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RESUMO

A espécie Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) é responsavel pela veiculacdo de
diversas arboviroses (dengue, chikungunya, febre amarela e zika), em virtude da sua
competéncia na transmissédo desses patdégenos e danos a saude humana o controle
faz-se necessario. A planta Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae) € apresentada
na literatura cientifica possuindo uma ampla gama de propriedades e entre elas, a
acao inseticida. Os objetivos desse estudo foram avaliar a atividade larvicida, acéo
residual e as concentragdes letais (CLso € CLoo) dos extratos provindos da planta sobre
a fase larval (L3) de A. aegypti. O processo de extracdo ocorreu a partir dos frutos
verdes e maduros de forma fracionada utilizando como solventes hexano
[CH3(CHz2)4CHzs], diclorometano (CH2Cl2) e etanol (CH3CH20H). As porcentagens de
mortalidade com os maiores valores registrados foram para ambos os extratos dos
frutos (verdes e maduros) extraidos com CHzCl2, porém o destaque ficou por conta do
fruto verde que registrou um padrao linear crescente conforme as concentracdes
analisadas aumentavam, demonstrando uma relagcdo concentracao/efeito (larvicida)
sobre A. aegypti. As duas maiores concentracées 160 e 320 ppm no periodo de 24 h
mataram 60 e 72%, respectivamente, das larvas testadas e quando realizadas as
observacdes destes mesmos grupos no periodo de 48 h foi registrado para 160 ppm
uma mortalidade total de 86% e para 320 ppm registrou-se 96%. A acéo residual com
extrato dos frutos verdes (CH2Cl2) nas maiores concentracdes apresentaram taxas de
mortalidade expressivas e com o passar do tempo esse ritmo foi reduzindo. Isto
ocorreu em todas as concentracdes do inicio ao final do experimento, porém a Unica
excecao foi com 320 ppm, onde houve certa constancia no ritmo de mortalidade que
veio a reduzir com o passar dos dias. O efeito dos extratos etandlicos (CH3CH20H)
dos frutos verdes e maduros nos modelos experimentais demonstraram reduzida
capacidade no controle de larvas, sendo plausivel afirmar que a polaridade das
substancias com maior efeito larvicida foram mais bem extraidas com diclorometano
e ndo com etanol. O extrato diclorometanico de frutos verdes apresentou 0s menores
valores de concentracao letal, sendo as CLso igual a 160,61 ppm e 10,13 ppm nas 24
e 48 h respectivamente e as CLgo igual a 445,39 ppm e 216,52 ppm para 24 e 48 h
respectivamente, portanto a maior eficacia foi alcancada apés as 48 h da aplicacao
do extrato. Os resultados encontrados neste estudo para os extratos dos frutos da
espécie A. glabra indicam que a planta possui atividade larvicida e promissora
aplicabilidade.

Palavras-chave: Annona glabra; Culicidae; Aedes aegypti; controle.



ABSTRACT

The species Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) is responsible for the transmission of
several arboviruses (dengue, chikungunya, yellow fever and zika), due to its
competence in the transmission of these pathogens and damage to human health,
control is necessary. The plant Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae) is
presented in the scientific literature having a wide range of properties and among them,
the insecticidal action. The objectives of this study were to evaluate the larvicidal
activity, residual action and lethal concentrations (LCso and LCog0) of extracts from the
plant on the larval stage (L3) of A. aegypti. The extraction process took place from
green and ripe fruits in a fractional way using hexane [CH3(CH2)sCHg],
dichloromethane (CH2Cl2) and ethanol (CH3CH20H) as solvents. The percentages of
mortality with the highest values recorded were for both extracts of the fruits (green
and ripe) extracted with CH2Clz2, but the highlight was on account of the green fruit that
recorded an increasing linear pattern as the analyzed concentrations increased,
demonstrating a concentration relationship/(larvicidal) effect on A. aegypti. The two
highest concentrations 160 and 320 ppm in the period of 24 h killed 60 and 72%,
respectively, of the tested larvae and when the observations of these same groups
were carried out in the period of 48 h, a total mortality of 86% was recorded for 160
ppm and for 320 ppm registered 96%. The residual action with extract of unripe fruits
(CH2Cl2) at the highest concentrations showed significant mortality rates and over time
this rate was reduced. This occurred at all concentrations from the beginning to the
end of the experiment, but the only exception was at 320 ppm, where there was a
certain constancy in the mortality rate that came to reduce over the days. The effect of
ethanol extracts (CHsCH20H) from unripe and ripe fruits in the experimental models
showed a reduced ability to control larvae, and it is plausible to say that the polarity of
substances with greater larvicidal effect were better extracted with dichloromethane
and not with ethanol. The dichloromethane extract of unripe fruits showed the lowest
values of lethal concentration, being the LCso equal to 160.61 ppm and 10.13 ppm at
24 and 48 h respectively and the LC90 equal to 445.39 ppm and 216.52 ppm for 24 h
and 48 h respectively, so the greatest effectiveness was achieved after 48 h of extract
application. The results found in this study for the extracts of the fruits of the species
A. glabra indicate that the plant has larvicidal activity and promising applicability.

Keywords: Annona glabra; Culicidae; Aedes aegypti; control.
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1 INTRODUCAO

A ordem Diptera compreende moscas, mosquitos e afins, sendo um dos grupos
mais diversos de insetos, tanto ecologicamente quanto em termos de riqueza de
espécies (YEATES et al. 2007). Estima-se que este nimero gire em torno de 153 mil,
divididos em 160 familias descritas (RAFAEL et al. 2012). Algumas espécies possuem
atividade ectoparasita, enquanto outras durante o periodo larval parasitam os tecidos
do hospedeiro, ressaltando o fato de que todas as espécies inseridas nesta ordem
sdo holometabolicas (RAFAEL et al. 2012). Dentro da familia Culicidae, encontram-se
alguns representantes vetores de diversas arboviroses, destague para a dengue,

febre amarela, zika e chikungunya.

O controle de mosquitos e moscas tem sido tradicionalmente feito com uso de
inseticidas organossintéticos que causam danos ao ambiente, provocam o
desenvolvimento de resisténcia e intoxicacdo nas pessoas que porventura entram em
contato com o composto (PNU, 2002). Em resposta a esses problemas € necessario
encontrar solucdes alternativas visando reduzir riscos, custos e danos ambientais, tais
como: uso de Oleos naturais extraidos de diferentes partes vegetais de diversas

espécies de plantas, sendo este um dos mais antigos métodos de controle de pragas.

As doencas relacionadas ao mosquito Aedes aegypti Linn, anualmente tém
aumentado significativamente devido ao crescimento da populacdo desse inseto, a
ndo eliminacdo de possiveis criadores junto aos domicilios, ao comportamento
cosmopolita e a sua ampla distribuicdo por todo o territorio brasileiro. As maiores
cargas destas enfermidades concentram-se nas regides tropicais e subtropicais

acometendo principalmente as populagdes mais pobres (OPAS, 2020).

No que diz respeito ao cenario atual do controle entomoldgico, é necessario o
desenvolvimento de técnicas que visem promover a maior eficiéncia dos inseticidas
no controle desses insetos. Apesar dos avangos da comunidade cientifica, € urgente

a demanda por mais pesquisas que apresentem alternativas de controle.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VETORES DE ARBOVIROSES (CULICIDEOS) E CONTROLE

Os mosquitos séo insetos cosmopolitas com ampla distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais (FORATTINI, 2002; BARRETO et al. 2020). A transmissao das
arboviroses restringe-se ao momento da realizagdo da hematofagia por parte das
fémeas, que previamente entraram em contato com sangue infectado de algum
individuo (WHO, 2019; WHO, 2020). Estes insetos ingerem microorganismos
patogénicos junto com o sangue de um portador infectado, podendo ser uma pessoa
ou animal, e a contaminacdo de um novo individuo ocorre apds 0 hovo repasto

sanguineo por parte deste inseto (WHO, 2020).

Dentro da familia Culicidae, destacam-se os representantes do género Aedes
apontados como sendo 0s responsaveis pela vetoracdo de diversas arboviroses,
exemplos: virus da dengue, febre amarela, zika e chikungunya (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994; BARRETO et al. 2020; WHO, 2020). Seus imaturos sdo encontrados em
recipientes capazes de reter agua e estes locais apresentam associacao proxima as

residéncias evidenciando elevado grau de sinantropia do inseto (WHO, 2019).

A dengue é uma infeccao viral transmitida principalmente pelo mosquito
A. aegypti, as sintomatologias mais comuns sao: febre, dores musculares, mal-estar,
dores de cabeca e nos olhos, auséncia de apetite e manchas vermelhas pelo corpo.
Existem quatro sorotipos do virus e uma vez infectado por um deles a pessoa adquire
imunidade permanente ao sorotipo especifico (FIOCRUZ, 2010; MINISTERIO DA
SAUDE, 2020a). E uma doenca que n&o possui tratamento especifico e segundo os
profissionais de saude o recomendado é repousar, ingerir bastante 4gua e nao se
automedicar. Em caso de suspeita, o ideal € buscar um profissional de saude para ter
o diagnostico. A prevencéo e o controle dependem de medidas profilaticas efetivas de
controle vetorial. Em alguns paises asiaticos e latino-americanos, as criangas sao as
principais atingidas. Aproximadamente metade da populacdo mundial encontra-se em
risco de contrair essa doenca, sendo as regides de clima tropical e subtropical os
locais de maior ocorréncia, especialmente em zonas urbanas e semiurbanas (OMS,
2017). No ambito nacional os registros para essa doenca vém se mantendo elevados

e em 2019 foram contabilizados 1.544.987 casos provaveis, com uma taxa de
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incidéncia de 735,2 casos por 100 mil habitantes e 782 6&bitos confirmados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

A febre amarela € uma doenca viral aguda, hemorragica transmitida por
mosquitos infectados (Haemagogus, Sabethes e A. aegypti). Os sintomas relatados
sao: febre, dores de cabeca, ictericias, dores musculares, nauseas, vomitos e
cansaco. A prevencao ocorre através da vacinacdo, sendo esta ferramenta a medida
mais eficaz de protecdo contra esta enfermidade. E uma doenga endémica de paises
tropicais, estando estes localizados no continente africano, na América Central e na
Ameérica do Sul. No Brasil, anteriormente a vacinacao era disponibilizada apenas para
as regibes com registro de casos, com o passar do tempo e maior monitoramento o
Ministério da Saude optou por expandir de forma gradual a cobertura vacinal.
Atualmente, todos os estados do pais contam com a vacina contra a febre amarela
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019a). Desde 2017 seguindo a recomendacéo da OMS,
o Brasil adota 0 esquema vacinal de dose Unica durante toda a vida (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017a; BVS-MS, 2018). O imunizante aplicado desta forma confere ao
individuo protecdo com uma taxa de eficacia de 99% (OPAS, 2018). Durante o periodo
de monitoramento (2019/2020), foram notificados 976 casos suspeitos em humanos,
sendo oito em investigacao e dos 19 confirmados, quatro 6bitos (letalidade de 21,1%).
A maioria dos casos confirmados envolviam homens, com uma Unica excecdo, com
idades entre 16 e 59 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021a). A recusa por parte de
alguns individuos em se vacinar e a exposicdo a areas com incidéncia da doenca,
favorecem a ocorréncia de casos e consequentemente risco de morte, tendo em vista
a alta letalidade atrelada a doenca. Desta forma, € fundamental a colaboracdo da
sociedade civil na adesdo das medidas propostas pelos servicos de saude na
prevencio (MINISTERIO DA SAUDE, 2021a).

O virus zika é transmitido pelo A. aegypti e 0s seus principais sintomas sao:
febre baixa, erupc¢des cutédneas, dores de cabeca e nas articulagbes, mialgias, mal-
estar e conjuntivites nao purulentas, a intensidade dos sintomas varia de leve a
moderada (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b; OPAS, 2021). O virus zika é responsavel
pelo desenvolvimento de complicacfes e doencas neuroldgicas, tais como encefalite,
Sindrome de Guillain Barré e microcefalia (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b). A
melhor prevencao é acabar com os focos de proliferagcdo do mosquito eliminando

possiveis criadouros, como garrafas plasticas, pneus, pratos dos vasos de plantas e
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manter caixas d’aguas tampadas. A transmissdo pode ocorrer de trés formas
principais: picada do mosquito, relacdo sexual e materno-fetal (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017b). O uso de repelentes, telas de protecdo (mosquiteiro) e roupas
compridas capazes de cobrir a pele exposta sdo aconselhados para evitar a picada
do mosquito. Essas recomendacdes devem ser seguidas por todos em especial as
gestantes, devido ao aumento de casos de microcefalia em bebés relacionados ao
zika. O tratamento da doenca é focado no controle da febre e das dores com uso de
antitérmicos e analgésicos, sempre sob recomendac¢do médica. Havendo sequelas
mais graves, envolvendo doencas neurologicas, acompanhamento médico é
fundamental. Atualmente n&o existem vacinas contra o virus zika. Em boletim
epidemioldgico publicado, entre os anos de 2015 e 2020, foram confirmados 3.577
casos no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2021b). Apenas no ano de 2020 foram
notificados 1.007 novos casos suspeitos e até o momento 35 tiveram confirmacao,
597 permanecem sob investigacdo e os outros foram classificados como provaveis,
descartados, inconclusivos e excluidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021b). Nos dados
mais recentes, entre fevereiro e maio de 2021, foram notificados 2.006 casos
provaveis que representa uma taxa de incidéncia de 0,9 caso/100 mil habitantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021c). Em relac&o ao ano anterior, houve uma reducéo
de 43,3% no namero de casos. Nenhum obito foi confirmado até maio e apenas os
estados do Amazonas, Roraima e Santa Catarina detectaram a presenta do virus
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021c).

A chikungunya € uma doenca viral transmitida pelo A. aegypti e Aedes
albopictus. A sintomatologia apresentada pelos pacientes séo: febre, dores severas
nas articulagbes e musculos, nauseas, cefaleia, calafrios, cansaco e erupc¢bes
cutaneas (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Os sinais clinicos sfdo facilmente
confundidos com o quadro de dengue e zika. A doenca ndo possui cura, sendo
conhecidas apenas medidas paliativas que focam no alivio dos sintomas. As
ocorréncias concentram-se na Africa, Asia, no subcontinente indiano e nas Américas,
onde vém ocorrendo grandes surtos (OMS, 2017). O virus chikungunya foi confirmado
em territério brasileiro no segundo semestre de 2014 no Amapa e Bahia e atualmente
todos os estados registram transmissdo dessa doenca (MINISTERIO DA SAUDE,
2019b). Segundo o Boletim Epidemioldgico mais recente, entre o periodo de janeiro a

maio de 2021 (semanas epidemioldgicas 1 a 20), foram notificados 32.978 casos
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provaveis (taxa de incidéncia de 15,6 casos/100 mil habitantes) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021c). Através de anélise laboratorial foram confirmados quatro 6bitos em
decorréncia da doenca, sendo dois no estado de Sdo Paulo, um no Espirito Santo e
um em Minas Gerais (MINISTERIO DA SAUDE, 2021c).

Grandes surtos de dengue, chikungunya, febre amarela e zika, vém sendo
notificados e ceifando vidas humanas em diversos paises. A disseminacdo dessas
enfermidades esta correlacionada com fatores demogréaficos — intenso processo de
urbanizacdo e deslocamento em massa proporcionado pelas viagens e atividades
comerciais globais; ambientais — mudancas climéticas; e sociais — desigualdade,

precariedade dos sistemas de saude e déficit educacional (WHO, 2020).

O ciclo de vida do A. aegypti € dividido em quatro etapas: ovo, larva, pupa e
adultos. Para que o ciclo se complete o tempo estimado para o desenvolvimento é de
aproximadamente 7 a 10 dias em condicdes favoraveis (MINISTERIO DA SAUDE,
2017). O ciclo se inicia com uma fémea adulta realizando a ovoposicédo dos seus ovos
sobre uma superficie de um reservatorio com agua limpa e parada. Os ovos desta
espécie sao extremamente resistentes ao ressecamento, a eclosédo sé ocorre quando
eles entram em contato com a agua e de cada ovo sai uma larva em 2 ou 3 dias
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A fase larval é subdividida em quatro estagios (L1,
L2, L3 e L4), onde estes imaturos irdo se alimentar e através do processo de ecdise
vao aumentando de tamanho. Apds 5 dias, as larvas crescem e alcangcam o estagio
de pupa, assim elas permanecem por aproximadamente 2 dias e entdo o mosquito
atinge a fase adulto completando seu ciclo de vida (OXITEC, 2012; SANTOS, 2016;
CDC, 2020).

O controle quimico € amplamente utilizado devido sua eficiéncia, baixo custo e
facilidade de uso em relacédo aos demais. A continua utilizagdo desses produtos pode
vir a causar desequilibrios mediante a eliminacdo de insetos benéficos e explosdes
populacionais. Segundo Vieira; Mafezoli e Biavatti (2001), pode ocorrer a selecéo de
insetos resistentes principalmente atraves da aplicacéo de produtos organoclorados e
organofosforados. Além disso, existe o risco de contaminacdo do meio ambiente,
como o solo, 4gua (lencdis freaticos), atmosfera e seres vivos. Devido a esses
problemas uma alternativa seria a produgéo de outros tipos de inseticidas tendo como
base produtos naturais. Recentemente, tém-se buscado novos compostos com agao

inseticida que possuam caracteristicas desejaveis, assim 0s inseticidas botanicos
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demonstram ser uma fonte promissora. Cientistas vém estudando as atividades das
mais diversas plantas, sendo algumas delas ricas em compostos ja conhecidos e que
apresentam atividade contra insetos, como exemplo os alcaloides (PARK et al. 2002;
KAMBOU; GUISSOU, 2011). Certas substancias quando ingeridas por espécies
herbivoras podem ocasionar a interrupcéo da alimentacao, repeléncia temporaria ou
permanente e interferéncia no processo de desenvolvimento. Essas substancias
agem estimulando o sistema nervoso do inseto e a resposta pode variar de acordo
com a sua especificidade (STOKA, 1987). Sao geralmente especificas para
determinadas espécies, ndo causando diretamente sua morte, mas inibindo suas
funcdes fisioldgicas e bioquimicas, além disso, podem interferir no sistema endocrino,
responsavel pelo desenvolvimento, metamorfose, reproducéo e controle de outros
processos do metabolismo, representando um ponto vulneravel em seu ciclo de vida
(STOKA, 1987).

No Brasil, as politicas e estratégias para o controle do A. aegypti sdo baseadas
na aplicacdo de pesticidas (ovicidas, larvicidas e inseticidas), tendo sido
implementadas a partir do ano de 1986 (MINISTRY OF HEALTH BRAZIL, 2016). No
entanto, o0s resultados tém sido decepcionantes. Diferentes inseticidas
organofosforados e piretréides foram utilizados, resultando no aumento da resisténcia
do vetor (FREITAS; VALLE, 2014). A selecdo em decorréncia dos inseticidas € um
exemplo das adaptacdes que passam a selecionar os genes de resisténcia dentro das
populacdes de culicideos selvagens (CROW, 1957). Apesar desses resultados
negativos, tem-se aplicado de forma ativa a mesma estratégia para enfrentar as
epidemias de zika e chikungunya com a mobilizagdo das forgcas armadas para
inspecionar casas, aplicar ovicidas e larvicidas nos recipientes coletores de agua e
usando termonebulizagdo como uma tentativa de controlar o vetor adulto, apesar de
sérias preocupacdes relacionadas a seguranca dos larvicidas pyriproxyfen e
malathion (DA SILVA et al. 2016; IARC, 2017).

O controle necessita ser realizado de forma que a agressao ao meio ambiente
seja minimizada, atingindo apenas os organismos alvos, evitando a selecao de insetos
resistentes, provocando o minimo de contaminagdo ambiental, reduzindo de forma
substancial o0 numero de casos e possiveis 6bitos decorrentes da veiculacdo dos
diferentes patdgenos transmissiveis por estes insetos (DE MENDONCA et al. 2005;

AMARASINGHE et al. 2020). Nas regides com elevada incidéncia de casos
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envolvendo arboviroses, as pesquisas focadas na busca por novos compostos com
atividade inseticida (ovicida, larvicida, pupicida e/ou adulticida) possuem elevado grau
de relevancia (DE OMENA et al. 2006). Dentre as principais formas de controle
utilizadas os inseticidas de origem vegetal se destacam sobre os de origem sintética,

pois atendem a todos esses pressupostos.

2.2 USO DE PLANTAS COM ATIVIDADE INSETICIDA

As plantas e os seus derivados tém mostrado atividade contra &caros,
roedores, nematddeos, bactérias, virus, fungos e insetos, incluindo mosquitos
(GRAINGE; AHMED, 1988). Os testes realizados com produtos obtidos a partir de
plantas, tais como extratos aquosos (KUMUL, 1983; ESPINOSA, 1985; SALCEDO,
1985; RODRIGUEZ; LAGUNES, 1987; SANCHEZ, 1987; RIVERA, 1992; BOWERS et
al. 1995; SANCHEZ; GONZALEZ; GONZALEZ, 1997), extratos a base de acetona
(SUBRAMONIA; KATHIRESAN, 1992; PUSHPALATHA; MUTHUKRISHNAN, 1995;
SAGAR; SEHGAL, 1997; AMARILES-BARRERA; GARCIA-PAJON; PARRA-HENAO,
2013;) e Oleos essenciais (HO; GOH; LEE, 1992; ANSARI, 2000; ANSARI, et al. 2000;
LARA REYNA et al. 2004) demonstraram atividade larvicida em Culicidae (GRAINGE;
AHMED, 1988).

Os extratos naturais das plantas tém gerado inseticidas valiosos, apresentando
vantagens perante a outros compostos de origem sintética, ja que estes ndo parecem
causar o surgimento de linhagens de insetos resistentes (CREMLYN, 1995). As
substancias naturais obtidas a partir de algumas espécies de plantas superiores
podem apresentar propriedades bactericidas, fungicidas, herbicidas e inseticidas
(BAUDILLO, 1973). Na busca por produtos alternativos para o controle da espécie A.
aegypti, pesquisas vém sendo desenvolvidas e estimuladas no intuito de encontrar
novas substancias com tal atividade, exemplo da espécie Ocimum sanctum, planta
descrita tendo efeito inseticida sobre as espécies de mosquitos Anopheles stephensi
Liston, A. aegypti e Culex quinquefasciatus (TAWATSIN et al. 2006). O 6leo essencial
extraido desta planta tem como seu maior constituinte o eugenol, substancia como

acao inseticida sobre A. aegypti e C. quinquefasciatus (BHATNAGAR et al. 1993).
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2.3 CLASSIFICACAO TAXONOMICA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE Annona
glabra L. (Annonaceae)

A familia Annonaceae é o grupo de maior relevancia inserido na ordem
Magnoliales, constituido aproximadamente de 135 géneros e 2.500 espécies, sendo
considerada uma das maiores entre as angiospermas basais (TSOU; FU, 2002; THE
ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2003; CHATROU; RAINER; MAAS, 2004,
GROUP, 2009). O género Annona L. nativa da regido Neotropical — Américas (Central
e Sul) e Africa tropical, é formado por cerca de 175 espécies (FRIES, 1959;
LARRANAGA; HORMAZA, 2015). Os frutos produzidos por algumas espécies do
género eram apreciados e cultivados por civilizacbes pré-colombianas na América
Central e do Sul (NAP, 1989; LARRANAGA; HORMAZA, 2015) sendo esta pratica
mantida até os dias atuais em paises em desenvolvimento com climas tropicais e
subtropicais (LARRANAGA; HORMAZA, 2015).

A espécie Annona glabra L. (Annonaceae), Annona australis, Annona
palustris ou Annona palustris var. grandiflora, possui diversos nomes populares como
araticum do brejo, araticum-cortica, araticum da praia, araticum, araticum de jangada,
araticum do rio, araticum-pand, anona-lisa, pana, maca de jacaré, araticupana e ou
em inglés pond-apple (CORREA, 1984; PONTES; BARBOSA; MAAS, 2004). A
espécie A. glabra é constituida por plantas de pequeno porte (arbustos ou arvoretas),
frutifera, com ampla distribuicdo geogréfica e é encontrada nas margens de lagos e
rios, se desenvolvendo em ambientes sujeitos a inundacdes podendo durar por
periodos curtos, longos ou até constantemente inundados (CROAT, 1978;
CAMPBELL; STONE; ROSAS, 1992), isso se deve ao seu sistema hidraulico de
troncos e galhos eficientes, similar a outras espécies encontradas em regides tropicais
e temperadas (SCHERER, 1995; ZOTZ et al. 1995; ZOTZ; TYREE; PATINO, 1997).

Em territério brasileiro, a espécie apresenta uma ampla distribuicdo passando
pelos estados do Amapa, Para, Paraiba, Maranh&o, Ceara, Pernambuco, Bahia,
Alagoas, Sergipe, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana e
Santa Catarina (FRIES, 1931; MAAS et al. 2001; PONTES; BARBOSA; MAAS, 2004;
LOBAO; ARAUJO; KURTZ, 2005).
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2.4 CARACTERISTICAS BOTANICAS DA ESPECIE Annona glabra

As plantas dessa espécie (Figura 1) possuem folhas oblongas ou ovado-
lanceoladas, cartaceas, subcoriaceas e glabras com peciolo longo; flores isoladas,
terminais, com pétalas carnudas, coloracdo esbranquicada tipica das Annonaceae
tropicais e com uma fragrancia que remete a acetona; os frutos séo de tom amarelado,
sincarpico e obovado a ovado semelhante a uma maca, contudo o consumo néo se
destaca frente a outros representantes do género (CHEN et al. 2000; MAAS et al.
2001; PONTES; BARBOSA; MAAS, 2004; LOBAO; ARAUJO; KURTZ, 2005; GROUP,
2009; CHATROU et al. 2012; CNCFLORA, 2012; LARRANAGA; MATSUMOTO et al.
2014; HORMAZA, 2015).

Figura 1 — Annona glabra L. (Magnoliales: Annonaceae) (A); Frutos (B).
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Fonte: Préprio Autor

Algumas das propriedades ligadas a espécie sdo relacionadas a sua acao
inseticida (OHSAWA et al. 1991; PADMAJA et al. 1995; ZENG et al. 1996; CHANG,
et al. 2000; DE MENDONCA et al. 2005); antimicrobiana (PADMAJA et al. 1995; ZENG
et al. 1996; GALVAO et al. 2016); antifingica (PADMAJA et al. 1995); antiparasitaria
(BALBACH, 1961; OHSAWA et al. 1991); antirreumética e emoliente (BALBACH,
1961); inibicdo das células carcinogénicas, leucemia linfocitica crénica e do complexo
mitocondrial | (LI et al. 1998; LIU et al. 1999; COCHRANE et al. 2008;
MATSUMOTO et al. 2014); antimutagénica (VILAR et al. 2008); antioxidantes
(ROESLER et al. 2007; GENOVESE et al. 2008; GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010); significativa inibicdo da replicacdo do HIV em linfécitos H9 e na
inibicdo do transcriptase reversa (HIV-1) (CHANG et al. 1998).
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A espécie ocorre em habitats pantanosos de manguezais e sao tolerantes a
agua salgada ou salobra, porém nédo sdo capazes de sobreviver em terrenos com
baixa retencdo, escassez hidrica, solos arenosos e bem drenados (ZOTZ; TYREE;
PATINO, 1997; GOODRICH; RAGUSO, 2009; MATSUMOTO et al. 2014) e quando
expostas a condi¢cdes de seca suas raizes rapidamente sdo afetadas (ZOTZ; TYREE;
PATINO, 1997; GOODRICH; RAGUSO, 2009). Devido a sua biologia, a espécie se
torna ideal para estudos de adaptacdes fisioldégicas de plantas tolerantes a ambientes
ricos em recursos hidricos, além de exercer um importante papel na sucessao
ecologica, como fica evidenciado em alguns estudos (CROAT, 1978; ZOTZ; TYREE;
PATINO, 1997).

A espécie apresenta virtudes e aplicac6es na area da saude, com propriedades
relacionadas a fitoquimica; uso na medicina tradicional, extratos crus empregues no
sistema de saude chines, japonés e mexicano (COCHRANE et al. 2008); e atividade
biolégica, nos frutos encontram-se compostos (acetogeninas, ent-cauranos,
peptideos e alcaldides) com inimeras propriedades clinicas e farmacoldgicas em
seres humanos (ANH et al. 2014).

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a atividade larvicida dos extratos de Annona glabra (Annonaceae) sobre

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).

3.2 ESPECIFICOS

1. Testar os extratos hexanicos [CHs(CH2)4CHs], diclorometanicos (CH2Cl2) e
etanolicos (CHsCH20H) obtidos dos frutos verdes e maduros de A. glabra,

sobre a fase larval (L3) de A. aegypti em diferentes concentracoes;

2. Aferir a acao residual larvicida dos extratos diclorometanicos (CH2Cl2) e

etanolicos (CH3CH20H) contra imaturos de A. aegypti;



23

3. Determinar as concentragdes letais (CLso e CLoo) sobre a fase larval (L3) de
A. aegypti em diferentes concentracbes tratadas com 0s extratos
diclorometéanicos (CH2Cl2) e etandlicos (CH3CH20H) obtidos dos frutos verdes

e maduros de A. glabra.

4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As amostras coletadas de A. glabra incluiam caules, folhas, flores e frutos.
Parte desse material serviu para a montagem de uma exsicata que fora depositada
no Herbario Amapaense (HAMAB) do Instituto de Pesquisas Cientificas e
Tecnoldgicas do Estado do Amapa (IEPA). As amostras de frutos frescos totalizaram:
frutos verdes — 3.790 Kg e frutos maduros — 8.403 Kg, sendo que apenas uma parte
deste material foi utilizado. O fluxograma geral descrevendo o passo a passo do

presente estudo se mostra na Figura 2.
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Figura 2 — Fluxograma do estudo da atividade larvicida e acao residual dos extratos
de Annona glabra frente a espécie Aedes aegypti.
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Fonte: Préprio Autor

A coleta do material vegetal se deu na regido norte do Brasil, no estado do
Amapa, municipio de Santana, Travessa Senador Nilo Coelho 124, nas coordenadas
geograficas (- 0.04773705218987986, - 51.16201764417858) e na Travessa Vinte e
Trés (- 0.04326750798166975, -51.154986189767165).

4.2 PROCESSAMENTO E SECAGEM DA PLANTA E OBTENCAO DOS
EXTRATOS

4.2.1 PROCESSAMENTO E SECAGEM DA PLANTA
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O material vegetal coletado para obtencdo dos extratos (frutos verdes e
maduros) foi conduzido ao Laboratério Multiusuario (LabMu) do Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias da Saude (PPGCS). Posteriormente, passou por um
procedimento de lavagem em agua corrente e sele¢cdo de possiveis frutos estragados,
os quais foram descartados, seguido de separacao dos frutos verdes dos maduros
ambos com sementes, sendo pesados separadamente e cortados com faca para

facilitar a secagem.

Apo6s serem fragmentados, foi determinada a massa dos frutos verdes e
maduros, colocados em bandejas de aluminio e secos em estufa de secagem da
marca FANEM, modelo ORION® 515, a uma temperatura de 45°C por 5 (cinco) dias
até completar a desidratacao.

Apés secagem do material vegetal, foram pesados em balan¢ca comum da
marca XTRAD, modelo SF-400, para determinar sua massa seca e calculo do teor de
umidade. Posteriormente, foram triturados separadamente em liquidificador da marca
Arno, modelo Clic Lav 700W, até reduzir a particulas pequenas para facilitar a
obtencao dos extratos.

4.2.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS DOS FRUTOS DE Annona glabra

O processo de extracdo decorreu de forma fracionada com uso de trés
diferentes solventes — Hexanico CH3(CHz)4aCHs, Diclorometanico (CH2Cl2) e Etandlico
(CH3CH20H) grau PA. As amostras dos frutos verdes e maduros, foram alocadas
separadamente em frascos de vidro (=2 L) com tampas rosqueadas e devidamente
identificadas e a partir desse momento foi iniciado o processo de extragdo com 0sS
solventes de forma sequenciada.

A extracdo se deu a frio em temperatura ambiente pelo procedimento de
maceracao, cada procedimento teve uma duracdo minima de 10 (dez) dias e cada
solvente foi utilizado trés vezes consecutivamente, a fim de extrair ao maximo os

componentes presentes nas amostras solUveis desse solvente.
As extracdes seguiram o modelo:

Extragdo com solvente Hexéanico [CH3(CH,),CHs;] —frutos verdes (80 g) e frutos

maduros (144 g) — utilizou-se 750 mL, repetindo por trés vezes consecutivas, sendo o
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solvente trocado a cada 10 dias. O produto de cada extracdo obtido (solucao extrativa)
foi transferido para beckers (1.000 mL) devidamente identificados, cobertos com papel
aluminio com pequenos orificios e presos por fita crepe e as amostras foram deixadas
em temperatura ambiente para permitir a evaporacéo do solvente.

Extracdo com solvente Diclorometanico (CH2Clz2) — apds as extragbes com o
primeiro solvente, ocorreram as extracdes com diclorometano seguindo o mesmo
modelo apresentado anteriormente.

Extragdo com solvente Etandlico (CHsCH20H) 92,8° INPM — o procedimento
seguiu o modelo anterior, desta vez com 1.000 mL de solvente para cada extracao.

Apos a evaporacdo dos solventes os extratos hexanico, diclorometéanico e
etandlico foram transferidos separadamente para frascos de vidro pequenos (frascos
de insulina), pesados em Balanca Analitica da marca BEL do modelo M214-Ai para
determinar o rendimento de cada extrato e todos os frascos foram guardados sobre o
abrigo da luz dentro de um armario, sendo expostos ao ambiente apenas no momento

da realizacao do preparo das concentragoes.

4.3 ENSAIO PRELIMINAR

4.3.1 ATIVIDADE LARVICIDA COM EXTRATO HEXANICO [CH3(CH2)4CHs], e
DICLOROMETANICO (CH2Cl2) A PARTIR DE Annona glabra (FRUTOS VERDES E
MADUROS)

Os imaturos de A. aegypti, larvas (L3), alvo do estudo, foram cedidos pelo
Arthrolab (Laboratério Arthropoda da Universidade Federal do Amapa — UNIFAP —
Macapa, Brasil), de uma coloénia da cepa Rockefeller. A cepa Rockefeller foi
estabelecida pelo Instituto Rockefeller no ano de 1959 (New York, EUA), esta
linhagem é utlizada como controle de suscetibilidade nos estudos de atividade
inseticida (HARTBERG; CRAIG, 1970; MARTINS et al. 2009), a cepa é empregue a

anos como referéncia para estudos em laboratério (JUNIOR; JESUS, 2009).

Para realizacao da atividade larvicida foi preparada uma solucdo mae a 1000
partes por milhdo (ppm), utilizando 1 mL (0,9 g) dos extratos dos frutos (verdes e
maduros) de A. glabra, solubilizado em 4 mL de Tween 80 e completado o volume
com &gua destilada para 1000 mL de solucao. O ensaio preliminar (Figura 3) consistiu
no controle H20 destilada; Tween e trés concentragdes (20, 100 e 200 ppm) dos
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diferentes extratos de A. glabra (Hexanico e Diclorometanico — frutos verdes e
maduros). Foram utilizadas triplicatas identificadas de A a C para cada tratamento,
sendo constituidas por 10 larvas/frasco, totalizando 30 individuos por tratamento, cada
teste contou com um namero amostral de 150 individuos e seus respectivos controles
e 0 experimento com o somatoério geral de 600 larvas (L3). Esses individuos foram
alocados em recipientes plasticos (250 mL sem tampa) que continham 100 mL do

volume da substancia respectiva aos seus grupos testados.

Figura 3 — Modelo do ensaio preliminar com extrato Hexanico [CH3(CH2)4CHs] e
Diclorometanico (CH2Cl2) a partir dos frutos verdes e maduros de
Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae) sobre as larvas (L3) de
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).
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Fonte: Préprio Autor

Os ensaios foram conduzidos sob ambiente controlado a temperatura de
27 £1°C, 70 £1% URA e fotoperiodo de 12 horas. As observagdes foram realizadas
em trés momentos, logo apos o inicio (0 horas) e com 24 e 48 horas; estes momentos
consistiam em contabilizar os numeros de larvas mortas ou moribundas. As larvas
contabilizadas, deviam ser incapazes de alcancar a superficie da solucdo dos
recipientes plasticos e/ou ndo apresentar movimento na coluna d’agua, mesmo apos

estimulagdes por meio de agitagao.

4.4 ENSAIO EXPERIMENTAL
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4.4.1 ATIVIDADE LARVICIDA COM EXTRATOS DICLOROMETANICO (CHzCl) e
ETANOLICO (CH3CH20H) A PARTIR DE Annona glabra (FRUTOS VERDES E
MADUROS)

Desta vez, as larvas (L3) de A. aegypti, alvos do estudo, foram cedidos pelo
Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do Amapa — Laboratério

de Entomologia Médica (IEPA/LabEnMed), de uma colbnia da cepa Rockefeller.

Para avaliagédo da atividade larvicida, foram preparadas duas solu¢gbes mées a
1000 partes por milh&o (ppm) cada, utilizando 1 mL (0,9 g) dos extratos dos frutos
(verdes e maduros) de A. glabra, solubilizado em 4 mL de Tween 80 (extrato
diclorometanico) e solubilizado em 4 mL de Metanol (extrato etandlico) e ambos tendo
0 volume de 1000 mL de solucdo completado com agua destilada. O desenho
experimental (Figura 4) consistiu no controle H20 destilada; controle Tween ou
controle Metanol e quatro concentracdes (40, 80, 160 e 320 ppm) dos diferentes
extratos de A. glabra (Diclorometanico e Etandlico — frutos verdes e maduros). Foram
utilizadas quintuplicatas (A, B, C, D e E) para cada tratamento, sendo constituidas por
10 larvasl/frasco, totalizando 50 individuos por tratamento, cada teste contou com uma
amostra de 300 individuos e seus respectivos controles e o experimento com o
somatorio geral de 1200 larvas (L3). Esses individuos foram alocados em recipientes
plasticos (250 mL sem tampa) que continham 100 mL do volume da substancia

respectiva aos seus grupos testados.
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Figura 4 — Modelo do ensaio experimental com extrato Diclorometanico (CH2Cl2) e
Etandlico (CH3CH20H) a partir dos frutos verdes e maduros de Annona
glabra (Magnoliales: Annonaceae) sobre as larvas (L3) de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae).
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Os ensaios foram conduzidos sob ambiente controlado a temperatura de
27 +1°C, 70 +1% URA e fotoperiodo de 12 horas. As observagfes foram realizadas
em trés momentos, logo apds o inicio (0 horas) e com 24 e 48 horas; estes momentos
consistiam em contabilizar os nUmeros de larvas mortas ou moribundas. As larvas
contabilizadas, deviam ser incapazes de alcancar a superficie da solucdo dos
recipientes plasticos e/ou ndo apresentar movimento na coluna d’agua, mesmo apos

estimulagdes por meio de agitagéo.

4.4.2 ACAO RESIDUAL DOS EXTRATOS DICLOROMETANICO (CH2Cl2) E
ETANOLICO (CH3sCH20H) DE Annona glabra (FRUTOS VERDES E MADUROS)
SOBRE A MORTALIDADE DAS LARVAS (L3) DE Aedes aegypti

O experimento consistiu na observacéo das larvas (L3) de A. aegypti, mantidas
em contato com o extrato de A. glabra (CH2Clz e CH3CH20H - frutos verdes e
maduros), ao longo de um determinado periodo para averiguar por quanto tempo as
substéancias testadas apresentavam acéo residual sobre os imaturos. Os insetos,

novamente, foram cedidos pelo IEPA/LabEnMed.
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O desenho experimental consistia em quatro concentracdes (40, 80, 160 e
320 ppm) dos diferentes extratos. Foi mantido o uso de quintuplicatas (A, B, C, D e E)
para cada tratamento, sendo constituidas por 10 larvas/frasco, totalizando 50
individuos por tratamento, os testes para cada extrato contaram com um N amostral
de 200 individuos e foram utilizadas 800 larvas em cada observacao. Esses individuos
foram alocados em recipientes plasticos (250 mL sem tampa) que continham 100 mL

do volume da substéancia respectiva aos seus grupos testados.

Os ensaios foram conduzidos sob ambiente controlado, a temperatura de
27 £1°C, 70 +1% de URA e fotoperiodo de 12 horas. As observacdes ocorreram em
cinco momentos ao longo de 10 dias (48, 96, 144, 192 e 240 horas) e sempre
respeitando o intervalo de 48 horas entre elas, estes momentos consistiam em
contabilizar os niumeros de larvas mortas ou moribundas. Apos cada observacgéo, as
larvas dos recipientes plasticos eram substituidas por outras novas, sempre no
mesmo estagio de desenvolvimento (larvas - L3) e a substancia analisada retornava
ao seu recipiente de origem. As larvas contabilizadas, deviam ser incapazes de
alcancar a superficie da solu¢do dos recipientes plasticos e/ou ndo apresentar

movimento na coluna d’agua, mesmo apos estimulagdes por meio de agitagao.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

O teste de significancia dos dados larvicidas foi realizado utilizando o teste de
variancia (ANOVA 1; P < 0,05) e o teste de comparacao de multiplas médias de Tukey
e para os dados da acéo residual foi utilizando o teste de Qui-quadrado (x?), ambos
através do software GraphPad Prism 9® (San Diego, Califérnia, EUA). O método
Finney Probit foi utilizado para determinar as Concentracdes letais (CLso e CLgo) na
populacdo. Para a comparacédo dos valores de mortalidades em 24 e 48 horas foi
primeiramente determinada a normalidade dos dados usando um teste de Shapiro-
Wilk, seguido do teste t pareado ou do teste de Wilcoxon. Aplicou-se analise de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA), seguida do teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5% (P < 0,05) para a comparacdo das mortalidades no ensaio

residual, executados também no software GraphPad Prism 9€.
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5 RESULTADOS

5.1 ELABORACAO DO ARTIGO DE REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE A PLANTA
Annona glabra.

Foi elaborado um artigo de revisdo bibliografica intitulado: “Aplicacdo de
Annona glabra L. (Annonaceae) na area da saude, composi¢cado quimica e atividade
biolégica”. A carta de aceite para a publicacdo do artigo (Anexo V) foi emitida pela
revista Amazonia Investiga (ISSN 2322 - 6307), publicado no Volume 11, nimero: 49
paginas da 224 a 238 com Identificador de Objeto Digital
(DOI): https://doi.org/10.34069/A1/2022.49.01.25.

5.2 ENSAIO PRELIMINAR — ATIVIDADE DOS EXTRATOS HEXANICO
[CH3(CH2)4CHs], DICLOROMETANICO (CH2Cl2) DE Annona glabra (FRUTO VERDE
E MADURO) SOBRE A MORTALIDADE DAS LARVAS (L3) DE Aedes aegypti.

Os produtos obtidos através da extracdo fracionada foram transferidos para
frascos de vidro com tampa (17 mL), devidamente separados e identificados.
Os rendimentos foram: Frutos [verdes/CH3(CH2)4sCHs] — 41,6088 g; Frutos
[maduros/CHs(CH2)4aCHs] — 22,2713 g; Frutos (verdes/CH2Cl2) — 13,3814 g; Frutos
(maduros/CH2Cl2) — 39,2389 g e Frutos (verdes/CH3CH20H) — 22,4520 g; Frutos
(maduros/CHsCH20H) — 22,6734 g.

A fim de iniciar o primeiro estudo com os extratos Hexanicos e Diclorometanicos
dos frutos (verdes e maduros) de A. glabra, foi necessario realizar ensaios
preliminares para aferir a possivel atividade larvicida e determinar quais
concentracdes deveriam ser utilizadas nos ensaios futuros. Como primeira evidéncia
do tratamento com todos os extratos se observou que nenhum deles teve efeito agudo
imediato, ou seja, ndo apresentaram atividade larvicida logo apés o momento da
aplicacao (tempo zero horas), sendo assim se assumem, no presente estudo, valores

de mortalidade absolutos e relativos com valor zero (0) para o tempo inicial (0).

Ao se observar resultados encontrados provenientes dos ensaios utilizando os
extratos hexanicos dos frutos verdes de A. glabra foi possivel verificar que apenas a
concentracdo maxima aplicada (200 ppm) apresentou diferencas estatisticas quando
comparada com 0s grupos controles, com uma média de 3,67 £1,53 nas primeiras 24
horas e 4,00 +£1,00 as 48 horas. Ja no caso dos extratos hexanicos obtidos a partir
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dos frutos maduros de A. glabra, estes ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa quando comparados ao grupo controle nem entre eles (Tabela 1).

Tabela 1 — Mortalidade das larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), instar L3,
apos o tratamento com os extratos hexanicos [CH3(CH2)aCHzs] dos frutos

verdes e maduros de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae).

Mortalidade 24h Mortalidade 48h
Grupos Tratamentos Intervalo Intervalo
X £ DP de x = DP de

Variagéo Variagéo
% Controle puro 0x0a 0-0 0x0a 0-0
g Tween 0+0a 0-0 0+x0a 0-0
i Annona glabra 20 ppm 0x0a 0-0 0x0a 0-0
% Annona glabra 100 ppm 0,33+0,58 a 0-1 1,00 £1,00 a 0-1
= Annona glabra 200 ppm 367+153b  2-5 | 400£1,00b  3-5
@ Controle puro 0+0a 0-0 0+0a 0-0
% Tween 033+058a 0-1 | 0,33%058a 0-1
= Annona glabra 20 ppm 0x0a 0-0 0,33 +0,58 a 0-1
é Annona glabra 100 ppm 0x0a 0-0 0x0a 0-0
i Annona glabra 200 ppm 0,33 +0,58 a 0-1 0,33 +0,58 a 0-1

Sendo x a média, DP o desvio padrdo. Letras distintas indicam médias diferentes entre os tratamentos quando
comparados com o grupo controle e entre eles, quando aplicado o ANOVA e o pés-teste de comparacdo de mdltiplas
médias de Tukey (p-valor<0,05). Cada tratamento contou com um N amostral de 30 larvas (L3).

Fonte: Préprio Autor

A mesma analise ao ser realizada nos extratos diclorometanicos, mostrou que
para os frutos verdes, as concentracdes de 100 ppm e 200 ppm, tanto nas primeiras
24 horas como nas 48 horas depois da aplicagdo, apresentaram diferencas
estatisticas quando comparadas com os grupos controle (Agua destilada e Tween).
As meédias calculadas tiveram valores absolutos de mortalidade de 5,67 +3,22
(100 ppm) e 6,67 +2,08 (200 ppm) nas primeiras 24 horas. Ja as 48 horas e com o
encerramento das leituras os registros mostraram medias de mortalidade de 6,67
12,52 (100 ppm) e 7,67 +2,52 para a concentragédo de 200 ppm. No caso dos extratos
obtidos a partir dos frutos maduros, tanto nas 24 horas como nas 48 horas, foi apenas
a concentragdo maxima (200 ppm) que apresentou valores absolutos de mortalidade
que mostraram diferenca estatistica quando comparados aos grupos controles, Agua

destilada e Tween (Tabela 2).
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Tabela 2 — Mortalidade das larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), instar L3,
apos o tratamento com os extratos diclorometanicos (CH2Cl2) dos frutos

verdes e maduros de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae).

Mortalidade 24h Mortalidade 48h
Grupos Tratamentos Intervalo Intervalo
x £ DP de x £ DP de
Variacéo Variacéo
® Controle puro 0x0a 0-0 0x0a 0-0
g S Tween 0,33 +0,58 a 0-1 0,66 +0,58 a 0-1
i T  Annona glabra 20 ppm 1,00 +1,73 a,b 0-3 1,67 +2,89 a,b 0-5
% O Annona glabra 100 ppm 5,67 £3,22 b,c 2-8 6,67 £2,52 b 4-9
T Annona glabra 200 ppm 6,67 £2,08 c 5-9 7,67+252b 5-10
é Controle puro 0+x0a 0-0 0+x0a 0-0
5(‘; Tween 0x0a 0-0 0x0a 0-0
£  Annonaglabra 20 ppm 0+0a 0-0 0+0a 0-0
g © Annona glabra 100 ppm 1,00 +1,00 a 0-2 1,67 +2,10 a 0-4
E Annona glabra 200 ppm 4,33+1,37b 3-6 6,00 £0,00 b 6-6

Sendo X a média, DP o desvio padrdo. Letras distintas indicam médias diferentes entre os tratamentos quando
comparados com o grupo controle e entre eles, quando aplicado o ANOVA e o pos-teste de comparagdo de multiplas
médias de Tukey (p-valor<0,05). Cada tratamento contou com um N amostral de 30 larvas (L3).

Fonte: Préprio Autor

Uma vez calculados os valores relativos em percentuais de mortalidade de
A. aegypti, e construidos os graficos em relacdo as concentracdes testadas dos
extratos hexanicos e diclorometanicos, a partir de frutos verdes e maduros, foi
possivel verificar que o efeito larvicida dos extratos hexanicos foi consideravelmente
menor do que nos extratos diclorometanicos. Os menores valores de mortalidade
correspondem ao extrato hexanico de A glabra elaborado a partir de frutos maduros
gue apenas atingiram 3,3% na maior concentracdo (200 ppm). No caso do extrato
hexanico a partir de frutos verdes atingiu uma mortalidade de 36,7% nas primeiras 24

horas e 40% ap0s 48 horas da aplicacéo (Figura 5).

Ao observar na Figura 5, o comportamento dos extratos diclorometanicos se
faz evidente que ambos os extratos possuem uma relagdo concentracao/efeito
positiva pois aumenta a mortalidade na medida que aumenta a concentracdo (de 20
ppm até 200 ppm). O extrato elaborado a partir de frutos verdes apresenta uma maior
efetividade inclusive desde a concentragdo mais baixa (20 ppm) onde atinge 10% de
mortalidade nas primeiras 24 horas e 16,7% ap0s 48 horas da aplicacdo, chegando a
atingir na maior concentracao (200 ppm) 66,7% nas primeiras 24 horas e 76,7% ap0s

48 horas da aplicacao de tempo inicial zero (Figura 5).
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O comportamento dos valores de mortalidade do extrato diclorometanico a
partir de frutos maduros, também possui um efeito larvicida consideravel ainda quando
€ menos efetivo do que o extrato com frutos verdes, ja que na concentracdo mais
baixa (20 ppm) néo foi capaz de provocar a morte de nenhuma larva (0% nas primeiras
24 horas e mesmo valor nas 48 horas posteriores a aplicacdo), porém consegue
atingir 43,3% de mortalidade as 24 horas e 60% ap0és 48 horas da aplicacdo na maior

concentracéo (200 ppm) (Figura 5).

A analise feita mediante o modelo de regressao Probit para descrever a relacao
concentracdo/mortalidade a partir das predicdes inversas permitiu determinar as
concentragoes letais (CLso e CLoo) e corroborar os resultados até aqui mostrados. Foi
possivel verificar que no caso dos extratos hexanicos tanto para frutos verdes
(CLso - 24h=221,93 ppm; CLso-48h=218,62 ppm e CLoo-24h=305,49 ppm;
ClLoo - 48h= 326,02 ppm) quanto para frutos maduros (CLso - 24h= 246,99 ppm;
CLso - 48h=8422,65 ppm e CLgo - 24h= 279,82 ppm; CLo - 48h= 13723,20 ppm), as
concentracbes letais calculadas ultrapassam consideravelmente o valor da
concentracdo maxima testada (200 ppm), evidenciando que a atividade larvicida néo
€ muito significativa para no caso de extratos usando hexano como solvente (Tabela
313).

Esta mesma analise feita com extratos diclorometanicos mostrou que, no caso
do extrato elaborado a partir de frutos verdes de A. glabra, ambas as CLso (as 24h e
48h) estavam dentro da faixa de valores de concentra¢des testados, sendo 127,05
ppm e 107,54 ppm respectivamente. J4 a predicdo dos valores de CLoo segundo o
modelo ajustados ultrapassaram levemente o valor da concentracdo maxima testada
(200 ppm) resultando em 276,64 ppm para 24 horas e de 237,58 ppm para 48 horas.
Os valores de concentracdes letais no caso do extrato diclorometanico dos frutos
maduros foram maiores ao seu valor equivalente do extrato de frutos verdes, sendo
as CLso para 24 e 48 horas de 211,11 ppm e 178,86 ppm respectivamente e as ClLogo
foram de 312,66 ppm para 24 horas e 270,17 ppm para 48 horas. Desta forma se fez
evidente que os extratos diclorometanicos de frutos verdes tém uma eficacia

levemente superior aos extratos maduros (Tabela 3I3).
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Figura 5 — Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), instar L3, apds o tratamento com os extratos
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Tabela 3l — Concentracdes letais CLso e CLoo calculadas mediante anéalise Probit da
espécie Aedes aegypti apdés o tratamento com os extratos hexanicos
[CH3(CH2)4CHgs] e diclorometéanicos (CH2Cl2) dos frutos verdes e maduros
de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae).

Clso Clgo
Tratamentos Tempo X? I('sbr:?dsagi p-valor
ppm ppm :
Extrato hexanico 24h 221,93 305,49 7,47 1 0,0063
dos frutos verdes
de A. glabra 48h 218,62 326,02 6,83 1 0,0090
Extrato hexanico 24h 246,99 279,82 0,74 1 0,3899
dos frutos
maduros de A.
glabra 48h 8422,65 13723,20 0,0013 1 0,9711
Extrato 24h 127,05 276,64 6,57 1 0,0104
diclorometéanico
dos frutos verdes
de A. glabra 48h 107,54 237,58 8,45 1 0,0037
Extrato 24h 211,11 312,66 7,68 1 0,0056
diclorometéanico
dos frutos
maduros de A. 48h 178,86 270,17 11,27 1 0,0008
glabra

X?: Qui-quadrado; p-valor<0,05.
Fonte: Préprio Autor

A comparacao dos valores de mortalidade de 24 e 48 horas de exposi¢ao das
larvas aos extratos testados no ensaio preliminar ndo mostrou diferencas
significativas. Foi usado o teste de Wilcoxon para os extratos hexanico frutos verdes
(W=3; p= 0,5000); hexanico frutos maduros (W=1; >0,9999) e diclorometéanico frutos
maduros (W=3; p=0,5000), enquanto para o extrato diclorometanico frutos verdes
(t=2,327 df=4; p=0,0805) foi usado o test t pareado. Esses resultados sugerem que 0
tempo n&o é uma variavel determinante no efeito larvicida dos extratos ensaiados para

as concentracoes estudadas.

Os resultados até aqui apresentados com relacdo a: efetividade das
concentracdes testadas quando comparadas com 0s grupos controle, as analises de
percentual de mortalidade e a determinacéo das CLso e CLoo feitas sobre os extratos
hexanicos dos frutos (verdes e maduros) e diclorometanicos dos frutos (verdes e
maduros) de A. glabra sustentaram um novo delineamento experimental para

aprofundar o estudo do efeito larvicida da planta em questdo. Sendo assim foram
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definidas novas concentracdes a serem testadas variando de 40 a 320 ppm seguindo
uma progressao geomeétrica crescente. Adicionalmente se propfe a testagem de
extratos etanodlicos elaborados também a partir dos frutos verdes e maduros de A.
glabra seguindo uma légica de aumento de polaridade no processo de extragcédo
(Hexano < Diclorometano < Etanol). Além disso, serd avaliada a efetividade dos
extratos (efeito residual) ao longo de 240 horas com troca das larvas a cada 48 horas.

Os resultados deste novo desenho experimental se apresentam no topico a seguir.

5.3 ENSAIO EXPERIMENTAL — ATIVIDADE DOS EXTRATOS
DICLOROMETANICO (CHzClz) E ETANOLICO (CH3CH20H) DE Annona glabra
(FRUTO VERDE E MADURO) SOBRE A MORTALIDADE DAS LARVAS (L3) DE
Aedes aegypti.

No presente estudo experimental foi evidenciado novamente que o tratamento
com todos os extratos ndo teve um efeito agudo imediato, ou seja, ndo apresentaram
atividade larvicida logo apés o momento da aplicacdo (tempo zero horas), sendo
assim continua-se assumindo valores de mortalidade absolutos e relativos com valor

zero (0) para o tempo inicial (0).

A andlise estatistica realizada com os dados coletados durante os
experimentos no caso dos tratamentos com extratos diclorometénicos com frutos
verdes e maduros para as novas dosagens 40, 80, 160 e 320 ppm se comportou de
forma coerente aos resultados obtidos no teste preliminar. Sendo que no extrato
diclorometénico com frutos verdes tanto nas 24 horas como nas 48 horas todos os
tratamentos testados apresentaram diferencas estatisticas quando comparados com
os grupos controle (Agua destilada e Tween), e inclusive entre eles de forma
crescente, atingindo as maiores médias de mortalidade absoluta de 7,20 +1,30 nas
primeiras 24 horas e 9,60 +£0,55 apos 48 horas da aplicagcdo. Os valores médios de
mortalidade para este extrato foram: 40 ppm - 2,20 £1,30; 80 ppm - 3,80 +0,84 e 160
ppm 6,00 +0,71 e para as primeiras 24 horas é de: 40 ppm - 5,40 +0,55; 80 ppm -
6,80 +£1,48 e 160 ppm - 8,60 +0,55, em ambos os casos de forma crescente (Tabela
4114).

O extrato diclorometanico com frutos maduros mostrou uma eficacia mais
discreta, de forma que nas primeiras 24 horas apenas apresentou diferenca estatistica

na maior concentracdo quando comparado com 0s grupos controles, e com as outras
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concentracfes atingindo um valor de mortalidade de 3,40 +2,10. J& transcorridas as
48 horas, este mesmo extrato mostrou diferenca estatistica nas concentracdes 160
ppm (média de mortalidade igual a 8,60 +0,55) e 320 ppm (média de mortalidade igual
a 6,20 £1,79). Os tratamentos 40 e 80 ppm mostraram valores de média de
mortalidade mais discretos sendo 1,60 +1,14 e 2,80 +1,64, respectivamente (Tabela
4114).

Tabela 411 — Atividade larvicida em Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), instar L3, apds
o tratamento com o extrato diclorometanico (CH2Cl2) dos frutos verdes e

maduros de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae).

Mortalidade 24h Mortalidade 48h
Variacao
S Controle H.O 0+0a 0-0 0+0a 0-0
£ Destilada
é % Controle TWEEN 0+x0a 0-0 0+x0a 0-0
% ;% A.glabra 40 ppm 2,20 +1,30 b 0-3 5,40 + 0,55 b 5-6
‘3 g A. glabra 80 ppm 3,80 0,84 b 3-5 6,80 £1,48 ¢ 5-9
-2 A. glabra 160 ppm  6,00+0,71 ¢ 5-7 8,60 +0,55 d 8-9
g A. glabra 320 ppm 7,20+1,30c 6-9 9,60 £0,55d 9-10
5 Controle H:0 0+0a 0-0 0+0a 0-0
w T Destilada
% € Controle TWEEN 0+0a 0-0 0+0a 0-0
g 2 A. glabra 40 ppm 0,60 +0,55 a 0-1 1,60+1,14 a 0-3
é g A. glabra 80 ppm 0,40 0,55 a 0-1 2,80+1,64a,b 1-4
T g A. glabra 160 ppm 0,20 +0,45 a 0-1 4,00 +£1,23 b,c 2-5
g A. glabra 320 ppm 3,40+2,10b 0-5 6,20 +1,79 ¢ 4-8

Sendo x a média, DP o desvio padrao. Letras distintas indicam médias diferentes entre os tratamentos quando comparados
com o grupo controle e entre eles, quando aplicado o ANOVA e o pos-teste de comparagdo de mdltiplas médias de Tukey
(p-valor<0,05). Cada tratamento contou com um N amostral de 50 larvas (L3).

Fonte: Préprio Autor

A analise dos dados obtidos de atividade larvicida contra a espécie A. aegypti
envolvendo os extratos etandlicos de frutos verdes e maduros de A. glabra, mostrou
gue, no caso do extrato com frutos verdes nao se evidenciaram diferencas estatisticas
entre os tratamentos e 0s grupos controle nem entre eles. Ja o extrato com frutos
maduros apresentou diferenca estatistica apenas na maior concentracdo 320 ppm,

sendo uma média de 1,60 +1,14 nas primeiras 24 horas e 2,20 +£1,48 apés 48 horas
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da aplicacdo do extrato. Ainda sem diferencas significativas, as concentracdes de 80
e 160 ppm apresentaram médias de mortalidade que atingiram os valores de 1,00
+1,00 e 1,40 £1,14 que ndo apresentam diferencas com a maior concentracéo e,

também ndo com os grupos controles (Agua destilada e Metanol) (Tabela 5).

Tabela 5 — Atividade larvicida em Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), instar L3, apds
o tratamento com o extrato etandlico (CHsCH20H) dos frutos verdes e

maduros de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae).

Mortalidade 24h Mortalidade 48h
Grupos Tratamentos + DP Intervalo de + DP Intervalo de
X= Variacéo X= Variacéo
¢  Controle H0 0+0a 0-0 0+0a 0-0
o) Destilada
7)) N
S 5 Controle Metanol 0+0a 0-0 0+0a 0-0
g 6 A. glabra 40 ppm 0,40 £0,89 a 0-2 0,40+0,89 a 0-2
(/) N
£ 8 A glabra 80 ppm 0+0a 0-0 0+0a 0-0
- % A.glabra 160 ppm 0,20 +0,45 a 0-1 0,40 +0,55 a 0-1
TN glabra 320 ppm 0,40 +0,89 a 0-2 0,60 +1,34 a 0-3
£  Controle H0 0+0a 0-0 0+0a 0-0
w Q Destilada
o
% 5 Controle Metanol 0+x0a 0-0 0+x0a 0-0
< @ A. glabra 40 ppm 0,60 +0,89 a,b 0-2 0,80 +1,30 a,b 0-3
5 8  A.glabra 80 ppm 0,80 +0,84 a,b 0-2 1,00 £1,00 a,b 0-2
0 =
L % A. glabra 160 ppm 0,80 +0,84 a,b 0-2 1,40+1,14 a,b 0-3
oA glabra 320 ppm 1,60+1,14 b 0-3 2,20+1,48 b 0-4

Sendo x a média, DP o desvio padrao. Letras distintas indicam médias diferentes entre os tratamentos quando comparados
com o grupo controle e entre eles, quando aplicado o ANOVA e o pds-teste de comparagdo de multiplas médias de Tukey
(p-valor<0,05). Cada tratamento contou com um N amostral de 50 larvas (L3).

Fonte: Préprio Autor

Os dados levantados através dos ensaios com 0s extratos diclorometanico e
etandlico a partir dos frutos de A. glabra (verdes e maduros), foram analisados e
trabalhados (Figura 6). As porcentagens de mortalidade para os grupos tratados com
os extratos diclorometéanicos dos frutos (verdes e maduros) foram os maiores dentre
todos os testes realizados neste trabalho, destaque para o produto da extracao do
fruto verde que apresentou um padrao linear crescente conforme as concentracoes
analisadas aumentavam, demonstrando uma relacdo concentracdo/efeito (larvicida)

sobre os imaturos de A. aegypti. As duas maiores concentracdes (160 e 320 ppm —
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24h) mataram 60 e 72% das larvas testadas e essas concentracdes mantiveram o
comportamento no periodo de 48 horas apos a aplicacdo (160 ppm — 86% e
320 ppm — 96%).

Para os testes com extrato do fruto maduro ndo foi observada uma relagéao
concentracéo/efeito no periodo de 24 horas, contudo o destaque ficou por conta da
maior concentracdo (320 ppm) registrando a porcentagem de 34%. Ja os valores
obtidos para as 48 horas, mostraram nitidamente um aumento gradativo relacionado
a crescente das concentracdes (40 ppm — 16,0%; 80 ppm — 28,0%; 160 ppm — 40,0%
e 320 ppm — 62%) (Figura 6).

Ao analisar a relacdo concentracéo/efeito dos extratos etandlicos foi possivel
verificar que no caso do extrato elaborado com frutos verdes, na concentragéo inicial
40 ppm tanto nas primeiras 24 horas como as 48 horas ap0s a aplicacao, o percentual
de mortalidade foi de 4,0% e houve uma caida a zero mortes na concentracédo de 80
ppm interrompendo uma possivel relagdo da variavel dependente. Os valores
maximos de mortalidade atingidos pelo extrato etandlico com frutos verdes foram de
4,0% nas primeiras 24 horas e de 6,0% apés 48 horas da aplicacdo na maior

concentracdo 320 ppm (Figura 6).

J& o extrato etandlico obtido a partir de frutos maduros mostrou resultados um
pouco mais eficazes, apresentando uma relacdo concentracdo/efeito dependente
positiva. No caso dos registros feitos as 24 horas o percentual de mortalidade inicial
na menor concentracdo (40 ppm) foi de 4,0%, com uma constancia entre as
concentracfes de 80 ppme 160 ppm com valor de mortalidade igual a 8,0% e
finalmente atinge o valor de 16% na maior concentracao (320 ppm). O comportamento
crescente mais regular se observou nos registros apos 48 horas da aplicacdo com
mortalidades cresceram desde 8,0% (40 ppm) < 10,0% (80 ppm) < 14,0% (160 ppm)
até atingir o valor maximo de 22,0% na maior concentracao testada (320 ppm) (Figura
6).
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Figura 6 — Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), instar L3, apds o tratamento com os extratos
diclorometanico (CH2Cl2) e etandlico (CH3CH20H) dos frutos verdes e maduros de Annona glabra (Magnoliales:

Mortalidade (%)

Fonte:
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As concentragdes letais (CLso e CLgo) tanto para os extratos diclorometanicos
(frutos verdes e maduros) e etandlicos (frutos verdes e maduros) foram determinadas
mediante analise de regressdo de Probit e se apresentam na Tabela 6. O
comportamento das concentrac¢des calculadas foi coerente com os resultados até aqui
apresentados, pode se observar que o extrato diclorometéanico de frutos verdes é o
que apresenta 0os menores valores de concentracdo letal (maior efeito larvicida),
sendo as CLso igual a 160,61 ppm e 10,13 ppm nas 24 e 48 horas respectivamente e
as ClLoo igual a 445,39 ppm e 216,52 ppm para 24 e 48 horas respectivamente,

portanto a maior eficacia foi alcancada apos as 48 horas da aplicacdo do extrato.

Os extratos diclorometanicos de frutos maduros tiveram valores de CLso igual
a 420,59 ppm e 237,70 ppm nas 24 e 48 horas respectivamente e as CLgo igual a
671,04 ppm e 538,57 ppm para 24 e 48 respectivamente, sendo valores superiores
aos determinados para o extrato diclorometanico verde, e assim mostrando que o

efeito larvicida € menos eficaz (Tabela 6).

Quando calculadas as concentracfes letais para 0s extratos etandlicos se
observou que foram menores para o extrato com frutos maduros sendo as CLso igual
a 851,34 ppm e 666,78 ppm para as 24 e 48 horas respectivamente e as CLoo igual a
1522,81 ppm e 1250,87 ppm para as 24 e 48 horas respectivamente. Ja no caso do
extrato etanodlico produzido a partir de frutos verdes os valores de ClLso foram
consideravelmente maiores, sendo de 2362,62 ppm e 1292,24 ppm nas 24 e 48 horas
respectivamente, e as ClLgo foram determinadas nos valores 3802,60 ppm e
2087,79 ppm nas 24 e 48 horas respectivamente. Em ambos os casos (etandlico com
frutos verdes e com frutos maduros) as concentragdes letais a 48 horas tiveram uma

redugéo nos valores das concentragoes letais (Tabela 6).

Na comparacao das mortalidades ap0s 24 e 48 horas de tratamento para o
ensaio experimental houve diferencas significativas entre as mortalidades de 24 e 48
horas para os extratos diclorometanico de frutos verdes (t=2,901; df=6; p=0,0273) e
etandlico de frutos maduros (t=2,714; df=6; p = 0,0349). A diferenca dos resultados
obtidos para o diclorometanico frutos verdes no ensaio preliminar e no experimental
poderiam dever-se ao estudo de concentracbes mais elevadas no teste experimental,
dada a dependéncia que mostrou a mortalidade da concentracdo evidenciada nos

resultados do Qui-quadrado.
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Tabela 6 — Concentracdes letais CLso e CLoo calculadas mediante analise Probit da
espécie Aedes aegypti apdés o0 tratamento com o0s extratos
diclorometéanicos (CH2Cl2) e etandlicos (CH3CH20H) dos frutos verdes e
maduros de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae).

CL CL
Tratamentos Tempo * . X? le:auoT %Ie p-valor

Extrato 24 h 160,61 445,39 5,44 1 0,0197
diclorometéanico

de frutos verdes

de A. glabra 48 h 10,13 216,52 6,09 1 0,0136
Extrato 24 h 420,59 671,04 4,59 1 0,0321
diclorometéanico

de frutos maduros

de A. glabra 48 h 237,70 538,57 4,91 1 0,0268
Extrato etanolico 24 h 2362,62 3802,60 0,056 1 0,8130
de frutos verdes

de A. glabra 48 h 1292,24  2087,79 0,23 1 0,6313
Extrato etanélico 24 h 851,34 1522,81 0,59 1 0,4404
de frutos maduros

de A. glabra 48 h 666,78  1250,87 0,94 1 0,3321

X2: Qui-quadrado; p-valor<0,05.
Fonte: Préprio Autor

Chegado a este ponto, depois de ter avaliado o efeito das diferentes
concentracdes testadas quando comparadas com 0s grupos controle, as analises de
percentual de mortalidade e a determinagdo das concentracdes letais CLso e CLoo
feitas sobre os extratos hexanicos dos frutos (verdes e maduros) e etandlicos dos
frutos (verdes e maduros) de A. glabra pode-se dizer, sobre o sustento experimental
qgue: o extrato diclorometanico mostrou ter um 6timo efeito larvicida sendo o melhor
de entre todos os extratos testados, seguido pelo extrato diclorometanico com frutos
maduros. No caso dos extratos etanolicos ndo mostraram um efeito larvicida

promissor.

Desta forma, sugere-se que o metabdlito ou os metabdlitos com atividade
larvicida s&o extraidos em maior concentragdo com diclorometano, solvente de
“polaridade intermediaria” se considera por exemplo a escala crescente de polaridade:

Pentano < Hexano < Heptano < Triclorotrifluoretano < Tolueno < Cloroférmio <
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Diclorometano < Eter dietilico < Acetato de etila < Metil t-butil éter < Dioxano <

Acetonitrila < Acetona < Tetrahidrofurano < 2-propanol < Etanol < Agua destilada.

5.4 ENSAIO EXPERIMENTAL — ACAO RESIDUAL DOS EXTRATOS
DICLOROMETANICO (CH2Cl2) E ETANOLICO (CH3sCH20H) DE Annona glabra
(FRUTO VERDE E MADURO) SOBRE A MORTALIDADE DAS LARVAS (L3) DE
Aedes aegypti

Na Figura 7, era de se esperar que as maiores concentracdes apresentassem
taxas de mortalidades expressivas e com o0 passar do tempo esse ritmo fosse
reduzindo. E nitido que tal agdo ocorreu em todas as concentragdes do inicio ao final
do experimento, porém foi observada uma excecao no tratamento com 320 ppm onde
houve certa constancia no ritmo de mortalidade do 2° ao 6° dia (>90%)), vindo a reduzir
de forma significativa no 8° (50%) e 10° (13,04%) dias de experimento. Ressalta-se

gue todas as concentracdes ultrapassaram 50% de mortalidade da populacéo tratada

até o 2° dia.

Figura 7 - Porcentagem de mortalidade das larvas de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae), instar L3, em contato com o0 extrato
diclorometanico dos frutos verdes de Annona (glabra
(Magnoliales: Annonaceae) nas concentragdes de 40, 80, 160 e 320
ppm ao longo do tempo (240 horas) com observacdes em intervalos
de 48 horas.
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A ANOVA realizada para o ensaio residual do extrato diclorometanico
produzido com frutos verdes mostrou diferencas estatisticas significativas tanto para
a concentragdo quanto para o tempo (p= 0,0001 para ambos). O teste de Tukey para
as comparacdes multiplas mostrou apenas diferenca na concentracdo de 40 ppm para
48 horas quando comparado com 192 horas (p=0,0178), repetindo-se esse resultado
em todas as concentracbes (p-valor 80 ppm = 0,0037; p-valor 160 ppm = 0,0011;
p-valor 320 ppm = 0,0141). A comparagao de 98 horas contras 192 horas mostrou
diferencas estatisticas para as concentracfes de 80 ppm (p-valor = 0,0285), 160 ppm
(p-valor = 0,0024) e 320 ppm (p-valor = 0,0089). Esta ultima concentracdo mostrou
diferenca para 144 vs 192 horas (p-valor = 0,0225).

Ao analisar a Figura 8, foi possivel notar que houve uma relacdo de
concentragdo/efeito no extrato diclorometanico dos frutos maduros de A. glabra até o
periodo do 8° dia e a interrupcéo deste padrdo apenas na concentracao 80 ppm (0%),
cuja eficacia cessou e veio a ser seguida pela dosagem de 40 ppm apenas no 10° dia
de observacao e que ja apresentava taxas de mortalidade inferiores a 10% desde o
4° dia. As concentracbes analisadas apresentaram porcentagens de mortalidade

inferiores a 70%.
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Figura 8 — Porcentagem de mortalidade das larvas de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae), instar L3, em contato com o0 extrato
diclorometanico dos frutos maduros de Annona (glabra
(Magnoliales: Annonaceae) nas concentracdes de 40, 80, 160 e
320 ppm ao longo do tempo (240 horas) com observagbes em
intervalos de 48 horas.
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Fonte: Préprio Autor

A ANOVA realizada ao extrato diclorometanico de frutos maduros mostrou que
existem diferencas estatisticas significativas entre as diferentes concentracfes
estudadas (p=0,0051) e o tempo (p= 0,0030) de permanéncia da atividade larvicida.
As comparagdes multiplas evidenciaram diferengas entre 48 horas quando comparado
com as 192 horas (p=0,0189), 48 horas versus 240 horas (p=0,0090), assim como,
entre 96 horas e 240 horas (p=0,0395).

Os resultados encontrados nos testes de mortalidade realizados com os
extratos etanodlicos dos frutos verdes (Figura 9) foram os menores dentre todos, pois
0s percentuais variaram entre 0 e 6% (80 e 320 ppm, respectivamente). Chama a
atencdo o fato da néo ocorréncia do efeito concentracdo/resposta registrada nos
outros testes, demonstrando que este extrato nao apresenta relacdo de
proporcionalidade, exemplo disto séo os resultados encontrados nas concentracdes

de 40 e 160 ppm, ao longo do tempo, que foram exatamente 0os mesmos. A
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concentracdo de 80 ppm apresentou efeito nulo ao longo de todo o experimento, tendo
sido registrada uma Unica morte (2%) no 6° dia. A Unica concentracao que apresentou

alguma mortalidade ao longo dos dias foi 320 ppm, chegando a registrar até o 8° dia.

Figura 9 — Porcentagem de mortalidade de larvas de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae), instar L3, em contato com o extrato etandlico dos
frutos verdes de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae) nas
concentracfes de 40, 80, 160 e 320 ppm ao longo do tempo (240
horas) com observacfes em intervalos de 48 horas.
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A andlise de variancias para o extrato etanélico apenas evidenciou diferencas
no comportamento dos valores de mortalidades das larvas no tempo (p=0,0168),
essas divergéncias se apresentaram unicamente para a comparacdo das
mortalidades 48 horas, com 96 horas e 240 horas, com valores de p iguais a 0,0354
e 0,0134 respectivamente.

Quando analisado o efeito do extrato etandlico, desta vez, provindo de frutos
maduros (Figura 10), foi notério que os resultados ndo demonstraram acao larvicida
significativa para o solvente com esta natureza quimica que tende a maior polaridade.
Os percentuais variaram entre si, contudo, foi possivel verificar uma relacdo de
concentracao/efeito até o 4° dia de experimento (96 horas). Porém, vale ressaltar que
o ritmo de mortalidade foi reduzindo de forma notéria, cessando na concentragéo 80

ppm no 4° dia e para 40 e 160 ppm no 8° dia apds ter se iniciado o experimento. A
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concentracdo de 320 ppm apresentou um decréscimo constante no ritmo de
mortalidade ao longo do tempo.

Figura 10 - Porcentagem de mortalidade das larvas de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae), instar L3, em contato com o extrato etandlico
dos frutos maduros de Annona glabra (Magnoliales: Annonaceae)
nas concentracoes de 40, 80, 160 e 320 ppm ao longo do tempo (240
horas) com observacgfes em intervalos de 48 horas.
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Fonte: Préprio Autor

Ao realizar a ANOVA do extrato etanolico maduro, foi possivel verificar que
houve um comportamento similar ao extrato diclorometanico maduro, mostrando
diferencas significativas nas mortalidades tanto para o tempo (p=0,0007) quanto para
a concentracdo (p=0,0021). O teste de comparac¢des de multiplas médias de Turkey
mostrou diferencas para quatro comparacoes dos tempos (48 horas versus 144 horas,
p=0,0075; 48 horas versus 192 horas, p=0,0026; 48 horas versus 240 horas,
p=0,0007; e 96 horas versus 240h, p=0,0471).

A andlise geral dos resultados das analises de variancia (ANOVA) mostrou que
os extratos diclorometano verde e maduro e o etandlico maduro apresentaram
diferencas estatisticamente significativas para a concentragdo e para o tempo,
enguanto o etanolico verde mostrou apenas, diferencas para o tempo. De acordo com

o teste de Tukey a Unica comparacdo que evidenciou diferengas para os quatro
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extratos estudados foi para o tempo 48 horas quando comparado com o tempo de 192

horas.

6 DISCUSSAO

6.1 EFEITO DOS EXTRATOS HEXANICO [CH3(CH2)sCHz3], DICLOROMETANICO
(CH2Cl2) E ETANOLICO (CH3CH20H) DE Annona glabra (FRUTO VERDE E
MADURO) SOBRE A MORTALIDADE DAS LARVAS (L3) DE Aedes aegypti

Os compostos derivados de plantas pertencentes aos membros da familia
Annonaceae, mostram atividade significativa contra larvas de dipteros do género
Culex (MIKOLAJCZAK; MCLAUGHLIN; RUPPRECHT, 1988; MEHRA; HIRADHAR,
2000; GEORGE; VINCENT, 2005). As partes aéreas (galhos) da espécie A. glabra
sao fontes de substancias com funcéo inseticida (OHSAWA et al. 1991; PADMAJA et
al. 1995; ZENG et al. 1996; CHANG et al. 2000; MENDONCA et al. 2005) e acéo
larvicida sobre a espécie A. aegypti (MENDONCA et al. 2005; AMARASINGHE et al.
2020). Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com a espécie a fim de entender
melhor a composi¢cdo quimica e aplicabilidade na area da saude e no controle
entomoldgico. Os resultados encontrados corroboram com outros autores que

abordaram a efetividade inseticida da espécie.

MENDONCA et al. (2005) testaram uma série de extratos e 6leos de plantas
medicinais brasileiras com o objetivo de verificar as atividades larvicidas sobre a
espécie A. aegypti, utilizando a metodologia preconizada pela OMS (WHO, 1996). A
fracdo etandlica de A. glabra foi a mais ativa, preparado em aparelho Soxhlet a partir
do caule, apresentando uma CLso de 27 ppm. Este estudo corrobora com o trabalho
aqui apresentado, demonstrando a atividade larvicida da planta. Todavia, 0 melhor
resultado néo foi obtido com o extrato etandlico, mas sim com o diclorometano (frutos
verdes) o que diferencia os estudos, sendo as CLso igual a 160,61 ppm e 10,13 ppm

nas 24 e 48 horas respectivamente.

Em estudo realizado por KABIR (2010), foi analisado o efeito de uma fracao
contendo alcaloides a partir da casca do caule da planta da espécie Artabotrys
odoratissimus (Annonaceae), em seis concentragdes (10 a 320 ppm) sobre larvas (L3)
de C. quinquefascatus. A atividade larvicida no periodo de 24 horas registrou uma

CLso de 99,13 ppm. Os resultados apresentados pelo autor corroboram com oS
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achados no presente trabalho, indicando que outros membros da familia Annonaceae
apresentam propriedades larvicidas. O extrato diclorometanico (frutos verdes e
maduros) de A. glabra registrou as Clso de 160,61 ppm e 420,59 ppm,
respectivamente. Segundo DE CASSIA SEFFRIN et al. (2010), as acetogeninas
encontradas nos membros da familia Annonaceae seriam as responsaveis por

provocar toxicidade em diferentes membros da classe insecta.

ACIOLE et al. (2011), avaliaram o efeito inseticida dos 6leos essenciais de trés
diferentes espécies de plantas pertencente a familia Annonaceae (Guatteria hispida,
Guatteria blepharophylla e Guatteria friesiana) contra larvas A. aegypti (L3), em
condicBes de laboratdrio. Os 6leos essenciais foram extraidos a partir das folhas das
plantas por hidrodestilacdo. As larvas de A. aegypti foram expostas a sete diferentes
concentracdes (12; 15; 20; 35; 40; 60 e 85 ppm) e a mortalidade larval foi aferida 24
horas ap6s iniciado os testes. A maior taxa registrada para CLso foi para G. hispida e
a menor para G. Friesiana, sendo os valores: G. hispida — 85,74 ppm; G.
blepharophylla — 58,72 ppm; e G. friesiana — 52,6 ppm. Novamente os membros da
familia Annonaceae demonstram sua exceléncia e aplicabilidade no controle larvicida,
reforcando os dados levantados por este trabalho com A. glabra. Os produtos
derivados do processo extrativo com a fracao etandlica ndo demonstraram ser 0s mais
atraentes, porém o destaque ficou a cargo dos derivados do extrato diclorometanico
dos frutos verdes com CLso de 160,61 ppm, seguido pelo extrato diclorometanico dos
frutos maduros com CLso de 420,59 ppm, ambos no periodo de 24 horas.

6.2 EFEITO DA ACAO RESIDUAL DOS EXTRATOS DICLOROMETANICO (CH2Cly)
E ETANOLICO (CHsCH20H) DE Annona glabra (FRUTO VERDE E MADURO)
SOBRE A MORTALIDADE DAS LARVAS (L3) DE Aedes aegypti

GUARIDO (2010) abordou em seu estudo o efeito residual considerando a
CLog, apenas do extrato diclorometanico das sementes da planta A. foetida sobre as
larvas de A. aegypti. O efeito residual do extrato para tal concentragéo registrou o
valor de 47,22 ppm (24 horas). A eficacia da CLgo foi de 100% de mortalidade das
larvas até o 12° dia, chegando <70% apds o 18° dia e a partir do 25° dia nao foi mais
observada mortalidade. Em virtude da quantidade de material obtido dos outros
extratos ndo foi possivel a realizagdo deste experimento com as outras fragcdes. O
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extrato de A. foetida demonstrou ser eficaz no controle de A. aegypti e 0 mesmo é
visto com A. glabra registrando um percentual de mortalidade para a mesma espécie
de mosquito. A maior concentracdo (320 ppm) do extrato de diclorometanico dos
frutos verdes de A. glabra, apresentou ritmo de mortalidade superior aos 90% no 2°,
4° e 6° dia de experimento, reduzindo no 8° para 50% e no 10° para 13,04%, com
observacdes realizadas a cada 48 horas.

De acordo com o proprio GUARIDO (2010), é evidente a dificuldade para
encontrar na literatura estudos que se dediquem a abordar o periodo de atividade
larvicida com produtos de origem vegetal e este cenario aparentemente nao
demonstra ter mudado, grande parte dos artigos abordam apenas a atividade e a
composic¢ao fitoquimica dos compostos. O conhecimento mais aprofundado acerca do
tempo de atividade inseticida dos extratos é fundamental, tendo em vista a
possibilidade no futuro da elaboracdo de um produto viavel e aplicavel em maior
escala.

Em seu estudo PROPHIRO et al. (2012), verificaram o efeito residual dos 6leos
de duas plantas nas seguintes concentragdes: Carapa guianensis — 1400 ppm e
Copaifera sp. - 150 ppm, ambas contra larvas (L3 e L4 - jovens) de A. aegypti. A
espécie C. guianensis manteve a taxa de mortalidade em 100% até o 12° dia de
experimento e quando chegou no 32° dia ndo foram mais observadas larvas mortas.
Jé para Copaifera sp. verificou-se 100% de letalidade até o 4° dia e a partir de entéo,
se observou uma queda continua e abrupta nos dias seguintes chegando a zerar a
taxa de mortalidade no 22° dia.

A acéo residual ou efeito residual é a capacidade que uma substancia tem de
se manter ativa, em determinada dosagem e apresentando atividade larvicida ao
longo de um periodo de tempo (PONTES et al. 2005). Os testes com o0s produtos
derivados da extracao com diclorometano frutos verdes de A. glabra na concentracéo
de 320 ppm matou mais de 90% das larvas até o 6° dia de experimento e no 8° a taxa
de letalidade reduziu para 50%; a mesma concentra¢cdo com frutos maduros registrou
até o 4° dia valores préoximos de 70% de mortalidade. Estes resultados demonstraram
gue tais produtos tiveram éxito tendo em mente os pontos levantados por PONTES et
al. (2005) e sendo corroborado pelo estudo de PROPHIRO et al. (2012).

7 CONCLUSAO
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1. As porcentagens de mortalidade com os maiores valores registrados foram
para ambos os extratos de frutos (verdes e maduros) da espécie A. glabra
com diclorometanico (CH2Cl2), evidenciando neste caso que a planta possui
atividade larvicida e promissora aplicabilidade, indo ao encontro de outros
trabalhos na literatura. A extracdo do fruto verde (CH2Cl2) apresentou um
padrao linear crescente conforme as concentracdes analisadas aumentavam,
demonstrando uma relacdo concentracao/efeito (larvicida) sobre A. aegypti.
Ja o efeito dos extratos etandlicos (CHsCH20H) provindo de frutos (verdes e
maduros) ndo demonstraram acao larvicida significativa para o solvente com

esta natureza quimica que tende a maior polaridade.

2. A acédo residual com extrato dos frutos verdes (CH2Cl2) nas maiores
concentracbes apresentaram taxas de mortalidade expressivas e com o
passar do tempo esse ritmo foi reduzindo. Isto ocorreu em todas as
concentracfes do inicio ao fim do experimento, porém a Unica excec¢ao foi
com 320 ppm, onde houve certa constancia no ritmo de mortalidade que veio
a reduzir com o passar dos dias; e as concentracdes do extrato dos frutos
maduros de A.glabra (CH2Cl2) apresentaram uma relagdo de
concentracdo/efeito até o 8° dia e todas as concentracfes analisadas
demonstraram porcentagens de mortalidade inferiores a 70%. O efeito dos
extratos etanolicos (CH3CH20H) dos frutos verdes e maduros nos modelos
experimentais demonstraram reduzida capacidade no controle de larvas,
sendo plausivel afirmar que a polaridade das substancias com maior efeito

larvicida foram mais bem extraidas com diclorometano e ndo com etanol.

3. As concentragdes letais (CLso e CLgo) tanto para os extratos diclorometanicos
(frutos verdes e maduros) e etandlicos (frutos verdes e maduros) foram
determinadas. Dentre os produtos analisados, os extratos diclorometéanicos
dos frutos verdes e maduros demonstraram possuir os maiores efeitos
larvicidas, tendo nos frutos verdes encontrado o menor valor de concentracéo
letal consequentemente maior efeito larvicida. Desta forma, & evidente o

potencial da espécie A. glabra no controle de larvas de A. aegypti.
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ANEXOS

ANEXO | = PLANILHA AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA -
Annona glabra L. (Magnoliales: Annonaceae) versus Aedes aegypti

(Diptera: Culicidae)

TEST
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N° do
Experimento:

Pesquisador principal:

Local:

Data inicio do
tratamento:

Material:

Formulagao:

Temperatura:

Fotoperiodo:

Espécie:

Instar:

Larvas/frasco:

Agua:

Volume de
agua:

Solvente:

Data preparo solucéo:

Grupo

Concentragdes (ppm)

Data

Tempo (horas)

24

48

Tempo (dias)

Controle
H,O (destilada)

Controle Tween
ou
Controle Metanol

A. glabra

40

A. glabra

80

A. glabra

160

A. glabra

320
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Fonte: Préprio Autor



ANEXO Il = PLANILHA AVALIACAO DA ACAO RESIDUAL DOS EXTRATOS -
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Annona glabra L. (Magnoliales: Annonaceae) versus Aedes aegypti (Diptera:

Culicidae)
TESTE
N° do Pesquisador principal: Local: Data inicio do
Experimento: tratamento:
Material: Formulagéao: Temperatura: | Fotoperiodo: | Espécie:
Instar: Larvas/frasco: | Agua: | Volume de Solvente: Data preparo solugéo:
agua:
Data Il Il Il I I
e Cacdioss Tempo (horas) 48 96 144 192 240
(ppm) Tempo (dias) 2 4 6 8 10

Controle
H,O (destilada)

Controle Tween

ou

Controle Metanol

A. glabra 40

A. glabra
80

A. glabra
160

A. glabra
320

m|O(0O|w(>|MO|0|w(>|MmO|0O(w|>(m|0 |0 |(w(>|Mm0 0w >(mJ0|w >

Fonte: Préprio Autor
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ANEXO IV — CARTA DE ACEITE PARA PUBLICACAO DO ARTIGO DE REVISAO
DE Annona glabra (Annonaceae)

AMAZONIA
. Invastiga

Rel. Confirmation of acceptance

The editonial teamof the Revista Amazonia Investiga ISSN 2322+ 6307 informs the next paper
has been accepted for publication:

Paper

Aplkagio de Annona glbra L. (Annonaceac) na drea da saide, composigio quimica ¢
atividade bioldgica.

Authors

Lulz Eduardo D*Elin Oliveira
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Carlos Manuel Dutok-Sdnchez

https ore b or g/ANMHINNN T 6T 1 2-3 185
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Fernando Antdnio de Medeiros
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Date of publication: Vol. 11 - [ssue 4%1h, 2022
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Diego F¢lipe Arbelaez Campillo
Editor
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www.amazoniainvestiga.info

Disponivel em: https://amazoniainvestiga.info/index.php/amazonia/article/view/1894
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ATA N° 34/2021 DA DEFESA DE DISSERTACAO DO MESTRANDO LUIZ
EDUARDO D’ELIA OLIVEIRA

Ao décimo quinto dia do més de dezembro do ano de dois mil e vinte e um, as 09:00
horas, por meio de videoconferéncia atravées do Link (defesa por
videoconferéncia): (https://meet.google.com/ofb-xwjm-znb), realizou-se a defesa da
dissertacdo do académico Luiz Eduardo D’Elia Oliveira, do Programa de Mestrado em
Ciéncias da Saude - PPGCS. A Comissdo Examinadora da defesa da dissertacéo,
obedecendo ao disposto no Regimento Interno do PPGCS, foi constituida pelos
Doutores: Fernando Antonio de Medeiros, Orientador e presidente sem direito a
avaliacdo, Madson Ralide Fonseca Gomes (PPGCS), Emerson Augusto Castilho Martins
(PPGCS) e Paloma Martins Mendonga (Externo). O tema arguido foi: “Bioatividade
dos Extratos de Annona glabra L. (Magnoliales: Annonaceae) sobre a fase
larval de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)” Apods apresentacdo e arguicdo, o
mestrando respondeu as perguntas formuladas e, posteriormente, a Comissao
Examinadora reuniu-se para proceder a avaliacdo, sendo atribuidos os seguintes
pareceres (aprovado/reprovado): Dr. Madson Ralide Fonseca Gomes, Dr. Emerson
Augusto Castilho Martins e Dra. Paloma Martins Mendonga. Assim sendo, a Comisséo
Examinadora (aprovou/reprovou) APROVOU a dissertagdo do mestrando Luiz
Eduardo D’Elia Oliveira, ressaltando as consideracdes abaixo. Nada mais havendo a
tratar, o Presidente da Comissado Examinadora deu por encerrado os trabalhos, sendo
lavrada e conferida a presente ata, que depois de lida e achada conforme, vai
devidamente assinada por quem é de direito. O discente e a Comissao Examinadora
participaram por videoconferéncia e assinardo a ata por meio de assinatura digital.

Consideracgfes da banca:

Os membros da banca se reuniram em reunido secreta para avaliacao final do trabalho,
apos discussédo decidiram por “APROVAR” a versao do documento escrito, devendo o
mestrando cumprir com todas as exigéncias apontadas pela banca examinadora para
entrega da verséo final do documento escrito a coordenagéo do curso.
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