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RESUMO

Este trabalho descreve a investigacdo fitoquimica do tdxon Ruelia paniculata abordando a
extracdo do Oleo essencial das folhas, composicdo quimica, atividade larvicida e prospec¢édo
das principais classes de metabolitos secundarios dos extratos hidroalcoolicos das folhas,
galhos e raizes. O 6leo essencial obtido por hidrodestilacédo e analisado por CG-EM, mostrou-
se basicamente constituido por sesquiterpenos cujos compostos majoritarios foram éxido de
cariofileno (12,94 %), epi-a-cadinol (10,23%) e lanceol (9,39 %). O ensaio larvicida do 6leo
essencial apresentou significativa atividade contra larvas do mosquito Aedes aegypti no
terceiro estdgio, com uma concentragédo letal (CLso) de 24,6 ppm sinalizando uma potente
fonte de larvicida natural. A andlise quimica dos extratos hidroalcélicos das folhas, galhos e

raizes da referida planta resultou na caracterizacdo de taninos e esteroides.

Palavras-Chaves: Oleo essencial, CG/EM, Aedes aegypti, Acanthaceae, Ruellia paniculata.



ABSTRACT

This work describes the phytochemical investigation of the Ruelia paniculata taxon on the
extraction of leaves essential oil, chemical composition, larvicidal activity and prospection of
the main classes of secondary metabolites of hydroalcoholic extracts of leaves, branches and
roots. The essential oil obtained by hydrodistillation and analyzed by GC-MS, was basically
composed of sesquiterpenes whose major compounds were caryophyllene oxide (12.94%),
epi-a-cadinol (10.23%) and lanceol (9,39%). The larvicidal test of essential oil showed
significant activity against larvae of the Aedes aegypti mosquito in the third stage, with a
lethal concentration (LCso) of 24.6 ppm signaling a potent source of natural larvicide. The
chemical analysis of the hydroalcoholic extracts of the leaves, branches and roots of said plant

resulted in the characterization of tannins and steroids.

Keywords: Essential oil, CG/MS, Aedes aegypti, Acanthaceae, Ruellia paniculata.
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INTRODUCAO

INTRODUCAO

Nos dias atuais, as plantas representam uma das alternativas entre as diversas fontes de
insumos necessarios, tendo como principal vantagem o fato de serem uma fonte renovavel e,
em grande parte, controlavel pelo ser humano (SIMOES et al., 2004). Deste modo, vem se
observando um crescente aumento na utilizacdo e pesquisa das plantas, para diversas
finalidades, aumentando assim as possibilidades de utilizacdo de produtos naturais em
substituicdo aos produtos sintéticos.

Nesse sentido, o Brasil tem encontrado inUmeras vantagens ao se estudar as
propriedades das plantas, uma vez que, estima-se que o territorio brasileiro dispde de 50.000
espécies de plantas superiores, produtoras de madeiras, celulose, fibras, alimentos, déleos
vegetais e 0leos essenciais, entre outros produtos naturais (LUPE, 2007).

Segundo Foglio et al., (2006), cerca de 80% da populagdo brasileira faz uso de
produtos de origem natural, basicamente com base em plantas medicinais, que fazem parte da
medicina popular e fitoterapica. Uma planta para ser considerada medicinal deve possuir
substancias em uma ou mais partes que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou como
precursores de farmacos semissintéticos (PINTO et al., 2005).

Apesar de muitas espécies vegetais ja terem sido amplamente estudadas e muitas
substancias isoladas e identificadas, ainda existem muitas espécies que ndo foram estudadas e
que podem ser promissoras na busca por novas alternativas de tratamento das doencas. Dentre
essas espécies pouco conhecida existe a Ruellia paniculata que pertence ao género Ruellia
que € o segundo maior da familia Acanthaceae.

Esta familia compreende cerca de 240 géneros e aproximadamente 4.000 espécies e é
bastante utilizada na medicina tradicional no Sul da Asia, especificamente nos paises de
China e India, por apresentar propriedades farmacoldgicas bastante variadas
(MATHIVANAN, et al., 2015). O género Ruellia vem se destacando por apresentar um
grande valor medicinal, pois estudos revelam que espécies desse género apresentam diversas
atividades antimicrobianas (ARIRUDRAN, et al.,2011), antioxidante (CHOTHANI, et al.,
2012), antelmintico (PUEBLOS, et al., 2015), com efeito estrogénico e colinérgico (SALAH,
etal., 2002).

Conforme Oliveira (2006), as plantas medicinais tém recebido atencdo especial,
principalmente pelos diferentes significados que assumem como um recurso bioldgico e

cultural, destacando-se o seu potencial genético para o desenvolvimento de novas drogas,
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sendo, portanto, uma alternativa na assisténcia a saude de uma grande quantidade de
comunidades brasileiras.

Diversos estudos a partir de extratos vegetais e 0leos essenciais surgiram com a
expectativa de se encontrarem substancias com propriedades antioxidantes, (WANNES et al.,
2010), acdo analgésica, anti-inflamatoria, (MENDES et al., 2010), fungicida, (CARMO et al.,
2008) inseticidas, larvicidas e simultaneamente seletivas para serem usadas contra diversos
tipos de mosquitos.

Com base no exposto, 0 presente estudo tem como objetivo cientificamente, extrair o
6leo essencial da especie R. paniculata por difrentes métodos, identificar os constituintes
quimicos presentes nessa planta e avaliar o poténcial larvicida do 6leo frente as larvas do

Aedes aegypti, contribuindo assim, com novas informacdes acerca desse vegetal.



OBJETIVOS v

OBJETIVOS

GERAL

Contribuir com a ampliacdo do conhecimento quimico e bioldgico do taxon Ruelia paniculata
através da extragcdo do Oleo essencial das folhas, constituicdo quimica, atividade larvicida e

deteccdo das principais classes de metabolitos secundarios.

ESPECIFICOS

e Identificar os constituintes quimicos volateis presente no oleo essencial;
e Auvaliaraacao larvicida frente as larvas dos mosquitos A. aegypti;
e Preparar os extratos hidroalcoolicos das folhas, galhos e raizes;

e Prospectar as principais classes de metabdlitos secundarios.
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CONSIDERACOES BOTANICAS
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1.1 Familia Acanthaceae

Recentementea familia Acanthaceaefoidividida em quatro subfamilias: Acanthoideae,
Avicennioideae, Thunbergioideae e Nelsionoideae que consiste em cerca de 4.000 espécies
compreendidas em aproximadamente 240 géneros (TRIPP E MCDADE, 2014),tendo como
principais aéreas de concentracdoo Sudeste Asiatico, Malésia, india, Madagascar, Africa
Tropical, Méxicoe as Américas (DANIEL E MCDADE, 2014).

No Brasil, existem aproximadamente, 40 géneros e 449 espécies,com ocorréncias
confirmadas no Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Ronddnia, Roraima, Tocantins),
Nordeste (Alagoas, Bahia, Cear4, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso),
Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina)(PROFICE et al., 2015) como pode ser observado nas areas em

amarelo na Figura 1 abaixo:

Figura 1 - Distribui¢do geografica da familia Acanthaceae

Fonte: Discoverlife, 2017.

Para Judd et al., (2009) essa familia pode se apresentarna forma de herbéaceas,
subarbustivas ou arbustivas exibindo diversas caracteristicas como folhas simples, flores
grandes com corolas bem coloridas e frequentemente brécteas vistosas, as quais podem atrair
abelhas, vespas, borboletas ou aves, sendo a maioria das espécies reconhecidas por
compartilharem um tipo de fruto caracterizado por uma capsula de deiscéncia explosiva com

presenca de retinaculos. Outra caracteristica da familia é a presenca de grande nimero de
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especies com cistolitos de configuracdes espaciais variadas que podem ser utilizados como
carater sistematico.

Muitas espécies dessa familia possuem propriedades medicinais, como no caso da
Phaulopsis fascisepalaC.B.Cl., que apresenta compostos antioxidantes que ajudam na defesa
contra o cancer (Adesegun et al., 2009) a Adhatoda vasica Nees que possui alcaldides que
combatem problemas respiratorios (Nath e Buragohain 2005) e Asteracantha longifolia (L.)
Nees reduz os niveis de glicose no sangue, pois apresenta propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (Chauhan e Dixit 2010).

1.2 Género Ruellia Linnaeus

Segundo Profice (2015), a RuelliaL. também pode ser conhecida como Arrhostoxylum
Nees, Dipteracanthus Nees, Stephanophysum Pohl, Blechum Nees, Stemonacanthus Nees,
Siphonacanthus Nees e Eurychanes Nees, totalizando sete sinGnimos. Estapertence a
subfamilia Acanthoideae, que é o segundo maior e mais diversificado género da familia
Acanthaceae, apresentando cerca de 300 espécies ou 9,2% da familia, com o maior ponto de
diversidadenas Américas com aproximadamente 300 espécies, possuindo 100 taxons para a
América do Sul (TRIPP e MANOS, 2008).

Conforme o estudo de Ezcurra (1993), as espécies desse género possuem
caracteristicas herbaceas ou arbustivas, com caule jovem é frequentemente quadrangular ou
subtereto. Suas folhas, pubescentes ou glabras, possuem margem inteira, crenulada e raro
dentada. Sdo pecioladas ou subsésseis, e algumas poucas espécies formam roseta. Possuem
tricomas do tipo glandulares e tectores, sendo este simples e uniseriados, exibindo cistolitos
nas folhas.

O mesmo autor ainda destaca que, além das caracteristicas acima exposto, esse grupo
ainda possui padréo basico de inflorescéncia é dicasio simples ou composto. A coloragéo das
flores varia de azul, malva, rosa, vermelha, amarelada a branca. A corola possui varios
formatos desde tubular, infundibuliforme, hipocrateriforme até campanulada. As bracteas e
bracteéolas geralmente sdo pequenas e ndo imbrincadas. O pdlen tem grandes variacGes na
ornamentacdo. O fruto é capsular, bivalvar, loculicida, com nimero variavel de sementes (1-
14) por léculo. As sementes sdo planas, orbiculares e mais ou menos cobertas por tricomas
que formam mucilagem ao entrar em contato com a agua. Essa mucilagem é muito pegajosa,
podendo aderir fortemente ao corpo dos animais, que pode propiciar a dispersdo também

servindo de protegéo.
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Segundo Tripp (2008), esse género pode ocupar diferentes tipos de habitats como
aqueles com incidéncia de muita chuva e pouca luz, ambientes aridos,locais inundados e
regides de pequenas e grandes altitudes. No Brasil, existe em torno de 85 espécies, sendo 48
dessas endémicas, distribuidas em todos os estados como pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 - Distribuicdo género Ruellia nos estados brasileiros

Fonte: Profice et al., 2015.

De acordo com os autores Tripp e Manos (2008), esse género possui diversas
caracteristicas e vem se destacando pela sua importancia ecoldgica, econdmica ou medicinal,
uma vez que as flores de algumas dessas espécies produzem néctar e pélen para abelhas,

beija-flores e morcegos, ja outras estdo sendo empregadas na medicina popular (Tabela 1).
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Tabela 1 — Uso popular de algumas espécies do género Ruellia

Espécies Indicacdo Medicinal Parte usada Referéncia
Ruellia angustiflora Cicatrizante Folha Alice,1995
Ruellia ciliatiflora Hemorragia (Utero,
Hook nasal ou digestiva) e Folha Bourdy, 2004
diarréia
Ruellia coerulea o
Diarréia Folha Bourdy, 2004
Morong
Ruellia ruizana o Valadeau et al.,
_ Hemorragia (Utero) Folha
(Nees) Lindau 2010
Ruellia puri (Nees) o Valadeau et al.,
Hemorragia (Utero) Folha
Mart. ex B.D. Jacks. 2010
Ruellia - .
dissitifo_lia Anti- séptica Folha Vieirae Martins
(Nees) Hiern. ) 2000
e adstringente
Ruellia elegans Poiret Eolh Sivasankari et
olha
Cura dor de cabeca al., 2013
Ruellia hygrophila ) ) N
Para inchaco Raiz Filipov, 1994
Mart
Ruellia geminiflora Picadas de insetos ou de Fruto, folhae | | entz, 1993
HBK. cobras galho
Ruellia floribunda De-la-cruz etal.,
Hook. Contra parasitas intestinais Folha 2007

Ruellia tuberosa L.

Diurética, antidiabética,
antipirética, analgeésica, anti-

hipertensiva Fruto, folhae Pattanayaketal,
urinarios e niveis elevados de galho 2015
colesterol e também € usada
como anti-helmintica
Ruellia patula Jacg. Hassan-
Dor de ouvido, picadas de Folha Abdallahet al.,
insetos

2013

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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1.3 Ruellia paniculata L.

De acordo com a obra de Castro e Calvacante (2011), a Melosa-roxa (Ruellia
paniculata) (Figura 3) é um arbusto piloso, grudento, de folhas opostas, asperas e caule
quadrangular. E encontrada naturalmente em solos afetados por sais, 0s quais ocorrem em
baixios, mais favorecidos pela umidade. A flor roxa com corola em forma de funil é visitada
por diferentes espécies de abelhas, sendo importante por compor sua dieta no periodo seco do

ano com sua floracdo geralmente no més de janeiro.

Figura 3 -Ruellia paniculata

Fonte: Castro e Calvacante , 2011.

Segundo Profice (2015), a R. paniculata L. é uma espécie nativa do Brasil, encontrada
nos estados do Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte), Centro-Oeste (Goias) e Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro) (Figura 4),
em areas abertas, com solos favorecidos pela umidade e nas fendas de rochas graniticas, em
altitudes que variam de 900-1.100 m (MARCELO e SILVA, 2014).
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Figura 4 - Ocorréncias confirmadas da R. paniculata por Estados no Brasil

Fonte: Profice et al., 2015.
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2.1 Constituintes quimicos isolado do género Ruellia
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De acordo Samy et al., (2015) os principais constituintes quimicos do género

Ruelliasdo os flavonoides, lignanas, cumarinas, alcaldides, triterpenos, esterdides,

glicosideos fendlicos, fenil-etanoides, megastigmane glicosideos, B-Sitosterolglucésido

entre outros. Na Tabela 2 pode ser observada a classe de metabolito com a espécie

correspondente e na Tabela 3 a estrutura de cada substancia isolada.

Tabela 2 -Constituintes quimicos isolado do géneroRuellia

NUmero Classe de Metabolitos | Espécies Referéncia
Esterdides Behari; Goyal;
Streibl, 1981
R. tuberosa
Andhiwal; Has;
) Varshney,1985
B-sitosterol R. prostrata
Banerjee, 1984
R. brittoniana | Gobraeil, 2009
R. patula Akhtar, 1993
Samyetal., 2011
2 B-Sitosterolglucoside R.tuberosa | Samy etal., 2013
R. brittoniana | Gobraeil, 2009
R. tuberosa | Behari; Goyal;
Streibl, 1981
Andhiwal;Has;
Varshney,1985
Banerjee, 1984
3 Estigmasterol
R. prostrata
R. patula Muthumani et al.,
2009
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NUmero Classe de Metabolitos | Espécies Referéncia
Behari; Goyal,
Streibl, 1981
4 Campesterol R. tuberosa | Andhiwal;Has;
Varshney,1985
Stimat-6-en-3-p-ol R. patula Muthumani etal.,
5 2009
Triterpenos
6 L | R. tuberosa Andhiwal;Has;
upeo Varshney,1985
R. brittoniana | Gobraeil, 2009
6 Lupeol
R. patula Akhtar, 1993
_ R. tuberosa | Lin, 2006
7 Betulin
8 -amirina R. brittoniana | Gobraeil, 2009
9 21-metildammar-22-en-3, R. tuberosa | Singh, etal,. 2002
18,27-triol
Cumarina R. tuberosa | Singh, etal,. 2002
10 7-hidroxi-4-metil-cumarina R.patula %létg]umanl etal.
i R. patula Muthumani et al.,
11 Dicoumarol 2009
Alcaloides
12 Tetramethylputrescine R. Rosea Johne; Groger;
Radeglia, 1975
13 Indole-3-carboxaldeido R. tuberosa | Lin, 2006
Flavonoides
14 Cirsimaritina R. tuberosa Lin, 2006
15 Cirsimarin R. tuberosa | Lin, 2006
16 4'-glucosido de Cirsiliol R.tuberosa Lin, 2006
17 Sorbifolina R. tuberosa | Lin, 2006
18 Pedalitina R. tuberosa | Lin, 2006
19 Luteolina R. prostrado | Subramanian; Nair,
1972
R. prostrata | Subramanian; Nair,
1972
20 Luteolina 7- O- glucosido Nair;
R. tuberosa | Subramanian,1974
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NUmero Classe de Metabolitos | Espécies Referéncia
R. prostrate | Subramanian; Nair,
1972
21 Apigenin
R. brittoniana | Gobraeil, 2009
Subramanian; Nair,
R. prostrata | 1972
7- O-glucosideo de
22 o _ :
Apigenin Nair; Subramanian,
R. tuberosa | 1974
R. prostrata | Subramanian; Nair,
1972
7- O -glucuronide de
23 C
Apigenin . .
R. tuberosa | Nair; Subramanian,
1974
Apigenin 7- O- rutinoside R. tuberosa | Nair; Subramanian,
24 1974
R. patula Akhtar, 1993
o5 7- O- Acetil-apigenina R. brittoniana | Gobraeil, 2009
26 Quercetina R. brittoniana | Gobraeil, 2009
97 Quercetina 3- O -glucésido R. brittoniana | Gobraeil, 2009
7- O -B-D-
28 galacturonopiranosido de R. patula Samy et al., 2011
Demetoxitrientauridina 7
Pectolinarigenina7-O - a -
29 L-rhamnopiranosil- R. patula Samy et al., 2011
(1"'—>4")'B'D'
glucopiranésido
Pectolinarigenina 7- O -la-
30 L-rhamnopiranosil- R. patula Samy et al., 2011
(1"'_)4")_ B_D_
glucuronopirandsido
31 Hispidulin 7- O- B-D- R. tuberosa | Phakeovilay, 2003
glucuronopiranosido
39 Comanthoside B R. tuberosa | Phakeovilay, 2003




Tabela 2: Continuacéo...
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NUmero Classe de Metabolitos | Espécies Referéncia
Hispidulin7-O -a-L-
rhamnopiranosil-
33 (1"—2")-0-p-D-
glucuronopiranésido R. Phakeovilay, 2003
tuberosa
7-O-a-L-
rhamnopiranosil- (1"—2")
34 -O-pB-D- R. tuberosa | Phakeovilay, 2003
glucuronopiranosido de
Pectolinaringenina
35 Nepetin7- O -B-D- R. tuberosa | Samy etal., 2013
glucopiranésido
36 7-0-p-D-glucopirandsido | p 4 \heroen | samy etal., 2013
de Demetoxicitureidina
37 Pectolinarigenina 7- O -B- R. tuberosa | Samyetal., 2013
D-glucopirandsido
38 5,2, 3 -tri-hidroxi 7- O - | R. brittoniana | Elgindi; Hagag;
glucoflavona Mohamed, 2015
39 5,7, 4 -trimetoxi-3- O- R. brittoniana | Elgindi; Hagag;
Rhamnopiranosido Mohamed, 2015
40 2,2 4 6'-tetra-hidroxi- R. brittoniana | Elgindi; Hagag;
chalcona Mohamed, 2015
Ligninas
5,5'-Dimetoxilariciresinol
a1 9-0-B-D- R. patula Ahmad, 1993
glucopiranosido
(Rupaside)
42 (+) - Lyoniresinol-9'- O -B- Ahmad, 1993
D-glucopirandsido R. patula Samy et al., 2011
R. brittoniana | Akhtar, 1993
(-) - Lyoniresinol 3a- O -
43 -D-glucopiranésido
R. tuberosa | Samy etal., 2013
3-hidroxi-1- (4-hidroxi-3-
metoxifenil) -2- [4- (3- R.tuberosa | Samy etal., 2013
44 hidroxi-1- ( E) -propenil) -

2-metoxifenoxi] propil-p -
D-glucopirandsido
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Tabela 2: Continuacéo...

NUmero Classe de Metabolitos | Espécies Referéncia
4,4'- O -bis-p -D- R. tuberosa | Samy etal., 2013
45 glucopirandsido de

siringatosinol.

Compostos fendlicos

46 Vanilhdsido R. patula Samy et al., 2011

R. patula Samy et al., 2011

4 Syringin R. tuberosa | Samyetal., 2013

3,4,5-Trimetoxifenol O - a
48 -L-rhamnopiranosil- (1" 6 R. patula Samy et al., 2011
") - B -D-glucopirandsido

Alcool benzilico O -p-D-

49 xilopiranosil- (1"—2")- R. patula Samy etal., 2011
B -D-glucopirandésido

Fenil etanoides

Alcool fenetilico O - p -D-

50 xilopiranosil (1"—2")- B - R. patula Samy et al., 2011
D-glucopirandsido
51 Biosideo R. patula Samy et al., 2011

(decafeoilverbascosido)

R. patula Samy et al., 2011
Samy etal., 2013

52 Acteoside R. tuberosa | Phakeovilay, 2003
R. patula Samy et al., 2011

53 Isoactedsido Phakeovilay etal.,

R. tuberosa | 2003
L R. tuberosa | Phakeovilay et al.,

54 Nuomiosideo 2003
. R. tuberosa | Phakeovilay et al.,

55 Isonuomiosideo 2003
. R. tuberosa | Phakeovilay et al.,

56 Forsythoside B 2003
ey R. tuberosa | Phakeovilay etal.,

57 Paucifloside 2003
58 Cassifoliosideo R. tuberosa Phakeovilay et al.,

2003
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NUmero Classe de Metabolitos | Espécies Referéncia
59 Isocassifoliosideo R. tuberosa ggggeovnay etal,
60 Cistanosida E R. patula Samy et al., 2011
61 Cistanosida F R.tuberosa | Samyetal., 2013

Megastigmanes
62 Byzantionoside B 6'- O- R. patula Samy et al., 2011
sulfato
Samy et al., 2011
. R. patula
63 (65, 9R) - Roseoside R. tuberosa | Samyetal., 2013
Benzoxazinoides
64 HBOA-GIc R. tuberosa | Samy etal., 2013
65 DIBOA-GIc R. tuberosa | Samy etal., 2013
Outras
(Z) -Hex-3-en-1-010 - B
66 -D-xilopiranosil- (1" — 2 R. patula Samy etal., 2011
") - B -D-glucopiranésido
67 Tritriacontan-6-one R. tuberosa | Misra, 1997
68 5-Hydrox;g_ec'§:]agrlacontan- R. tuberosa | Misra, 1997
69 n-Tritriacontane R. tuberosa | Misra, 1997
70 Acido vanilico R. tuberosa | Lin, 2006
71 acidop- metilbenzoico R. brittoniana | Gobraeil, 2009
72 (Z) - p- &cido venarico R. brittoniana | Gobraeil, 2009
73 Hexaacetato de 2- O - . - R. brittoniana Ahmad, 1990
galactopiranoil glicerol

Fonte: Samy et al., 2015.



CAPITULO 2

Tabela 3- Estruturas das substéncias isoladas das espécies do género Ruellia

1R=H
2 R=Gle

HO

\\\\\

6 R=CH3
7 R=CH,0H

HO

CH,

HO 0

10
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Tabela 3: Continuacéo...

OH OH ‘
\ /\/\/N\
N
’ 12
11
R0
OR,
R,0 0
__—0 RO
OH 9
RI R2 R3 R,
N 14 CH3 CH3 H H
i 15 CH3 CH3 H  Gle
N 16 CH3 CH3 OH Gle
17 H CH3 gy
18 H CH3 OH g
28 CH3  GalA OH  CH,
29 CH3  Gled-Rha 1 ¢y
30 CH3  (leA4-Rha H CH,
31 CH3  GleA H H
32 CH3  GleA H cH,
33 CH3  GleA2-Rha H
34 L_‘HS GleA2-Rha H CH;
35 CH3  Gle OH  on
36 CH3 Gle OH (CH,
37 CH3  Gle H  CH,
OH
OH
OR 0
OH O
R] R'_’
_ | 21 H
0
OH 22 Gle H
23 GleAH
. 24 Rut H
20 R= Gle 2 Al
38 Gle OH
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OCH,
H,CO
OCI,
39
26 R=H
27 R=Gle
OH OCH,
OH
HO
OH o
OCl,
H;CO
OGle
O
OH
HO
40
OCH, 41
H;CO H,CO
““““ o1
OGle
OH OH
OCH,
H3CO OCH,
OH
OH
42 43
on -~ HO =N A 0CT,
) ) \L & o
)\ s T R \ 0Gle
Hco ) r © H.CO :
OGle OCH; o [T
OCH,
GleO
44

HyCO 45
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Tabela 3: Continuacéo...

H,CO H,CO \
OH OH
GleO Gleo 47
46
ocll,
OR,
6]
R0
R0 ¢ Ri
4 OR;
Ry
OCH,4
ORha
0 Rl R2 R3 R4 RS R6
OH o 49H H XylH H H
HO OCH, 50 OH OH H  Rha H I
OH 51 OH OH H  Rha Caffeoyl H
52 OH OH H RhaH Caffeoyl
48 53 OH OH H  Api H Caffeoyl
OCH, 54 OH OH H  Api Caffeoyl H
' 55 OH OH H  Rha Caffeoyl Api
56 OH OH H  Api Caffeoyl Api
57 O OH Rha Rha Caffcoyl 1
58 OH OH Rha Rha H Cafteoyl
59 OCHXOH H RhaH H
OH
0]
HO
HO O HO 0
HO \ ()7
OXyl Rha0 on
OH
HO 61
60
Ol
HO O
0 0 OGle
= = 0801
9] 62
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g HO
0] \\\\\OGIC C
HO 0
: HO NG
TI\ 0 0Xyl
R 64 R=H 66
65 R=OH
0
|| ﬁ oH
H;( (CHy)4 C——(CHyy —CH; | H,c—— (CHypu——C——(CH,), T_(CH2)3_CH3
67 68 i
R
H,C (CHa)31 —ch, -
) : HOOG R,
69
70 R,  OCH; Ry~ OH
71 R~ H R,= OCH;
OAc
Z ScooH OAc
72
OAc
O— CH—CH,— OAc

OH

73

H,C—OAc

Fonte: Samy et al., 2015.

2.2 Atividades biologicas das espécies do género Ruellia

Conforme as obras de literatura disponivel de alguns autores foram possiveis

elucidar as seguintes atividades bioldgicas sobre o género Ruellia (Tabela 4):

Tabela 4 - Atividades Bioldgicas do género Ruellia

Atividade Espécies

Referéncia

Cicatrizacdo de feridas R. patula

Saroja;
Elizabeth;Gopalakrishnan, 2009

R. brittoniana
R. patula

Atividade
Cardiovascular

Akhtar et al.,1992
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Atividade anti- R. tuberosa Ullah et al., 2012; Manikandan;
hiperglicémica R. patula Victor, 2009; 2010
Propriedades R tuberosa
antinociceptivas e anti- ' Alam et al., 2009
inflamatorias
Chen et al., 2006; Samy et al.,
Atividade antioxidante R. tuberosa 2015; Manikandan; Victor, 2009;
R. patula 2010
Citotoxicidade R. tuberosa Linetal., 2006; Samy et al.,
R. patula 2015; Chothani et al., 2010
Arirudran; Saraswathy;
. R. tuberosa Krishnamurty, 2001;
z;?i?)gc??e ?(ijaer?a s R.aspérula Senthilkumar; Sambath;
R. paniculata Vasantharaj, 2013;
Vasconcelos, 2014
Atividade R. tuberosa Arambewela; Thambugala;
gastroprotetora Ratnasooriya, 2003

Efeito purgativo

R. praetermissa

Salah et al., 2000

Efeito inibidor da
enzima conversora da
angiotensina

R. praetermissa

Salah et al., 2001

Propriedades
estrogénicas e
colinérgicas

R. praetermissa

Salah et al., 2002

Acado antifertilidade

R. prostrata

Andhiwal; Varshney, 1986

Atividade anti-
leishmania

R. tuberosa

Samy et al., 2015

Fonte: Adaptado de Samy et al., (2015).

2.3  Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo compostos aromaticos naturais, volateis, lipofilicos,

geralmente liquidos e de cheiro agradavel e intenso, que podem ser extraidos de todas as

partes das plantas aromaticas (SIMOES et al., 2004). Estes, por sua vez, sdo misturas

complexas de compostos derivados do metabolismo secundéario (alcaloides, esterdides,

terpenoides, saponinas, flavondides, etc.) das plantas. De forma geral, os 06leos

essenciais sdo constituidos majoritariamente por terpenos/terpendidesou seus derivados.

Entre as diversas fungdes dos terpenos, estdo as de antioxidante natural (GRASSMANN

etal., 2002).

Tais substancias sdo constituidasde um extenso grupo de moléculas organicas,

classificados com base no nimero e na organizacao estrutural dos carbonos, formados
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pelo arranjo linear de unidades de isopreno (Cs) seguidas de ciclizacéo e rearranjos do
esqueleto de carbono com uma caracteristica empirica conhecida como regra de
isopreno  (ZWENGERe BASU, 2008). Dependendo da quantidade de unidade
isoprénica, 0s compostos terpénoicos podem possuir diferentes classificagfes,como
pode serobservado na Tabela 5. Na maioria das espécies aromaticas, 0s 6leos essenciais

sdo constituidos principalmente pelos monoterpenos e sesquiterpenos (Mattos, 2000).

Tabela 5 - Classificagfes dos Terpenos

Nome NUumero | Formula Estruturas
de geral
atomos
de
carbono

Hemiterpenos 5 CsHs /J\/

Monoterpenos 10 CioH16 M

Sequiterpenos 15 CasHas PP PP
Diterpenos 20 CaoHa2 - J_

Sesterterpenos 25 CasHao P S PP
Triterpenos 30 CsoHag o Jd o J

Tetraterpenos | 40 | CeoMe | 11 11 1_

(Caratenoides)

Politerpenos | >40 (CsHg)n

Fonte: Adaptado deLudwiczuket al., (2017).

Mesmo o isopreno (Cs)sendo a unidade basica dos terpenoides, mas ele ndo esta
envolvido na biossintese desse composto.Sendo assim, os terpenoides sdo formados a
partir do 3,3-dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e do 3-isopentenil pirofosfato (IPP) Figura
5).

Figura 5 - Estruturas do isopreno e das unidades precursoras dos terpendides

e )\/\Opp oPp

[SOPRENO DMAPP IPP

Fonte: Oliveira, 2010.
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Em seu trabalho Vasconcelos (2014) relata que o 6leo essencial da R. paniculata
possui constituidos predominantemente de sesquiterpenos. Apresentando como

principais componentes majoritarios o 6-amorfeno, espatulenol e o (E)- cariofileno.

2.3.1 Biossintese dosmonoterpenos

Conforme Ludwiczuket al., (2017) os monoterpenos fazem parte da classe mais
simples dos terpendides,sendo constituidos por 10 atomos de carbono, ou seja, duas
unidades de isopreno e podem ser divididos em trés subgrupos: aciclico, monociclico e
biciclico. Dependendo do tipo de reagdo, ossubgrupos ainda podem se dividir
emhidrocarbonetos saturados e insaturados e 0s hidrocarbonetos oxigenados
quepodempossuir grupos funcionais os acidos carboxilicos, alcoois, aldeidos, éteres,
ésteres e cetonas (NIERO e MALHEIROS, 2007) (Quadro 1).

Quadro 1 -Classificagdes dos monoterpenos

OH
| I (O
Aciclicos | | | CH20H

Micereno Linalol  Geraniol

Monociclicos
OH 0]
N\

Mentol Mentona Limoneno
Biciclico @ E%/r
Fenchona  Céinfora

Fonte:Adaptado de Simdes et al., (2004).

A biossintese dos monoterpenos acontece quando ocorre a condensacdo cauda-
cabeca entre as unidades DMAPP e IPP, catalisada pela enzima prenil-transferase,
originando a cadeia de difosfato de geranila (GPP). Segundo Dewick (2002) nesta etapa
acontece, primeiramente, a formacdo do céation alilico a partir da saida do anion

pirofosfato do DMAPP, seguida da adi¢cdo da ligacdo dupla do IPP gerando um
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carbocétion terciario e por ultimo, perda estereoespecifica de um préton formando uma
ligacédo dupla. Esta sequéncia de reacdes produz um difosfato de monoterpeno, o geranil

pirofosfato GPP representado na Figura 6.

2.3.2 Biossintese dos sesquiterpenos

Para Ludwiczuket al., (2017) os sesquiterpenos sdo derivados de trés unidades
de isopreno e existem uma ampla variedade de formas, incluindo alifatica, monociclica,
estruturas biciclicas e triciclicas (Quadro 2). Eles sdo o grupo mais diversificado dos
terpenos e, assim como 0s monoterpenos, estdo envolvidos na defesa contra pragas e
doengas. Alguns deles, ainda podem atuar como compostos antimicrobianos contra
fungos e bactérias (fitoalexinas) e anti-herbivoria (NIERO; MALHEIRQOS, 2007). Entre
0S sesquiterpenos mais comuns encontramos o farnesol, nerolidol, bisaboleno e outros
(SIMOESet al., 2004).

Verlang, (2000) afirma que a biossintese dos sesquiterpenos é semelhante a dos
monoterpenos. Inicialmente acontece a condensacdo dos pirofosfatos de dois
isoprendides, o pirofosfato de geranilo com o pirofosfato de isopentenilo originando o
pirofosfato de farnesilo. Sendo o pirofosfato de farnesilo (FPP) o precursor de todos os
sesquiterpenos que pode sofrer reagbes como hidrolisar-se a farnesol ou isomerizar-se a
pirofosfato de nerodilo o qual por seu lado é o substrato de vérias enzimas da familia

das ciclases, que vao originar os sesquiterpenos monociclicos (Figura 10).

Figura 6 - Biosintese de monoterpenos e sesquiterpenos
H,C

OPP

\ \ — 3 Monoterpenos (C )

H.C OPP
Geranil Pirofosfato (GPP)

lII’P

\ \ \ oPP = Sesquiterpenos (C5)

H,C

Farnesil pirofosfato (FPP)

Fonte: Abreu e Heggie, 2007.
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Quadro 2 -Classificagfes dos sesquiterpenos

7 4
Aciclicos H|0CH2 Vi | |

Farnesol Farneseno
G
Monociclicos
Germacreno D Bisaboleno
Biciclicos qg\u/

Germacreno D Bisaboleno

Triciclicos @

Aromadendreno Oxido de aromadendreno

Fonte: Adaptado de Morsy, 2017.

2.4 Meétodos de extracoes

Os oleos essenciais dos vegetais podem ser obtido atraves de vérias técnicas,
mas a escolha dependera do material vegetal utilizado da localizacdo do 6leo,das
propriedades fisico-quimicas e da finalidade a que se destina. A extracdo tem por
finalidade extrair compostos e principios ativos, realizando assim a caracterizacdo dos
constituintes presentes nas plantas (SIMOES et al., 2004). Dentre os métodos de
extracdo estdo: Destilacdo por arraste de vapor (hidrodestilacdo, destilagdo pelo vapor
d’agua), extracdo com solventes organicos (extragdo a quente e extragao a frio),
prensagem, extracdo por CO; supercritico, extracdo por Hedspace e extra¢do por micro-
ondas.
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2.4.1 Hidrodestilacdo

A hidrodestilacdo é uma técnica simples e bastante comum em extragdo de 6leos
essenciais nos laboratorios de pesquisas. Este processo ocorre apos a quebra das paredes
celulares da planta pelo vapor e a liberacdo do Oleo, este forma uma mistura
heterogénea com a agua. Pelo fato do 6leo essencial possuir uma pressdo de vapor mais
elevada que a agua, o vapor da agua consegue arrastar o 0leo. A pressdo de vapor
formado pelo sistema é o somatério das pressdes parciais de cada componente.
Associado a isso, sabe-se que um liquido entra em ebulicdo na temperatura em que sua
pressdo de vapor se iguala a pressdo externa (a atmosférica na maioria dos casos). O
vapor d’agua, entdo, atua aumentando a pressao de vapor do sistema, permitindo que
o0leo ebula a uma temperatura abaixo daquela normalmente observada para a
substancia pura (TANDON, 2008).

Segundo Donelian et al., (2009) existem consequéncias marcantes para 0S
produtos obtidos por essa rota: as substancias pouco volateis como triterpenoides
(CsoHag), carotenoides (CaoHes), flavonoides, alcaloides entre outros ndo sdo
encontradas (SCHMIDT, 2010); compostos com pressdes de vapor menores Sdo
destilados mais rapidamente; a temperatura adequada para gerar 0 vapor d’agua ¢é, as
vezes, suficiente para degradar algumas moléculas mais sensiveis (DONELIAN et al.,
2009).

2.4.2 Extracdo por Hedspace

H& ainda a possibilidade de extracdo de Oleos essenciais, através do metodo
headspace. De acordo com Soria et al., (2015) este termo faz referéncia a fase gasosa
(podendo estar em equilibrio ou ndo com a matriz) de uma amostra sélida ou liquida,
onde este material é colocado em um recipiente fechado, geralmente em um frasco
selado com septo.

Existem diferentes métodos de headspace: headspace estatico, headspace
dindmico, headspace de micro extracdo em fase solida e headspace de evaporagdo

completa.

2.4.2.1 Extracdo por Hedspace estatico

O Headspace estatico € uma técnica que possui diversas vantagens por ser
simples, ndo utilizar solventes, ndo ser destrutiva, requerer apenas uma pequena
quantidade de biomassa para analise e fornecer um perfil mais realistico dos

constituintes volateis presentes na amostra. (ALENCAR, 2016).
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Apds a amostra ser introduzida em um frasco e lacrada ela é aquecida a um
determinado periodo de tempo e temperatura, assim oscompostos organicos volateis
difundem-se para fase gasosa até quehaja um equilibrio entre as fases. Posteriormente a
esse equilibrio, o vapor da amostraé retirada do headspace e injetada no cromatografo
gasoso (WINDT et al., 2013).

2.4.3 Técnica de extracdo por micro-ondas assistido (MAE)

Adotando uma concepcdo mais ampla e recente dos 6leos essenciais, € possivel
considerar a técnica de extragdo de micro-onda assistido (MAE),que tem sido usada na
extracdo de Oleo essencial de uma maneira geral. A energia proveniente do micro-ondas
tem se mostrado uma técnica promissora em diversos ramos industriais e cientificos. Ela
se baseia em um mecanismo de aquecimento, custo financeiro e bom desempenho sob
condi¢cbes atmosféricas, diferente dos métodos tradicionais tais como, Soxhlet,
hidrodestilagdo e maceracdo, que exigem muito tempo de extracdo e alto consumo de
solvente, o que pode ocasionar a degradacdo térmica da maioria dos constituintes e
aumento da polui¢do do meio ambiente (WANG; WELLER, 2006; CHAN et al., 2011).

O processo de extracdo acontece quando se coloca o objeto de estudo no forno
de micro-ondas livre de qualquer uso de solvente.A &gua presente dentro da planta
absorve a energia do equipamento e o aquecimento interno provoca a distensdo das
células levando a ruptura das glandulas onde se encontram 0s 6leos essenciais. Estes se
evaporam e posteriormente levados a condensacdo por um sistema de arrefecimento
(CHEMAT, et al., 2012; KUSCU, et al., 2015; VEGGI, et al., 2013).

Para Baroni et al., (2011) o aquecimento promovido por este tipo de irradiagdo
se da através da interagdo entre a onda eletromagnética e o dipolo elétrico presente em
algumas moléculas, através de dois mecanismos: conducéo iénica e rotacao do dipolo, e
sua eficiéncia depende das propriedades dielétricas do material.

Como outros processos existem fatores que limitam o desenvolvimento da
extracao assistida por micro-ondas, alguns parametros operacionais, como temperatura,
tempo, matéria-prima, composicdo do solvente e contelido de agua da matriz solida,
podem influenciar fortemente o desempenho do processo e o rendimento do produto.

Em geral, este método possui muitas vantagens como promover aquecimentos
espacialmente uniformes em menores intervalos de tempo, além de poder efetuar

aquecimentos de forma seletiva, dependendo de certas propriedades fisico-quimicas do
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material. Outra vantagem do processo é a possibilidade da ndo utilizacdo de solventes
organicos ambientalmente agressivos (BARONI, et al., 2011).

E importante ressaltar que todas essas técnicas possuem vantagens e
desvantagens, fatores esses que podem interferir no processo, devendo ser levados em
consideracdo na hora da escolha do método a ser utilizado.

2.5 Aspectos gerais sobre o Aedes aegypti Linnaeus

O Aedes aegypti € um inseto que mede menos de 1 (um) centimetro de cor preta
com listras brancas no tronco, na cabeca e nas pernas que pertencente a ordem Diptera,
familia Culicidae e ao género Aedes, originario do continente africano, da regido
etidpica, o que Ihe conferiu seu nome especifico (Aedes aegypti) (NEVES et al., 2011).
O mesmo pode ser encontrado na Asia, Africa, América Central e do Sul (ROBERTS,
2002).

Segundo a OMS (2009), os mosquitos A. aegypti se reproduzem em recipientes
regulares de adgua e devido a essa localizacdo de desenvolvimento sua faixa de voo é de
no méaximo um raio de 300 metros, por este motivo ele tende a persistir no ambiente
urbano e doméstico. O desenvolvimento do mosquito dura cerca de 7 a 10 dias dependendo
da temperatura, e seu desenvolvimento acontece através da metamorfose completa, que
compreende uma fase aquatica representada pelo: ovo que tém cerca de 1 mm de
comprimento e apresentam contorno alongado e fusiforme; larva corresponde ao periodo de
alimentacgéo e crescimento (dividida em quatro estagios do 1° ao 4° instar), pupa que nessa
fase ndo se alimenta e permanece a maior parte do tempo inativa na superficie da agua e por
fim a fase aérea representada pelo mosquito adulto (Figura 2) (MURRAY et al., 2013).Cada
mosquito vive em torno de 30 dias e a fémea chega a colocar entre 150 e 200 ovos de
cada vez.

Figura 7- Ciclo de vida do A. aegypti
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Fonte: Ouverney, 2017.
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A fémea do Aedes aegypti por possuir habito hematdfago se infecta com o virus
do género Flavivirus. Apds sugar o sangue de um individuo contaminado na fase
virémica a fémea é capaz de transmitir o virus verticalmente a sua gera¢do seguinte. O
periodo de incubacdo nos humanos é de 7 a 14 dias, até que o virus atinja e se
multipliqgue nas glandulas salivares, podendo ser transmitido pela saliva para um
hospedeiro humano suscetivel durante o préximo repasto sanguineo (NEVES et al.,
2011).

O mosquito A. aegyptié predominantemente urbano, de habito diurno, sendo o
principal responsavel pela transmissdo de diversas doencas, como a dengue,
chikungunya, febre amarela e Zika virus (NEVES et al., 2011). Estas doencas tém se
mostrado reemergentes nos Ultimos anos constituindo-se como um dos principais
problemas de satde publica pelo seu elevado grau de morbidade e mortalidade no Brasil
(NOGUEIRA etal., 2000; BRAGA e VALLE, 2007).

25.1 A Dengue

A dengue é uma infeccdo viral aguda,infecciosa, ndo contagiosa, sistémica e de
etiologia viral causada pelo virus da familia Flaviviridae do género Flavivirus que é
transmitida pela fémea Aedes aegypti. Atualmente, é considerada a doencga arboviral
mais importante, internacionalmente, ja que mais de 50% da popula¢do mundial vive
em areas onde correm risco de doenca e aproximadamente 50% vivem em paises
endémicos de dengue. (GUBLER, 2011).

Para Mustafa et al., (2015) a infeccdo pelo virus da dengue possui um amplo
espectro clinico-patologico, podendo se manifestar sob as seguintes formas: Dengue;
Dengue com sinais de alarme e Dengue grave, nova classificacdo adotada pela
Organizacdo Mundial de Saude - OMS e implantada no Brasil em 2014, ambas com
maior gravidade e que podem evoluir para ébito.Este virus ainda pode apresentar quatro
sorotipos distintos que causam a dengue (DENV — 1, DENV — 2, DENV - 3, DENV -4
e recentemente foi relatado um caso de um possivel DENV — 5 na Malasia) que pode
gerar uma sucessdo de manifestacbes clinicas, incluindo a dengue classica e a febre
hemorragica da dengue.Os individuos infectados com um determinado sorotipo viral
adquirem imunidade duradoura especifica para 0 mesmo tipo viral infectante, mas ndo
para 0s outros trés tipos.Para o A. Aegypti adquirir o DENV é necessario que as fémeas

consumam uma refeicdo de sangue de um hospedeiro infectado.
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De acordo com Singhi et al., (2007) apds o contato entre hospedeiro vertebrado e
o0 vetor infectado pelo virus, inicia-se o periodo de incubacdo, que perdura, em média,
de 4 a 7 dias (variacdo de 3 a 14 dias). Neste periodo, o paciente pode, ou nao,
apresentar os sintomas da doenca se manifestando em forma de cefaleia, mialgia,
prostracdo, artralgia, falta de apetite, astenia, dor retroorbital, nauseas, vémitos e
manchas vermelhas na pele.

Anualmente estima-se que 390 milhdes pessoas no mundo se infectam pelo virus
e cerca de 96 milhGes de casos correspondentes as formas graves da doenca e 22.000
mortes, principalmente em criancas (WHO, 2016). Conforme os estudos de Singhi et
al., (2007) nas ultimas décadas a dengue cresceu dramaticamente e se tornou endémica
em 112 paises da Africa, das Américas, da Regido Leste do Mediterraneo, do Sudeste
Asiatico e do Pacifico Ocidental.

A Figura 11 mostra media de casos reportados no mundo durante os anos de 2010
a 2016, destacando os paises da América Central, do Sul e do Norte, da Australia e da
Asia.

Figura 8 - Distribui¢do da dengue no Mundo
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Fonte: WHO, 2016

A situacdo epidemioldgica da dengue no Brasil caracteriza-se pela expansdo da
infestacdo vetorial. No ano de 2015 a dengue bateu o recorde no Brasil, de acordo com
dados do Ministério da Saude foram registrados 1.649.008 provaveis casos de dengue e
863 mortes em decorréncia da doenca. Isso significa que o nimero de pessoas doentes
aumentou 180,9% em relacdo ao ano anterior e a quantidade de Gbitos subiu 82,5% as

mortes ocorridas em 2014.
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O Nordeste brasileiro ainda ¢ uma das areas mais acometidas pela dengue.
Noano de 2015 e 2016 ocorreram respectivamente 327.212, 324.815 casos provaveis,

garantindo ao nordeste a 22 posi¢do entre os estados brasileiros (Tabela 6) (MS, 2016).

Tabela 6- Numero de casos provaveis e incidéncia de dengue em 2015 e 2016

Regido/Unidade Casos (n) Incidéncia (/100 mil hab.)
de Federacédo 2015 2016 2015 2016
Nordeste 327.212 | 324.815 | 5785 573,3
Maranhéo 7.943 24.167 | 1150 348,6
Piaui 7.646 5.242 238,6 162,9
Ceara 63.116 | 50.897 | 708,8 569,7
Rio Grande do Norte 22.700 57508 | 659,5 1.670,9
Paraiba 23426 | 35.688 | 589,7 899,5
Pernambuco 110.899 | 65.152 | 1.186,7 696,9
Alagoas 27.130 17301 | 812,0 516,8
Sergipe 9.141 3.509 407,5 155,8
Bahia 55.211 65.351 363,1 428,3

Fonte: Adptado de Ministério da Saude, 2016.

Dada estésituacdo, a erradicacdo da dengue, em particular, € um dos principais
desafios enfrentados pelas autoridades de satde publica de todo o mundo. Infelizmente,
ainda ndo existem tratamentos especificos para a dengue, e a Unica vacina em uso esta
sendo testada, apresentando uma eficiéncia inicial relativamente baixa contra alguns
sorotipos (DENV 1, 2, 3 e 4: eficiéncias de 54,7%, 43,0%, 71,6% e 76,9%,
respectivamente). Assim, 0 método mais utilizado para controlar a transmissao do virus
da dengue é o controle vetorial (WHO, 2016).

2.5.2 Chikungunya

A Febre da Chikungunya é uma arbovirose causada pelo virus Chikungunya
(CHIKV) da familia Togaviridaee do género Alphavirus € transmitido através das
fémeas dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus infectadas pelo CHIKV.

Geralmente em 25% das pessoas infectadas pelo virus apresenta a forma
assintomatica. Ja nas 75% apresentam na forma sintomatica exibindo sintomas como:

febre, erupcdo cutédnea, cefaleia, a doenca aguda em sua forma fotofobia e artralgia
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incapacitante. O quadro dura cerca de 7 a 15 dias. Os sintomas e 0s sinais agudos sao
bastante parecidos com o da dengue e zika. No entanto, as dores, rigidez e 0s edemas
nas articulacdes podem durar meses, e até anos, em 10 a 12% dos casos. Além de
ocorrer manifestagdes neurologicas (encefalite, meningoencefalite, mielite, sindrome
Guillain Barré), cutaneas bolhosas e miocardite podendo trazer gravidade aos casos;
principalmente, em bebés e idosos (POWERS, 2007).

Em 2014, foi detectada a transmissdo pelos virus no Brasil. A partir desse ano o
problema comecou a avancar por todo o pais.No ano de 2015 ja existiam 36.254 casos
provaveis da doenca e no ano seguinte, esses nimeros aumentaram para 263.598 casos
(MS, 2016). Infelizmente a regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia

durante esses anos (Tabela 7).

Tabela 7- Numero de casos provaveis e incidéncia de Chikugunya em 2015 e 2016

Regido/Unidade de Casos (n) Incidéncia (/200 mil hab.)
Federagao 2015 2016 2015 2016
Nordeste 34.169 229.157 60,4 405,2
Maranhdo 370 12.906 54 186,9
Piaui 321 2.783 10,0 86,9
Ceara 112 45.754 13 513,8
Rio Grande do Norte 2.840 24.732 82,5 718,5
Paraiba 16 19.475 04 490,3
Pernambuco 3.578 47.349 38,3 506,7
Alagoas 1.376 16.945 41,2 507,2
Sergipe 2.184 8.791 97,4 391,9
Bahia 23.372 50.422 153,7 331,6

Fonte: Adptado de Ministério da Salde, 2016.

25.3 Zika virus

O virus Zika (ZIKV), é um virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus
transmitido pelo Aedes aegypti, embora exista evidéncia recente que sugere a
possibilidade de transmissdo sexual ocasional em seres humanos.O virus provoca a

chamada febre Zika, gerando um quadro clinico febril, acompanhada por discreta
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ocorréncia de outros sintomas gerais, tais como cefaleia, exantema, mal-estar, erupcoes
cutaneas, e dores articulares, por vezes intensas. Apos a picada do mosquito o periodo
de incubacdo (o tempo decorrido desde a exposicdo até aos sintomas) pode variar de 3
(trés) a 12 (doze) dias seguidos infectado (IOOS et al., 2015). O ZIKV pode acometer o
sistema nervoso central, embora ndo seja considerada como uma infecgéo viral grave,
na maioria dos casos, assintomatica (MUSTAFA et al., 2015),

No ano de 2015, ocorreu uma epidemia do virus Zika no Brasil. Os primeiros
casos registrados foram na regido nordeste do Brasil, nos Estados do Rio Grande do
Norte e Bahia e, em seguida, se espalhou rapidamente por todo o Brasil. Dados do
Ministério da Saude, disponivel no Boletim Epidemiol6gico n° 38, Volume 47, revelou
que em 2016, até a Semana Epidemioldgica (SE) 49 (10/12/2016), foram registrados
211.770 casos provaveis de febre pelo virus Zika. Ainda no ano de 2015, em
Pernambuco foram notificados 1.153 casos suspeitos da microcefalia relacionada ao
Zika virus. Mostrando uma possivel relagdo do desenvolvimento da microcefalia, com o
ZIKV. Dessa forma, iniciou-se uma vigilancia sentinela com a finalidade auxiliar e
identificar o diagnodstico dos casos suspeitos de microcefalia. No primeiro ano da
emergéncia desde o inicio da crise até o fim de 2016 o pais teve 2.205 casos
confirmados de bebés afetados, de um total de mais de 10 mil notificacbes de suspeitas.

Apbs o surto, alguns especialistas reconhecem que o virus é o primeiro patégeno
transmitido por mosquitos com efeitos teratogénicos conhecidos (que causam
malformagdes de desenvolvimento em fetos) e transmissdo sexual (MS, 2017).
Conforme a Ginecologista e Obstetra da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Melania Amorim, o virus demonstra associa¢do ndo s6 com microcefalia, mas
com uma sequéncia de defeitos congénitos, de complicacGes neuroldgicas que hoje

caracterizam o que a gente chama de Sindrome de Zika (BRITO, 2016).
2.6 Medidas de controle de doencgas

Para Malavige et al., (2004), os metodos atuais de controle de mosquitos s&o
baseados principalmente no controle do vetor no peridomicilio das residéncias, local
onde ocorre a maioria das transmissdes. Estes processosincluiam: e efetividade nos
programas de educacdoda rede publica, reducdo dos locais de reproducdo do mosquito,
melhoria no manejo dos residuos solidos, maiores investimentos, organizacdo do

ambiente urbano.
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Durante muito tempo o uso dos inseticidas sintéticos foi considerado como a
primeira linha de acdodevido a sua acdo rapida. No entanto, a aplicacdo repetida de
controle quimico muitas vezes resulta em uma selecdo artificial ndo intencional de
mutantes resistentes dentro da populacdo vetorial.(MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014)
Sendo assim, o uso continuo desses inseticidas também pode causar desequilibrio
ecologico manifestado pela poluicdo do meio ambiente e destruicdo de organismos ndo
visados, levando a um aumento constante no custo da aplicacdo devido ao
desenvolvimento e a resisténcia genética (CARRIGER, 2006).

Em decorréncia desta resisténcia, Kovendanet al., (2012) relatam que os
compostos organicos bioativos produzido pelas plantas estdo ganhando cada vez mais
atencdo, pois sdo considerados mais ecoldgicos e mais seguros do que os inseticidas e
drogas sintéticas. Segundo Roel (2001), diferentemente do controle quimico,o
desenvolvimento da resisténcia dos insetos a esses produtos naturais, compostas da
associacdo de varios principios ativos, € um processo que ocorre muito lentamente,
provocando nos mosquitos de diversas formas repeléncia, distdrbios no
desenvolvimento, inibicdo de oviposicdo, infertilidade e mortalidade, deformacGes.

Conforme Pinto et al., (2002) as plantas produzem os compostos com propriedade
inseticida que estdo presentes nos metabdlicos secundarios que consequentemente
podem ser utilizados como um método alternativo no controle de insetos vetores, pois
suas acOes sdo especificas sobre inseto alvo e agem em concentragdes baixas, além de

néo serem toxicos ao homem.



CAPITULO 3

Procedimento

Experimental




CAPITULO 3

3.1 Coleta das espécies vegetais

A espécie vegetal R. paniculata foi coletada nas margens do rio Mossoré na
cidade de Mossoro,no estado do Rio Grande do Norte pelo Professor Jaécio Carlos
Diniz, do Departamento de Quimica da Universidade do Estado do Rio Grande do
Norte e pelo técnico em biologia, Francisco Fabio Mesquita, do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte.

3.2 Preparag6es dos extratos dasfolhas, galhos e raizes das espécies.

O vegetal coletado teve suas partes: folhas, galhos e raizes separadas e
submetidas a secagem em estufa a temperatura de 40 °C (£0,5) por 1 dia. Os extratos
foram preparados a partir da pesagem da massa de cada parte da espécie (Tabela 8). Em
seguida fez-se a extracdo por maceragdo com a solucdo hidroalcoolica a 70% de etanol
durante 7 dias. Os extratos obtidos foram concentradas em rota-evaporador sob presséo
reduzida e, posteriomente, pesados. Em seguida, cada material foi armazenado no
freezer até o momento dos ensaios.

Tabela 8 - Massa para produ¢do dos extratos

MATERIAL R. paniculata
Massa (g)
Folhas 610,0
Galhos 143,9
Raizes 112,6

3.3 Prospeccdo Fitoquimica dos extratos vegetais

Para a prospecgdo fitoquimica do extrato foi preparado uma solugdo mae, para
qual foi pesado 1 g do extrato, diluido em 100 mL de alcool 70%. Depois de pronta a
solucdo mae, foi colocado 3 mL em tubos de ensaios numerados e uma porcdo de 10
mL foi colocado em um béquer em banho-maria (até a secura total) para submeter o
contelldo aos testes para se determinar a presenca de fendis, taninos, antocianinas,
antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavonais,
flavanonas, flavanondis, xantonas,esteroides, terpenoides, saponinas, alcaldides,
quinonas e cumarina de acordo com a metodologia proposta por Matos (1997). Dessa
maneira qualquer mudanca de cores ou a formacéo de precipitado foi utilizada como

indicativa de resposta positiva a esses testes.
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3.3.1 Teste para fendis e taninos

Em um tubo de ensaio adicionou-se 3 gotas de solucdo alcodlica de FeCls ao
extrato. Em seguida agitou-se bem e foi observada as varia¢des na cor e na formagéo de
precipitado.Foi preparado também um teste em branco com agua destilada e cloreto
férrico para comparacdes.

A presenga de fenois ou taninos foi determinada de acordo com o aparecimento
da coloragdo indicada para cada substancia quando o teste “branco” for negativo.

Coloracdao variavel entre o azul e o vermelho € indicativo da presenca de fendis.
Precipitado escuro com tonalidade azul indica presenca de taninos pirogélicos e verde,

a presenca de taninos condensados ou catéquicos.

3.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Foram utilizados os tubos de ensaios 2, 3 e 4, onde o tubo 2 foi acidulado com
HCI 1% ate o pH 3, o frasco 3 alcalinizado com NaOH 5% até o pH 8,5 e o terceiro a
pH 11.

O aparecimento de cores diversas indica a presenca de varios constituintes, de
acordo com a tabela 9.

Tabela 9 -Indicativa da presenca de constituintes para teste de antocianinas,
antocianidinas e flavonoides

o Cor em meio
Constituintes _ _ _
acido® alcalino © alcalino ™
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, Flavondis e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Verm. pdrpura
Flavonondis - - Verm. laranja

Fonte: Matos, 1997

3.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Tomou-se os tubos 5 e 6, o primeiro foi acidulado por adicdo de HCI até pH 1-3
e o0 outro alcalinizado com NaOH até pH 11. Foram aquecidos com o auxilio de uma
lampada de alcool durante 2-3 minutos.

O aparecimento ou intensificacdo de cor indica a presenca de constituintes

especificados na tabela 10:
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Tabela 10 - Indicativo da presenca de constituintes para teste de leucoantocianidinas,
catequinas e flavanonas

Cor em meio
Constituintes — -
acidoalcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -

Catequinas (Taninos catéquicos) Pardo-amarelada -

Flavanonas - Verm. laranja

Fonte: Matos, 1997

3.3.4 Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas
Foi adicionado a um tubo de ensaio com o extrato alguns centigramas de
magnésio em fita e 0,5 mL de HCI concentrado. Esperou-se o fim da reacdo indicada

pelo termino da efervescéncia e observou-se a mudanca na cor da mistura.

O aparecimento ou intensificagdo de cor vermelha € indicativo da presenca de

flavonois, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

3.3.5 Teste para esteroides e triterpendides (Lieberman-Burchard)

Extraiu-se o residuo do béquer adicionando de 1-2 mL de cloroférmio para
dissolucdo do mesmo. Apos esse processo a solucdo cloroférmica foi filtrada em um
pequeno funil fechado com uma pequena bolinha de algoddo, coberta com alguns
decigramas de Na,SO4 anidro, para um segundo tudo de ensaio. Foi adicionado 1 mL de
anidrido aceético, e agitou-se suavemente, acrescentando trés gotas de acido sulfirico
concentrado (H2SO4), tornou-se a agitar, observando-se o desenvolvimento de cores.

Coloragdo azul evanescente seguida de verde permanente é indicativa da
presenca de esteroides livres.

Coloracéo parda ate vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres.

3.3.6 Teste para saponinas

Em um tubo de ensaio com extrato foi adicionado 5-10 mL de agua para
dissolvé-lo. Apos esse processo o tubo foi agitado com a solugéo, fortemente, de dois a
trés minutos, observando-se a formacao de espuma.

Espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenca de saponina

(heterdsides saponinicos).
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3.3.7 Teste para Alcaloides

Em um béquer foi adicionado 1/3 da solugdo méde. Em seguida foi alcalinizado
com hidroxido de aménia (NH4OH). Extrairam-se as bases organicas com trés porcoes
sucessivas de 30, 20 e 10 mL da mistura éter-cloroférmio (3+1), em um funil de
separacdo. Retirou-se a solucdo éter-cloroférmio, e tratou-se com Na,SO* anidro. Em
seguida foi reextraido as bases orgéanicas com 3 porcles sucessivas de HCI 1%.
Rejeitou-se a solucdo éter-cloroférmio e repartiu-se a solucdo aquosa em trés tubos de
ensaio. Adicionou-se a cada tubo, respectivamente 3 gotas dos reagentes de precipitacdo
de alcaloides: Hager, Mayer, e Dragendorff. Observou-se a formagédo de precipitado
caracteristico.

Precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois tubos é indicativo de

alcaloides.

3.3.8 Teste para quinonas

Separou-se 5 mL da solugcdo mée em um tubo de ensaio e adicionou-se 2 mL da
solugdo NH4OH, agitou-se a mistura e esperou a separa¢do das fases. Observou-se o
aparecimento de coloracdo na fase aquosa.

Cor vermelha na camada aquosa alcalina indica a presenga de quinona,
especialmente antraquinonas hidroxiladas na solugéo e seus heterosidios no extrato

hidroalcodlico.

3.3.9 Teste para cumarina

Com auxilio de um capilar, foram feitas duas manchas(solugdo mée) de
aproximadamente 1,5 cm de didmetro em um papel filtro. Em uma das manchas foi
aplicada uma gota de solugdo alcodlica de KOH. Cobriram-se parcialmente as manchas
com um cartdo opaco nao fluorescente e colocou expostas a luz U.V onde se observou a
presenca ou auséncia de fluorescéncia azul ou verde na mancha alcalinizada.

Desenvolvimento de fluorescéncia azulada, forte, bem visivel na metade néo
encoberta da mancha alcalinizada indica a presenga de cumarina.
3.4 Extracdo do 6leo essencial

O oOleo foi submetido a extracdo pelo método de hidrodestilacdo onde foi

calculado o rendimento (%) do 6leo concentrado através da relagcdo entre o volume do
6leo (mL) e a massa do vegetal (g).

Volume do éleo (mL)

Rendimento(%) =
endimento(%) = (7 %o vegetal (g)

) <100
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3.4.1 Hidrodestilacdo

Foi pesada 1.774,0 g de folhas frescas da espécie e em seguida o foi triturado e
colocado em um baldo de fundo redondo de 5,0 L contendo 2 L de 4gua destilada, o
mesmo foi aquecido em uma manta. Em seguida o baldo foi acoplado um doseador do
tipo Clevenger e um condensador, e o sistema foi submetido ao processo de
hidrodestilacdo por 2 hs (Figura 9).

Apds este periodo, a fase orgénica se encontrou separada do hidrolato, e
posteriormente foi seca com sulfato de s6dio anidro (NazSO.), e filtrada. Nesse método
a amostra estava imersa na agua, ocorrendo o contato direto, o vapor d’agua arrasta o
6leo passando por um condensador, como o 6leo é menos denso que a 4gua, Se separam
em uma escala volumétrica existente no aparelho (BAYRAMOGLU et al., 2008).

Figura 9 - Extracao por hidrodestilacéo

Fonte: Propria autora, 2018.

3.5 Analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), em espectrdmetro modelo
GCMS/QP2010 Ultra - Shimadzu, equipado com coluna apolar de silica Rtx-5ms (30 m
x 0,25 mm x 0,25 pm). Os experimentos foram realizados nas seguintes condigdes:
ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV; hélio como géas de arraste e fluxo de 1,7
mL/min; injetor no modo split (1:100); gradiente crescente de temperatura de 4 °C/min,
de 40 a 180 °C e 20 °C/min de 180 a 280 °C. As temperaturas do injetor e detector

foram de 250 e 290 °C, respectivamente. Os espectros obedeceram a uma faixa m/z 10 —
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460. A andlise quantitativa foi realizada em cromatografo GC 2010, da Shimadzu,
equipado com um detector de chama e coluna capilar apolar de silica Rtx-5ms (30 m x
0,25 mm x 0,25 um). Os parametros utilizados foram semelhantes aos descritos acima,
hélio como gas de arraste e fluxo de 1,7 mL/min; injetor no modo split (1:100);
gradiente crescente de temperatura de 4 °C/min, de 40 a 180 °C e 20 °C/min de 180 a
280 °C. As temperaturas do injetor e detector foram de 250 e 290 °C, respectivamente.
3.6 Identificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos do éleo

essencial

O teor de cada constituinte do 6leo essencial foi determinado com base na &rea de
cada pico relacionada com a area total dos picos no cromatograma. Cada componente
do dleo foi identificado com base no indice de retencdo (considerando-se uma série
homdloga de n-alcanos C7-C30), indice de Kovats, corrigido por regressdo linear,
também por comparacdo do padréo de fragmentagdo proprio de cada componente com
espectros de massa de banco de dados virtual (Biblioteca NIST/EPA/NIH, 2011) e,
ainda, por comparacdo visual com espectros de massa registrados na literatura,

disponiveis na literatura (Adams, 2012).

3.7 Avaliacdo do potencial larvicida do o0leo essencial e do extrato das

espécies

O teste de atividade larvicida do 6leo essencialda R. paniculatafoi realizado no
laboratorio de Entomologia do Nucleo de Endemias da Secretaria de Saude do Estado
do Ceara.Os ensaios foram realizados utilizando-se a larva do mosquito A. aegypti,
seguindo a metodologiadescrita por Torres (2008). Aliquota de 3 a 500 mg/mL do 6leo
essencial que foram colocadas em um béquer (50 mL) e dissolvidas em H,O:DMSO
(98,5:1,5). Em cada béquer foram distribuidas 50 larvas do Aedes aegypti no terceiro
estagio de vida. A contagem das larvas inoperantes ocorreu 24h depois em temperatura
ambiente e, posteriormente, calculado a concentracdo letal, sendo que o controle
continha apenas DMSO e &gua. Para cada amostra foram realizados trés experimentos

independentes.
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4.1 Prospeccao Fitoquimica

Os extratos foram submetidos a testes fitoquimicos para identificacdo das classes
de metabdlitos secundarios presente nas espécies. Os resultados da triagem fitoquimica
realizada no extrato etanolico da R. paniculata indicaram a presenca de esteroides e

taninos em todas as partes da espécie (Tabela 11).

Tabela 11 - Triagem fitoquimica dos extratos da espécie R. paniculata

Espécie

Grupo de metabdlito R. paniculata
secundario

Folhas Galhos Raizes

Alcalbides - - -

Antocianinas - - -

Antraguinonas - - -

Auronas - - -

Catequinas - - -

Chalconas - - -

Cumarinas - - -

Esterdides + + +

Fendis - - -

Flavanonas - - -

Flavanondis - - -

Flavonas - - -

Flavondides - - -

Flavondis - - -

Leucoantocianidinas - - R

Saponinas - - -

Taninos condensados + + +

Taninos hidrolisaveis - - R

Triterpenos - - -

Xantonas - - -

(+): presenca do metabolito; (-): auséncia do metabolito.

Os resultados obtidos corroboraram com as substancias descritas na literatura

para espécies do mesmo género, indicando positivo para esterdides, na R. tuberosa
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(BEHARI; GOYAL; STREIBL, 1981; ANDHIWAL; HAS; VARSHNEY,1985; SAMY
et al.,, 2013; VARSHNEY,1985) R. patula, (AKHTAR, 1993; MUTHUMANI et al.,
2009; SAMY etal., 2011) R. brittoniana (Gobraeil, 2009) R. prostrata (BANERJEE;
1984).

O constituinte quimico esteroide estd envolvido no desenvolvimento e no
controle do sistema reprodutor humano, funcionando como cardiotdnicos, precursores
de vitamina D, agentes anti-inflamatdrios e agentes anabolizantes (ROBBERS et al.,
1997).

De acordo com Simdes et al., (2004) os taninos podem ser condensados ou
hidrolisaveis e sdo encontrados em quase todas as partes da planta além de serem usados
tradicionalmente contra moléstias do tipo diarréia, hipertensdo, reumatismo,
hemorragia, feridas, e em processos inflamatorios possuem atividades comprovadas,
tais como: bactericida, fungicida, antiviral, e antitumoral.

Em geral os fitoquimicos sdo definidos como compostos bioativos de plantas
encontrados em frutas, vegetais, gréos e outros alimentos de origem vegetal que foram
associados a reducdo do risco de grandes doencas cronicasatividade antibacteriana,
fungicida e a atividade inseticida.Contudo, esta analise qualitativa possui pouca
sensibilidade, em que a presenga de compostos em concentra¢des menores pode acabar
sendo mascarada (SIMPLICIO, 2009). Sendo assim, segundo os estudos de Almeida
(2009) néo é correto afirmar que os compostos que ndo sdo detectados nestas analises
ndao estdo presentes na espécie, mas é possivel concluir que os que foram

detectados sdo majoritarios.

4.2 ldentificagdo e quantificacdo dos constituintes quimicos do 6leo
essencial
O dleo essencial extraido pelo de hidrodestilagdo indicou um rendimento de
0,5%. Apds esse processo realizou-se o estudo da composigdo quimica do 0leo essencial
das folhas das espécies por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM). As percentagens qualitativas e quantitativas da analise da amostra do 6leo
estdo evidenciadas na Tabela 12 abaixo, conforme a ordem de elucida¢do de cada

componente.
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Tabela 12-Composicdo quimica do oleo essencial das folhas de Ruellia

paniculata
Método de identificacao .
NP° Compostos TR C(?o/::)rea
K IK c Espectro
de massa

1 tetrahidro-2-furanol 3,810 - 840 MmsP 3,86
2 isobutirato de isobutila 25,315 911 1182 MS© 2,28
3 n-decanal 26,123 1201 1195 MSbe 0,53
4 a-acetato fenchyl 26,907 1220 1207 MSbe 05
5 hexanoato de Isoamila 28,580 1249 1234 MS© 0,75
6 2Z-Valerato de hexenila 31,233 1283 1276 MS© 171
7 acetato de isobornila 31,445 1285 1280 MSbe 491
8 2E-valerato de hexenila 31,786 1288 1285 MSbe 4,42
9 Valerato de hexenila<(2E)> 34,826 1288 1334 MS® 0,81
10 Valerato de hexenila<(2E)> 37,529 1288 1377 MS°© 1.2
11 Tetrahidro jasmona <trans-> 37,794 1310 1381 MS® 0,43
12 Cariofileno<(2)-> 39,991 1408 1416 MSbe 2,14
13 Santaleno <(a-)-> 40,203 1417 1419 MSbe 0,42
14 NI-1 40,977 - 1431 - 311
15 bergamoteno<ao.-trans-> 41,253 1434 1436 MSbe 0,98
16  Alloaromadendreno 42,633 1460 1458 MSbe 1,04
17  Dihidroagorafurano 46,060 1499 1512 MSbe 2,2
18  decalactona<(a-)-> 46,308 1494 1516 MSbe 1,09
19 Biciclogermacreno 46,461 1500 1519 MSbe 1,74
20 NI-2 46,960 - 1527 - 0,46
21 Bisaboleno <(Z)-y-> 47,053 1515 1528 MSbe 181
22 Hidrato de sesquisabineno 48,024 1544 MSbe 0,79

<-Cis-> 1544
23 Hidrato de sesquisabineno 48,616 1544 MSbe 1,99

<-cis-> 1553
24 Longipinanol <epi> 49,481 1563 1567 Msbe 0,55
25 Nerolidol 49,746 1563 1571 MSPe 1,23
26 Oxido de cariofileno 50,136 1583 1577 MSbe 12,94
27 isovalerato de nerila 50,754 1583 1587 MSbe 0,45
28 NI-3 51,365 - 1597 - 0,71
29 j-atlantol 51,864 1608 1605 MSbe 1,93
30  Cubenol <1,10-di-epi-> 52,088 1619 1608 MSsP 0,86
31 Cariophila-4(12),8(13)-dien- 53,060 1640 MSbe 1,04

5p-ol 1624
32 Cariophila-4(12),8(13)-dien- 53,291 1640 MSbe 3,28

5p-ol 1628
33 epi-a-cadinol 53,642 1640 1633 MSbe 10,23
34 a-cadinol 55,343 1654 1660 MsSbe 1,13
35  a-bisabolol 56,131 1685 1673 MSbe 0,92
36  a-bisabolol 56,286 1685 1675 MSbe 0,55
37 Bergamotol, <(Z)-alpha- 56,635 1690 MS© 0,42

trans-> 1681
38 NI-4 57,212 - 1690 - 0,77
39 Isobiciclogermacrenal 60,676 1734 1745 Msbe 0,66
40 NI-5 61,085 - 1752 - 1,56
41 Amorfa-4,9-diene<7,14- 61,277 1756 1755 MSbe 0,42
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anidrido>
42 Lanceol<(2)-> 61,498 1761 1758 MSbe 1,58
43 Lanceol<(2)-> 61,918 1761 1765 MSbe 9,39
44 Santalol acetato <(Z)-o-> 62,163 1778 1769 MSbe 0,61
45  Acetoxielemol<8-a.-> 62,567 1793 1775 MSbe 1,67
46 NI-6 63,023 - 1783 - 4,49
47 Flourensadiol 64,203 1870 1801 MSbe 1,06
48  Manool <13-epi> 64,339 2060 1804 MSbe 05
49 NI-7 65,243 - 1818 - 0,74
50  Sclareol 66,382 2223 1836 MSP 1,12
Total identificado 88,14
Monoterpenos 2,28
Monoterpenos oxigenados 14,77
Sesquiterpenos 6,05
Sesquiterpenos oxigenados 56,49
outros compostos 6,01
Néo identificados 11,86

Fonte: Pr[oprio autor, 2018.

2 [ndice de reteng&o de acordo com a literatura

® |dentificacdo baseado em comparacio espectro de massa obtido em NIST 11 Library
¢ Identificacdo baseado em comparacdo espectro de massa obtido na literatura

NI = N&o Identificado

Cinguenta constituintes quimicos foram detectados dos quais 43 foram
identificados representando 88,14% da composicdo total. Dentre estes, 0s
sesquiterpenos foram a classe quimica predominante com 62,54% em seguida vieram 0s
monoterpenos (17,05%), e os demais compostos (6,01%). O oxido de cariofileno
(12,94%),que atua diretamente na inibicdo de fungos (VEIGA, et al., 2002) e o epi-a-
cadinol (10,23%) e o lanceol (9,39%), foram apontados como os principais. Resposta
distinta a estudos anteriores, que apesar de mostrar mesmas classes de substancias
prevalecentes, ndo foi possivel detectar mesmas substancias identificadas, nem muito

menos seus percentuais majoritarios.

Quadro 3- Estruturas dos compostos quimicos majoritarios do 6leo da R. paniculata

jus
) ©

HO

Iy,

HO

== T

Oxido de cariofilenoLanceol (2) epi-a-Cadinol

Fonte: Propria autora, 2018
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Para a mesma espécie, porém coletada na Serra da Meruoca, no municipio de

Sobral - Ceard, Vasconcelos (2014) identificouna parte aérea outros sesquiterpenos

como o &-amorfeno (14,9%), espatulenol (13,1%) e o (E)- cariofileno (11,0%) como

constituintes majoritarios (Tabela 13). De acordo com Brant et al., (2008) em ambientes

diferentes podem existir diferencas na composicdo quimica de espécies de plantas

devido a diferentes eficiéncias na producdo de principios ativos. Assim fatores

climaticos como a temperatura, intensidade de luz e o efeito sazonal podem alterar

diretamente a composicdo do 6leo essencial das plantas. Segundo Veloso (2014) para se

entender melhor as variac@es encontradas na composic¢ao quimica das plantas, todas as

espécies previamente investigadas deveriam ser cultivadas e analisadas em condicdes

iguais e controladas.

Tabela 13- Constituintes da R. paniculata

Constituintes?
Isovalerato de hexenila
acetate de isobornila
a-Ccopaeno
B-bourboneno
(E)-cariofileno
(E)-bergamoteno
allo-aromadendreno
Curcumeno
germacreno-D
d-amorfeno
(E)-nerolidol
Espatulenol

oxido de cariofileno

IKP

1244

1285

1376

1388

1417

1434

1460

1480

1493

1512

1561

1577

1583

IK¢

1246

1267

1369

1379

1415

1431

1458

1477

1485

1514

1557

1574

1583

OERP¢

2,5

6,2

3,7

11,0

19

39

53

6,5

14,9

4,2

131



cariofila-4(12),8(13)-dien-5a-ol
cariofila-4(12),8(13)-dien-5p-ol
Kusinol

Teor de monoterpenos

Teor de sesquiterpenos

Teor total identificado

1640

1640

1689

1632

1637

1680
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3,3
2,5
74,0

76,5

Fonte: Vasconcelos, 2014.

“Constituintes quimicos listados de acordo com ordem de eluicdo em coluna OV-5. b|K= Indices de
kovats da literatura (ADAMS, 2007). °IK = indices de Kovats corrigidos para OERP. YPercentual

obtido por CG-EM.OERP= Oleo essencial da R. paniculata.

4.3 Avaliacdo do potencial larvicida do dleo essencial

O o6leo essencial da R. paniculata induziram 99,99% de mortalidade contra as

larvas A. aegyptido terceiro instar em 24h com uma dosagem de 250 ppm, mostrando

uma concentracdo letal (CL50) de 24,6 ppm. Quando a dosagem foi reduzida para 100

e 50ppm, a mortalidade larval foidecrescendopara uma mortalidade de 90,67% e

76,00% respectivamente. Sendo assim o Oleo da R. paniculata apresentou um alto

desempenho inibitorio contra larvas do A. aegypti (Tabela 14). De acordo CHENG et

al., (2003) para uma amostra ser considerada ativa e com boa acao larvicida é necessario

que as amostras apresentem valores de CL50 menores do que 100 ppm.

Tabela 14- Atividade larvicida do 6leo essencial da R. paniculata

Conc. (ppm) Mortalidade (%0) CL50 (ppm)
500 99,9
250 99,9
100 90,67
50 76,00 24,6
25 -
12,5 -
6,25 -
3,12 -

Fonte: Propria autora, 2018.
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Para Vieira et al., (2001) os terpendides sdo as principais fontes de substancias
inseticidas, que realizam protecdo contra insetos nas plantas, demonstrando boa
atividade inseticida em modelos experimentais. Um estudo com componentes do 6leo
da Myroxylon Balsamum realizado por Simas et al., (2004) revelou que um dos
compostos mais ativos contra mosquitos séo sesquiterpénicos. Conforme a literatura o
oxido de cariofileno, possui atividades anticarcinogénica, anti-inflamatoria, analgésica e

antibacteriana.
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CONCLUSOES

Nesse trabalho, foi realizado o estudo de prospecc¢édo fitoquimica dos extratos
hidroalcoodlicos das folhas, galhos e raizes, onde foram identificados os metabolitos
taninos condensados e os esteroides. Com relacdo a analise do 6leo essencial das folhas,
permitiu a deteccdo de 50 constituintes quimicos, dos quais 43 foram identificados e
quantificados representando 88,14%. Os sesquiterpenos foram a classe quimica
predominante com 62,54% em seguida vieram os monoterpenos (17,05%), e os demais
compostos (6,01%). O composto majoritario foi o 6xido de cariofileno (12,94%),
seguido pelo epi-a-cadinol (10,23%) e o lanceol (9,39%).

O estudo da atividade larvicida do 6leo essencial demonstrou através do seu
valor DL50 ser um potencial insumo no controle no processo de inibicdo contra 0s
mosquitos Aedes aegypti. Estes resultados exaltam tanto a importancia da pesquisa de
novos produtos naturais com atividade larvicida para o A.aegypti, bem como da
deteccdo de metabolitos pertencentes a classe dos esterdides e taninos cujos dados da
literatura relatam atividades bioldgicas. Esse estudo traz informacgdes inéditas e
relevantes sobre a espécie R. paniculata servindo de base para a continuidade do
trabalho através do processo de isolamentos e purificagdo de seus metabdlitos

detectados no estudo de prospecc¢ao fitoquimica.
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