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RESUMO

A busca por metodologias para a eliminagdo das larvas do mosquito Aedes aegypti ¢
uma estratégia utilizada por varios pesquisadores. Extratos ou o6leos essenciais de
plantas surgem como uma alternativa aos inseticidas sintéticos, a fim de diminuir a
velocidade de selecdo de populacdes resistentes aos inseticidas quimicos,
organofosforados e piretrdides. Diversos estudos ja foram realizados e descritos na
literatura, demonstrando os efeitos dos extratos obtidos com vegetais do género Lantana
sobre varios organismos, incluindo mosquitos e suas larvas. Entretanto, estudos com a
espécie Lantana camara sobre o efeito larvicida em larvas do mosquito A. aegypti nao
foi ainda descrito. Portanto, o objetivo deste trabalho foi de avaliar experimentalmente o
efeito larvicida do extrato etandlico de L. camara em larvas de terceiro/quarto estagio
de mosquitos A. aegypti. Assim, no intuito de investigar os possiveis metabolitos
secundarios encontrados no extrato etandlico das folhas de L. camara por meio da
prospeccao fitoquimica preliminar, a avali¢do das atividades antioxidante pelo método



do sequestro de radicais livres DPPH, citotdxica pelo bioensaio in vitro pela Artemia
salina para obtencdo de resultados. O extrato de Lantana camara analisado em
concentragdo de 600ppm, causou mortalidade média superior a 90% das larvas testadas
e uma andlise total de 95% de mortalidade, at¢ 48 horas de exposi¢cdo das larvas ao
extrato, mostrando uma ag¢ao larvicida eficaz. Com relacdo a toxicidade do extrato
etandlicos de Lantana camara, apresentou uma concentragdo letal (LCso) de 35,699
ppm, apontando uma alta toxicidade, permanecendo ativa por mais de 48 horas. Para o
0leo essencial por hidrodestilacao, foram identificados 9 componentes, sendo trés
considerados mais relevantes, pois sdo responsdveis pela caracterizagdo de seu forte
aroma: cariofileno (7,3%), germacreno B (37,5%) e o germacreno D (21,7%). Uma
outra parte do trabalho consistiu no estudo, de procedimentos cromatograficos do
extrato etandlico de Lantana camara, iniciado por uma filtrante e posteriormente,
cromatografia em coluna (CC), o que resultou no isolamento de um biosideo da flavona.
A estrutura foi definida através da andlise dos espectros de ressonincia magnética
nuclear (NMR) de 'H e de '>C (1D ¢ 2D) e espectrometria de massas, vale ressaltar que
o flavonoide glicosilado isolado do extrato etandlicos das folhas de L. camara é inédito
nessa espécie.

Palavra-chave: Aedes aegypti; Lantana camara; atividade larvicida
ABSTRACT

The search for methodologies for the elimination of Aedes aegypti mosquito larvae is a
strategy used by several researchers. Extracts or essential oils from plants appear as an
alternative to synthetic insecticides in order to decrease the rate of selection of
populations  resistant to chemical insecticides, organophosphates and pyrethroids.
Several studies have already been carried out and described in the literature,
demonstrating the effects of extracts obtained with plants of the genus Lantana on
various organisms, including mosquitoes and their larvae. However, studies with the
Lantana camara species on the larvicidal effect in 4. aegypti mosquito larvae have not
been described. Therefore, the objective of this work was to evaluate experimentally the
larvicidal effect of L. camara ethanolic extract on larvae of third / fourth stage of A.
aegypti mosquitoes. Thus, in order to investigate the possible secondary metabolites
found in the ethanol extract of the leaves of L. camara by means of the preliminary
phytochemical prospection, the evaluation of the antioxidant activities by the free
radical sequestration method DPPH, cytotoxic by the in vitro bioassay by Artemia
salina obtaining results. Lantana camara extract analyzed at a concentration of 600ppm
caused an average mortality of over 90% of the larvae tested and a total analysis of 95%
of mortality, up to 48 hours of exposure of the larvae to the extract, showing an effective
larvicidal action. With respect to the toxicity of the ethanolic extract of Lantana
camara, it presented a lethal concentration (LCso) of 35,699 ppm, indicating a high
toxicity, remaining active for more than 48 hours. For the essential oil by
hydrodistillation, 9 components were identified, being three considered more relevant,
since they are responsible for the characterization of its strong aroma: cariophilene
(7.3%), germacrene B (37.5%) and germacrene D (21,7%). Another part of the work
consisted of in the study, of chromatographic procedures of the ethanolic extract of
Lantana camara, initiated by a filter and afterwards, column chromatography (CC),
which resulted in the isolation of a flavone bioside. The structure was defined by the
analysis of 'H and "*C (1D and 2D) nuclear magnetic resonance (NMR) spectra and
mass spectrometry, it is worth mentioning that the glycosylated flavonoid isolated from
the ethanolic extract of L. camara leaves is unheard of in in this species.
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1- INTRODUCAO

A espécie vegetal Lantana camara da familia das Verbenaceae ¢ uma importante
planta daninha tropical, presente em areas cultivaveis, pastagens e terrenos abandonados,
tanto em regides secas quanto umidas e que, frequentemente, cresce em vales e encostas
(PEREIRA, 2005). Na literatura ¢ citada como planta téxica, capaz de provocar

fotossensibilizagdo (doenca causada por toxinas) em bovinos ou ovinos, embora nem



todas as espécies possuam esta propriedade (BRITO et al 2004; TOKARNIA et al.
1999). Sao reconhecidos também propriedades alelopaticas, substancias liberadas pela
planta e soluveis em agua (GORLA & PEREZ, 1997), e atualmente destaca-se com
importantes efeitos repelentes contra larvas de mosquitos Aedes (IANNACONE &
LAMAS, 2003).

Uma vez que o uso dos inseticidas quimicos convencionais ou sintéticos vem se
tornando cada vez mais problematico, mesmo havendo a morte dos artropodes
(mosquitos) suscetiveis as dosagens aplicadas, os que sobrevivem tornam-se mais
resistentes, transferem essa capacidade a seus descendentes e, portanto, populagdes cada
vez mais tolerantes sdo selecionadas. Aqui deve ser destacado o fato de que o uso
indiscriminado dos inseticidas torna possivel o estabelecimento da resisténcia mais
rapidamente (DONALISIO & GLASSER, 2002).

Pois desde a década de 70, temos relatos de resisténcias das formas adultas de 4.
aegypti, devido a acdo residual dos inseticidas BHC, DDT e Dieldrin (BROGDON &
MCALLISTER, 1998). Pesquisas comprovam a resisténcia desse vetor aos atuais
inseticidas, em varios locais do mundo, tais como: Tailandia (JIRAKANJANAKIT et al.,
2007), Cuba, Peru e Venezuela (RODRfGUEZ et al., 2007). No Brasil, a resisténcia foi
verificada em Campo Grande-MS (CAMPOS & ANDRADE, 2003); Sao Paulo (LUNA
et al., 2004); Distrito Federal (CARVALHO et al., 2004); Alagoas, Rio de Janeiro e
Sergipe. (BRAGA et al., 2004).

Portanto, uma das alternativas para evitar o desenvolvimento de resisténcia em
mosquitos ¢ a utilizacdo de produtos obtidos a partir de plantas com poder inseticida.
Insetos expostos a bioinseticidas apresentam lento processo de desenvolvimento de
resisténcia, pois essas substancias, diferentemente dos inseticidas quimicos sintéticos,
sdo compostas pela associagdo de varios principios ativos (ROEL, 2001).

Assim, o desenvolvimento de novas substancias inseticidas biodegradaveis para o
controle de mosquitos tem se tornado de grande relevancia no Brasil. Os 6leos essenciais
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e extratos a base de solventes organicos obtidos de plantas sao considerados fontes
potenciais de substancias biologicamente ativas contra esses insetos. Esses artropodes,
da Ordem Diptera, Familia Culicidae, estao distribuidos por todas as regides do globo.
A érea Neotropical € a que detém o maior nivel de endemicidade. Sao conhecidos por
diversos nomes populares, como pernilongos, murigocas, mosquitos-pregos, zancudos,

carapanas e sovelas, dependendo da regido. Os adultos alados, na grande maioria, sao



hemato6fagos e nas suas fases imaturas, aquaticos. (WARD et. al., 1982; CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994; MARCONDES, 2001). A Familia Culicidae apresenta grande
interesse em Saude Publica, por apresentar o maior nimero € os mais importantes
insetos hematdfagos entre todo o Filo Arthropoda. (EIRAS, 2005). Principlamente um
dos protagonista mais presentes, o Aedes aegypti. O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) ¢ originario da Africa, possivelmente da regido da Etiopia, e
acompanhou a migra¢cdo humana pelo mundo desde as primeiras alteracdes antrdpicas
acontecidas em seu ambiente natural. Entre os culicideos, ¢ conhecido como a espécie
mais integrada ao ambiente do ser humano. (NATAL, 2002; FERNANDES, 2006) e ¢ o
mais importante vetor dos agentes etioldgicos da dengue e da febre amarela urbana.
Trata-se de uma espécie cosmopolita, de habitos diurnos, sendo muito bem adaptada ao
domicilio humano. (PINA, 1999). As fémeas de A. aegypti ndo ovipdem em ambiente
aquatico, e sim em areas de provaveis criadouros. Seus criadouros sao transitorios,
dependentes diretos das chuvas, pois suas larvas e pupas sdo aquaticas. Em fun¢ao
disso, a populagao de mosquitos adultos sofre flutuacdo grande e abrupta de densidade
durante o ciclo anual, ou seja, seu ciclo anual ¢ controlado pela quantidade de chuvas e
pela temperatura ambiente. (LORENCO DE-OLIVEIRA, 1995; FORATTINI, 2002).

Cabe salientar, que a fase larval ¢ o periodo de maior alimentagdo e crescimento,
quando estes passam grande parte do tempo alimentando-se principalmente de material
organico e microplancton presentes na agua. (BERGO et. al., 1990). Todo o processo
digestivo das larvas ocorre no canal alimentar (sistema digestorio ou intestino), que ¢
responsavel por todas as etapas do processamento do alimento: digestdo, absorcao,
formagao e eliminagdo das fezes. (TERRA & FERREIRA, 2009).

O intestino representa uma grande interconexao entre o inseto € o seu ambiente e
a compreensdo das fungdes e modos de operacdo do intestino sdo essenciais para avaliar
os meétodos de controle, pois exibem uma grande diversidade na morfologia e
bioquimica. (LAW et al, 1992).
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Entre as estratégias ja utilizadas para controle e prevencao ao 4. aegypti, também
e ndo menos importante, porém preocupante, a utilizacdo de inseticidas sintéticos,

piretroides e organofosforados. (AUGUSTO & CAMARA NETO, 2005).

E o motivo principal é que esses inseticidas sintéticos ndo sdo seletivos, agridem
o0 meio ambiente e apresentam efeitos toxicos agudos e cronicos sobre invertebrados e

vertebrados. (DULOUT et al 1985; DEGRAEVE et al 1984; DEGRAEVE;



MOUTSCHEN, 1984; DEFERRARI et al 1991; GARRETT, 1992; EYER, 1995;
CAVALIERE et al., 1996; MELO et al., 2008).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho consistiu em investigar ndo apenas a agao
larvicida dos extratos etandlicos e do 6leo essencial de Lantana camara, como também a
presenga de toxicidade, antioxidante e antibactericida, bem como identificar os
metabolitos secundarios, pertencentes a classes distintas, como os flavonoides, que
apresentam atividades anti-inflamatoéria e antioxidante, esteroides/triterpenoides que
apresentam atividade anti-inflamatéria, terpenoides/terpenos, taninos. Assim como
possiveis isolados do vegetal e composi¢do do 6leo essencial de L. camara.

Tais estudos sdo importantes, pois permitem visualizar a abrangéncia e
especificidade dos mecanismos envolvidos neste processo, possibilitando estimar os
possiveis impactos ambientais e ecologicos da sua utilizagao.

Portanto, estudos nesta area dardo subsidios para o aperfeicoamento ¢ desenvolvimento
de novos bioinseticidas, com a vantagem de se conhecer seus mecanismos de agao,
espectro de acdo ambiental e propriedades fisico-quimicas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar o efeito larvicida, toxicidade, antioxidante ¢ antibactericida em larvas de
Aedes aegypti, expostas a solucdo etandlica e 6leo essencial, avaliando os potenciais

fitoquimicos do Cambara de chumbo (Lantana camara).

2.2 - Objetivos Especificos

* Verificar a atividade larvicida dos extratos etanolico obtidos das folhas do

Cambara de Chumbo (Lantana Camara).

* Realizar estudos cromatograficos dos extratos e isolamentos de substancias do

Cambara de Chumbo (Lantana Camara).

 Avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial do Cambara de Chumbo

(Lantana Camara).

* Avaliar a toxicidade dos extratos etanolicos das folhas do Lantana camara por



meio dos cistos de Artemia salina.

* Analisar a composic¢ao volatil das folhas do Cambara de Chumbo (Lantana

Camara).

* Identificar os metabolitos secundarios, pertencentes a classes distintas de
alcaloides, compostos fendlicos e terpenos, nas diversas subclasses, em especial,
os flavonoides, antocianinas, antocianidinas, xantonas, esteroides/triterpenoides,
através da triagem preliminar fotoquimica;
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Ocorréncia do Aedes aegypti no Brasil

A partir do século XX, o combate ao 4. aegypti foi institucionalizado no Brasil
devido a diversas epidemias de febre amarela urbana que ocorriam no pais. A primeira
campanha publica foi iniciada por Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro (1902-1907), o que
instituiu as brigadas sanitdrias, detectando casos de febre amarela e eliminando os focos
do mosquito (LOWY, 1990; DONALISIO, 2002).

Entre 1928 e 1929, ocorreu outra epidemia, iniciada na cidade do Rio de Janeiro,
disseminando-se para outros municipios do Estado (DONALISIO, 2002). Nas décadas
de 1930 e 1940, com o incentivo da Fundag¢ao Rockefeller, foram executadas
campanhas de erradicacdo do 4. aegypti nas Américas. No Brasil, entre os anos de 1923
e 1924, essa Fundacao atuou contra a febre amarela nas cidades litoraneas do Nordeste.
Um acordo com o Departamento Nacional de Satde Publica (DNSP) conferiu a esta
organizacao norte-americana a responsabilidade exclusiva de eliminagdo do mosquito
(LOWY, 1999).

Em 1947, a Organizagdo Pan-Americana da Satude (OPAS) e a Organizagao
Mundial da Satde (OMS) decidiram coordenar a erradicagdo do 4. aegypti no continente
por intermédio do Programa de erradicagcdo do A. aegypti no Hemisfério Oeste (SOPER,
1965; DONALISIO, 2002).

Entre o final da década de 1940 e 1950, eficientes programas de erradicagao do
vetor foram implantados em todos os paises latino-americanos, sendo o mesmo
eliminado em quase toda a América, com exce¢do dos Estados Unidos, Suriname,
Venezuela, Cuba, Jamaica, Haiti, Repliblica Dominicana e uma pequena parte da

Colombia (SOPER, 1965).



O ultimo foco do mosquito no Brasil foi eliminado no dia 2 de abril de 1955, na
zona rural do Municipio de Santa Terezinha, Bahia (FRANCO, 1969). Em 1958, na XV
Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, em Porto Rico, foi oficialmente declarado que o
Pais conseguira erradicar o vetor (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Em 1967, confirmou-se a reintrodugdo do 4. aegypti no Pais, no Estado do Para,
e em 1969, no Estado do Maranhdao. Mas, em 1973, um ultimo foco foi eliminado e o
vetor foi novamente considerado erradicado no territorio brasileiro (NOBRE, et al,
1994).

Entretanto, em funcao de falhas na vigilancia epidemiolédgica e de mudangas

sociais e ambientais decorrentes da urbanizagao acelerada, em 1976 o 4. aegypti retorna
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ao Brasil (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2003), sendo confirmadas
reinfestagoes nos Estados do Rio Grande do Norte e do Rio de Janeiro e, desde entdo, o
Ministério da Saude tem implementado programas de controle.

Na época, como nao havia o registro de casos de dengue, todas as acdes eram
direcionadas para a erradicacdo do vetor. Em abril de 1990, a Fundagdo Nacional de
Satde (FUNASA) foi criada para coordenar as ac¢des de controle de dengue (BRAGA &
VALLE, 2007).

Em julho de 2001, a FUNASA abandonou oficialmente a meta de erradicar o
vetor do Pais e iniciou trabalhos com o objetivo de controlar o0 mosquito em municipios
com maior transmissdo da doenga (FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE, 2001;
SILVA JUNIOR et. al., 2001).

Ao longo dos anos as politicas publicas no Brasil sobre dengue foram evoluindo.
Anteriormente discutia-se a erradicacdo do mosquito, entretanto, percebeu-se que era
impossivel sendo somente possivel devido a sua rapida proliferagdo. Entdo, como forma
de controlar a doenca o Ministério da Satide elaborou planos e campanhas para combater
esse vetor. Assim, dessas politicas publicas resultaram as Diretrizes Nacionais para
Prevengdo e Controle de Epidemias de Dengue, formuladas em 2009 pelo Ministério da
Saude em parceria com os Conselhos Nacionais de Secretarios Estaduais (CONASS) e
Municipais (CONASEMS) de Saude. Tais diretrizes fornecem elementos para que os
planos de prevencdo tenham a mesma ideia em todo pais. O documento traz as
responsabilidades de cada esfera do Sistema Unico de Satde (SUS), e ainda, contempla
elementos para auxiliar estados e municipios na organizacdo de suas atividades de

prevengdo e controle, em periodos de baixa transmissdo ou em situagdes epidémicas



(BRASIL, 2012).

3.2 - Mosquito vetor — Aedes aegypti

Os mosquitos sao insetos dipteros, pertencentes a Familia Culicidae, conhecidos
também como pernilongos, murigocas ou carapands. Os adultos sdo alados, possuem
pernas e antenas longas e na grande maioria sdo hematéfagos, enquanto as fases
imaturas sdo aquaticas. Seu ciclo biologico compreende as seguintes fases: ovo, quatro
estagios larvais, pupa e adultos (CONSOLI et al., 1994).

As trés primeiras espécies de mosquito foram descritas em meados do século
XVIII, e alguns aspectos gerais de seu ciclo biologico também foram conhecidos.
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Pensava-se que a unica inconveniéncia desses insetos era o incomodo causado por sua
picada. Somente nas ultimas décadas do século XIX, quando se descobriu que a filariose
bancroftiana, doenga parasitaria provocada pelo nematelminto Wuchereria bancrofti e a
maldria sdo transmitidas pelos mosquitos, que os cientistas passaram ao estudo mais
detalhado de sua biologia. A partir da descoberta do papel desses insetos na veiculagdo
de arboviroses, como a febre amarela, a dengue e as encefalites, o caso recebeu mais a
aten¢do (CONSOLI et al., 1994).

Ae. aegypti € um mosquito diurno, de coloracao preta, com listras e manchas
brancas, adaptado ao ambiente urbano (TAVEIRA et al., 2001). Essa espécie possui um
curto ciclo biologico com duracdo de 15 a 30 dias, em regides tropicais (BESERRA et
al., 2006). As fémeas se alimentam preferencialmente do ser humano e por isso
apresentam alto grau de antropofilia (sociabilidade.). Os picos de atividade hematofagica
(habito de se alimentar com sangue) ocorrem durante o periodo matutino e vespertino
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

A alimentagdo sanguinea, se d4 entre 48 e 72 horas, as fémeas procuram locais ou
recipientes que acumulam dgua, geralmente pobre em matéria organica, onde depositam

seus ovos nas paredes internas proximos a d’agua (CLEMENTS, 1999)

3.3 - Virus e Sorotipos

O virus da dengue ¢ transmitido pelo mosquito Aedes aegypti, pertence ao grupo

dos arbovirus e classificado como um Flavivirus. O virus tem formato esférico e simetria



icosaédrico, com diametros de aproximadamente 55 nandmetros, constando em seu
material genético uma fita de RNA (Acido Ribonucleico). (KUHN et al. 2002). A
familia  Flaviviridae ¢ composta por trés género; o Pestevirus, Hepacivirus e o
Flavivirus, no qual estdo agrupados os quatro sorotipos dos Virus Dengue (DENV-1;
DENV-2, DENV

3, DENV-4), Virus da Febre Amarela, Virus do Oeste do Nilo e da Encefalite Japonesa
(GUBLER, 1998; HALSTEAD, 1988). Em 2013 foi isolado o quinto sorotipo o DENV 5
na Taildndia de um paciente com o quadro clinico grave de dengue. A caracterizagdo do
quinto sorotipo da dengue o DENV-5, foram feitas por analises do genoma e pela
sorologia (NORMILE, 2013, MAMANI, 2014). Além do Aedes aegypti como principal
vetor da dengue, existe também outra espécie transmissora do virus, conhecido como
Aedes albopictus um vetor secundario da dengue, encontrado com frequéncia em regides

rurais, silvestres e periurbanos, vetor competente para pelo menos 22 arbovirus, incluido
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o sorotipo 4 do DENV. (GRATZ, 2004; CECILIO et al., 2009; SERUFO et al. 1993;
CHIARAVALLOTI-NETO et al. 2002, SANTOS 2003; MARTINS et al. 2012). O
quadro clinico da dengue tradicional de febre alta, dor e manchas vermelhas no corpo,
vOmitos, fortes dores de cabeca, podem evoluir para a febre hemorragica da dengue
(FHD) ou sindrome do choque do dengue (SCD). A incubagao do virus nos pacientes ¢
de aproximadamente de 4 a 7 dias, os sintomas podem mudar de acordo com cepa do
virus, ou seja, sofre mutacoes significativas, como se adaptar a novas condigdes

ambientes. (GIBBONS E VAUGHN, 2002, HALSTEAD 2002, WHO, 2009).

3.4 - Transmissao

A transmissdo do virus da dengue ao ser humano ocorre pela picada da fémea do
Aedes aegypti, que alimenta-se de seivas, flores e frutos, mas preferencialmente por
sangue humano em dois periodos do dia, durante o amanhecer e ao entardecer, para
completar seu ciclo gonotréfico, realizando uma ou mais alimentagdes sanguineas, para
obter nutrientes necessarios ao desenvolvimento dos ovarios € manuten¢ao dos ovos,
constituindo um processo essencial no ciclo de vida dessa espécie, aumentando a
possibilidade de infecta-se por um dos cincos sorotipos do DENV, diferente do mosquito
macho que alimenta-se apenas de néctar e seiva das plantas . De 8 a 12 dias de repasto

sanguineo, o que equivale o periodo de incubag¢do viral no mosquito, a fémea € capaz de



transferir o virus pelo periodo de sua vida. Ovos sdo depositados pelas fémeas nas
paredes de recipientes, proximos a superficie da dgua de preferéncia com pouca matéria
organica, podendo resistir a dessecagdo por mais de um ano (GUNTHER et al. 2007,
CECILIO et al. 2009, LE GOFF et al. 2011, MARTINS et al. 2012, ESPINOSA et al.
2014, JANSEN et al., 2010, CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Além da
fémea adquirir a infec¢ao viral ao se alimentar com o sangue de um individuo
contaminado, ela também pode ser infectada pela transmissdo transovariana e a
transmissdo sexual, onde o virus passa para fémea através do esperma do macho
contaminado (TEIXEIRA et al. 1999, BARRETO ¢ TEIXEIRA 2008, GIL et al. 2010,
FERNANDEZ et al. 2011).

3.5 - Ciclo de vida

O Aedes aegypti em seu desenvolvimento apresenta metamorfose completa em
seu ciclo evolutivo, por isso ¢ conhecido como holometédbolo, mosquito que sofre

27

metamorfose. O Ae. Aegypti passa por duas fases de desenvolvimento em dois ambientes
diferentes: a fase aquatica, ovos, larvas em quatro estagios larvais e pupa, ja
representando a fase terrestre temos os mosquitos adultos que ¢ dividido em cabeca,

torax e abdome (FIGURA 1) (FORATTINI, 2002).

Figura 1 - Ciclo de vida do Aedes Aegypti
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Fonte: Adaptada de (URDANETA-MARQUEZ E FAILLOUX, 2010)

3.5.1 - Ovos

Os ovos do mosquito Aedes aegypti sao elipticos ou ovais de contorno alongados
e fusiforme em forma de fuso, ou seja, alongados e com extremidades mais estreitas,
muitas vezes achatado e um pouco concavo, medindo aproximadamente 0,4mm a Imm
de comprimento (FORATTINI, 2002).

Inicialmente a membrana externa dos ovos sao brancos (palidos) e flexivel no
momento da oviposi¢do, mas rapidamente torna-se rigida e adquirem uma cor negra
brilhante ao entrar em contato com o oxigé€nio, garantindo a protecdo do embrido nele
contido, sendo que os inférteis ndo atingem a colocagao escura (figura 5). Os ovos sao
colocados em conjuntos ou isoladamente, nas paredes imidas do recipiente ou
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diretamente na superficie da dgua, e quando entram em contato com a agua levam de 10
a 30 minutos para eclodir. Porém tornam -se resistentes a dessecacao, capazes de resistir
mias de um ano. (ALMEIDA et al., 2008; BRASIL, 2001b; CONSOLI; OLIVEIRA,
1994, 1998; NATAL, 2002; AGUIAR, 2006; FORATTINI, 2002).

As fémeas realizam até cinco oviposic¢ao, colocando em média 120 ovos

(MARQUES; SERPA; BRITO, 2006). Depositando-os em diversos criadouros, nao



necessariamente apenas em uma casa, o que contribui para dispersao do mosquito

(AGUIAR, 2006; EDMAN et al., 1998).

Figura 2 - 1 — Abdome da fémea do Aedes aegypti durante a saida de ovos, (Acervo do OSWALDO
CRUZ). 2 — Formato dos ovos

2 oo
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Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

3.5.2 - Larvas

O Aedes aegypti ¢ um mosquito holometabdlico que tem sua fase larvaria como
um periodo de alimentagdo e crescimento, alimentando-se de matérias organicas,
bactérias, fungos e protozoarios que se acumulam nas paredes, no fundo e na superficie
da agua dos recipientes que se encontram (BRASIL, 2001b). A larva tem aspecto
vermiforme (forma de verme) e dividida em cabega, torax e abdome, com uma coloragao
que varia entre esverdeado, esbranquicado e avermelhada. Um sifdo respiratorio curto e
mais escuro que o corpo, para realizar a respiracao traqueal ao subir na superficie da
agua, ficando em posi¢ao perpendicular (FUNASA 2001, FORATTINI 2003, BECKER
etal. 2010, FORATTINI, 2002, CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Possuem fotofobia, ou seja, sdo sensiveis a luz e a movimentos bruscos na agua,
deslocando-se rapidamente em direcao ao fundo do recipiente (CONSOLI; OLIVEIRA,
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1998). As larvas possuem quatro estagios de evolu¢do conhecidos como periodo larvario
(L1, L2, L3 e L4), o quarto estagio origina a pupa e é considerado o periodo mais longo
dessa fase, pois depende da temperatura, da luz e da quantidade de larvas do criadouro e

de alimentos disponiveis, levando em média 7 dias nessa fase (FORATTINI, 2002).



Figura 3- Fases Evolutivas do Aedes aegypti: do ovo, aos quatro estadios da larva até a pupa.

D = =N X

PRBEIRC: ESTADHD
b kR, i

SECLm0R0 S IAm0 [
L LA

TERCERC ESTADD
iy ok B,

CAAARTED ESTACND
CLE LAA

Fonte: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/kitdengue2/epidemiologia/imagens.html

3.5.3 - Pupas

As pupas ndo se alimentam e vado passar por uma metamorfose para
transformarem-se em mosquitos adultos. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Esses
organismos sao desprovidos de mandibulas funcionais. (FORATTINI, 1996). Segundo
Consoli & Oliveira (1994), as pupas tém aspecto de virgula.

Inicialmente possuem a mesma cor da larva, porém vao escurecendo conforme se
aproximam da emergéncia do adulto. Seu corpo ¢ provido de cerdas e ¢ dividido em
cefalotorax e abdomen. Para realizar a respiracdo, a pupa € provida de um par de
estruturas chamadas de trompas respiratorias, encontradas no cefalotorax.

As pupas ficam normalmente paradas em contato com a superficie da agua,
porém, quando sdo incomodadas, se movimentam com muita rapidez. (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994).

Forattini (2002) afirma que pupas que irdo dar origem aos mosquitos do sexo
feminino sdo geralmente maiores que as pupas que dardo origem aos mosquitos do sexo
masculino. Ressalta ainda que, em condi¢des de temperatura ¢ umidade normais, a fase
de pupa dura cerca de dois dias ou pouco mais.
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Neste periodo de pupa sdo utilizados os nutrientes que foram armazenados

durante a fase larval; passam entdo por uma metamorfose e se transformam em



mosquitos adultos, passando a viver em ambiente terrestre. (CARDOSO, 2009).

Figura 4 - Pupa de Aedes aegypti.
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Fonte:http://medent.usyd.edu.au/arbovirus/mosquit/photos/mosquitophotos.htm #aegypti, 2009.

3.5.4 - Adulto

O corpo dos mosquitos adultos ¢ dividido em cabeca, torax e abdomen. Na
cabegca encontram-se os olhos, antenas e palpos e 6rgdos do sentido. No torax estdo
localizados o0s apéndices, especializados para a locomogao, as patas e as asas. No
abdomen estdo  localizados os Orgdos internos. Seu exoesqueleto ¢ formado
principalmente por quitina. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Segundo Forattini (2002), os mosquitos adultos representam a fase de reprodugao
e dispersao do inseto. Apds a fecundacdo, as fémeas apresentam a necessidade de
realizarem o processo de hematofagia, chamado também de repasto sanguineo; somente
assim se inicia a maturagao de seus ovos.

O metabolismo energético da grande maioria dos mosquitos, machos e fémeas,
depende da ingestao de carboidratos, frequentemente provenientes de seivas, flores e
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frutos. O glicogénio e triglicérides acumulados sdo determinantes para o potencial de

atividade e longevidade. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

O mosquito A. aegypti adulto (Fig. 5A) ¢ facilmente reconhecido por sua cor,



geralmente marrom, apresentando uma nitida faixa curva branco-prateada em cada lado
do torax e outras duas faixas mais fina, reta, longitudinal e central, as quais formam a

figura de uma lira (Fig. 5B). (LOZOVE]I, 2001).

Figura 5 - Aspectos da morfologia externa do adulto fémea de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

Fonte: https://www.pragaseeventos.com.br/saude-publica/identificando-o-mosquito-da-dengue-culex-x
aedes-aegypti-x-aedes-albopictus/Acesso em: 11/09/16

Conforme Natal (2002) o corpo do mosquito apresenta manchas e listras brancas
com fundo escuro, servindo como um tipo de camuflagem para o momento em que a
fémea vai picar sua vitima.

Segundo Beserra et.al. (2006) quando o A. aegypti encontra-se em condig¢des
ambientais ndo favoraveis, a fémea diminui sua fecundidade para assim aumentar sua
longevidade, entdo conseguindo superar as condi¢des desfavoraveis.

Esses mosquitos possuem uma agilidade muito grande, de tal modo que, se
durante o repasto sanguineo o hospedeiro se movimentar mesmo que seja delicadamente,
a fémea logo sai voando e procura outro hospedeiro para continuar seu repasto ou
retorna logo em seguida para o primeiro hospedeiro. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).
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Logo depois do término do repasto sanguineo e a digestdo, os 6vulos ja se



encontrando maduros, as fémeas sdo estimuladas a oviposi¢ao. A fecundagao se da com
a passagem dos ovulos pelo oviduto e ocorre a postura desses ovos férteis, no ambiente.
(NATAL, 2002).

Consoli & Oliveira (1998) afirmam que os criadouros preferidos do 4. aegypti
sdo recipientes artificiais, tanto faz os que sao encontrados abandonados no ambiente e
preenchidos com 4gua como os que sdo utilizados pelo homem para uso doméstico,
como as caixas d’agua. Natal (2002) ainda confirma que os ovos sdo depositados pela

fémea nas “paredes” desses recipientes, um pouco acima da agua.

3.6 - Controle do Aedes aegypti

As alternativas de controle do A. aegypti visam a eliminagdo das larvas ou dos
mosquitos adultos. Com relacao as larvas, pode-se incluir a eliminacao ou modificagdo
dos seus habitats, como, por exemplo, a drenagem ou aplicagdo de inseticidas ou
larvicidas nos ambientes. Ja com relacao aos mosquitos adultos, o controle pode ser feito
de modo preventivo com a utilizacdo de telas, repelentes ou ainda a aplicagdo de
inseticidas (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 2002; TEIXEIRA et al., 2002,
BORROR & DELONG,).

Para controlar o 4. aegypti sdo realizadas intervengdes como: ambiental,
mecanica, bioldgicas, quimicas e genéticas (BALDACCHINO et al., 2015). Desde a
década de 1970, o organofosforado temephos ¢ o larvicida usado no Brasil para controle
do A. aegypti. Em pouco tempo, casos de resisténcia a este inseticida em diversas
regides do Brasil comegaram a surgir, levando a implantacdo de programas de
monitoramento da suscetibilidade do mosquito aos inseticidas quimicos (ANDRADE &
MODOLO 1991; CAMPOS & ANDRADE, 2003; POLANCZYK et al. 2003; BRAGA
et al. 2004; CARVALHO et al. 2004; LUNA et al., 2004).

Quanto mais o inseticida for utilizado, mais rapido e maior ¢ a sele¢do de insetos
resistentes na populacao. A capacidade que os insetos possuem em tolerar concentragdes
inicialmente letais promove uma reducdo gradual na eficicia dos inseticidas, até sua
ineficiéncia (CARVALHO et al., 2004; CRUZ, 2002).
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Devido a resisténcia dos mosquitos ao produto quimico, um nimero maior de

aplicacdes ¢ utilizado, causando grandes impactos ao meio ambiente e ao homem.



(D’AMATO et al., 2002).

No mundo todo, a utilizacdo de plantas com fins medicinais e contra a ameaga
representada por determinados organismos sdo habitos comuns na cultura popular.
Porém, seu uso no combate aos mosquitos ¢ de certa maneira uma novidade em
vigilancia entomoldgica (SIMAS et al., 2004).

Diversas substiancias extraidas da casca, do caule, das folhas e dos frutos de
diversos vegetais t€ém demonstrado propriedades larvicida e de repeléncia no controle de
diversos culicideos, em especial para o A. aegypti. (SILVA JUNIOR et al., 2002;
ARRUDA et al., 2003; SILVA et al., 2004; SIMAS et al., 2004; KAUSHIK & SAINI,
2008; BAGAVAN & RAHUMAN, 2011; SIVAKUMAR R. et al., 2011; EL-SHEIKH, et
al., 2012).

Esses produtos agem de diversas formas sobre os insetos, provocando também
inibi¢do da oviposicao e da alimentagdo, distirbios no desenvolvimento, deformacgdes e
infertilidade (ROEL, 2001). Reguladores de crescimento de insetos, os Insect Growth
Regulater (IGR), causam modificagdes fisiolégicas e morfoldgicas durante o
desenvolvimento e o crescimento do inseto. O IGR mais utilizado ¢ o diflubenzuron,
inseticida fisiologico, e seu ingrediente ativo atua interferindo na deposi¢do de quitina,
um dos principais componentes da cuticula dos insetos (MARTINS & SILVA, 2004).

Uma alternativa para a substituicdo dos produtos quimicos foi a utilizagdo da
bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis (B.t.i.), que a partir de 1976 comecgou a ser
utilizada no controle de insetos-pragas na agricultura, e atualmente ¢ utilizado no
controle de vetores de doengas, como ¢ o caso do 4. aegypti (POLANCZYK et al.,
2003). A acdo do B.t.i se processa pela ingestdo de esporos e cristais proteicos pelas
larvas de mosquito. Uma vez ingeridos, os cristais sao solubilizados no limen intestinal,
em pH alcalino, liberando as protoxinas, que sdo clivadas por enzimas proteoliticas em
fragmentos menores, tornando-se toxinas ativas (CHARLES, 1983). Estas toxinas ativas
passam pela membrana peritréfica, interagem com a por¢do apical do epitélio do
intestino médio da larva, dando inicio a formacdo de poros ou canais (LAHKIM-
TSROR et al., 1983), provocando disturbios na regulacdo do potencial elétrico
trans-membrana, causando lise coldide-osmoética das células do epitélio intestinal.
(CHARLES, 1981). As toxinas interagem especificamente com receptores da membrana
apical do intestino médio, causando danos ao epitélio, levando a morte da larva.
(CHARLES, 1981; GILL et al.,
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1992). Nas duas ultimas décadas, ocorreu um aumento progressivo no numero de
produtos a base de B.t.i..(BECKER, 2000).

Outra forma de controlar o mosquito ¢ alterar o processo de reprodugdo do
mesmo, liberando machos estéreis. (KNIPLING, 1985). Os mosquitos estéreis sao
liberados no ambiente, de tal maneira que o resultado de acasalamentos resulte na
inviabilizacdo de ovos, podendo assim levar a extingdo do mesmo. (BARTLETT, 1990).
Os mosquitos se tornam estéreis devido ao uso de agentes que causam mutagdes, tais
como a radiagdo gama. Criada pelo entomo6logo americano Edward Knipling, a técnica
de esterilizacdo com energia nuclear ja ¢ utilizada em varios paises como Peru, Chile,
Portugal, Argentina, Australia, Africa do Sul, Tailandia, J apao e recentemente no Brasil.
Surge como uma medida alternativa a técnica usual de aplicagdo de inseticida, que, além
de promover resisténcia do inseto ao produto quimico utilizado, ndo ¢ seletiva. (YANG,
THOME & ESTEVA, 2009).

Apesar dos avangos na 4rea de controle dos mosquitos, ainda ha muitos
impedimentos quanto ao uso em ambito comercial, pois a escassez de experimentos
cientificos na determinagdo da toxicidade ao homem e a outros organismos vivos ¢ a real
causa da impossibilidade de sua comercializacdo. As pesquisas sdo desenvolvidas

simplesmente objetivando apenas a verificagcdo da atividade larvicida.

3.7 - Controle alternativo: Inseticidas naturais

O uso de plantas com propriedades inseticidas ¢ cada vez mais constante na luta
contra o combate do Aedes Aegypti. Esta metodologia de combate foi bastante estudada
nas ultimas décadas, com o objetivo de reduzir ou eliminar os vetores, e diminuir o
impacto causado pelos inseticidas sintéticos a saide humana ¢ ao meio ambiente, além
de sua facil obtengdo (ROEL, 2001). Os extratos ou solu¢des derivadas de fontes
naturais podem agir como larvicidas, repelentes, atrativos para as fémeas na ocasiao da
oviposi¢cdo ou até mesmo como inibidores no desenvolvimento do mosquito (BABU e
MURUGAN, 1998).

As plantas produzem metabolitos primarios, como aminoacidos e proteinas,
moléculas essenciais para seu desenvolvimento. Os metabolitos secundarios produzidos

pelas plantas contra insetos predadores e microrganismos, demonstra a a¢do inseticida



que a planta oferece em sua alta defesa, podendo ser transformada em uma alternativa de
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controle do género Aedes, como inseticida e larvicida (LUNA et al., 2004; KIRAN et al.,
2006; OMENA et al., 2007; CHAPAGAIN et al., 2008; CHENG et al.,2008; AUTRAN
et al., 2009; MELO SANTOS et al., 2009).

Os inseticidas e larvicidas botanicos sdo derivados de plantas ou partes dela,
utilizando o material triturado, material vegetal bruto ou seus produtos obtidos por
extracdo aquosa pelo processo de hidrodestilagdo ou com solventes organicos (alcool,
éter, acetona, cloroférmio, hexano), ou destilagdo. Pesquisadores buscam desenvolver
formulas e métodos para a producdo de inseticidas de origem vegetal, ja que essa
metodologia de controle estd crescendo consideravelmente (MENEZES, 2005).

Estudos esclarecem os efeitos toxicos de extratos botanicos sobre o Ae. Aegypti. O

produto € absorvido pelo inseto impedindo a respiragdo e levando a morte ou ¢ ingerido

pelo inseto provocando reducao na alimentacao (MENEZES, 2005; BIERMAN, 2009).

3.8 - Cambara de Chumbo (Lantana Camara)

O Lantana camara (Verbenaceae) conhecida como cambara de chumbo,
(FIGURA 6) foi inicialmente estudado por Linnaeus, em 1753, que descreveu 7
espécies, sendo seis (6) originarias da América do Sul e uma (1) da Etiopia. Estima-se
que o numero atual aproximado de espécies ¢ 150, distribuidos em 50 paises
(Ghisalberti, 2000). Ocupando regides tropicais, sub-tropicais, o Cambara de Chumbo ¢
das plantas que se desenvolve em areas abandonadas tanto em regides secas quanto
umidas e que, frequentemente, cresce em vales e encostas, competindo com as
gramineas pela dominancia ecologica (SHARMA E SHARMA, 1989; PEREIRA,
2005).

No Brasil, Lantana camara é conhecida por diversos nomes populares:
chumbinho, erva-chumbinho, cambara-de-espinho, cambara, cambara-de-duascores,
cambara-juba, cambara-de-cheiro, cambara-de-chumbo, cambara- vermelho, cambara
verdadeiro, cambara-miudo, cambara-de-folha-grande, lantana, lantana-espinhosa
(Lorenzi, 1982; Tokarnia et al., 2000). E uma planta do sol, ndo exige do solo, adaptando
se facil aos ambientes que se encontram, resistente a podas, brotando rapidamente e
floresce praticamente o ano todo (CORREA, 1984), adaptando-se como plantas
invasoras, expandindo-se em areas nao utilizaveis (WATANABE, 2005; BRITO et al.



2004).

Na literatura ¢ citada como planta tdxica, capaz de provocar fotossensibiliza¢ao
(doenca causada por toxinas) em bovinos ou ovinos, embora nem todas as espécies
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possuam esta propriedade (BRITO et al 2004; TOKARNIA et al. 1999). Uma planta que
frequentemente ¢ utilizada na medicina artesanal, como anti-séptico, contra hemorragias,
gripes, ¢ no tratamento de diarreia (SAGAR et al. 2005). Sdo reconhecidos também
propriedades alelopaticas, substancias liberadas pela planta e soliveis em dgua (GORLA
& PEREZ, 1997), e atualmente destaca-se com importantes efeitos repelentes contra

larvas de mosquitos Aedes IANNACONE & LAMAS, 2003).

Figura 6 - Cambara de Chumbo, Lantana Camara (Verbenaceae)

Fonte: AUTORA, 2016

3.8.1 - Caracteristicas Botanica

Caracteristicas gerais: planta perene (arbusto), ereta, com reproducdo por



sementes, aromatica, ramificada, nativa do Brasil, de 0,5 — 0,2 metros de altura. As
folhas sdo simples, asperas e tém de 5 - 7 cm de comprimento, flores de coloragdo
amarela e vermelha (Lorenzi, 1982). Em contato com as folhas, podem causar irritacao
da pele,
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além de apresentarem um cheiro forte que pode provocar dor de cabeca e vertigem
(Mello et al., 2003). O fruto ¢ uma baga globosa e drupas ovoides o, negro-arroxeado,

de 3 - 4 mm de diametro (Lorenzi, 1982).

4 - MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos estdo sendo conduzidos no Laboratério de Quimica Organica e
Inorganica da Universidade da Integragcdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira
(UNILAB), Redencao, Ceara, em colaboracdo com o Laboratério de Biotransformagdes

e Produtos Naturais (LBPN) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.1 - Planta

4.1.1 - Coleta e identificacdo do material botianico — Cambara de Chumbo

(Lantana Camara)

A coleta das folhas da planta Cambara de Chumbo (Lantana camara) (figura 7),
foram coletadas nos meses de junho e agosto de 2016, para obtengdo dos extratos
etandlicos e extracdo do 6leo essencial, respectivamente, no sitio Vale do Alemao em
Pernambuquinho, distrito de Guaramiranga-CE (S4°12°22.7” e W38°57°00.8”).

E uma regido caracterizada por possuir um clima tropical umido (pela
classificagdo Koppen e Geiger), com estagdo chuvosa nos periodos de janeiro a julho,
sendo sua precipitagdo entre 1560mm - 1730mm anuais, segundo o Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET). A temperatura varia de 17 a 26°C, com umidade relativa de 81
a 91% e com uma vegetacao desde a caatinga arbustiva densa a mata cilia r.

A exsicata do material botanico foi encaminhada ao Herbéario Prisco Bezerra do

Departamento Botanico da Universidade Federal do Ceara (UFC) campus do Pici, em



seguida identificada e registrada no acervo pela taxonomista Profa. Dra. Maria Iracema

Bezerra Loiola (LOIOLA, M.I.B), com o registro EAC60819.

Figura 7 - Cambara de Chumbo, Lantana Camara (Verbenaceae)
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Fonte: AUTORA, 2016

4.1.2 - Processamento do material vegetal

Apos a coleta foi realizada a triagem através da separagdo manual dos caules e
folhas, com vistas a eliminagdo de material estranho, pesagem do material e secagem
individual das flores para a estabilizacdo do material vegetal.

A estabilizagcdo do material vegetal impede a atividade enzimatica e, assim, evita
a alteragdo dos compostos quimicos originalmente presentes no vegetal. Consiste na
desnaturagdo proteica das enzimas celulares, através da destrui¢do das suas estruturas
quaterndria e tercidria.

Assim, folhasforam rasgadas e dispostas em recipientes para serem pesadas e
logo apods levadas para a estufa incubadora EIP-010 (Caltech®) com ar circulante para
evitar a saturagdo com vapor d’agua que vai sendo desprendido do material que estar a

secar € exposto a uma temperatura constante de 50 ° C, durante 48 horas para secagem



(figura 8).

Figura 8 - Cambara de Chumbo, Lantana Camara (Verbenaceae), processo de desidratacdo folhas.
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Fonte: AUTORA, 2016

A secagem tem por finalidade a retirada de agua e com isso, impedir reacdes de
hidrolise e crescimento microbiano. A umidade residual depende do tipo de 6rgao que
constitui o material vegetal, no caso a folha. Propicia a reducao de volume e de peso e
facilita a moagem dos materiais. Caracterizam-se pela exposi¢do a temperaturas
relativamente baixas, inferiores a 60 °C, e longo tempo de exposi¢ao, em torno de 7 dias.

As folhas secas foram pesadas novamente em balanga de precisdo modelo
BL3200H (Marte®). Logo apds, o material foi triturado em liquidificador (Philips®) e

armazenado em um béquer de 1000 ml.

4.2 - Preparacio do extrato etandlico das folhas de Lantana camara

O material, ap6s a trituragdo com aproximadamente, 0,35 mm de tamanho das
particulas, foi separado 100 g da amostra e adicionado em 450 ml de alcool etilico
hidratado (etanol) 92,8°%, permanecendo em repouso de 24 a 48 horas, conforme. O
extrato etanolico foi obtido apds varias extragdes sucessivas em intervalos de quatro
dias.

Posteriormente foram filtrados (figura 9), e acondicionados em frascos e/ou béqueres, as

solugdes extrativas filtradas foram submetidas ao processo de rotoevaporacdo, a



temperatura de 60° a 70° C, sob pressdao de 500 a 750 mmHg, com rotagao de 40 a 80

RPM, onde resultou em um extrato bruto etandlico de 35,49¢g (figura 10).

Figura 9 - Filtragdo da solucdo etandlica em repouso
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Fonte: AUTORA, 2016

Figura 10 - (A) Processo de rotacvaporacdo do extrato etandlicos bruto. (B) Extrato etandlicos final.

Fonte: AUTORA, 2016

4.3 - Extracio do Oleo Essencial das folhas de Lantana Camara

O oleo essencial das folhas do Cambard de Chumbo (Lantana Camara), foi
extraido pelo método de hidrodestilacdo do tipo Cleavenger adaptado (TISSERAND,

1995), como mostra a (figura 11). O processo consiste em vaporizar o 6leo essencial por



uma corrente de vapor de agua (WATERMAN, 1993), acoplado a balao de fundo
redondo de 2000mL, permite a separagdo do 6leo e da agua (hidrolato) e resfriamento

do 6leo, evitando a decomposi¢ao do mesmo.

As 310g de folhas foram colocadas no baldo de fundo redondo com 4gua
deionizada, e adicionado na manta aquecedora. O tempo de extragao de 2 horas a partir
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da ebulicdo da amostra, seguindo as recomendagdes de tempo de hidrodestilagdo de
Azevedo et al. (2002). Os dleos volateis apresentam tensdo de vapor mais elevadas que
a da agua, saindo no alto do destilador, e a seguir passa por um resfriamento. Entdo a
agua e Oleo sdo condensados. Nesse produto de saida pode se ver a diferenca de duas
fases, oleo na parte superior e na inferior a 4gua; elas sdo separadas por um processo de
decantacdo. Durante a destilacdo continuou-se a adicionar agua através do condensador
de fluxo vertical. Em seguida retirou-se a agua e logo em depois o 6leo. Secou-se a fase
organica com sulfato de so6dio anidro (Na2SO4) e filtrou-se a mistura em papel
pregueado, lavou-se com CH2Cl2 (Diclorometano) e em seguida levado ao evaporador

rotativo para a retirada do solvente.

O material obtido foi 1,2g, com densidade de 0,879g.ml'1, e rendimento em

massa de 0,8%.

Figura 11 - Extracdo do 6leo essencial da folha de L. camara por hidrodestilagao do tipo

Cleavenger

Fonte: AUTORA, 2016



4.4 - Atividade Antioxidante do oleo essencial do Cambard de Chumbo (Lantana

camara) por DPPH

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, através de
um ou mais mecanismos, tais como inibicao de radicais livres e complexos de metais.
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Eles podem ser sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos, devem ser
seguros para a saude. Entre os naturais destacam-se acido ascorbico (vitamina C),
vitamina E e B-caroteno.

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o anion superdxido t€ém
um papel importante nas reagdes bioquimicas/fisiologicas do corpo humano. No entanto,
se houver producdo excessiva de radicais de oxigénio durante 0s processos
patofisioldgicos ou devido a fatores ambientais adversos e ndo existirem antioxidantes
disponiveis in vivo, podem ocorrer doencas ¢ danos profundos em tecidos (PANNALA
et. al. 2001).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de formas a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas
potencialmente interessantes, na prevencao de doengas cronico-degenerativas. Dentre
estas técnicas destaca-se 0 método de sequestro de radicais livres por DPPH (2, 2-difenil
[-picrilhidrazila). Sendo inicialmente escolhida por se tratar de uma metodologia
simples rapida e sensitiva, muito conveniente para realizacdo de “screening” de um
nimero de amostras.

O radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) tem sido amplamente
utilizado para avaliar a capacidade de antioxidantes naturais a partir dos extratos aquosos
e etandlicos de vegetais sequestrando seus radicais livres (SILVERIO; CASTRO;
MIRANDA, 2013).

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico empregando
metodologias de quantidades significativas de reagentes, padroes e amostras, €
apresentando limitagcdes em relagdo ao nimero de analises simultaneas que podem ser
realizadas.

A atividade sequestradora do oleo foi determinada usando 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH), um radical livre estavel (HEGAZI, 2003). A medida que o DPPH



¢ reduzido por um antioxidante, desaparece a banda de absor¢do em 520nm, a coloragao
roxa muda para amarela. As medidas foram feitas adicionando a amostra uma mistura
contendo 1ml da amostra em varias concentracdes em etanol e 1ml de DPPH 60uM.
Logo
apds a absorbancia foi medida em 520nm, para o branco foi feita Iml de etanol sem
amostra. A metodologia utilizada para a atividade antioxidante foi realizada em triplicata
para cada concentragdo analisada (TEPE et al., 2005).
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4.5 - Atividade da toxicidade do extrato etanélico do Cambard de Chumbo (Lantana

camara) por meio do bioensaio com Artémia Salina (Branchipus stagnalis)

A Artemia salina Leach, da ordem Anostraca, ¢ uma espécie de microcrustaceo
filtrador que se alimenta basicamente de bactérias, algas unicelulares, pequenos
protozodrios e detritos dissolvidos no meio aquatico. Sendo encontrada em agua salgada
e comumente usada como alimento para peixes.

A toxicidade desses microcrustdceos ocorre por meio do alto nivel de
concentracdo desses animais no tubo digestivo de individuos como, elucidado por Souto
(1991), a taxa de filtragdo diminui com o aumento da concentracao de particulas, ficando
estas acumuladas e interferindo o processo normal de seus batimentos. Outro efeito das
altas concentragdes ¢ que podem passar diretamente pelo tubo digestivo sem sofrer
digestao, tornando o individuo subnutrido (NASCIMENTO et. al, 2008).

A toxidade do extrato foi testada no modelo de artémia salina (Branchipus
stagnalis) baseada na técnica descrita por Meyer et al. (1982) adaptado. Os cistos
(larvas) do crusticeo foram colocados em um béquer com agua salina, sob aeragdo,
iluminacdo artificial e controle da temperatura (26 - 30°C) e incubadas por 24 horas para

eclosdo dos ovos. (figural2).

Figura 12 - Recipiente contendo cistos de Artemia salina (A) durante um periodo de 48h, submetidos a
iluminacgao artificial e eclosdo da larvas para eclosdo (B).
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Fonte: AUTORA, 2017.

Foram utilizadas 18mg do extrato bruto das folhas do Cambard de chumbo
(Lantana Camara) dissolvidos em 18mL de dimetilsulfoxido (DMSQO) 1%. As amostras
foram dissolvidas no banho ultrassonico para preparar a solu¢do mae. A partir da
solucdo
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mae, SmL foram dissolvidos em dgua salina até obter as concentracdes de 31,2; 62,5;
125; 250; 500 ppm.

O ensaio foi realizado em triplicata de amostras, e 4gua salina foi utilizado como
controle negativo. Com o auxilio de uma pipeta de pasteur, foram transferidas 10 larvas
para cada tubo de ensaio. Apos 24 e 48 horas em contato com a suspensdo dos extratos,
realizou-se a contagem do niimero de larvas mortas. Foram consideradas mortas aquelas
larvas que permaneceram imoveis por mais de 10 segundos apds agitagdo suave dos
tubos.

O calculo da concentragdo letal média (LCso) dos extratos foi feito a partir das

cincos concentragdes estudadas utilizando o programa de analise PROBIT log-dose

(FINNEY, 1952).

4.6 - Prospeccio fotoquimico do extrato etandlicos da folha do Cambara de

chumbo (L. camara)

4.6.1 - Teste para Fenois e Taninos

Em tubos de ensaio foi colocado 2,00 mL do extrato etanolico das folhas de
Lantana camara, sendo adicionado 10 mL de 4gua destilada. Depois se acrescentou trés

gotas de solugdo de cloreto férrico (FeCl3), utilizando a pipeta de Pasteur, da solugdo de



cloreto férrico a 10%. Em outro tubo de ensaio foi preparado o teste controle para a
presenca de fenodis e taninos, usando 3 mL de dgua e 3 gotas de FeCls. Posteriormente,
foi realizado comparagdo para deteccdo ou ndo na amostra de taninos e fendis com os
resultados expostos na Tabela 3.

Qualquer mudanga na coloragdo ou formagdo de precipitado ¢ indicativa de
reacdo positiva, quando comparado com o teste em branco (dgua + Solugdo de FeCls3).
Coloracao inicial entre o azul e o vermelho ¢ indicativa da presenca de fendis, quando o
teste em branco for negativo.

Assim, o teste para taninos e fendis foi utilizado a solu¢do de cloreto férrico
(FeCls) foi avaliada da seguinte forma: a colora¢do azul indica possivel presenga de
taninos hidrolisaveis ou galico, e a coloragdo verde de taninos condensados ou
catéquico.

* Coloragao azul com precipitado — reagdo positiva para taninos hidrolisaveis.
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* Coloragdo azul sem precipitado — reagdo negativa para taninos hidrolisaveis.
* Coloragao verde sem precipitado — reagdo positiva para taninos condensados.

* Coloragao verde com precipitado — reacdo negativa para taninos condensados.

4.6.2 - Teste para flavonoides (flavonéis, flavonas e xantonas)

Colocou-se em um tubo, 2,0mL do extrato etanolico das folhas de Lantana
camara, sendo adicionado algumas gotas de acido cloridrico (HCI) concentrado, pelas
paredes do tubo e 0,5 cm de magnésio (Mg) em fita.

Ap6s o fim da efervescéncia, foi observada, por comparagdo, a mudanga na cor
da mistura da reacdo em tubos previamente acidulados devem apresentar de a vermelho
intenso para indicar a presenca dessa classe de flavonoides e variacao do amarelo para o

vermelho negativo. Os resultados expostos na Tabela 3.

4.6.3 - Teste para flavonoides (antocianidinas, antocianinas e flavondis)

Foram preparados trés tubos de ensaio com 3 mL do extrato etanolico de folhas

de Lantana camara, em cada um dos recipientes. O primeiro foi acidulado até pH 3, com



acido acético (C2H402); o segundo e o terceiro tubo foram alcalinizados entre o pH 8,5 e
11 respectivamente, usando solucdo de hidroxido de sdédio (NaOH) a 5%. Os resultados

expostos no Tabela 4.

4.6.4 - Teste para Esteroides/Triterpenoides

Em um tubo de ensaio com 3 ml de extrato das folhas de Lantana camara,
adiciona-se 1 ml de cloroférmio e 1 ml de 98% de 4cido sulfurico puro. A formacgado de
cor variando de parda até vermelha indica a presenga de esteroides. Os resultados
expostos na Tabela 3.
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Esteroides/Triterpenoides — Coloragdo azul evanescente seguida de verde,

indicar a presenga de Esteroides/triterpenoides respectivamente.

4.6.5 - Teste para saponinas

Em um tubo de ensaio, com 2,0 mL da solu¢ao etanolica, foi adicionado 5,0 mL
de 4gua destilada fervendo. Apds resfriamento, agitou-se vigorosamente, deixando em
repouso por 20 minutos. Os extratos hidroalcoolicos foram agitados por trés minutos e
depois foi observada a presenca ou auséncia de espuma persistente e abundante. Os

resultados expostos na Tabela 3.

4.7 - Composicao volatil do dleo essencial do cambara de chumbo (Lantana

Camara) - Espectro em Massa (EM)

A andlise do oleo foi realizada em um instrumento Hewlett-Packard 5971
GC/MS  empregando as seguintes condigdes: coluna capilar de silica fundida
dimetilpolisiloxano DB-1 (30m x 0,25mm, 0.1um film thickness); gas de arraste: He
(ImL/min); injetor de temperatura; 250°C; detector de temperatura: 200°; temperatura
da coluna: 35°-180°C a cada 4°C/min, e entdo 180° - 250°C a cada 10°C/min; EM:
Impacto de elétrons de 70 eV.



Os componentes individuais foram identificados por duas bibliotecas digitais de
Fonte de Espectro de massas (EM) usando o Indice de Retengdo (RI) como uma rotina

de pré-selecio (STENHAGEN; ABRAHAMSON; MCLAFFERTY, 1974) e para

confirmac¢do uma inspe¢ao visual de espectro de massas da literatura (ADAMS, 2001).

4.8 - Avaliacio da atividade larvicida o extrato etandlico das folhas e flores

Cambara de Chumbo (Lantana Camara) Frente Ao Aedes Aegypti.

As folhas foram lavadas em 4gua destilada corrente, secas em estufa de
circulagdo de ar com temperatura de 50° a 70°C graus, durante 48 horas. Apos a
secagem, foram pesadas, trituradas e submetidas a extragdo por maceragao no etanol. O
extrato foi filtrado e rotaevaporado, com rotacdao de 40 a 80 rpm e temperatura de 50° a
70°C graus.
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Os ovos de Aedes spp. foram coletados no parque Barreto, localizado no bairro
Sdo Jodo do Tauape, e na trilha do Cocd, no bairro do Cocod, ambos no municipio de
Fortaleza-CE, com vistas de adquirir amostras de Ae. Aegypti e Ae. Albopictus de
populacdes geograficamente distintas. A realizagdo de tais coletas foi através de
armadinhas de oviposi¢do (conhecidas como ovitrampas), preparadas de acordo com
FAY E ELIASON (1966).

As ovitrampas positivas foram enviadas ao Laboratdorio de Entomologia Médica
do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara, onde
foram imersas em dgua destilada para induzir a eclosdo dos ovos, cujas larvas resultantes
foram transferidas para recipientes plasticos de 300 mL, sendo alimentadas com ragdo a
base de proteina de soja e mantidas sob temperatura de 25 + 2 °C. As pupas resultantes
foram distribuidas em recipientes plasticos de 100 mL, os quais foram inseridos no
interior de gaiolas, adaptadas a manuten¢do das formas aladas emergentes. Uma vez
atingido o estagio adulto, os mosquitos, identificados de acordo com chave de
classificagdo especifica (FORATTINI, 1995), foram alimentados com uma solucao de
sacarose a 10%, embebida em algoddo, e para o repasto sanguineo das fémeas foram
utilizadas codornas (Coturnix coturnix) anestesiadas. Em acordo com Qadir (2014) os
mosquitos foram expostos a um fotoperiodo controlado, com 14 horas de luz e 10 horas

de escuro.

Larvas (20 espécimes/amostra) de 3°e 4°estadios da geracdo de descendentes



oriundos das coldnias mantidas em laboratorio de Ae. aegypti e Ae. albopictus, foram
utilizadas para os ensaios larvicidas com a amostra obtida, de acordo com os parametros
estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Satide (WHO, 1981). As amostras foram
submetidas ao tratamento com quatro concentragdes diferentes (400, 600, 700, 900 ppm)
dos extratos etanodlicos, realizado em triplicatas, a partir das quais foram estimadas as
concentragdes letais do(s) produto(s) responsaveis pela mortalidade de 50% (CLso) dos
espécimes testados.
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5 - METODOS FiSICOS DE ANALISES

5.1 - Cromatografia Liquida gravitacional em Coluna Aberta (CC) As
cromatografias de adsor¢do em coluna foram feitas utilizando gel de silica 60 da Merck
(o um 63-200) Art. 7734. O tamanho das colunas (comprimento e didmetro) variou de
acordo com a quantidade de amostra a ser submetida a cromatografia e adsorvente

empregado.

5.2 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As cromatografias de adsor¢do em camada delgada (CCD) foram realizadas

utilizando-se silica gel 60 (o = 0,004-0,005 mm) codigo 1094 da marca VETEC, em
placas de vidro na dimensdo de 10 x 5 cm com uma das faces revestida por uma camada
de 0,5 mm de espessura. Também foram utilizadas cromatoplacas de gel de silica 60 (o =
2-25 pm) sobre poliéster T-6145 da SIGMA CHEMICAL CO, com camada de 250 um
de espessura e dimensodes de 20 x 20 cm.
As revelacdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas, através da
exposicao destas, a irradiacdo ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda 254 e 366
nm, emitidos por lampada modelo UVSL-25 da Mineral Ligth e/ou pela borrifagdo com
solu¢cdo de vanilina (CsHsO3) 5g/100 mL da solugdo de acido perclérico (HCIO4) 0,75
M/100 mL de EtOH (C:He6O), seguida de aquecimento em estufa (= 150 °C), por
aproximadamente 3 minutos, ou ainda pela exposi¢do a vapores de iodo

Os dados espectrais deste trabalho foram obtidos nos equipamentos da Central
Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal

do Ceara.



5.3 - Ponto de fusao (pf)

Os pontos de fusdo foram obtidos em equipamento de microdeterminagao digital
da METTLER TOLEDO, provido de uma estagdo de aquecimento FP82HT e uma
central de processamento FP90. As determinagdes foram realizadas a uma velocidade de
aquecimento de 2 °C/min.
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5.4 - Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massas do oleo essencial, ésteres metilicos e produtos de
biocatalise foram obtidos no espectrometro de massa Hewlett-Packard, modelo HP-5971
A, acoplado a cromatografo gés-liquido, modelo HP-5890 A, série 1 (CGL/EM),
provido de coluna capilar de metil-fenil silicone (25,0 m x0,20 mm x 0,25 um)
utilizando hélio a 1,0 mL/min como gas carreador no modo split, operando com
gradientes de temperatura que variavam dependendo da natureza quimica dos
compostos analisados. Para os compostos de baixa Massa Molecular utilizou-se um
gradiente de 10°C/min (40-180°C) e de 40°C/min (180°-300°C) e para os de Massa
Molecular mais elevada um gradiente de 10°C/min (100-180°C) e de 40°C/min
(180-300°C), com a temperatura de injetor de 250°C e detector de 280°C.

5.5 - Cromatografia Gasosa acoplada a Detector de Ioniza¢do de Chama (CG-DIC)

A determinacdo dos excessos enantioméricos (ee) foi obtida com um
cromatografo gasoso da THERMO ELECTRON modelo Trace GC Ultra equipado com
uma coluna capilar quiral da Varian Chirasil-Dex CB (_-ciclodextrina, 25,0 m x 0,25
mm x 0,25 um), utilizando hélio como gés carreador com fluxo de 1,0 mL/min no modo
split. Foram utilizados dois programas de temperatura: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min

(130- 160°C). A temperatura do injetor e detector foi 220°C.

5.6 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de Proton (RMN 'H) e carbono



13 (RMN "*C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrdmetro Bruker, modelos
DRX-300 e DPX-500, operando na freqiiéncia de 300 e 500 MHz para proton e para
carbono-13 75 e 125 MHz, respectivamente. Os solventes deuterados utilizados na
dissolu¢do das amostras e obtencdo dos espectros foram: cloroférmio (CDCI3), acetona
[(CD3)2C0O], metanol (CsHsO3), e piridina (CsDsN). As multiplicidades das absor¢des
foram indicadas segundo a convencao: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t
(tripleto), ddd (duplo dubleto dubleto) hep (hepteto) e m (multipleto). O padrao de
hidrogenagdo dos carbonos em RMN "C foi determinado através da utilizagdo da
técnica
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DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com angulo de nutagdo de
135°, CH e CH3 com amplitude em oposi¢cdo ao CH2. Os carbonos nao-hidrogenados
foram caracterizados pela subtracdao dos sinais do espectro BB (Broad Band) e DEPT e
segundo convengao, a terminologia metilico, metilénico e metinico, foi aplicada para os

grupos CH3, CH2 e CH, respectivamente.

6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 - Atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

Através dos dados foi possivel calcular atividade antioxidante do 6leo de
Cambard de chumbo (Lantana camara) e fazer comparativos com a Vitamina C e
Trolox, através de uma equacgdo da reta, para a obtencdo de 50% de atividade (ICso),
como apresentados na Tabela 1. De acordo com a metodologia realizada (HEGAZI; EL
HADY, 2002), o 6leo obtido apresentou moderada atividade antioxidante, em
comparacdo com os controles positivos trolox e vitamina C. Com base nos dados,

podemos observar uma a¢do antioxidante, com ICsode 0,44mg.ml'1, quando comparado

com os padrdes positivos de acido ascorbico (0,27mg.ml™) e Trolox (0,23mg.ml™).
Tabela 1 - Percentagem do sequestro do radical livre DPPH para 50% de atividade (IC50) do 6leo
essencial de CC.

Tratamento Concentracio ICso (mg. ml™")
Trolox 0,02




0,23 +

0,27 +
0,44 +
Vitamina C 0,01
Oleo (Cambara de Chumbo) 0,03

Fonte: AUTORA, 2016.

6.2 - Resultado da avaliacio do bioensaio de toxicidade com Artemia salina dos

extratos etanolicos das folhas de cambara de chumbo (L. camara)

De acordo com os resultados do bioensaio com artémia salina (Branchipus
stagnalis), nas concentragdes testadas, no periodo de incubacdo com luz artificial e
temperatura controlada entre (26 — 30°C) por 24 horas, apresentou uma concentracao
letal
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(LCs0) de 35,699 ppm, de acordo com a metodologia adotada, sugere-se que o extrato, a
partir desse ensaio, destaca alta toxicidade como mostra a figura 13 No periodo de 48
horas o extrato permaneceu com sua alta toxicidade, LCsode 7,671 ppm, matando um
numero elevado de larvas do crustaceo (Figura 14), afirmando que a concentracao letal
do extrato do cambara de chumbo (Lantana camara) nao precisa ser alta para eliminar

grande quantidade de larvas (Tabela 2).

Grafico 1 - - Curva concentragdo-resposta da mortalidade de artémia salina ao extrato etandlico do
Cambara de chumbo apds 24 horas.



W

CLso= 35,699 ppm (Probit Analysis). LC — Concentracao letal.
Fonte: AUTORA, 2017

Grafico 2 - Curva concentragdo-resposta da mortalidade de Artémia salina ao extrato Etanolicos do
Cambara de Chumbo (Latana Camara) apds 48 horas.

E & Y
&5

lidade [%

viort

Log 10 Dose

CLs0o= 7,671 ppm (Probit Analysis). LC — Concentragao letal.

Fonte: AUTORA, 2017
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Tabela 2 - Mortalidade média de Artémia Salina de acordo com as concentracdes do extrato etanolico do
Cambara de Chumbo (Latana Camara).

Numero de
Concentragio do Cistos (Larvas) triplicata Cistos (Larvas)
extrato expostos. Cistos (Larvas) mortas.
(mg/mL) Processo por mortas. 48 h

24 h

0,530 28300,253027300,125 30 19 28 0,0625 30 17 27 0,0312



3017 23

(Controle negativo/agua

salina)30 0 0 Fonte: AUTORA, 2017

O teste de toxicidade com artémia salina ¢ um ensaio bioldgico
constantemente utilizado para testes toxicidades por ser rapido, confiavel, de baixo
custo e por ter demonstrado boa correlagdo com vérias atividades biologicas (Meyer et
al.,, 1982), como atividade antitumoral (Mclaughlin, 1991; Mclaughlin et al., 1991,
1993). Segundo a escala Hodge e Sterner extratos com LDso < 50 ppm sdo consideradas
substancias altamente toxicas. Os experimentos com amostras repetidas (triplicata)
retificam que plantas do género Lantana possuem efeito acumulativo e quando

administradas em doses que correspondem a uma dose letal causa grave intoxicagdes

(Tokarnia et al., 1984).

6.3 - Resultado dos estudos fotoquimicos do extrato etandlico da folha do Cambara

de chumbo (L. camara)

A fitoquimica ¢ responsavel pela caracterizagdo estrutural, avaliagdo de
propriedades e investigacdes biossintéticas de metabdlitos secundarios produzidos por
organismos vivos (RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009; FILHO, 2010).
Uma analise fitoquimica consiste no recolhimento e classifica¢do botanica da espécie em

estudo, na extragdo, na separagao e na purificagdo de constituintes quimicos, na
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determinagdo estrutural de compostos isolados e nos ensaios bioldgicos e
farmacologicos (BESSA; TERRONES, SANTOS, 2007).

Os testes foram executados em duplicatas e os resultados (Tabela 3) obtidos na
triagem fitoquimica estabelecida conforme os seguintes pardmetros: Positivo = (+) e
Negativo = (-).

O procedimento para a prospec¢do preliminar fitoquimica, foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Matos (1997), e os resultados obtidos
baseiam-se em  reacdes qualitativas de mudanca de coloragdo e formagdo de
precipitados e de suas propriedades fisico-quimicas dos constituintes que a planta

compde.



Tabela 3 - Resultados das analises fitoquimicas para reconhecimento dos metabolitos secundarios distintos
obtidos a partir da amostra de extrato etandlico das folhas de L. camara.

Metabolitos Secundarios Resultado do extrato etanolico das folhas
Lantana camara

Saponinas -

Taninos -

Triterpenoides/Esteroides

Flavonoides totais

Hidrolisaveis
-+

Condensados

Antocianidinas

Antocianinas

Flavonas e xantonas

Terpenos +
Fonte: AUTORA, 2017.

6.3.1 - Resultado para o teste de Fendis e Taninos

No extrato etandlico bruto das folhas da L. camara (Figuras 13), foi identificada

a presenca de taninos condensados, observado pela coloragao esverdeada. Esse método
baseia-se na redugio de Fe’”, que determina o poder redutor. Compostos fendlicos, tais
como os taninos, tém a capacidade de reduzir o Fe*" do cloreto férrico (FeCls), formando
um complexo colorido resultante do Fe*" do cloreto férrico Il (FeClz). Ja os taninos

hidrolisaveis nao foram detectados pelos testes realizados.
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6.3.2 - Resultado para o teste de flavonoides (flavondis, flavonas e xantonas)

As flavonas e os flavonois sdo protetores quimicos que absorvem luz em
comprimentos de onda mais curtos do que aqueles visiveis ao olho humano, protegendo
as células vegetais dos danos causados pela fotoxidagdo. Além dessa fungdo protetora,

esses dois flavonoides ainda funcionam como sinais atrativos para insetos como as



abelhas, que enxergam na faixa extrema do ultravioleta. Segundo Buer & Muday (2004)
as flavonas e os flavondis ndo estdo restritos as flores; eles também estdo presentes nas

folhas de todas as plantas verdes.

Esse teste ¢ caracterizado pela alteracdo de coloracdo para a formagdo da
tonalidade avermelhada. O teste foi considerado positivo quando o produto da reacao
desenvolveu coloracdo vermelho intenso (figura 14). Assim, apos a efervescéncia, o
aparecimento ou intensificagdo da cor vermelha indicou a presenca dessas subclasses
flavonoides (flavonois, flavonas e/ou xantonas livres).

Segundo Martinez (2005), afirma que ocorre uma reducdo causada pelo
magnésio (Mg) em presenga do acido cloridrico (HCIl), que altera a coloracdo do
composto flavonoidico. Para que os testes dos flavonoides sejam positivos é necessario

que alguns compostos tenham o nicleo benzopirona na sua estrutura quimica.

6.3.3 - Resultado para o teste de flavonoides (antocianidinas, antocianinas e

flavonéis)

Outras subclasses relevantes de flavonoides sdo as antocianidinas e as
antocianinas. Sendo as antocianidinas sdo menos estaveis que as antocianinas. Isso se da
pelo fato de que as antocianidinas também designados por proantocianidinas, se
originam por cisdo oxidativa (e nao hidrodlise) em alcool, a quente.

As antocianinas sao pigmentos fenodlicos soluveis em agua, pertencentes a classe
dos flavonoides, responsaveis pelas varias nuances entre laranja, vermelho e azul,
exibidas pelas frutas, hortalicas, folhas, raizes e principalmente flores. A identificacdo
das antocianidinas e antocianinas foram realizadas a partir da comparacao da coloragao
da amostra do extrato etandlico das folhas de L. camara na presenca de em meio acido e
alcalino, visto que esses compostos possuem propriedades anféteros, ou seja, se
comportam diferentes em meio acido e alcalino.
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Os resultados a partir da observacdo da mudanca na coloragdo do material foram
avaliados consoantes a literatura descrita por Matos (1997) e os resultados expostos na

tabela 4.

Tabela 4 - Alteracdes observadas na coloragcao do meio avaliadas no teste para antocianidinas, antocianinas
e flavonoides.



Classes de substancias Coloracao do meio
Acido Alcalino Alcalino
(pH 3,0) (pH 8.,5) (pH 11)
Antocianidinas e Antocianinas | Vermelho Lilas Azul purpura
Flavonois - - Vermelho
purpura

Fonte: MATOS, 1997.

Dessa forma, o teste determinou a presenga de antocianinas e antocianidinas nas
amostras do extrato etanolico das folhas L. camara sendo importante para a verificacao
de possiveis atividades antioxidante e uso de principios ativos para diversos empregos na

medicina.

6.3.4 - Resultado para o teste de Esteroides/Triterpenoides

Os triterpenos possuem grandes potencialidades em atividades biologicas: sao
anti-inflamatorios, antibacterianos, fugicidicos, antivirais, analgésicos, cardiovasculares,
antitumorais (SOARES, 2008).

Em relacdo a esterdides/triterpendides, os resultados foram positivos, quando em
comparagdo com o extrato bruto, notou-se o surgimento de uma coloragao verde ou azul

apos a reagdo de Liebrman-Burchard figura 15.

6.3.5 - Resultado para o teste de saponinas

Nao foi identificada a presenga de saponinas no extrato etanolico das cascas do
caule e das folhas de L. camara nao havendo a formagdo de espuma persistente. O
efeito espumante ¢ decorrente de suas estruturas que apresenta uma parte lipofilica
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(triterpeno ou esterdide), denominada aglicona ou sapogenina, € uma parte hidrofilica

(agucares) constituida por um ou mais agticares.



6.4 - Resultado da atividade larvicida do extrato etanolico das folhas do Cambara

de Chumbo (Lantana Camara), frente Ao Aedes Aegypti.

Para os bioensaios, utilizou-se larvas de terceiro e quarto estagio de Ae. aegypti,
expostas a quatro diferentes concentracdes dos extratos. O grupo controle foi composto
de agua deionizada e diluente. Foram utilizadas quatro repeti¢cdes por tratamento, com
20 larvas por repeticdo. O extrato analisado em concentracdo de 600ppm, causou
mortalidade média superior a 90% das larvas testadas e uma analise total de 95% de
mortalidade, até 48 horas de exposi¢do das larvas ao extrato, (tabela, 5). Verificou-se,
por meio da analise de Probit, CLso de 136,9 ppm. Deve-se ressaltar que espécies da
familia Verbenaceae, com sabor amargo, possuem atividade inseticida e pesticidas o que

aumenta o interesse para serem investigadas para agdes frente ao Ae. Aegypti.

Tabela 5 - Ensaio larvicida com extrato etandlico da folha do Cambara de Chumbo (Lantana cdmara) em
48 horas.

Nuimero de
Concentracao do expostas. Larvas
extrato Processo por mortas. 48 h
(ppm) triplicata
larvas

400 60 53

600 60 54

700 60 52

900 60 54

Fonte: AUTORA, 2017

O efeito larvicida do extrato estudado pode estar associado aos diversos
compostos presentes na espécie, corroborando com relatos de Aguiar-Menezes (2005),
onde o autor chama também a atengdo para a atuag@o dos principios ativos presentes nas
plantas que sao normalmente compostos por uma complexa mistura de substancias que
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pode causar inibi¢do da alimentagdo de insetos ou dificultar o seu crescimento,
desenvolvimento, reprodugdo e comportamento, apresentar ainda agdes tdxicas capazes
de atuar sobre o sistema nervoso central, podendo causar a morte dos insetos, e ainda
podendo atuar como agente antialimentar, impedindo que os insetos iniciem a
alimentacdo, contribuindo assim para sua morte. Esses compostos podem ainda esta
agindo isoladamente ou em sinergismo, fato esse que pode ser comprovado com relatos
feitos por Bessa (2007) onde o autor afirma que o extrato bruto pode apresentar em
alguns casos maior efeito quando comparado com suas respectivas fragdes onde alguns
compostos sao isolados, e em outras situagdes o isolamento desses compostos facilita o
conhecimento da estrutura quimica das plantas além de contribuir com a producao de
derivados semissintéticos, sendo que estes podem atuar com um melhor desempenho no

que tange a poténcia, estabilidade ou seguranga do composto.

6.5 - Resultado da composicao volatil do 6leo essencial do cambara de chumbo

(Lantana Camara)
Em andlise de CG/EM e FID, nove compostos foram identificados representando
84,1% do total de componentes detectados. A composi¢cdo quimica de 6leo estd presente

na tabela 16.

Tabela 6 - Constituintes do 6leo volatil de Cambara de Chumbo por CG/EM

Compostos RI Porcentagem % Identificaciao

o - pineno 7,56 1,2 RI, EM, Literatura
B - pineno 8,94 1,0 RI, EM, Literatura
Yy - terpineno 11,84 3,1 RI, EM, Literatura
Copaeno 23,25 5,0 RI, EM, Literatura
Cariofileno 24,72 7,3 RI, EM, Literatura
o — cubebeno 25,74 2,1 RI, EM, Literatura
Germacreno D 26,74 37,5 RI, EM, Literatura
Germacreno B 27,23 21,7 RI, EM, Literatura
(+)-0-cadinene 28,06 5,2 RI, EM, Literatura




Fonte: AUTORA, 2016

Os trés principais compostos que compdem o aroma do Oleo volatil foram
sesquitertenos, apresentando a seguinte composicdo: cariofileno (7,3%), germacreno B
(37,5%) e o germacreno D (21,7%).
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6.6 - CARACTERIZACAO DE EEFALC-1 - Substincia Isolada em Lantana

camara

A fracdo em acetato de etila (EtOAc) obtida a partir da particdo do extrato
etandlico (EtOH) das folhas de L. camara (Verbenaceae) foi submetida a diversos
procedimentos cromatograficos, iniciado por uma filtrante e posteriormente,
cromatografia em coluna (CC), o que resultou no isolamento de um biosideo da flavona,
inédito na nesta espécie. A estrutura foi definida através da analise dos espectros de
ressonancia magnética nuclear (NMR) de 'H e de ">C (1D e 2D) e espectrometria de
massas. Os dados corroboraram para que sua elucida¢do seja semelhante a estrutura
(EEFALC-1) denominada: 5°°-O-a-L-rhamnopyranosyl-1’- B -D-glucopyranoside- 4°,6-
dimethoxyflavone (1)

Figura 13 - Estrutura do flavondide glicosilado

)

As unidades da glicona do referido biosideo foram: um ramnopiranosideo e um

glicopriranosideo e a aglicona: uma flavona substituida, como mostrada na Figura 2.

Figura 14 - Partes seguimentadas do flavonoéide glicosilado.



Unidade ramnopiranosideo

Unidade 7-hidroxi-4’,6-dimetoxiflavona
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Unidade glicopiranosideo

O espectro de massas da substancia glicosilada 1 ndo revelaram a presenca de
fragmentos correspondentes aos ions moleculares, notando-se em todos estreita
semelhanga com o do pectolinarina (ref) ((M]" 622, C20H34015), figura 3 e 4. Nos EM de
1 o pico base de m/z 622 representa a unidade aglicona com férmula molecular
C29H34015. A natureza glicosidica destas substancias foi indicada pelo nimero de sinais
oximetilénicos e oximetinicos observados nos espectros de RMN de 'H e de °C, ¢
confirmada pelos espectros 2D de correlagdo homonuclear (COSY) e heteronuclear (‘H
BC-HMQC e 'H “C-HMQC), permitindo caracterizar as estruturas destes glicosidios
como mostrados na tabela 6.

O composto (1), foi obtido como um pdé marrom palido com a férmula molecular
C20H34015 foi determinado por HR-ESI-MS at m/z 622.1898 [M+H]" (calc. for
623.1898). O espectro de RMN 'H (Table 1) exibe sinais de metila devido a ramnose em
ou 1.17 (d, J=6.2 Hz), dois protons metilénicos oxigenados da glicose equivalentes em
ou 3.9 (m) (br d, J=9.9 Hz), dois sinais de singletos para dois grupos metoxi em o 3.76
(s) e 3.85 (s) (3H, s), dois protons anoméricos em ou 4.25 (s) e 4.82 (d) (d, J/=7.2 Hz),
dois protons aromadticos em 6.88 (s) e 6.92 (s), e um sistema de acoplamento do tipo
AA'BB’ em dn

8.022 (d, 8.9) e 7.15 (d, 8.9), ver figura 4. O espetro de ressonancia de carbono
(RMN '*C), (Tabela 6) de 1 mostrou 29 sinais de carbono, que foram classificadas pelos
valores do deslocamento quimico e espectro de coeréncia heteronuclear quantica
(HSQC) tnico como dois agucares (raminose: oc 17.78, 68.32, 70.44, 70.82, 72.06 ¢
100.45), e a glicose: 66.02, 69.57, 73.20, 75.78, 76.48 e 100.45), duas metoxilas de
carbonos (dc 55,64 e 60,43), quatro carbonos metinicos do tipo sp*(5c 103.43, 94.46,
114.85 (2xC) e 128.52 (2xC)), nove carbonos quaternarios do tipo sp2 (oc 106.01,
122.80, 132.81, 152.29, 152.30, 156.57, 162.51 e 164.23) ¢ um carbono carbonilico em
0c182.42.

Figura 15 - Espectrometria de massas de alta resolugdo com ionizagao por electrospray
(HRESIMS).
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Figura 16 - Fragmentacdo proposta para a estrutura isolada.
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Tabela 7 - Dados espectroscopicos da estrutura (1) e um modelo (Mo-01) da literatura
(WIDYOWATI et al, 2016).

0y

HSQC HMBC
1 Mo-01

§Q§H2J CH *Jen 5.0uC

2 164.23 - H-3 166.9 - 4 182.42 - H-3 184.6 - 5 152.29 - 154.4 - 6 132.81 - H-8; MeO-6
134.0 - 7 156.57 - H-8 158.0 - 9 152.30 - H-8 154.6 - 10 106.01 - H-3; H-8 108.0 - 1* 122.80
-H-3; H-3’/H-5" 124.7 - 4> 162.51 - H-2’/H-6’; MeO-4" 164.5 -
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CH

3 103.43 6.88 (s) 104.5 6.68 (s) 8 94.46 6.92 (s) 95.5 6.89 (s) 2,6’ 128.52 8.022 (d, 8.9) 129.8 7.95
(d, 8.1)3°,5° 114.85 7.15 (d, 8.9) 115.8 7.08 (d, 8.1)

1 100.45 4.82 (d) 101.6 5.19 (d, 7.2) 27 '2-203:3574.8 3.58 (¢, 8.3)
37 75.78 H-3" 77.9 3.52 (t, 8.9) 4” 69.57 71.6 3.43 (m) 5 76.48 77.3 3.73 (m) 1" 100.45 4.25 (s)

99.34.72 (brs) 2’ 70.44 71.1 5.15 (dd, 3.3, 1.6) 3" 72.06 73.3 5.01 (dd, 9.9, 3.3) 4 70.82 71.3 3.42
(d,9.9) 5> 68.32 3H-6" H-1"" 70.0 3.77 (m) CH2

6” 66.02 3.90 (s) 67.5 4.05 (br d, 9.9) 3.76 (m)
CH:3

6™ 17.78 1.17 (d, 6,2) H-5"" 18.0 1.17 (d, 6.2) MeO-6 60.43 3.76 (s) 61.7 3.89 (s) MeO-4’ 55.64
3.85 (s) 56.2 3.89 (s) HO-5 - 12.92 (sl
AcO-2"" - - - - 171.5 20.6 AcO-3"" - ---172.120.8



CONSIDERACOES FINAIS
Figura 17 - Espectro de RMN 1H (500

1.93 (s) -
MHz, em MeOD) de 1. 7 - 1.75 (s)

Com a demonstracdo da evolucdo das pesquisas que tratam das alternativas de
controle sobre o vetor da Dengue, foi possivel verificar que houve aumento na busca por
maiores informagdes referente aos inseticidas botanicos, garantindo maior conhecimento
sobre os compostos vegetais e sua melhor forma de utilizagio. E certo que todos vegetais
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apresentam em sua composi¢do, substidncias que conferem protegdo para o seu
desenvolvimento, apresentando propriedades toxicas para patdogenos, competidores,
herbivoros e para o proprio homem. Entretanto, esta acdo toxica se corretamente
manipulada, pode agir em beneficio do homem, ¢ este o objetivo de explorar o
funcionamento metabolico das plantas. Cabe ressaltar que esta busca se limita a nao
prejudicar a forma de vida vegetal e, sim usufrui-la de forma consciente e sustentavel. E
possivel verificar que existe a possibilidade de integrar esses métodos alternativos aos
atuais métodos de controle gerando um manejo integrado. A utilizagdo de compostos
vegetais como controle de vetores ¢ promissor € apresenta inimeras vantagens como,
rapida degradacdo, ndo persistindo por longo periodo no ambiente induzindo menor
risco aos organismos ndo-alvo e menor indice de desenvolvimento de resisténcia pelos
vetores; possuem rapida agdo, causando morte gradativa ou imediata; apresentam
toxicidade baixa em relagdo aos mamiferos; ndo sdo fitotdxicos, ou seja, ndo sao tOxicos
as plantas em Dbaixas concentracdes; e, por fim, apresentam alta disponibilidade de
material vegetal e baixo custo de fabricagdo. Frente ao quadro apresentado nesse
trabalho, deve-se continuar a busca por maiores informagdes sobre inseticidas botanicos
a fim de contribuir para um melhor e mais eficaz controle contra a Dengue.

Em resumo, o estudo demonstra que nos extratos etanolicos das folhas do
cambara de chumbo (Lantana camara), a partir da observacdo e da investigacdao
quimica contém compostos fenolicos, taninos e terpenos, principais metabolitos
secundarios das plantas. Desses os que foram detectados nos testes qualitativos
baseados na coloragdo, precipitacdo ou espuma foram: flavonoides (flavonas, flavonois,
xantonos, antocianinas, antocianidinas,) que podem servir como fontes naturais de
agentes antioxidantes.

Os testes da avaliagdo antioxidante pelo método de DPPH, de toxicidade pela
letalidade do extrato na Artemia salina também detectaram altos indices para todas essas
atividades. O estudo também permitiu analisar a composi¢ao volatil do 6leo essencial de
L.camara, destacando trés principais compostos responsaveis por seu forte aroma.

O extrato etandlicos foi submetido a diversos procedimentos cromatograficos, o
que resultou no isolamento de um biosideo da flavona, inédito na nesta espécie. A
estrutura foi definida através da andlise dos espectros de ressonancia magnética nuclear
(NMR) de 'H e de °C (1D e 2D) e espectrometria de massas. Os dados corroboraram
para que sua elucidagdo seja semelhante a estrutura (EEFALC-1) denominada: 5”-O-a

L-rhamnopyranosyl-1’- B -D-glucopyranoside- 4’,6-dimethoxyflavone.
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