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RESUMO

A intensiva utilizacdo de inseticidas sintéticos contra vetores de arboviroses tem
selecionado populagcdes de mosquitos resistentes aos principios ativos que
compdem estes produtos, incluindo populagdes de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
O controle dessa espécie baseia-se principalmente na utilizacdo de inseticidas
quimicos organofosforados e piretréides. Ha varios estudos utilizando extratos de
plantas ou seus derivados como uma alternativa a esses inseticidas sintéticos, a fim
de diminuir a velocidade de selecao de populacdes resistentes aos inseticidas
quimicos. Annona foetida Mart. € uma planta Amazo6nica da familia Annonaceae
conhecida por apresentar diversas atividades biolégicas como leishmanicida e
antimicrobiana, entretanto at¢é o momento n&o existem investigacbes sobre sua
atividade inseticida. Outras espécies de Annonaceae apresentam uma classe de
substancia com atividade inseticida ja reportada para Culicidae. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade larvicida de extratos de semente de Annona foetida
sobre imaturos de A. aegypti em condi¢des de laboratério e identificar seus
constituintes quimicos, contribuindo assim para gerar uma alternativa de controle
desse vetor. A andlise quimica foi feita através de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). A susceptibilidade aos extratos metandlico, hexénico e diclorometano foi
analisada para determinar as CLsg, CLgs € ClLgg utilizando mosquitos da colbnia
Rockefeller mantidas sob condicbes de laboratério. Foram estabelecidas seis
concentragcbes para cada extrato, com quatro réplicas cada e realizado os
bioensaios em quatro dias diferentes para os extratos hexanico e diclorometano e
em um dia para o metandlico, sob temperatura de 25°C. O periodo de atividade
larvicida e o efeito de concentragcbes subletais foram analisados para os extratos
hexanico e diclorometano, para esse ultimo também foi avaliada a persisténcia
residual. Além disso, calibrou-se o solvente utilizado dimetilsulféxido (DMSO) para
verificar se este apresentava acgao larvicida complementar. Para o DMSO foram
utilizadas cinco concentragdes em quatro dias diferentes, mostrando que a utilizagéo
de 1% do mesmo em 200 ml finais de solugdo ndo provoca mortalidade das larvas.
Todos os extratos apresentaram atividade larvicida em intervalo de concentracdes
dose-resposta. O extrato mais eficiente foi o diclorometano, seguido pelo hexanico e
metandlico. A atividade encontrada pelo extrato diclorometano pode ser devido a
alta quantidade de acetogeninas encontradas nele por RMN, provavelmente pelas
acetogeninas Muricina A e Muricina F. Para os outros dois extratos n&o foi possivel
definir qual classe de substancias estava presente devido a alta quantidade de
impurezas. A persisténcia larvicida do extrato diclorometano evidenciou a eficacia
deste durante um periodo de 18 dias. Foram observadas alteragdes morfolégicas em
larvas e pupas de Aedes aegypti submetidas ao tratamento que inviabilizaram a
emergéncia de adultos, entretanto os poucos adultos que emergiram nao
apresentaram alteracbes morfoldgicas visiveis. Assim, os 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.

Palavras-chave: Annona foetida, acetogeninas, larvicida botanico, persisténcia residual,
controle bioldgico.
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ABSTRACT

The extensive use of synthetic insecticides against vectors of Arboviruses has
selected populations of vectors resistant to the active ingredients of these products,
including populations of Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).The control methods to this
species is mainly based on the use of chemical insecticides organophosphates and
pyrethroids. There are several studies using plant extracts or their derivates as an
alternative for these synthetic insecticides to reduce the speed of selection on these
populations. The plant Annona foetida Mart. is an amazonian Annonaceae that has
shown several biological activities such as antimicrobial and antileishmanial activity,
however no research on their insecticidal activity has been made until now. In
Annonaceae, a class of substances with insecticidal activity has already been
reported for Aedes, Anopheles and Culex. The objective of this study was to evaluate
the larvicidal activity of seed extracts of Annona foetida on immatures of Aedes
aegypti at laboratory, and to analyze their chemical constituents, aiming to contribute
to an alternative method to control this vector. Chemical analysis was performed
using Nuclear Magnetic Resonance. The susceptibility to methanol extracts, hexane
and dichloromethane were analyzed to determine the CL50, CL95 and CL99 using
mosquitoes of Rockefeller colony kept wunder laboratory conditions. Six
concentrations, with four replicates, were established for each extract and the
bioassays were performed on four different days under temperature of 25°C. The
duration of larvicidal activity and the effect of sub lethal concentrations were analyzed
for hexane and dichloromethane extracts. For the latter was also evaluated the
residual persistence. Moreover, the solvent dimethylsulfoxide (DMSO) was calibrated
to show that it was not increasing in mortality. To test DMSO, five concentrations
were used in four different days, showing that the use of 1% of that in 200 ml of final
solution does not cause larvae mortality. All extracts showed larvicidal activity in the
range of concentrations dose-response. The most efficient extract was
dichloromethane followed by hexane and methanol. This activity found by the
dichloromethane extract may be due to the high amount of acetogenins found there,
including acetogenins Muricin A and Muricin F. It was not possible to determine
which class of substances was present on the other two extracts due to the high
amount of impurities. The persistence of larvicidal effect by dichloromethane extract
showed the effectiveness for the time of 18 days. Morphological changes were
observed in larvae and pupae of Aedes aegypti that were subjected to treatment that
prevented the emergence of adults. However, on the few adults that emerged were
not visible morphological changes. So, the extracts of Annona foetida show
effectiveness in the control of Aedes aegypti both as a larvicidal method and under
effect of sub-lethal doses, probably due to the presence of acetogenins.

Key Words: Annona foetida, acetogenins, botanical larvicida, persistence, biological
control.
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1. INTRODUGAO

1.1 Aedes aegypti (Linnaeus, 1762):

1.1.1 Biologia

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é um mosquito oriundo da Africa,
originalmente descrito no Egito. Apresenta distribuicdo mundial, encontrando-se
entre as latitudes 35° Norte e 35° Sul (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994). Além
disso, sua distribuicdo também é limitada pela altitude e ndo costuma ser encontrado
em zonas acima de 1.000 metros de altitude (Nelson, 1986; Braga & Valle, 2007).

Os adultos sao reconhecidos por apresentarem tegumentos escuros com
escamas claras presentes nas pernas formando anéis e principalmente por
apresentarem uma distinta “lira” desenhada no mesonoto (Nelson, 1986). Sé&o
adaptados ao ambiente urbano e altamente relacionados com a populagdo humana.
Tanto os machos como as fémeas se alimentam de fluidos agucarados como néctar
de flores e de outros nectarios. As fémeas também sdo hematéfagas, pois precisam
do sangue para completar o desenvolvimento dos ovos (Gadelha & Toda, 1985).

O numero de oviposturas das fémeas depende essencialmente da quantidade
de sangue ingerido para o desenvolvimento dos ovos. O repasto satisfatorio podera
ser alcangado com 3,0 a 3,5 mg de sangue. Geralmente, a fémea faz uma postura
apos cada repasto sanguineo, ovipositando cerca de 120 ovos (Forattini, 2002). O
intervalo entre a alimentagdo sanguinea e a postura €, em regra, de trés dias,
dependendo das condigbes favoraveis, como temperatura. A fémea pode se
alimentar mais de uma vez, em especial quando perturbada antes de totalmente
ingurgitada (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).

As fémeas utilizam preferencialmente criadouros artificiais para oviposigao.
Utilizam tanto os recipientes abandonados a céu aberto como recipientes que
acumulam agua, além de reservatérios naturais como bromélias, bambus e
escavagoes em rochas (Consoli, 1994). Lopes et al. (1993) estudando a

culicideofauna associada a ambiente urbano no sul do Brasil encontraram imaturos
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da espécie em pneus, caixas d’agua, recipientes plasticos, latas, recipientes
metalicos, piscinas; preferindo os recipientes alocadas em sombra e com agua
limpa.

O tempo necessario para o desenvolvimento do ovo a adulto sofre variagdes
de acordo com as condi¢cbes de temperatura, umidade, disponibilidade de alimento
e, hormalmente, completa-se em 10 dias.

Os ovos sdo menores que 1 mm de comprimento sao inicialmente brancos,
mas apos duas horas escurecem tornando-se praticamente negros e rigidos
(Gadelha & Toda, 1985) gracas a um processo de esclerotinizagdo do endocdrion
(Li, 1994). Segundo Li & Li (2006), os ovos de A. aegypti tornam-se acinzentados 60
minutos apos a oviposi¢cao e completamente pretos apés 1,5 horas (Figura 1).

ApOs a oviposicdo ha o periodo de incubagédo, em que 0os ovos passam por
um periodo no ambiente para que ocorra a embriogénese e a formacéo de larvas.
Em condicbes favoraveis de temperatura e umidade, varia de quatro a sete dias. Se
as condigdes nao forem favoraveis, ja que seus ovos nao sao colocados diretamente
na agua, pode ocorrer diapausa do ovo, esta € caracterizada como sendo uma
suspensao temporaria da eclosdo apos o término do desenvolvimento embrionario
(Consoli, 1994). Fatores extrinsecos estdo relacionados com a incidéncia da
diapausa, como temperatura, fotoperiodo e umidade. A temperatura de 35°C foi
definida como sendo o maximo de temperatura suportado pelo ovo de A. aegypti
para o desenvolvimento embriogénico, e a menor temperatura que impediria esse
desenvolvimento estaria entre 7°C e 12°C (Farnesi et al., 2009).

Também, alguns ovos s&o extremamente resistentes a dessecacgéo, sendo
essa caracteristica um grande obstaculo para o controle dessa espécie. Rezende et
al. (2008) demonstraram que essa resisténcia a dessecacao esta relacionada com a
presencga de uma cuticula serosa que surge entre 11 e 13 horas apds a oviposigao.

As larvas eclodem apenas se os ovos estiverem em contato com a agua e
que esta contenha os estimulos necessarios, como a presenga de microorganismos
e de compostos quimicos, dando origem a larva de 1° estadio.

A larva cresce sequencialmente de comprimento, passando por quatro
estadios. A duracdo do desenvolvimento larval depende da temperatura, da
disponibilidade de alimento e da densidade larvaria (Nelson, 1986) e seu

desenvolvimento se completa entre cinco a sete dias. Em média o periodo larval é
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mais longo para as fémeas que para os machos, o que acarretaria em uma
emergéncia posterior destas (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).

As larvas podem filtrar até dois litros de agua por dia (Consoli, 1994). Durante
a ingestdo dos alimentos as pecgas bucais movem-se juntas, produzindo de 180 a
240 batimentos por minuto e o movimento das escovas labiais faz com que a agua
flua em direcado a cabecga 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. Nao sao seletivas as particulas
para alimentacgdo, facilitando a agcdo de substancias larvicidas por agao digestiva
(Forattini, 2002).

As pupas nao se alimentam e esse estagio dura de dois a trés dias em
condigdes adequadas de temperatura. Correspondem ao estagio de transigao entre

o individuo do meio aquatico para o terrestre (Forattini, 2002).

%

Figura 1: Ciclo de vida de Aedes aegypti; A: Ovo, B: Larva, C: Pupa, D:
Adulto.
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1.1.2 : Vetor de Arboviroses: Problema de Saude Publica

Carlos Finlay em 1881, através da dissertacdo “The Mosquito, Hypothetically
Considered the Carrier of Yellow Fever”, apontou pela primeira vez como vetor do
virus da febre amarela o mosquito Culex fasciatus que posteriormente passaria a ser
denominado Aedes aegypti. Sendo esta espécie responsabilizada como vetor da
febre amarela no ecossistema urbano. O ultimo caso da forma urbana da doenga no
Brasil ocorreu em 1942 (Lima, 1985) e nas Américas ela passou a ser apenas
enzodtica (Forattini, 2002). Entretanto, a reurbanizacdo da doenca ainda é um risco
potencial, devido a ampla distribuicdo do A. aegypti, a dificuldade de seu controle e a
migracao urbano-rural (Coura, 2005).

A Organizagdo Mundial de Saude aponta que entre 2.5 bilhdes de pessoas
estdo em risco com essa doenga no mundo e sao estimados que ocorram 50
milhdes de casos anualmente (Who, 2009)'. Nas Américas, A. aegypti também é o
unico mosquito incriminado por ser vetor do virus da dengue. A ocorréncia de casos
de Dengue no Brasil teve seu inicio em 1846 (Figueiredo, 2003). Devido a
oscilagbes no numero de casos ao longo do século 20 nas diferentes regides do
pais, principalmente a partir de 1980, tem sido considerada nos ultimos anos como
um dos principais problemas de saude publica.

A procura por uma vacina contra o virus da dengue teve inicio durante a
Segunda Guerra Mundial. Entretanto a ocorréncia de quatro sorotipos (DEN 1, 2, 3,
4), a falta de informacdo dos mecanismos patogénicos e a falta de incentivos
econdmicos dificultam os avangos nessa area (Hombach, 2007).

Como ainda ndo ha uma vacina eficaz contra o virus da dengue, a melhor
forma de prevengdo da doenga incluem: programas integrados de vigilancia
epidemioldgica, educagdo ambiental e principalmente a integracdo com a sociedade
em acobes voltadas na redugao de potenciais locais de desenvolvimento de formas
imaturas (Gubler, 1998). No controle integrado de vetores existe a necessidade de

um planejamento, a verificagdo das condi¢des ambientais e o conhecimento da

! World Health Organization. Dengue Fact sheet, 2009. Geneva; 2009. [27/6/2009] Disponivel em:

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs117/en/
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dindmica populacional dos vetores, direcionando, assim, a selegdo do conjunto de
acdes que devem ser tomadas para manter essas populagdes em niveis que nao
causam risco a saude humana (Braga & Valle, 2007).

A utilizacdo de repelentes e, principalmente, de inseticidas sdo medidas
utilizadas contra esses vetores. As principais classes de inseticidas sintéticos
utilizados no controle de vetores sdo os organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretroides (Bisset, 2002).

Os organoclorados, como o diclorodifeniltricloroetano (DDT), sao os
inseticidas mais antigos. Suas propriedades inseticidas foram descobertas em 1939
por Paul Muller e atuam no canal sodio-potassio nas membranas dos axonios
(D’Amato et al., 2002). Os organofosforados sdo os inseticidas que contem fosforo.
O temephos € 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 laboratério a
partir de uma substancia natural o piretro, extraida do crisantemo. Essa substancia
age mantendo abertos os canais de sédio das membranas dos neurbnios (Braga &
Valle, 2007).

Quando utilizamos um mesmo produto por diversas geragdes no controle de
uma determinada espécie, ele pode selecionar populagbes resistentes. Segundo
Georghiou & Taylor (1986) os mecanismos que influenciam na velocidade dessa
selecdo podem ser categorizados em fatores genéticos, biolégicos-ecoldgicos e
operacionais, sendo que apenas esses ultimos fatores podem ser controlados pelo
homem a fim de diminuir o aparecimento da resisténcia.

O primeiro registro da selegcao da resisténcia em mosquitos pelo uso de
larvicidas e adulticidas data de 1947, quando populagdes de Aedes taeniorhynchus
Wiedemann, 1821 e Aedes sollicitans Walker, 1856 comegaram a demonstrar
resisténcia ao DDT na Florida (Brown, 1986).

O impacto na natureza que os inseticidas sintéticos, como os organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides causam e o problema da selecao de
populagcdes de mosquitos resistentes a esses, justificam a necessidade de buscar
alternativas de controle de vetores mais sustentaveis e menos agressivas ao

ambiente.
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1.2 Uma Alternativa: Inseticidas Botanicos

Os derivados de planta, extratos e 6leos, sdo amplamente conhecidos pela
sua diversidade quimica e pela sua variada aplicacdo na industria. As plantas
possuem uma rica fonte de bioativos quimicos que podem ajudar no controle de
pragas. O conhecimento popular sobre o uso e a eficacia das plantas contribui de
forma relevante para a divulgacéo de suas propriedades, despertando o interesse de
pesquisadores de diferentes areas do conhecimento (Maciel et al., 2002).

Muitas plantas s&o importantes fornecedoras de metabdlitos secundarios com
atividade inseticida. Essas substancias sao de baixo peso molecular, muitas vezes
produzidas em pequena quantidade, como alcaldides, terpendides e derivados
fenilpropandides, e funcionariam naturalmente como agentes defensivos contra
predadores (Barreto, 2005).

Segundo Regnault-Roger (1997) os metabdlitos secundarios podem ser
utilizados como um método alternativo aos inseticidas sintéticos, pois normalmente
agem em doses baixas e com agdes especificas, além de poucos serem toxicos a
mamiferos.

Muitos trabalhos recentes tém demonstrado a busca e o desenvolvimento de
extratos brutos ou 6leos essenciais ou, ainda, de compostos isolados que atuam
contra mosquitos, inclusive contra A. aegypti. Um exemplo é o estudo de Cavalcanti
et. al. (2004) que avaliaram a atividade larvicida de nove 6leos essenciais de plantas
encontradas no Nordeste brasileiro, observando que os 6leos de Ocimum
americanum e Ocimun gratissimum (Lamiaceae) obtiveram a melhor eficacia contra
A. aegypti, CLsy de 67 ppm e 60 ppm, respectivamente.

Esses derivados botanicos apresentam diversas atividades contra insetos,
podendo ter efeito larvicida, serem inibidores de oviposicdo, de crescimento e
reproducdo ou interferir nos receptores olfativos sendo atrativos ou repelentes.
Também podem atuar em todos os estagios de vida dos mosquitos ou agir de forma
diferenciada nas diferentes espécies (Sukumar, 1991). Prajapati et al. (2005)
demonstraram que um mesmo extrato pode apresentar mais de um efeito na mesma
espécie ou em familias diferentes. Os autores avaliaram o efeito inibidor da
oviposicado, a atividade inseticida e repelente de oOleos essenciais de 10 plantas

medicinais contra A. aegypti, Anopheles stephensi Liston, 1901 e Culex
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quinquefasciatus Say, 1823. Concluiram que os 6leos de Juniperus macropoda
(Cupressaceae) e Pimpinella anisum (Apiaceae) foram os que apresentaram maior
eficacia como larvicida e ovicida.

A composi¢cao quimica das plantas altera conforme a resposta desta aos
diferentes estimulos ambientais. Essa caracteristica € importante ao se produzir um
produto de origem botéanica.

Fatores como diferentes partes da planta, o solvente utilizado para extracao; a
interferéncia da luz e a origem geografica da planta podem alterar a agdo dos
fitoquimicos (Sukumar, 1991). A importancia desses fatores pode ser verificada no
estudo de Rahuman et al. (2008), onde avaliaram cinco plantas da familia
Euforbiaceae utilizando extratos de acetato de etila, butanol e de éter de petréleo
contra A. aegypti e C. quinquefasciatus. Nos dois primeiros extratos foi verificada
baixa mortalidade das larvas. Entretanto em todos os extratos de éter de petrdleo
ocorreu elevada mortalidade contra as duas espécies de Culicidae, sendo os mais
eficazes o extrato de Euphorbia tirucalli L. e Jatropha curcas L.

Além dessas variaveis reportadas por Sukumar (1991), as condigbes de
execugao dos bioensaios, como a temperatura, o estado nutricional de adultos e
imaturos e as substancias utilizadas na diluicdo em agua dos fitoquimicos apos sua
extragdo, podem alterar a suscetibilidade dos individuos ou a toxicidade dos
extratos. Quando Wandescheer et al. (2004) compararam a atividade inseticida de
extratos etandlicos do fruto de Melia azedarach e Azadirachta indica, ambas
espécies da familia Meliaceae, nas temperaturas de 25°C e 30°C contra larvas de A.
aegypti alimentadas e nao alimentadas durante o experimento, verificaram que os
valores das concentracdes letais para as larvas nao alimentadas foram menores
para Azadirachta indica em ambas a temperaturas. Quando o experimento foi
realizado com alimento, o extrato de Melia foi mais eficiente que Azadirachta indica a
temperatura de 25° C, mas nao na temperatura de 30° C, sendo nessa temperatura
a concentracao letal de Azadirachta indica a menor verificada (CLsp = 0,017g%) nos
experimentos.

Como esses derivados de plantas normalmente ndo s&o soluveis em agua
ap6s sua extracdo, muitos pesquisadores utilizam Dimetilsulféxido (DMSO)
(CH3)2,SO como solvente (Kim et al, 2007). Segundo Santos et. al. (2003) o DMSO
possui varias aplicagdes farmacoldgicas e terapéuticas, sendo usado no tratamento

de varias doencgas. Nas células o solvente possui diferentes efeitos como causar
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apoptose, interfere no metabolismo de lipidios, age no ciclo celular, na expressao de
proteinas, na membrana celular, retira radicais livres, entre outros efeitos (Hanslick
et al., 2009; Leekumjorn & Sum, 2006; Santos et. al., 2003). O DMSO pode ser
toxico para insetos dependendo da quantidade utilizada podendo potencializar a
mortalidade dos individuos quando misturados aos extratos ou oleos de plantas.

A utilizacdo de inseticidas a partir de plantas pode ser vantajosa em relagéo
aos sintéticos. Como séo provenientes de recursos renovaveis e por serem uma
mistura de varios compostos ativos agindo sinergicamente, a sele¢cao de resistentes
pode ocorrer em menor intensidade (Barreto, 2005). Por outro lado, devem ser bem
estudados, pois esses fitoquimicos podem colocar em risco outros organismos que
nao seriam o alvo do controle. Sivagnaname & Kalyanasundaram (2004) analisaram
o efeito de extratos metandlicos de folhas de Atlantia monophylla (Rutaceae) contra
Culex quinquefasciatus, Anopheles. stenphesi e Aedes aegypti. Observaram uma
atividade larvicida maior contra A. aegypti e as pupas de Anopheles stenphesi foram
mais suscetiveis. Quando testaram o extrato em outros organismos, observaram que
ele foi seguro para trés espécies de peixes predadores testados, Gambusia affinis
(Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiformes: Poeciliidae), Poecilia reticulata Peters,
1859 (Cyprinodontiformes: Poecilidae) e Diplonychus indicus Venkatesan & Rao,
1980 (Hemiptera: Belostomatidae).

Estudos que indicam a agao dos produtos botanicos em analises morfolégicas
das larvas e a indicagao da classe do composto quimico desses produtos sao
importantes para saber a real eficacia do inseticida botéanico.

Arruda et. al. (2003) avaliaram o efeito do extrato bruto etandlico da casca do
caule de Magonia pubescens (Sapindaceae) no tubo digestivo de larvas de A.
aegypti. Observaram que a maior parte das alteragées ocorreu no meséntero, sendo
as principais: destruicdo total ou parcial das células, alta vacualizagao
citoplasmatica, aumento do espaco subperitrofico, hipertrofia das células e aparente
estratificacédo epitelial. Continuando os trabalhos com Magonia pubescens, Silva et.
al. (2004) fracionaram o mesmo extrato bruto obtendo nove fragcdées, denominados
pelos autores de MP-1 a MP-9. Todas foram avaliadas contra A. aegypti. e apenas
as fragcbes denominadas MP-7, MP-8 e MP-9 apresentaram-se ativas, essas fracoes
ativas foram caracterizadas por condensados de tanino. A MP-9 foi a que

apresentou o maior potencial larvicida com CLsp de 3,1 ppm e ClLgy de 36,6 ppm.
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Diferentes substancias inseticidas também ja foram identificadas em outras
plantas. No extrato de éter de petrdleo do fruto de Piper nigrum L. (Piperaceae), que
apresentou atividade larvicida contra o A. aegypti, forem isoladas duas amidas
inseticidas, denominadas pipnoohine e pipyahyine (Siddiqui et.al., 2004). Outro
exemplo de substancias que chamam a atencao pelas suas propriedades inseticidas
sdo as acetogeninas, essas isoladas de plantas tropicais da familia Annonaceae.

Assim, os pesticidas sintéticos, como os organofosforados continuardo
desempenhando papel importante no controle integrado de vetores, entretanto os
inseticidas derivados de plantas podem ser considerados como uma promissora
alternativa a ser incluida nas estratégias de controle. Barreiras ainda devem ser
superadas até sua possivel comercializagdo em grande escala. Como
aprofundamento de estudos envolvendo o potencial de plantas inseticidas, seus
compostos e comportamento frente as diversas variaveis que podem alterar a

toxicidade.

1.3 Annona foetida

Annona foetida € conhecida popularmente como “envira-ata”, “envireira” e
“graviola do mato”. Pertencente a familia Annonaceae, essa planta distribui-se pela
Amazdnia Brasileira e Peruana, ocorrendo em platd e vertente. Floresce em abril,
julho e outubro, frutificando de outubro a novembro (Maas et.al. 2007).

Sao arvores de 3 a 15 m de altura e possuem de 4 a 15 cm de didmetro seus
ramos sdo cobertos por uma casca verruculosa, as folhas possuem de 10 a 16 cm
de comprimento e 5 a 7,5 cm de largura, sdo obovaladas e eliptico obovalada,
possuem nervuras secundarias conspicuas, a flor € piramidal subglobosa. Os frutos
sao ovais a cilindricos, sementes elipsoides, obovoides, com coloragao castanha de
7 a 10 cm de comprimento e 6 a 7 mm de largura (Maas et al., 2007).

A. foetida ja demonstrou ter atividade biolégica, como , por exemplo, atividade
antimicrobiana e leishmanicida. Costa et. al. (2008a) estudaram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de folha dessa planta, concluindo que o éleo tem
atividade contra o fungo Candida albicans e a bactéria Rhodococcus equi. Além

disso, apresentou atividade leishmanicida contra o protozoario Leishmania
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guyanensis e nao demonstrou ser citotoxico contra macréfagos. Costa et.al. (2008b)
também fracionaram o extrato bruto obtendo quatro alcalbides, todos apresentando
atividade leishmanicida; sendo eles N-hydroxyannomontine, O-methylmoschatoline,
annomontine e liriodenine, os dois ultimos apresentaram melhores resultados contra
Leishmania braziliensis.

N&o ha registro na literatura de investigacdo demonstrando atividade

inseticida dessa planta.

o A
g

Figura 2: Imagens da espécie Annona foetida. A. Botdes e flor, B. Caule com botdes e C. Folha
Fonte: Vilaga-Costa (2004).

1.4 Acetogeninas

As acetogeninas sao substancias naturais presentes nas cascas, raizes e,
principalmente, em sementes de representantes da familia Annonacea. Sao
caracterizadas por apresentarem um esqueleto constituido de 32 a 34 atomos de
carbono, contendo um anel y—lactonico, geralmente a,B-insaturado e um, dois ou
trés anéis tetrahidrofuranicos, que podem ser ou nao adjacentes (Santos et. al.,
1994). Algumas dessas substancias ja sao protegidas por patentes.

A uvaricina foi a primeira acetogenina isolada, a partir de Uvaria accuminata
(Annonaceae) em 1982 (Alali et al, 1999). Recentemente, Alali et al. (1999)
apresentaram revisdo das acetogeninas de anonaceas mostrando que até essa data
cerca de 350 acetogeninas tinham sido isoladas de 37 espécies, sendo que 50%
desses constituintes apresentavam significativas atividades biolégicas como

antitumoral, antiparasitaria, pesticida, antiprotozoarios e antimicrobiana. Essas
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substancias agem nas mitocdndrias inibindo a NADH — ubiquinona oxidoredutase

(Gonzalez-Coloma et al., 2002).



23

1.6 Justificativa

Diante da auséncia de uma vacina contra os sorotipos do virus da Dengue, o
controle do vetor apresenta-se como a unica alternativa na redugao deste agravo a
saude humana. O método de controle ao vetor Aedes aegypti € o uso continuado de
inseticidas quimicos sintéticos e isso tem levado a selecdo de populagdes
resistentes. Dessa forma, a busca de produtos alternativos que possam ser
integrados ao seu controle quimico e que reduzam a velocidade de selegdo dessas
populacdes resistentes, direcionou a investigacdo da atividade biolégica de
fitoquimicos extraidos de Annona foetida, espécie pertencente a Amazénia Brasileira

e Peruana.



24

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a composi¢cado quimica de extratos de Annona foetida e avaliar a
eficiéncia dos extratos enquanto inseticida sobre o desenvolvimento de imaturos de

Aedes aegypti.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar a composi¢cao quimica dos extratos de Annona foetida através
da analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

2. Determinar a susceptibilidade de larvas de terceiro estadio final ou quarto
inicial de A. aegypti, aos extratos de Annona foetida, para estimar as concentragcdes
letais (CLsp, CLgs € Clgg).

3. Determinar o periodo de atividade larvicida (inicial e final) dos extratos
hexénico e diclorometano de Annona foetida em bioensaios com larvas de terceiro
estadio final ou quarto inicial de A. aegyptfi.

4. Analisar a persisténcia da atividade larvicida do extrato diclorometano de A.
foetida em bioensaios com larvas de terceiro estadio final ou quarto inicial A. aegypti
sob temperatura constante de 25°C.

5. Avaliar os efeitos das concentragdes sub letais CLsp, CLyo € CL1o do extrato
hexanico e CLsy e CLig do extrato diclorometano de Annona foetida, sobre o
desenvolvimento de A. aegypti.

6. Determinar a susceptibilidade de larvas de terceiro estadio final ou quarto
inicial de A. aegypti, ao solvente Dimetilsulféxido (DMSQO) para estimar as

concentragdes letais (CLso, CLgs, € Clgg).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtengao dos Extratos de Annona foetida:

Os extratos utilizados nesse estudo foram extraidos das sementes de
Annona foetida. Essas sementes foram coletadas em arvores encontradas na
reserva Florestal Adolpho Ducke, no municipio de Manaus (AM), area pertencente
ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia, em 17 de outubro de 2007. O
material botanico coletado, flores, folhas e sementes, foram identificados pelo Dr.
Antonio Carlos Weber do Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e a exsicata da
planta foi depositada no herbario da prépria UFAM sob o numero de registro 7275.

As sementes foram secas em uma estufa de ar circulante a temperatura de
40° C e reduzidas a p0, obtendo-se no final do processo 45,8 g de material seco.

Apos seco e moido, esse material foi submetido a extragdo em Mariotte a
temperatura ambiente durante 28 dias com solventes em ordem crescente de
polaridade, hexano (4 x 150 ml), diclorometano (4 x 150 ml) e metanol (4 x 150 ml),
com sua renovagéo em intervalos de 2 a 3 dias. A torta remanescente sempre sendo
descartada para aquele solvente sendo usada para a formagao do outro extrato
conforme a Figura 3.

Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatério a pressao
reduzida e em temperatura de 50°C. Em seguida os mesmos foram secos em
dessecador resultando nos extratos hexanico (7,38g), diclorometano (2,52g) e

metandlico (1,87g), respectivamente.
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Material botanico 458 ¢

seco e moido

Extrac@o com Hexano
Concentracio

‘ Torta ‘ ‘ Extrato Hexanico ‘—‘ 7,38 ¢ ‘

Extracdo com Diclorometano
Concentragéio

m@ ‘ Extrato Diclorometano

Extracido com Metanol
Concentragdo

‘ Torta ‘ ‘ Extrato Metandlico

Figura 3: Fluxograma de obtengdo dos extratos brutos da semente de
Annona foetida, em hexano, diclorometano e metanol.

3.2 Analise Quimica:

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados
em um espectrometro Bruker Avance 400 operando a 9,4 Tesla, observando 'H a
400 MHz e "*C a 100 MHz. Como solventes deuterados foram utilizados cloroférmio
e metanol. Os valores de deslocamentos quimicos foram dados em partes por
milhdo (ppm) relativos ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrao de referéncia
interna (5 0,00).

3.3 Preparo das Solugodes Principais:

A partir do rendimento total dos extratos, fez-se uma solugao principal para

cada extrato de Annona. foetida.
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Para a fragdo de hexano e diclorometano a concentragdo da solug¢ao principal
foi de 100.000 ppm (partes por milhdo). Para isso, pesou-se um grama do extrato,
em uma balancga analitica de precisao, e solubilizou-se com 9 ml com o promotor de
solubilidade o dimetilsulféxido (DMSO - PA) - marca Biotec® e pureza 99% -
chegando a um volume final de 10 ml. Essa solu¢do foi agitada até a completa
diluicdo. Essas solug¢des foram preparadas em um baldo volumétrico de 10 ml. Apés
estarem prontas e homogeneizadas, elas foram envolvidas com papel aluminio,
protegendo-as da luminosidade e guardadas a temperatura ambiente em local seco
e seguro.

Para o extrato metandlico fez-se uma solugdo a 50.000 ppm. Pesou-se em
um baldo volumétrico de 10 ml, 0,5 gramas do extrato e completou seu volume com
dimetilsulféxido, agitando até a completa diluicdo, essa solugao foi preparada como
descrito para os extratos hexanico e diclorometano e armazenada da mesma
maneira.

Essas solugdes principais foram utilizadas para a calibragdo dos extratos a
partir de uma série de concentragdes, sendo escolhidas aquelas que apresentaram

bons resultados.

3.4 Bioensaios

3.4.1 Atividade Larvicida

Os bioensaios de atividade larvicida seguiram o protocolo da Organizagao
Mundial de Saude (WHO, 1981a, 1981b), com algumas modificagbes. Os testes
foram realizados em apenas um dia ou em quatro dias diferentes e, em geral, o
desenho experimental seguiu Robertson & Preisler, 1992.

A susceptibilidade larval de A. aegypti foi determinada sob a temperatura de
25°C em céamara tipo BOD modelo 347 CDG. As larvas utilizadas nos bioensaios
foram provenientes de uma colénia da linhagem Rockfeller CDC (Center for Disease
Control) mantida em condi¢gdes de laboratério a 25°C (x 1) com fotoperiodo de 12
horas luz e 12 horas de escuro a 70% (+ 10%) de umidade relativa. Os ovos da

colénia Rockefeller foram submersos em agua desclorada em copos plasticos com
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capacidade para 700 ml. Adicionou-se 0,026g de racdo de gato triturada Purina Cat
Chow® para induzir a eclosao larval. Apés a ocorréncia da eclosao, essas foram
transferidas para bandejas plasticas (35,5 cm x 21,5 cm x 6,5 cm) contendo 3000 ml
de agua também desclorada. Essas foram alimentadas com ragcao de gato triturada
Purina Cat Chow® (0,0269) até atingir o terceiro estadio final ou quarto inicial.

Atingindo o estagio larval descrito anteriormente, as larvas foram contadas e
transferidas com auxilio de uma pipeta de Pasteur, para copos plasticos
descartaveis de 50 ml. Cada copo continha 20 larvas e 20 ml da mesma agua
desclorada que se encontravam as larvas anteriormente. Essas larvas ficaram
armazenadas em camara climatizada enquanto os copos com as solugbes eram
preparados.

As larvas de terceiro estadio final ou quarto inicial foram expostas a seis
concentracdes diferentes de extrato de Annona foetida, para cada fracdo do extrato
e para a calibracdo do DMSO.

Os experimentos foram realizados em quadruplicada, totalizando 80 larvas
por concentragdo. Cada réplica continha 2 ml de solugdo que era composta de
extrato (conforme a concentragdo) mais DMSO a 1% . A solugdo com DMSO era
agitada em um equipamento Vortex da marca Vertex modelo QL-901 e, apds a
agitacdo, era misturada nos recipientes com capacidade de 300 ml, com 178 ml de
agua mineral Frescale®, ficando com um volume de 180 ml. Apés homogeneizacgao
da solugdo, com um auxilio de um bastao de vidro por 20 segundos, esperou-se
cerca de 5 minutos e entdo as larvas anteriormente separadas foram adicionadas
juntamente com os 20 ml de agua, chegando a um volume final de 200 ml (agua
mineral mais DMSO e extrato) (Figura 4).

Previamente, o dimetilsulféxido (DMSO) utilizado como solvente foi calibrado
em cinco concentragdes diferentes de 1% a 5%, até se encontrar uma concentragao
que n&o ocasionasse nenhuma mortalidade nas larvas. A metodologia utilizada na
calibragao foi a mesma descrita, acima, para os extratos.

As solugdes escolhidas para a realizagao dos testes da fragdo hexanica foram
as concentragdes de um a 25 ppm (1, 3, 10, 15, 20 e 25 ppm), para a fragéo
diclorometano de 0.1 a 2 ppm (0.1, 0.5, 0.8, 1 e 2 ppm) e as concentragdes de 10 a
110 ppm (10, 20, 60, 90 e 110 ppm), através da diluicdo da solugédo principal em
agua mineral (Frescale®). Todas as concentragdes foram realizadas em

quadruplicata e para as fracbes hexanica e diclorometano foram realizadas em
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quatro dias diferentes. Pelo baixo rendimento obtido na extracdo metandlica nao
houve material suficiente para repetir o experimento por quatro dias diferentes como
nas outras fragdes, assim foi realizado apenas um bioensaio.

Para o controle dos bioensaios com as fragdes do extrato, 80 larvas foram
expostas ao DMSO na concentracéo de 1%.

Apos a preparagao, os recipientes contendo a solugdo com as larvas foram
mantidos em camara climatizada modelo 347 CDG, a temperatura de 25° C e
umidade relativa de 70% (£10%).

A mortalidade foi verificada apos 24 e 48 horas de exposicdo aos extratos e
para o DMSO apds 24 horas. Larvas incapazes de atingir a superficie da solugao
foram consideradas mortas. As larvas mortas foram descartadas apos 24 horas e as
vivas deixadas para serem avaliadas em 48 horas. As larvas sobreviventes no final

do experimento foram descartadas.

ad$ 1"\ /\f-

EXTRATO AGUA + DMSO 20 LARVAS

e
i
=
i

Cc3 C5 Cé6 e
TRATAMENTO CONTROLE

G
s
o | ()

AGUA + DMSO 1%

e
-

QUATRO DIAS DIFERENTES

(L OLOLY
:

Figura 4: Modelo experimental de suscetibilidade aos extratos de Annona foetida
sobre larvas de Aedes aegypti.
C: concentragao.
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3.4.2 Periodo de Atividade Larvicida:

Foram utilizadas larvas de terceiro estadio final ou quarto inicial da colbnia
Rockefeller, para avaliar o periodo de atividade larvicida, segundo metodologia
utilizada por Prophiro (2008), com modificagdes. Para tanto, utilizou-se a
concentragdo correspondente a Clgg (47,22 ppm), CLso (0,73 ppm), CL4o (0,074
ppm) e ClLy (0,16 ppm) para o extrato diclorometano e na concentragao
correspondente a CLsp (15,17 ppm) e CL4o (1,79 ppm) para o extrato hexanico.
Essas concentragdes foram anteriormente obtidas nos resultados do experimento de
atividade larvicida.

Vinte larvas foram colocadas em recipientes, com capacidade para 300 ml,
contendo 200 ml de solugao, preparadas conforme descrito no item 3.4.1 (Atividade
Larvicida). Apos, foram acondicionadas em camara climatizada (BOD), a
temperatura de 25°C, umidade relativa de 70% (£10%) e fotoperiodo de 12 horas luz
12 horas escuro. Foram realizadas quatro réplicas em quatro dias diferentes para o
extrato hexanico e diclorometano (Figura 5).

A mortalidade foi verificada apds 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas de exposi¢cao aos
extratos. Larvas moribundas, incapazes de atingir a superficie da solugdo quando
tocadas foram consideradas mortas (WHO 1981a, 1981b). A cada hora foi verificada
a mortalidade, as larvas mortas foram retiradas e mantidas as vivas. O mesmo
procedimento foi realizado com o grupo controle, esse contendo apenas agua e
DMSO a 1%.
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Figura 5: Modelo experimental de analise do periodo de atividade
larvicida dos extratos de Annona foetida. CL: concentracao letal.

3.4.3 Efeito Residual:

O efeito residual foi verificado apenas para a ClLgy (47,22 ppm) do extrato
diclorometano. Em virtude da quantidade de material obtido dos outros extratos nao
foi possivel a realizagao deste experimento com as outras fragdes.

Para tanto, utilizou-se larvas de terceiro estadio inicial ou quarto estadio final
de Aedes aegypti da coldnia Rockefeller. Vinte larvas foram adicionadas a solugao
contendo 200 ml de agua, extrato e DMSO, conforme ja descrito no item 3.4.1
(Atividade Larvicida), os recipientes foram mantidos em cédmara climatizada (BOD), a
temperatura de 25°C, umidade relativa de 70% (£10%) e fotoperiodo de 12 horas luz

12 horas escura. Foram realizadas quatro réplicas em trés dias diferentes (Figura 6).
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Apos 24 horas de exposicao ao tratamento, a mortalidade foi verificada. As
larvas sobreviventes foram descartadas, a solucédo era filtrada, com peneira de
malha de 4 mm, e novas vinte larvas de terceiro estadio final ou quarto inicial eram
adicionadas. Esse procedimento foi repetido até ndo se obter mais mortalidade. No
grupo controle, a solugdo continha apenas DMSO a 1% e agua e o mesmo

procedimento observado.

DICLOROMETANO
AGUA + DMSO 1%

TRES DIAS DIFERENTES

CL CONTROLE

e}
w0

Figura 6: Modelo experimental de analise do efeito
residual do extrato diclorometano de Annona foetida. CL.:
concentragao letal.

3.4.4. Atividade sub letal:

Para avaliar o efeito de concentracbes sub letais, considerou-se
concentragdes sub letais como concentragbes letais que ndo matam 100% das
larvas em 24 horas, utilizou-se as concentragdes correspondentes a ClLsy € CL1o da
fragdo hexanica e as concentragbes Clsy, CLy ¢ CL1o do extrato diclorometano,
previamente calculados nos experimentos de Atividade Larvicida. Assim, as
concentragdes utilizadas foram: fragdo hexanica: CLsy: 15,17 ppm; CL1o: 1,79 ppm;

fragdo diclorometano: CLsg: 0,73 ppm; CLyo: 0,16 ppm; CL1o: 0,074 ppm; para larvas
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de terceiro instar final e quarto inicial de larvas de Aedes aegypti da coldnia
Rockefeller.

Cada uma das quatro réplicas continha vinte larvas. O seu conteudo era de
200 ml de solugao, preparadas em recipientes com capacidade de 300 ml. No grupo
controle a solugéo utilizada foi apenas agua e DMSO, na concentragdo de 1%. O
preparo das solugdes foi executado conforme o item 3.4.1 (Atividade Larvicida). Para
alimentacao das larvas adicionou-se ragao para gatos Purina Cat Chow® (0,026g
para cada copo) triturada em cada réplica a cada 96 horas, para viabilizar a possivel
emergéncia de adultos. Posteriormente, os recipientes foram acondicionados em
camara climatizada (BOD), a temperatura de 25°C, umidade relativa de 70% (£10%)
e fotoperiodo de 12 horas luz 12 horas escuro (Figura 7).

O comportamento larval, mudanca de estagio, presenga de exuvias
emergéncia de adultos e mortalidade das larvas e pupas, foram avaliadas
diariamente até a obteng¢ao dos adultos. Foram considerados adultos vivos apenas
aqueles que conseguiram se libertar completamente da exuvia. O experimento foi
conduzido até a ultima pupa ou adulto morrer ou o ultimo adulto emergir.

As larvas e pupas mortas foram retiradas e fotografadas nos equipamentos
opticos do Tax-online, Rede Paranaense de Cole¢des Biologicas (Foto: Leica IM50
Versao 5; Montagem: Auto-montage Pro 5.03 Syncroscopy; Céamara: Leica DFC500;
Lupa: Leica Mz16 ). As larvas vivas continuaram expostas ao extrato para

continuarem seu desenvolvimento.
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Figura 7: Modelo experimental de analise do efeito de concentracdes sub letais
dos extratos diclorometano e hexanico de Annona foetida. CL: concentragcéo
letal.

3.5 Analise Estatistica:

Os valores das concentragoes letais (CL1g, CLyg, CLsg, ClLgs € CLgg), 0 valor de
X2 coeficiente angular e intervalos de confianga foram determinados pela analise
PROBIT GW-BASIC (Finney, 1971), com nivel de significancia p<0,05. Os dados de
periodo de atividade larvicida foram sujeitos a analise de Kruskal-Wallis (KW)
através do programas estatistico STATISTICA 7.0, com nivel de significancia
p<0,05. Os graficos foram confeccionados nesse mesmo programa € a curva de
regressao no programa estatistico BIOSTAT 2008 PROFESSIONAL.
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4. RESULTADOS

4.1 Anadlise Quimica

A analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H (Figura 9) e *C
(Figuras 10 e 11) do extrato diclorometano de Annona foetida, demonstrou uma alta
concentragdo de acetogeninas. Pela analise do espectro de RMN de 'H, observou-
se sinais tipicos de acetogeninas de anonaceas de acordo com os modelo das
acetogeninas muricina A e muricina F (Figura 8) isoladas de Annona muricata
(Annonaceae) (Chang & Wu, 2001).

Muricina A

Muricina F

Figura 8. Estrutura da Muricina A e F

A presencga dos sinais do anel y-lactonico o,B-insaturado das acetogeninas
com um provavel grupo hidroxila em C-4 foram observados em 6 7,22 (d, J = 1,3 Hz,
H-33), 8 5,06 (m, H-34), § 3,81 (m, H-4), 5 2,52 (m, H-3a), 5 2,48 (m, H-3b) e & 1,43
(d, d = 6,7 Hz, H-35). Pelo espectro observou-se ainda o sinal do grupo metilico
terminal (H-32) das acetogeninas em 6 0,88 (t, J = 7,0 Hz). A presenga do anel y-
lacténico a,B-insaturado com um provavel grupo hidroxila em C-4, bem como o sinal
do grupo metilico terminal (C-32) das acetogeninas foi ainda confirmada pela analise
do espectro de RMN de *C, pelos sinais em & 174,6 (C-1), & 131,0 (C-2), & 151,9 (C-
33), 8 78,0 (C-34), 5 69,8 (C-4), 6 19,0 (C-35) e & 14,1 (C-32). Sinais entre § 83,3-
81,9 (C-18), & 79,3 (C-15) e & 74,4-741 (C-19) indicaram a presenca de
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acetogeninas contendo um anel monotetraidrofurano (mono-THF) (Rupprecht et al.,
1990; Alali et al., 1999; Chang & Wu, 2001).
Pela alta quantidade de impurezas contidas nos extratos metandlico e

hexanico nao foi possivel confirmar a presenca de acetogeninas nessas fragdes.

TABELA I: Deslocamentos quimicos do extrato diclorometano® e do composto Muricina AP

Posicio Muricina A" CH,Cl, extract® Muricina A" CH,Cl, extract®
'H § (mult., J in Hz) 'H § (mult., J in Hz) 5 (P0) 5 (P0)

1 174,9 174,6
2 131,2 131,0
3a 2,54 (m) 2,52 (m) 32,2 32,3
3b 2,47 (m) 2,48 (m)
4 3,81 (m) 3,81 (m) 69,8 69,8
5 1,2-1,5 1,26-1,50 37,1 37,2
6-13 1,2-1,5 1,26-1,50 25,3-29,8 25,5-29.,6
14 1,2-1,5 1,26-1,50 353 35,4
15 3,81 (m) 3,81 79,3 79,3
16 1,97, 1,62 (m) 2,00-1,62 (m) 25,3-29,8 25,5-29,6
17 1,97, 1,62 (m) 2,00-1,62 (m) 25,3-29,8 25,5-29.,6
18 3,81 (m) 3,81 (m) 81,8 81,9
19 3,41 (m) 3,41 (m) 74,4 74,2
20 1,5-1,6 1,50-1,60 33,1-33,3 33,1-33,3
21-24  1,2-1,5 1,26-1,50 25,3-29,8 25,5-29.,6
25 1,2-1,5 1,26-1,50 33,1-33,3 33,1-33,3
26 3,41 (m) 3,41 (m) 74,9 74,4
27 3,41 (m) 3,41 (m) 74,2 74,1
28 1,2-1,5 1,26-1,50 33,1-33,3 33,1-33,3
29 1,2-1,5 1,26-1,50 25,3-29.,8 25,5-29.,6
30 1,2-1,5 1,26-1,50 31,8 31,9
31 1,2-1,5 1,26-1,50 22,5 22,6
32 0,86 (t,J =6,7) 0,88 (t, J =7,0) 13,9 14,1
33 7,18 (d,J=1,6) 7,22 (d,J=1,3) 152,1 151,9
34 5,06 (qd, J =6,8¢ 5,06 (m) 78,0 78,0

1,6)
35 1,41 (d, J =6,8) 1,43 (d,J=6,7) 18,9 19,0

®TH: 400 MHz; "*C: 100 MHz, CDCls. ® Chang & Wu (2001) ("H: 400 MHz; "°C: 100 MHz, CDCl5).
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Posicio Muricina F CH,Cl, extract® Muricina F° CH,Cl, extract®
'H § (mult., J in Hz) "H § (mult., J in Hz) 5 (P0) 5 (P0)

1 174,6 174,6
2 2,52 (m) 2,48 (m) 131,1 131,0
3a 2,40 (m) 2,41 (m) 32,4 32,3
3b 3,80 (m) 3,81 (m)
4 1,2-1,5 1,26-1,50 37,4 37,2
5 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29.9 25,5-29.,6
6-8 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29,9 25,5-29.,6
9 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29.9 25,5-29.,6
10 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29,9 25,5-29.,6
11 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29.9 25,5-29.,6
12-13 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29,9 25,5-29.,6
14 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29.9 25,5-29.,6
15 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29,9 25,5-29.,6
16 1,2-1,5 1,26-1,50 25,5-29.9 25,5-29.,6
17 3,86 (m) 3,89 (m) 79,3 79,3
18 1,97-1,65 (m) 2,00-1,62 (m) 25,5-29.9 25,5-29.,6
19 1,97-1,65 (m) 2,00-1,62 (m) 25,5-29,9 25,5-29.,6
20 3,86 (m) 3,89 (m) 81,7 81,8
21 3,43 (m) 3,41 (m) 74,4 74,2
22 1,5-1,6 1,50-1,60 33,1-35,4 33,1-35,4
23 2,01 2,01 25,5-29,9 25,5-29.,6
24 5,39 (m) 5,35 (m) 130,1 130,2
25 5,39 (m) 5,35 (m) 129,5 129,9
26 2,01 2,01 33,1-35,4 33,1-35,4
27 3,42 (m) 3,41 (m) 74,6 74,4
28 3,42 (m) 3,41 (m) 743 74,1
29 1,2-1,5 1,26-1,50 33,1-354 33,1-354
30 1,2-1,5 1,26-1,50 31,4 31,5
31 1,2-1,5 1,26-1,50 22,6 22,6
32 0,87 (t, ] =6,7) 0,88 (t, 1 =7,0) 14,0 14,1
33 7,18 (d,J=1,2) 7,22 (d,J=1,3) 151,9 151,9
34 5,06 (qd, J = 6,8 ¢ 5,06 (m) 78,0 78,0

1,2)
35 1,42 (d, J =6,8) 1,43 (d,J=6,7) 19,1 19,0

°'H: 400 MHz; "°C: 100 MHz, CDCl;. ° Chang & Wu (2001) (‘H: 400 MHz; °C: 100 MHz, CDCl5).
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4.2 Atividade Larvicida

Através da analise do Probit para a calibragdo do Dimetilsulféxido (DMSO),
constatou-se que a concentragdo de 1% n&o causa mortalidade nas larvas. Suas
respectivas concentragdes letais CLsp, CLgs € ClLgg estdo apresentadas na TABELA
[l

TABELA Il Atividade larvicida de Dimetilsulféxido, suas concentragées letais em %, respectivos
intervalos de confianga, coeficiente angular (C.A.), qui-quadrado (X“) e grau de liberdade (gl.) em
populagcdes de Aedes aegypti coldnia Rockefeller, apds 24 horas de exposi¢cdo na temperatura de
25°C, 70%UR e 12:12 C/E.

Dimetilsulféoxido

%
CLso 4,70 (4,45-5,02)
ClLgs 9,47 (8,31-11,29)
CLgg 12,66 (10,71-15,87)
X? 0,72
gl. 1
C.A. 5,40 + 0,42

* Nao houve mortalidade no grupo controle.

Todos os extratos de Annona foetida analisados, extratos metandlico,
hexanico e diclorometano, demonstraram atividade larvicida sob condigdes
controladas (temperatura de 25°C, umidade relativa de 70 £10% e fotoperiodo de 12
horas luz e 12 horas escuro) em intervalo de concentragdo dose-resposta, sobre
populacdes de Aedes aegypti coldbnia Rockefeller (Figuras 12 e 13). Os valores das
concentracgdes letais CLsg, CLgs € CLgg estimadas através da analise Probit estao
apresentadas na Tabela IV.

Dos extratos avaliados, o extrato diclorometano foi o mais eficiente contra as
larvas de A. aegypti apos 24 horas de exposicao, sendo a CLsg de 0,73 ppm. Apds
48 horas a CLsp de 0,33 ppm. Seguido do extrato diclorometano, por ordem de
eficiéncia, obteve-se o extrato hexanico com CLsy de 15,17 ppm e o extrato
metandlico com ClLso de 78,15 ppm, com ambas as concentragdes letais calculadas

apods 24 horas de exposigao.
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TABELA 1V: Atividade larvicida de extratos de Annona foetida, suas concentragdes letais (ppm),
respectivos intervalos de confianga, coeficiente angular (C.A.), qui-quadrado (X2) e grau de liberdade
(gl.) em populagbes de Aedes aegypti coldénia Rockefeller, apds 24 e 48 horas de exposi¢gdo ao

tratamento na temperatura de 25°C, 70%UR e 12:12 C/E.

EXTRATOS Cls Clgs Clg x: gl CA
76,15 1014,93 2967,58
24h 671 3 1,460,19
Metanélico (60,79-101,96)  (527,33-3008,48) (1247,70-12645,46)
(ppm) 62,28 671,42 1797,98
48h 597 2 1,59+0,2
(49,68-82,71) (370,29-1767,98) (821,54-6512,36)
15,17 234,54 729,09
24h 7,98 4  1,387,74E-2
Hexanico (13,65-17,02) (170,08-348,81) (474,45-1242,31)
(ppm) 6,72 54,53 129,81
48h 8,58 4 1,8%7,79 E-2
(6,14-7,31) (46,44-65,71) (103,98-168,39)
0,73 13,96 47,22
24h 562 3  1,28+85E-2
Diclorometano (0,65-0,83) (9,70-22,27) (28,67-89,86)
(ppm) 0,33 3,79 10,41
48h 753 3 1,5518,45 E-2
(0,29-0,37) (3,08-4,88) (7,74-14,99)

* Nao houve mortalidade nos grupos controles.
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4.3 Periodo de Atividade Larvicida

O periodo de atividade larvicida foi avaliado com as concentragdes letais 99
(KW-H (6;28) = 22,4291, p = 0,0010), 50 (KW-H (6;28) = 23,6711, p = 0,0006), 20
(KW-H (6;28) = 17,2451, p= 0,0084 ) e 10% (KW-H (6;28) = 15,0254, p = 0,0201)
para o extrato de Annona foetida diclorometano e 50 (KW-H (6;28) = 22,5664, p =
0,0010) e 10% (KW-H (6;28) = 18,7245, p = 0,0047) para o extrato hexanico. O inicio
do efeito letal do extrato diclorometano, exceto para a CLyy, da-se apds duas horas
de exposicao (Figuras 14A e 14B). Para a CLyg, 0 inicio da mortalidade ocorreu a
partir de quatro horas de exposicdo ao tratamento. Na ClLgg, 100% das larvas
morreram antes de completar 24 horas de exposi¢cdao ao extrato. Para o extrato
hexanico, houve um inicio de mortalidade a partir de duas horas de exposi¢cdo ao
extrato, entretanto entre quatro e seis horas ndo houve mortalidade (Figura 15).

No extrato diclorometano, nas concentragdes que ocasionam 10, 20 e 50% de
mortalidade das larvas em 24 horas de exposi¢cao, o pico de mortalidade das larvas
ocorreu primeiramente no intervalo de 6-8 horas, entretanto a maior mortalidade
ocorreu no intervalo entre 10-24 horas (Figura 14A e 14B). Ja na concentragdo 99%
0 pico ocorreu entre 4-6 horas (Figura 14A). Nos intervalos de tempo anteriores as
larvas apresentaram-se lentas, permaneciam na superficie da agua, mas
respondiam a estimulos.

Ja no extrato hexanico para ambas as concentragdes, o pico de mortalidade

ocorreu no intervalo entre 10-24 horas (Figura 15).
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** Difere dos intervalos 1, 2, 4, 6, 8 e 10 na CL,, pelo teste nao paramétrico Kruskal-Wallis, p<0,05

Figura 14: Periodo de atividade larvicida do extrato diclorometano de Annona foetida em
horas e em porcentagem ndo acumulada nas concentragdes letais 10, 20, 50 e 99% de
mortalidade. A: CLsy e CLgg. B: CL4g e CLy.
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Figura 15: Periodo de atividade larvicida do extrato hexanico de Annona foetida em horas e
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* Difere dos intervalos 1, 2, 4, 6, 8 e 10 na CLy, pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, p<0,05
** Difere dos intervalos 1, 2, 4, 6, 8 e 10 na CL,, pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, p<0,05

em porcentagem nao acumulada nas concentragoes letais 10 e 50% de mortalidade.
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4.4 Efeito Residual do Extrato Diclorometano

O efeito residual do extrato diclorometano de Annona foetida sobre larvas de
Aedes aegypti da colbnia Rockefeller, avaliado para a concentragéo letal 99% (47,22
ppm) a temperatura de 25°C em condi¢des controladas, permaneceu, com eficacia
total, isto €, com 100% de mortalidade das larvas até o 12° dia apds o preparo da
solugdo, chegando a menos de 70% apo6s o 18° dia. A partir do 25° dia nao foi mais

observada mortalidade das larvas (Figura 16).
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Figura 16: Efeito residual, em dias de atividade larvicida, de solugdo contendo extrato de
diclorometano de Annona foetida em populacbes de A. aegypti coldénia Rockefeller em
condi¢des de laboratério; temperatura de 25°C, 70% U.R. £ 10 e 12:12 C/E.
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4.5 Efeito Sub letal

Para avaliar o efeito sub letal do extrato diclorometano de Annona foetida,
utilizou-se as concentragdes CLsp (0,73 ppm), CLy (0,16 ppm) e CL1o (0,074 ppm)
previamente calculadas para 25°C e para o extrato hexanico as concentracdes ClLsg
(15,17 ppm) e CL10 (1,79 ppm). Ambas as avaliagbes foram realizadas com larvas de
Aedes aegypti da coldénia Rockefeller.

No experimento com o extrato diclorometano, a concentragdo letal que
ocasiona a mortalidade de 50% das larvas em 24 horas durou em média quatro dias
(4%£1,73). Ao final deste periodo, 100% das larvas estavam mortas, sendo que
nenhuma chegou ao estagio de pupa. Ja para as CLy e CL+o, 10% e 12,9% dos
espécimes submetidos ao tratamento alcangcaram o estagio adulto, respectivamente.
Todos os individuos adultos submetidos a essas concentragbes nao apresentaram
alteragdes morfoldgicas visiveis. A CL1o ocasionou 84,18% de mortalidade de larvas
em 18 dias (£ 1,15) de tratamento. Das pupas, 2,92% morreram sem alcangar o
estagio adulto. Quando observamos a CLyg, verificamos que 85,83% de larvas
morreram em 14 dias (£ 0,57) de experimento. Das larvas que alcangaram a fase de
pupa, 4,17% dessas morreram ainda nessa fase. No grupo controle, contendo
somente agua e DMSO a 1%, nao houve mortalidade, sendo que os individuos
alcancaram o estagio adulto até no maximo de 21 dias (x1,53) de experimento
(Tabela V).

Para o tratamento com o extrato hexanico, foram utilizadas apenas as
concentragdes letais 50% e 10%. Na CLso, apenas 2% dos individuos alcangaram o
estagio adulto, todos sem alteragbes morfologicas aparentes. Nessa concentracéo,
96,5% dos individuos morreram ainda na fase de larva. Dos individuos que
alcangaram a fase de pupa 1,5% morreram. Ja na CL4o, 18,3% dos individuos
alcangaram o estagio adulto, também sem alteragdes morfoldgicas visiveis. Em
relagcdo a mortalidade de larvas neste experimento, a porcentagem foi 52,2% e os
individuos que alcangaram a fase de pupa 29,5% morreram ainda nessa fase
(Tabela V).

Nas duas concentragdes testadas o tempo total de experimento foi menor

que no grupo controle. Este durou em média de 16 dias (x 1) e ndo houve
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mortalidade. Na CLo 0 experimento prolongou-se em média de 14 dias (+ 0,57) e na
CLsp 12 dias (x 0,57).

Tabela V: Tempo de duragdo dos experimentos de efeito sub letal dos extratos diclorometano e
hexanico nas concentragbes letais CL10, CL20 e CL50, apresentando o percentual de mortalidade
das larvas, pupas e emergéncia de adultos.

Duragéo dos Mortalidade  Mortalidades = Emergéncia
Extratos Experimentos das Larvas das Pupas de Adultos
(Dias) (%) (%) (%)
CLyo 18 (+ 1,15) 84,18 2,92 12,9
Diclorometano CLy 14 (£ 0,57) 85,83 4,17 10
ClLso 4 (£1,73) 100 - -
CLyo 14 (£ 0,57) 52,2 29,5 18,3
Hexanico ClLso 12 (£ 0,57) 96,5 1,5 2,0

* Nao houve mortalidade no grupo controle.

Em ambos os experimentos e em todas as concentracdes, observou-se a
diminuicdo na atividade da alimentagao larval. Observou-se também, que as larvas
apresentaram os mesmos tipos de alteragcdes morfolégicas para ambos os estratos.
Essas alteragbes sdo aqui descritas conforme o estagio em que ocorreram até a
emergéncia dos adultos:

A. Larvas sem alteragcbes morfolégicas externas aparentes ocorreram nos
dois tratamentos (Figura 18A e 18B).

B. Larvas com alteragbes morfolégicas. Larvas submetidas ao tratamento com
o extrato diclorometano apresentaram um alongamento do colar (Figura 18C), que é
o conectivo da regido cefalica ao térax e morreram completamente distendidas. No
tratamento com extrato hexanico, observou-se também larvas que iniciaram o
processo de ecdise, entretanto ficaram presas a exuvia (Figura 19D). Além disso,
nos dois tratamentos encontraram-se larvas mortas menores que retrairam seu
corpo (Figura 18D e 19C).

C. Pupas incompletamente formadas, com coloragdo clara, podendo
caracterizar pouca melanizagao, ocorrendo nos dois tratamentos.

D. Pupas completamente formadas, mas com os ultimos segmentos presos a

exuvia da larva, no tratamento com extrato hexanico (Figura 19A).
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E. Pupas que morreram completamente formadas sem nenhuma alteragéo
morfologica visivel.

F. Adultos que iniciaram o processo de ecdise, entretanto ficaram presos na
exuvia pupal (Figura 19B), ocorrendo com maior freqtiéncia nos individuos expostos
ao tratamento com extrato hexanico.

G. Em ambos os tratamentos, adultos normais. Adultos que completaram sua
emergéncia sem nenhuma alteragao morfoldgica visivel.

Quando comparamos os dois tratamentos (diclorometano e hexanico) e suas
concentragdes letais com o grupo controle (Figura 17A e 17B), verificamos que
ambos ocasionaram efeito larvicida, pupicida e inibicdo de adultos. Sendo que a
maior parte da mortalidade nas concentracbes ocorreu na fase larval, apdés a

mudancga de estadio.

A

FIGURA 17: Larva e pupa pertencentes ao grupo controle, observadas em microscépio
estereoscopico. A. Pupa, aumento de 25 vezes. B. Larva, aumento de 20 vezes. (Escala
Tmm)
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Figura 18: Alteracdes morfolégicas em larvas expostas ao extrato de Annona foetida de
diclorometano, observadas em microscépio estereoscopico. A. Larvas expostas a
concentracao letal 20%, sem alteragcdo morfoldgica visivel, aumento de 25 vezes B. Larva
exposta a concentracao letal 50%, sem alteragdo morfologica externa visivel, aumento de 25
vezes. C. Larva distendida com alongamento da regido do colar, concentragéo letal 50%,
aumento de 25 vezes. D. Larva menor que as do grupo controle, retraida, concentracao letal
50%, aumento de 32 vezes. (Escala 1mm)
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Figura 19: Alteracbes morfologicas de larvas e pupas expostas ao extrato de Annona foetida
hexanico, observadas em microscépio estereoscoépico. A. Pupa exposta a concentragao letal
10% presa a exuvia, aumento de 20 vezes. B. Adulto emergindo preso a exuvia pupal,
concentracao letal 10%, aumento de 25 vezes. C. Larva exposta a concentracao letal 10%
menor que as do grupo controle, aumento de 32 vezes. D. Larva exposta a concentragéo
letal 50% presa a exuvia, aumento de 32 vezes. (Escala 1mm)
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5. DISCUSSAO

5.1 Analise Quimica

O efeito letal do extrato diclorometano de Annona foetida contra larvas de
Aedes aegypti poderia ser atribuida a alta concentragdo de acetogeninas de
anonaceas presentes no extrato, e verificada de acordo com as analises de RMN de
'H (Figura 9) e "*C (Figuras 10 e 11). Para Zeng et al. (1996), dentre os solventes
organicos, as acetogeninas sao mais soluveis em cloroférmio e diclorometano.
Segundo, Alali et al. (1999) as mesmas seriam facilmente extraidas pela maioria dos
solventes organicos. Além disso, esses autores ressalvam que a sua separagao
depende de sua polaridade; essa polaridade € controlada pelos anéis
tetrahidrofurénicos e pela presenga de outros grupos funcionais como, por exemplo,
as ligagdes duplas, hidroxilas, cetonas, e também pela posi¢cdo desses anéis e
grupos ao longo da cadeia alifatica.

A comparacdo dos dados de RMN de 'H e "®*C do extrato diclorometano
(Tabelas | e 11) com os dados de RMN de 'H e "*C publicados para as acetogeninas
muricina A (Tabela 1) e muricina F (Tabela Il), conduzem a hipétese da presenca de
ambos o0s compostos no extrato, sendo estes possivelmente os principais
constituintes presentes na mistura. Esta hipétese esta sustentada em que ambas as
espécies Annona foetida e Annona muricata pertencem ao mesmo género (Annona),
secao (Annona) e série (Muricata) (Fries, 1959), o que implica estabelecer também
uma relagdo quimiotaxonémica entre as duas espécies, indicando a possivel
presenca das acetogeninas muricina A e muricina F em Annona foetida. Essas
acetogeninas também ja apresentaram atividade biolégica, como atividade citotoxica
contra linhagens tumorais de hepatoma humano (Chang & Wu, 2001).

As acetogeninas agem nas mitocdndrias no complexo | inibindo a ubiquinona
oxidoredutase, interferindo na producdo de ATP, acarretando a morte celular por
apoptose (Zeng et al., 1996). Esse mecanismo de acao é diferente da forma como
agem os inseticidas sintéticos utilizados atualmente no controle de vetores. Os

organofosforados, como o temephos, agem inibindo a acetilcolinesterase, ja os
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piretréides (cipermetrina) e organoclorados (DDT) agem mantendo abertos os canais
de sédio. Essa importante diferenga de mecanismo de acdo demonstra o potencial
das acetogeninas em serem utilizadas como método alternativo no controle de
populagdes ja resistentes a esses inseticidas.

Na literatura ndo ha estudos envolvendo populacdes de mosquitos resistentes
as acetogeninas. Entretanto Alali et al. (1998) compararam a atividade e a razédo de
resisténcia de seis acetogeninas diferentes (gigantetrocin A, annomontacin, asimicin,
parviflorin, sylvaticin, bullatalicin) com os inseticidas sintéticos amidinohidrazone,
carbamato, organofosforado e piretrdide contra Blattella germanica. Os autores
encontraram menores valores para a razao de resisténcia para as acetogeninas que
para os inseticidas sintéticos. Concluiram que a mortalidade encontrada e os baixos
valores da razdo de resisténcia das acetogeninas sugerem que elas apresentam
uma potencial atividade contra as baratas podendo ser incluidas no controle dos

mesmos.

5.2 Atividade Larvicida

A calibragao de Dimetilsulféxido (DMSO) demonstrou que a utilizagao deste a
1% em relagdo ao volume total de 200 ml utilizados nos bioensaios ndo auxilia na
mortalidade das larvas. Na literatura s&do encontrados trabalhos utilizando uma
concentragdo mais alta desse produto em diferentes volumes, 2% por exemplo,
(Furtado et al., 2005; Prophiro, 2008). Nos bioensaios efetuados no presente estudo,
essas concentragdes mais altas poderiam ajudar na mortalidade larval, ja que a sua
CLso foi de 4,70%. Assim, o solvente utilizado juntamente com o produto de plantas
deve ser calibrado também, para indicar que sua utilizagdo n&o esta contribuindo
com a mortalidade e o resultado encontrado € somente devido aos extratos ou
Oleos.

A eficacia como larvicida de Annona foetida foi verificada para os trés extratos
testados. As retas de regressao dos extratos hexanico e diclorometano encontraram-
se bem ajustadas ao modelo matematico confirmando que os resultados

encontrados sao previsiveis. Os resultados demonstraram que o extrato
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diclorometano é mais eficaz contra larvas de A. aegypti do que os extratos hexanico
e metandlico. A atividade desse extrato (CLso = 0,73 ppm) foi semelhante a atividade
do extrato etandlico de raizes de Annona crassiflora (CLso = 0,71 ppm) contra larvas
de A. aegypti encontrado por Omena et al. (2007) em bioensaios realizados com um
volume final de 100 ml, apds 24 horas de exposicdo. Esses autores estudaram 51
plantas medicinais brasileiras, de varias familias diferentes, dentre todos os 84
extratos etandlicos, os que apresentaram melhor atividade larvicida foram os de
Annona crassiflora e Annona glabra (sementes, CLso= 0,06 pm).

Resultados encontrados por Morales et al. (2004) e Bobadilla et al. (2005)
demonstraram atividade larvicida de extratos de Annona muricata com presenga de
acetogeninas contra A. aegypti e Anopheles albimanus. No primeiro estudo A.
Anopheles foi mais suscetivel do que A. aegypti aos extratos.

Bobadilla et al. (2002) também demonstraram a atividade de extratos de
sementes de Annona cherimolia contra Anopheles sp., provavelmente, devido a uma
interacao do efeito sinérgico dos principios ativos, inclusive com as acetogeninas.

Outros estudos demonstraram a eficiéncia larvicida de extratos obtidos em
diferentes espécies da familia Annonaceae contra espécies de mosquitos, nao
somente devido a presenga de acetogeninas, mas também por alcaldides
encontrados nos extratos. Saxena et al. (1993) demonstraram a atividade larvicida e
redutora de fertilidade e fecundidade de alcaldides de Annona squamosa contra
Anopheles stephensi Linston, 1901. Recentemente, Feitosa et al. (2009)
demonstraram a atividade larvicida do oleo essencial, do extrato metandlico (CLso=
64,6 £ 1,5 ppm) da raiz de Rollinia leptopetala e de trés alcaldides isolados dessa
mesma planta contra larvas de A. aegypti, sendo o mais eficaz o alcaléide liriodenina
(CLso= 3,6 = 0,4 ppm). Nao ha na literatura estudo envolvendo o sinergismo entre
esses alcaloides e acetogeninas.

Apesar do aumento do numero de estudos quimicos e do potencial biolégico
das diferentes espécies de Annonaceae, nenhum trabalho envolvendo a atividade
inseticida de Annona foetida bem como a presenga de acetogeninas nessa espécie
foi descrita na literatura até a data, sendo os resultados obtidos inéditos abrindo
perspectivas para aprimoramento dos extratos destas plantas.

Assim, o presente trabalho € o primeiro a reportar tais estudos, abrindo

perspectivas para aprimoramento dos extratos destas plantas.
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5.3 Periodo de Atividade Larvicida e Efeito Residual

Poucos estudos com produtos botanicos abordam o periodo de atividade
larvicida desses produtos, em sua maioria apenas sua atividade é reportada e nos
trabalhos mais recentes sua composi¢cao quimica. Assim, conhecer o tempo inicial e
final de letalidade dos extratos é importante para compreender o comportamento
desses extratos nas larvas.

No presente estudo essa letalidade ocorreu a partir de duas horas de
exposi¢ao ao extrato diclorometano, entretanto o maior numero de mortes ocorreu
no intervalo entre 10 e 24h. Igualmente para o extrato hexanico, a maior mortalidade
ocorreu entre 10 e 24 horas, sendo que a mortalidade também iniciou-se a partir de
duas horas de exposicao.

O extrato de Annona foetida tem acdo mais lenta quando comparado aos
resultados obtidos para os 6leos de Copaifera e Carapa guianensis (Prophiro, 2008).
O autor observou sete intervalos de tempo 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas apds a
exposicao aos oleos de Copaifera (Leguminosae) e Carapa guianensis (Meliaceae)
e o efeito letal desses ocorreram principalmente entre as primeiras 2-3 horas.

Amer & Mehlhorn (2006a) estudaram a atividade larvicida de 41 plantas
diferentes, dessas 13 obtiveram efeito sobre Aedes aegypti. Os resultados foram
semelhantes com o de Prophiro (2008), ou seja, maior mortalidade nas primeiras
horas, para os Oleos de Santalum album (Santalaceae), Piper nigrum (Piperaceae),
Lippia citriodora (Verbenaceae), Juniperus communis (Cupressaceae), Myrtus
communis (Myrtaceae), Anethum graveolens (Apiaceae), Boswellia carteri
(Burseraceae), Citrus limon (Rutaceae) e Cinnamomum camphora (Lauraceae).

Entretanto, para os oleos Juniperus virginiana (Cupressaceae), Thymus
serpyllum (Lamiaceae), Helichrysum italium (Asteraceae) e Amyris balsamifera
(Rutaceae) os resultados sdo semelhantes com o presente estudo, ja que a
mortalidade n&o ocorreu principalmente nas primeiras horas.

A diferenga no tempo de letalidade pode ocorrer pelos diferentes mecanismos
de acado dos oOleos vegetais nas larvas e pela forma em que esses extratos penetram
por ingestao ou por contato.

O efeito larvicida do extrato diclorometano de Annona foetida na ClLgg

permaneceu com total eficacia, ou seja, 100% de mortalidade das larvas até o 12°
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dia apdés o preparo das solugdes. As condicbes de estocagem dessas solugdes
podem interferir na persisténcia da atividade larvicida de 6leos e extratos de plantas.

Continuando os estudos com os 13 6leos que se apresentaram toxicos contra
larvas de A. aegypti, Amer & Melhorn (2006b) observaram a persisténcia da
atividade larvicida em diferentes condi¢des de estocagem por um més. Realizaram
bioensaios expondo as larvas ao tratamento imediatamente apds a primeira,
segunda e terceira semanas apds o preparo da solugao, essa solugao preparada a
50 ppm. Os oleos de Cinnamomum camphora (Lauraceae), Thymus serpyllum
(Lamiaceae), Citrus limon (Rutaceae) permaneceram com total eficacia apds trés
semanas de preparo das solugdes, quando estocados em potes fechados na
presenca de luz ou no escuro. A maioria dos 6leos perdeu sua toxicidade apds uma
semana de preparo das solugdes quando estocados em potes abertos (luz ou no

escuro).

5.4 Atividade Sub letal

Os extratos de Annona foetida em concentragdes sub letais apresentaram
atividade larvicida, pupicida e inibiram a emergéncia dos adultos. Utilizou-se as
concentracgodes letais 10, 20 e 50% do extrato diclorometano, nestas apenas 12,9%,
10% e 0,00% de adultos emergiram apds o tratamento, respectivamente. Ja no
extrato hexanico, utilizou-se a CL1p e CLsy sendo que emergiram 18,3% e 2,0% de
adultos, respectivamente. As larvas e as pupas apresentaram alteracdes
morfolégicas e muitas morreram presas as exuvias. Em muitas houve o alongamento
do colar e outras retrairam seu corpo. Os adultos que conseguiram emergir néo
apresentaram alteragées morfologicas visiveis.

Alteracbes morfologicas externas das larvas como no exosqueleto, nas
papilas anais, alongamento do colar, e internas como na membrana peritrofica,
causadas pela exposi¢cdo de derivados botanicos ja foram reportados por diversos
autores (Arruda et al.,, 2003; Gusmao et al., 2002; Green et al., 1991; Prophiro,
2008).
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Chaitong et al. (2006) observaram a atividade larvicida de trés extratos
etandlicos obtidos em plantas da familia Piperaceae, Piper longum, Piper ribesoides
e Piper sarmentosum sobre larvas de A. aegypti. A exposigcdo a esses extratos nédo
causou alteragdo morfoldgica visivel a ndo ser nas papilas anais. A observacao
dessas papilas através de analise ultra-estrutural demonstrou que sua cuticula foi
destruida.

Segundo Shaalan et al. (2005) os derivados de plantas podem, além dos
efeitos larvicida e pupicida, influir no tempo de duragao de larvas e pupas e reduzir a
emergéncia de adultos. Assim, a aplicagdo de produtos naturais em doses sub letais
poderia levar a novas estratégias de controle, relacionados a resisténcia aos
inseticidas sintéticos. O extrato de Melia volkensii (Meliaceae) inibiu o crescimento
de A. aegypti causando deformagdes em larvas e pupas e reduzindo a emergéncia
de adultos; a maior mortalidade ocorreu no momento da ecdise e da melanizagao
(Mwangi & Rembold, 1988). Wiesman & Chapagain (2006) verificaram que
saponinas extraidas do mesocarpo de frutos de Balanites aegyptiaca Del.
(Zygophyllace) interferiram na emergéncia de adultos de A. aegypti.

Extratos de plantas que induzem a ma formagao durante intervalos larval-
pupal e fazem com que o adulto ndo consiga terminar a ecdise sdo muito reportados
em estudos (Mwangi & Mukiama, 1988; Jayaprakasha et al., 1997; Karmegam et al.,
1997; Sharma et al., 2006).

No presente estudo, com doses sub letais de extratos de Annona foetida, a
mortalidade foi principalmente entre a troca de estadio larval, larval-pupal e pupal-
adulto. Esse tipo de mortalidade observada ocorre principalmente nos inseticidas
que sao analogos aos horménios reguladores do crescimento, os IGRs. Conforme
Martins & Silva (2004), os reguladores de crescimento causam modificacbes
fisiologicas e morfoldgicas, e atuam, interrompendo o desenvolvimento e o
crescimento ao invés da intoxicacao direta. Estudos com triflumuron, diflubenzuron,
que sao IGRs considerados a terceira geragdao de inseticidas, véem sendo
realizados mostrando que esses interferem na emergéncia de adultos e causam ma
formacao em larvas e em pupas (Batra et al. 2005; Mulla et al. 2003; Martins et al.
2008). Belinato et al. (2009) estudaram a atividade de concentragdes sub letais de
triflumuron em A. aegypti e verificaram que o produto alterou a razdo sexual,
diminuiu a longevidade dos adultos, principalmente para as fémeas. Além disso, os

adultos também diminuiram a habilidade de coépula e as fémeas reduziram a
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quantidade de repasto sanguineo, resultando em um menor numero de ovos viaveis.
Aproximadamente 10% das fémeas morriam apos o repasto sanguineo e 44%
morriam apos a oviposi¢ao.

Resultados semelhantes aos encontrados para os IGRs sintéticos tem sido
descritos com substancias de plantas. Sharma et al. (2006) avaliaram a eficacia de
Artemisia annua (Asteraceae), Chenopodium album (Chenopodiaceae) e Sonchus
oleraceus (Asteraceae) como larvicida sobre Anopheles stephensi e observaram que
o extrato de Artemisia annua interferiu no desenvolvimento desses insetos.
Deformacgdes nas larvas foram observadas no exoesqueleto, no canal alimentar, no
tecido hemolinfatico, no sistema traqueal e no corpo gorduroso; as pupas
apresentaram rupturas na parede do corpo, diminuicdo das cerdas e desorganizagao
do cefalotérax; a mortalidade ocorreu na troca de estadio larval e larval-pupal; além
disso, o extrato diminuiu a emergéncia dos adultos.

Kihampa et al. (2009) analisaram a atividade larvicida do extrato bruto de 17
plantas sobre Anopheles gambiae Giles, 1902, dessas verificaram que a mais eficaz
foi Annona squamosa e o extrato etandlico das plantas do género Tessmannia
provocaram deformacgdes nas larvas, como um extravasamento do canal alimentar e
os adultos que emergiram apos o tratamento ao extrato apesar da aparéncia normal,
as fémeas nao ovipositaram normalmente demonstrando que as deformacbes
encontradas nas larvas interferiram no sistema reprodutor dos adultos.

Muthukrishman & Pushpalatha (2001) avaliaram a atividade e a influéncia do
tratamento de Calophyllum inophyllum (Clusiaceae), Solanum suratense
(Solanaceae), Samadera indica (Simaroubaceae) e Rhinacamthus nasutus
(Acanthaceae) sobre Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi e A. aegypti
onde todos os extratos provocaram diminuicdo da fecundidade e fertilidade desses
mosquitos.

Os resultados obtidos nos bioensaios indicam o potencial larvicida e o
possivel efeito inibidor da emergéncia de adultos, causados pelos extratos de
Annona foetida principalmente utilizando o extrato diclorometano. Esses resultados
evidenciam que os efeitos desses extratos sdo causados pela presenca das
acetogeninas, ndo descartando a possibilidade de estarem agindo sinergicamente
com outros compostos quimicos presentes em Annona foetida. Costa et al. (2008a)
identificaram a presenca de uma mistura de sesquiterpenos no 6leo de Annona

.foetida, sendo que esse 06leo apresentou atividade antimicrobiana e leishmanicida.
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Além dessas substancias também foi reportado a presenca de alcaldides em
extratos de Annona foetida, como Pirimidine-B-carboline e oxoaporphine, esses
alcaldides também apresentaram atividade antileishmanicida (Costa et al., 2008b).
Tanto sesquiterpenos como alcaldides podem apresentar atividade inseticida, assim
€ importante que outros estudos com extratos dessa planta misturem esses
compostos para entender a possivel agao sinérgica com as acetogeninas.

Novas investigacdes sdo necessarias para identificar a atividade larvicida de
Annona foetida em outras espécies de mosquitos assim como para outros
organismos. O isolamento e identificagdo das acetogeninas presentes e a
possibilidade de descoberta de outros componentes presentes no extrato sao
importantes para uma possivel formulacdo comercial, capaz de causar letalidade e

inibir a emergéncia de adultos.
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6. CONCLUSOES

1. Através das anadlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi possivel
identificar como principal grupo encontrado no extrato diclorometano de Annona
foetida as acetogeninas, dentre elas provavelmente muricina A e muricina F.

2. Os extratos apresentaram atividade inseticida contra larvas de A. aegypti,
principalmente o extrato diclorometano, possivelmente sua eficiéncia foi devida a
grande quantidade de acetogeninas presente nesses extratos.

3. A letalidade larval, ocasionada pelos extratos diclorometano e hexanico,
ocorreu a partir de duas horas de exposicdo, exceto para a ClLyy do extrato
diclorometano onde a letalidade teve inicio a partir de quatro horas.

4. A persisténcia larvicida do extrato diclorometano evidencia sua agcéao por
periodo aproximado de 18 dias.

5. Alteragbes no desenvolvimento de Aedes aegypti e as alteragbes
morfolégicas encontradas nos experimentos com extrato hexanico e diclorometano
inviabilizaram a emergéncia dos adultos. Demonstrando, assim, a agdo desses
extratos no controle desse vetor.

6. O solvente Dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragéo utilizada de 1%, em
relagdo ao volume total de 200 ml, ndo auxiliou na mortalidade das larvas nos

experimentos.
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