resistance to norfloxacin in
Staphylococcus aureus

ABSTRACT

The antimicrobial activity of ethanolic (EEAC) and hexane (HEAC) extracts of Annona
coriacea leaves was evaluated by means of fungal and Gram-positive and Gram-negative
bacteria. For the evaluation of its modulatory activity, such as the inhibitory concentrations
(MICs) of norfloxacin and ethidium bromide against a bacterium of the Staphylococcus aureus
SA1199-B overproduction of the NorA pump efflux, in its absences or in the presence of EEAC
or EHAC in concentrations subinhibitory. The extracts are MIC >1024, and the extracts are
inactive against the strains tested. However, the EEAC at subinhibitory concentrations was able
to reduce up to 4-fold the MIC of the antibiotic against the SA1199-B strain, whereas the HEAC
was able to reduce the MIC of the antibiotic by up to 2-fold. The highest modulating effect was
obtained when the EEAC extract was associated with ethidium bromide, a NorA substrate
whose unique mechanism of resistance is mediated by efflux pumps, suggesting that an
occurrence of phytochemicals in the extracts studied that inhibit a NorA efflux pump, increasing
as intracellular concentrations of norfloxacin in S. aureus. In this way the phytochemicals
present the leaves of A. coriacea are promising as adjuvants of norfloxacin without treatment
of infections caused by multiresistant S. aureus.

Keywords: antimicrobian activity, phenols, Staphyloccocus aureus, resistance to antibiotics,
fluoroquinolones, NorA pump efflux.
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1. Introducéo

O aumento de microrganismos com fenotipo resistente tem se tornado um problema
clinico em muitos paises, com internac@es hospitalares frequentes e prolongadas, com elevados
custos e alta morbimortalidade [1,2,3,4]. Um dos principais fatores que levam a resisténcia
antimicrobiana sdo o uso excessivo e disseminado, no ambiente hospitalar e comunitario, de
beta-lactdmicos que levam a selecdo de cepas resistentes, como as de Staphylococcus aureus
[5].

Os mecanismos de resisténcia sdo variados, incluindo modificacdo enzimatica do alvo
antimicrobiano, mutacbes que resultam na reducdo da absorcdo do farmaco, inativacdo
enzimatica do antimicrobiano e superexpressdo de bombas de efluxo [6,7]. As bombas de
efluxo séo proteinas presentes na membrana citoplasmatica de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, que expulsam o farmaco reduzindo a sua concentracdo intracelular a niveis
ineficazes [8,9].

Um dos principais mecanismos de resisténcia a multiplos farmacos expresso por
Staphyloccocus € a extrus@o de drogas por bombas de efluxo [10]. A superexpressao da bomba
de efluxo NorA Ihes confere resisténcia a fluoroquinolonas hidrofilicas, compostos quaternario
de aménia, e brometo de etidio [11,12,13]. Cepas que superexpressam bombas de efluxo tém
sido relatadas como as mais resistentes aos tratamentos e se configuram como uma causa
comum de infeccBes com elevada mortalidade [14,15].

Nesse contexto, restaurar a sensibilidade das cepas aos antimicrobianos, pode ser uma
alternativa eficaz contra as linhagens multirresistentes [16]. Varios estudos tém avaliado a
possivel acdo moduladora de produtos naturais na resisténcia aos antimicrobianos, visando
restabelecer a sua eficacia contra bactérias multirresistentes [17,18,19].

A espécie Annona coriacea Mart., popularmente conhecida como araticum, com ampla
ocorréncia no Cerrado, surge como proposta promissora [20]. Na Medicina Tradicional, o
decocto de suas folhas e sementes sdo utilizados contra formas parasitarias [21]. Na literatura
relata-se seu efeito anti-leishmania, anti-tripanossomial [22] e anti-antiplasmodial [23].
Pesquisas recentes revelam seu potencial antifngico e antibacteriano [24,25].

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano dos extratos etanolico
(EEAC) e hexanico (EHAC) das folhas de Annona coriacea Mart. em linhagens padrdes, bem
como o efeito modulador da resisténcia a norfloxacina em Staphylococcus aureus, cepa

superprodutora da bomba de efluxo NorA.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Material Vegetal e Extracao

Folhas de Annona coriacea Mart. foram coletadas no Piaui no municipio de Campo
Maior, coordenadas S 05° 02' 51.7" W 42° 46" 57.3" altitude 98m, em marco de 2017. Um
voucher foi incorporado ao Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, sob o
nimero de exsicata TEPB 30.764.

As folhas foram submetidas ao processo de secagem a temperatura ambiente em local
arejado, moidas em moinho de facas e submetidas ao procedimento de extracdo por maceracdo
a frio com renovacao de solvente a cada trés (3) dias por duas vezes consecutivas, com hexano
e etanol e remocao do solvente por destilagdo. Os extratos foram mantidos refrigerados (-5 ° C)

em frasco ambar, até 0 momento da utilizag&o.

2.2 Screening Fitoquimico
A identificacdo fitoquimica qualitativa de metabdlitos secundarios das folhas de A.

coriacea seguiu a metodologia descrita por [26].

2.3 Cepas e Drogas

A atividade antimicrobiana intrinseca dos extratos foi avaliada contra bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus epidermidis ATCC12228);
Bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa HUT
001), e contra os fungos Candida albicans ATCC 10231 e Candida krusei ATCC 34135.

O efeito modulador na resisténcia a fluoroguinolona foi investigado apenas em S. aureus
SA1199-B, que superexpressa 0 gene NorA que codifica a bomba de efluxo NorA [27]. As
cepas bacterianas foram mantidas em Agar Nutriente (Himedia, India, Mumbai) a 4 ° C.

Antes do uso em ensaios, as células foram cultivadas durante a noite a 37 ° C em Brain
Heart Infusion (BHI; Himedia). As Candidas foram mantidas em agar Sabouraud Dextrose
(SDA, Himedia, India) a 4 ° C. Antes do uso em células de ensaio cultivadas durante a noite a
37 ° C (SDB, Himedia, india). Norfloxacina (Nor), brometo de etidio (EtBr) e clorpromazina
(CPZ) foram obtidos da Sigma Chemical Corp. St. Louis, EUA.

Os antibidticos foram dissolvidos em agua estéril e 0s EEAC e EHAC foram dissolvidos
em dimetilsulféxido (DMSO-MERCK) e depois diluidos com agua estéril. O DMSO na sua
concentracdo final mais alta apds a diluicdo em caldo (4,8%) ndo inibiu o crescimento

microbiano.
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2.4 Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana Intrinseca

Solugdes estoques de EEAC e EHAC foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO),
e diluida em agua estéril para uma concentragdo final 1024 pg. mL™. Concentragdes inibitorias
minimas (CIMs) foram determinadas por ensaio de microdiluicio em meio BHI com
suspensdes bacterianas de aproximadamente 5x105 UFC/mL e solugOes de extratos variando
de 8 a 512 pg/mL. Placas de microdilui¢do foram incubadas a 37 ° C por 24 horas, 0 crescimento
bacteriano foi monitorado pela redugdo irreversivel da resazurina (20 pL, 0,01% (m/v)),
caracterizada por uma mudanca na cor de azul para rosa e a atividade antifungica foi
determinada por observacdo da turbidez, que é indicativa de crescimento fungico [28,29].

A Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracao de
farmaco na qual ndo houve crescimento bacteriano e fungico. O grupo controle utilizado neste

estudo consistiu de meio de cultura e ino6culo sem adigéo de extratos.

2.5 Ensaio da Modulacédo da Resisténcia as Fluoroquinolonas

Para avaliar o efeito do EEAC e AHAC na modulacdo da resisténcia em S. aureus
SA1199-B, as CIMs de norfloxacina e do brometo de etidio foram determinadas na presenca
ou na auséncia de concentragdes subinibitorias (1/8 e 1/4 da CIM) de EEAC e EHAC, conforme
metodologia proposta [30]. Concentracdes de antibidticos variaram de 128 a. 0,5 pg. mL-1. As
microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas e as leituras dos pogos foram realizadas apos
adicdo de resazurina sédica como descrito na sessdo 2.4. Testes de controle também foram
realizados substituindo EEAC e EHAC por clorpromazina (CPZ) que é um conhecido inibidor
de bomba de efluxo [31].

2.6 Analises Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
normalizados pelo célculo dos valores das médias geométricas. As diferencas entre o tratamento
com o antibidtico sozinho e a associacdo antibiotico-extrato foram examinadas pelo programa
GraphPad Prism 6.0®, utilizando analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguidas de

pos-teste de Bonferroni, com p <0,05 considerado estatisticamente significativo.
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3. Resultados e Discussao

A pesquisa fitoquimica do EEAC e EHAC revelou a presenca de compostos fendlicos
como taninos, flavondides, cumarinas e alcaldides. A ocorréncia de flavonoides e taninos nos
extratos analisados no presente estudo corroboram com os resultados previamente reportados
no extrato hidroalcoolico das folhas de A. coriacea [32].

Extratos de plantas tém sido investigados como uma possivel fonte de fitoquimicos com
eficacia contra microrganismos resistentes a multiplas drogas [33]. Concentrag@es inibitorias
minimas encontradas para EEAC e EHAC contra todas as cepas testadas apresentaram valores
> 1024 ng / mL (Tabela 1), indicando que eles ndo tém, por exemplo, atividade antimicrobiana

intrinseca contra E. coli nas concentra¢des consideradas relevantes, testadas clinicamente [34].

Tabela 1 - Concentrac@es Inibitérias Minimas (CIMs) do extrato etandlico (EEAC) e extrato hexanico

de Annona coriacea Mart. (EHAC) contra diferentes cepas microbianas.

CIM (pg/mL)
Microrganismos EHAC EEAC
Staphylococcus aureus SA1199-B >1024 >1024
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >1024 >1024
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 >1024 >1024
Escherichia coli ATCC 25922 >1024 >1024
Pseudomonas aeruginosa HUT 001 >1024 >1024
Candida albicans ATCC 10231 >1024 >1024
Candida krusei ATCC 34135 >1024 >1024

Média geomeétrica de trés experimentos simultaneos
Fonte: Autor (2019).

Um estudo anterior verificou que os taninos presentes no extrato etanélico de Annona
crassiflora Mart. foram considerados como 0s principais agentes antimicrobianos contra S.
aureus e E. coli [35]. Também ja foi demonstrado que os flavondides presentes na fracéo

diclorometano do extrato de Annona glabra L. eram os responsaveis pelo seu efeito
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antibacteriano contra diferentes cepas de P. aeruginosa [36]. Compostos fendlicos, como o0s
taninos, atuam sobre esses microorganismos por adsorgdo as membranas celulares, interagéo
com enzimas e privacdo de ions metalicos ou por inibicdo direta da fosforilagdo oxidativa [37].

Resultados semelhantes aos nossos foram obtidos com o extrato hidroetandlico das
folhas de Annona muricata L. com uma CIM >1024 pg. mL? contra E. coli e S. aureus [38] e
com extratos etandlicos e metandlicos de Atemoia (Annona cherimola Mill x Annona
squamosal L.) que apresentaram valores de CIM acima de 1024 pg. mL™?, quando testados
contra cepas padrfes e resistentes de S. aureus [39]. No entanto, uma fraca atividade
antimicrobiana, CIM > 512 pg. mL™, foi obtida para os extratos hidroalcodlicos das folhas de
Annona coriacea Mart.[32].

Apesar de apresentarem uma atividade antimicrobiana clinicamente irrelevante contra
as cepas testadas, os EEAC e EHAC foram capazes de modular a resisténcia a norfloxacina
contra a cepa S. aureus SA1199-B (Figura 1). A norfloxacina € um antibiotico da classe das
fluoroquinolonas, que atua por inibi¢do da replicacdo do DNA [40].

O EEAC em concentragdes sub-inibitérias reduziu a CIM de norfloxacina de 64pg. mL-
! para 32 pg. mL? e 16 pg. mL?, respectivamente. O HEAC foi menos efetivo e reduziu a CIM
de norfloxacina para 32 pg. mL™* somente na maior concentracdo testada (Figura 1A),
indicando que o etanol foi o solvente mais efetivo na extracdo de moduladores de resisténcia a
fitoquimicos do que o hexano. O efeito modulador do EEAC foi semelhante ao encontrado para
CPZ, com uma reducéo de 4 vezes do MIC inicial de norfloxacina.

Resultados semelhantes foram obtidos com a espécie Annona squamosa L., cuja
atividade antimicrobiana intrinseca do seu extrato etandlico foi irrelevante, no entanto foi capaz
de potencializar a atividade de aminoglicosideos, contra cepas resistentes de S. aureus e de E.
coli [41]. Apesar de efetivo efeito sinérgico com fluoroquinolonas o extrato hidroalcodlico de
A. coriacea Mart. quando testado contra aminoglicosideos apresentou efeito antagénico [32].

Compostos naturais ou sintéticos podem potencializar o efeito de um antibidtico
especifico ao inibir seu transporte por bombas de efluxo, como ocorre em S. aureus [42,43]. O
efeito modulador obtido com os extratos de A. coriacea Mart. em combinacdo com a
norfloxacina pode estar associado a presenca de fitoquimicos capazes de inibir a bomba de
efluxo NorA produzida pela cepa de S. aureus SA1199B. Para testar esta hipotese, foram
realizados ensaios de modulacdo em que o antibidtico foi substituido por brometo de etidio
(EtBr). O EtBr tem sido utilizado como controle positivo para avaliar a inibigédo de bombas de
efluxo, pois a resisténcia a esse agente intercalante de DNA ocorre exclusivamente através de
bombas de efluxo [44,45,31].
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Os resultados obtidos mostraram que o EEAC reduziu em 4 e 8 vezes (64 para 16 e para
8 ng. mL™) a CIM do brometo de etidio (EtBr), enquanto o EHAC reduziu a CIM do EtBr em
apenas 2 vezes (8 ug.mL™?) (Figura 1B).

Figura 1 - CIMs da Norfloxacina (Nor) e do Brometo de Etidio (EtBr).

A

o

Minimal Inhibitory Concentration (pg/mL)

Nor Nor Nor Nor Nor Nor Nor
+ + + + + +
EEAC EEAC EHAC EHAC CPZ CPZ

MIC/8 MIC/4 MIC/8 MIC/4 MIC/8 MIC/4

e

Minimal Inhibitory Concentration (pg/mL)

*xx

EtBr EtBr EtBr EtBr EtBr EtBr EtBr
+ + + + + +
EEAC EEAC EHAC EHAC CPZ CPZ

MIC/8 MIC/4 MIC/8 MIC/4 MIC/8 MIC/4

1A - CIMs da Norfloxacina (Nor) na presenca e na auséncia do EEAC, HEAC e Clorpromazina (CPZ)
confra S. aureus SA1199-B. 1B - CIMs do Brometo de Etidio (EtBr) na presencga e na auséncia do
EEAC, HEAC e Clorpromazina (CPZ) contra S. aureus SA1199-B. Cada resultado é a média geométrica

de trés experimentos simultaneos. (****) Valores estatisticamente significantes (p <0,0001).

Fonte: Autor (2019).
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Este efeito é mais forte com o extrato etandlico, provavelmente devido a agdo dos fendis
que sdo melhor recuperados em extratos com solventes polares [46].

A triagem fitoquimica mostrou a presenca de flavonoides, alcaloides e cumarinas tanto
no EEAC quanto no HEAC (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados do screening fitoquimico das folhas de Annona coriacea Mart.

Metabdlitos secundarios / Testes realizados EHAC EEAC
Taninos + +
Flavonoides (AICI3) + ++
Triterpenos/esteroides + +
Saponinas ++ -
Cumarinas + +
Quinonas - -
Alcaloides + +

(-) Auséncia; (+) Presenca; (++) Muito expressivo.

Fonte: Autor 2019.

Estudos anteriores evidenciaram que flavonoides [47], alcaloides [44] e cumarinas [48],
metabolitos secundarios presentes nos EEAC e EHAC, foram capazes de inibir o a bomba de
efluxo NorA. O efeito modulador na resisténcia a norfloxacina em S. aureus SA1199-B
demonstrado pelo extrato etandlico das folhas de Bauhinia forficata Link foi atribuido aos seus
taninos e flavonoides [49]. O efeito modulador de Annona squamosa L. também foi
correlacionado ao conteudo fendlico presente no extrato de suas folhas [41]. Compostos
fendlicos, como o &cido cafeico e acido galico, foram eficazes na reversdo da resisténcia as
fluoroquinolonas contra o S. aureus SA-1199B [13].

Os resultados obtidos nesse estudo com o EEAC sdo promissores, visto que a
superexpressdo de bombas de efluxo de maltiplas drogas € um dos principais mecanismos de
resisténcia bacteriana as fluoroquinolonas, antimicrobianos ainda utilizados no tratamento de
infeccOes causadas por S. aureus resistentes a multiplas drogas [11,12,13]. Assim, a inibigdo

do NorA torna-se um alvo promissor na terapia antimicrobiana [50].
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4. Conclusao

Os extratos EEAC e EHAC de Annonac coriacea Mart., ndo apresentaram atividade
antimicrobiana intrinseca contra os microrganismos testados. No entanto quando combinados
com a norfloxacina (NoR) e com o brometo de etidio (EtBr), esses extratos em concentracfes
subinibit6rias apresentaram uma reducdo da CIM do antibitico e do EtBr, provavelmente
devido a presenca de fitoquimicos capazes de inibir a bomba de efluxo NorA. Tais fitoquimicos
presentes nas folhas de A. coriacea Mart. sdo promissores como candidatos ao desenvolvimento
de formulacGes farmacéuticas direcionados ao tratamento de infec¢fes causadas por cepas de

S. aureus superprodutora de NorA.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico e farmacolégico

dos extratos etandlicos e hexanicos das folhas de Annona coriacea Mart. frente a ensaios

fitoquimicos e bioensaios, os resultados permitiram as seguintes inferéncias:

A prospeccdo cientifica e tecnoldgica revelou que a espécie possui diversas
atividades bioldgicas e farmacolégicas.

Os extratos EEAC e EHAC possuem diversos metabdlitos secundarios
importantes para atividades bioldgicas e farmacoldgicas, porém o EEAC possui
maior quantidade de taninos, flavanoides e fendis e apresenta maior atividade
antioxidante.

Os extratos EEAC e EHAC possuem atividade inibidora de AChE, com destaque
para o0 EEAC (potente inibidor).

Os extratos EHAC e EEAC mostraram boa atividade larvicida sobre Aedes
aegypti, porém mais estudos sdo necessarios para conhecer o mecanismo de
letalidade.

Os EEAC e EHAC possuem elevada toxicidade sobre Artemia salina, indicando
uma possivel atividade antiproliferativa.

Os extratos EEAC e EHAC de A. coriacea, ndo possuem atividade
antimicrobiana.

Quando combinados com o antibidtico da classe das fluoroquinolonas e com o
brometo de etidio, os EHAC e EEAC em concentragdes subinibitdrias
apresentaram uma reducdo significativa da CIM desse antibiotico,
provavelmente pelo mecanismo de inibicdo da bomba de efluxo NorA.

A sinergia maior foi observada com o EEAC, que também apresentou um maior
conteudo de fenois.

Compostos obtidos de A. coriacea Mart. sdo promissores candidatos a pesquisa
e ao desenvolvimento de produtos farmacéuticos direcionados a
multirresisténcia bacteriana, atividade larvicida sobre Aedes aegypti bem como
inibidor de AChE e atividade antiproliferativa.

Quando associados ao fluconazol os extratos EEAC e EHAC apresentaram
atividade moduladora frente a Candida albicans e Candida krusei.
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e O extrato EEAC apresentou inibi¢do da corrosdo em placas de ago, minimizando
a oxidacao do &cido.

e A fragéo diclorometano dos extratos EEAC e EHAC ndo apresentaram atividade
antimicrobiana e moduladora, quando combinados com o antibiético da classe

das fluoroquinolonas e com o brometo de etidio.
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PERSPECTIVAS

A descoberta de medicamentos em produtos naturais € um dos principais contribuintes
para resolver os desafios globais de salde e alcancar metas de desenvolvimento sustentavel em
salde. A espécie Annona coriacea Mart. mostrou-se promissora apresentando diversas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas.

Conforme os resultados encontrados e outras indagagdes decorrentes de estudos
relatados na literatura com a espécie Annona coriacea Mart., vislumbramos as seguintes
perspectivas para continuidade desse estudo:

e Isolar os constituintes quimicos, visando a identificacdo dos seus principios
ativos.

e Pesquisar a atividade genotoxica e antigenotoxica.

e Realizar estudo de atividade antiproliferativa.

e Investigar a alta mortalidade das larvas de Aedes aegypti.

e Desenvolver bioprodutos com aplicacdo frente as atividades mais promissoras.

Pesquisas cientificas podem contribuir para a conservacdo da vegetacdo natural e a
sustentabilidade dos sistemas de producdo semi-naturais. Espera-se que mais atividades sejam
desenvolvidas tanto em in vitro como in vivo, e que os resultados fornecam subsidios
promissores para a producdo de novas substancias biologicamente ativas e que possam agregar
valores a biodiversidade dos biomas brasileiros por meio do conhecimento quimico e da

utilizacdo sustentavel dessa espécie.
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ANEXO A - DECLARACAO DO DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE
SUBMETIDO AO INSTITUTO NACIONAL DE PROPRIEDADE INDUSTRIAL POR
MEIO DO NUCLEO DE INOVACAO E TRANSFERENCIA TECNOLOGICA NA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI.

\

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
: PRO-REITORIA DE PESQUISA - PROPESQ
NUCLEO DE INOVACAO E TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA
Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Setor de Convivéncia 1.09 ¢ L10
Bairro Ininga CEP: 64049-550 - Teresina-Pl Fone/Fax (86)3237-1638

DECLARACAQO

O Nucleo de Inovagio e Transferéncia de Tecnologia — NINTEC. 6rgdo da Universidade Federal do
Piaui. através deste instrumento, DECLARA para as finalidades de direito. a requerimento de
CLAUCENIRA BANDEIRA DA SILVA- Doutoranda, que se encontra em nosso poder solicitagdo para
deposito de pedido de PATENTE com data de entrada neste 6rgao em 29/01/2019. cujo titulo denomina-se
“0 USO DO EXTRATO DAS FOLHAS DA ESPECIE ANNOMA CORIACEA MART.
(ANNONACEAE) EM FORMULAGAO COM ACAO LARVICIDA, SOBRE AEDES AEGYPTI, E
MODULADORA DA ACAO ANTIBIOTICA DAS FLUOROQUINOLONAS”. do qual a solicitante
participa como inventor (a), e que esta em fase de analise dos requisitos necessarios a sua formalizagao junto
ao INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial.
Informamos ainda que para a consecu¢do da postulagdo pretendida, o objeto deste pleito deve
necessariamente atender as seguintes fases:
a) pré-analise a patenteabilidade da criagdo;
b) busca de anterioridade para verificagdo do estado da técnica:
¢) envio do resultado da busca de anterioridade, juntamente com cépias de pedido ja requerido no
Brasil e em outros paises, bem como orientagdes para a redagdo do pedido de patente (IN
031/13 e LP19.279/96 — INPI);
d) solicitagdo de pagamento das taxas de deposito e abertura de processo no Protocolo Geral para
deposito de pedido;
e) apreciagdo e assinatura da Reitoria da UFPI.

f) encaminhamento da documentagao ao INPI para depésito.

Salientamos ainda que, para cada fase acima descrita, € necessario tempo habil para as respostas, a

fim de cumprir com fidelidade e seguranga a pretensio perquerida.

Por ser verdade, firmo a presente.

Teresina (P1), 30 de janeiro de 2019.

Wﬁfﬁm@ﬁ

Pn Dr'. Maria Rita de Morais Chaves Santos
Coordenadora do Nicleo de Inovagio e Transferéncia de Tecnologia da UFPI
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