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RESUMO
PINHEIRO, Mayara Tania. AVALIACAO FITOQUIMICA E DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE, CITOTOXICA, INSETICIDA E REPELENTE DE EXTRATOS
VEGETAIS DAS FOLHAS DE Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, Acmella ciliata
(Kunth.) Cass E Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (ASTERACEAE) CONTRA Aedes
aegypti. 2016. 148f. Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Amapéa, Macap4, 2016.

O objetivo desta pesquisa foi investigar a composi¢do quimica dos extratos vegetais das
folhas Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia, avaliar a atividade
antioxidante, citotoxica, inseticida e repelente em Aedes aegypti. Os extratos brutos aquosos
e etandlicos foram obtidos das folhas, a andlise fitoquimica das classes de metabdlitos
secundarios foi realizada por reacdes de coloracdo e precipitacdo, a atividade antioxidante
foi avaliada a partir do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila, a atividade
citotoxica foi avaliada em Artemia salina, e as atividades inseticida e repelente seguiram o
protocolo padréo indicado pela Organizacdo Mundial da Satde. A composicdo fitoquimica
indicou 10 classes de metabolitos para os extratos aquosos e 12 para 0s extratos etandélicos.
Onde saponinas, &cidos organicos, acucares redutores, fendis, taninos e alcaloides foram
encontrados tanto nos extratos aquosos como etandlicos das trés espécies, enquanto que
heterosideos cianogénicos e resinas foram encontrados apenas nos extratos aquosos de A.
oleracea e T. diversifolia, esteroides e triterpenos no extrato aquoso e etandlico de A.
oleracea e cumarinas no extrato aquoso e etanodlico de A. ciliata. Os metabdlitos resinas,
proteinas e aminoacidos foram encontrados nos trés extratos etandlicos e depsideos e
depsidonas somente no extrato etandlico de A. ciliata. Os dados indicam forte similaridade
na composicdo quimica em funcdo das classes de metabolitos dentro da familia Asteraceae,
com variacBes pontuais que podem ter sido influenciadas por fatores abioticos, método
extrativo e polaridade dos solventes. A avaliacdo da atividade antioxidante indicou a melhor
atividade antioxidante para os extratos aquosos de A. ciliata e T. diversifolia com percentual
de reducdo antioxidante igual 84,0%+2,54 e 93,0%=0,72, respectivamente. Enquanto para o
extrato etandlico 86,3%+0,82 e 96,1%+3,75 para A. oleracea e T. diversifolia,
respectivamente. O bioensaio de atividade citotoxica para Artemia salina, demonstrou
auséncia ou baixa atividade citotoxica para as espécies, com melhor atividade para o extrato
bruto aquoso de Acmella oleracea com CLso igual 700ug/mL. A prospeccdo fitoquimica
atestou compostos com atividade citotdxica comprovada, o que ndo descarta a presenca de
tal atividade nas espécies. O bioensaio de atividade inseticida em larvas de A. aegypti
demonstrou potencial atividade larvicida do extrato bruto aquoso de A. ciliata nos periodos
24 horas com 76,80% e 48 horas com 92,86% de mortalidade. Seguido do extrato etandlico
de A. oleracea com indice de mortalidade de 70,69% em 24 horas e 76,59 e, 48 horas. Em
relacdo a atividade inseticida sobre mosquitos adultos de A. aegypti, foi observado melhor
susceptibilidade ao extrato bruto aquoso de A. oleracea, indicando CLsg =548 mg/mL para
0s periodos de avaliacdo de 24 e 48 horas. Para o teste de atividade repelente observou-se
que os trés extratos aquosos apresentaram potencial repelente, porém a protecdo mais
duradoura foi observada para a especie A. ciliata. Conclui-se que as espécies vegetais sao
promissoras fontes de compostos antioxidantes, citotoxicos e inseticidas naturais no controle
de imaturos e insetos adultos de A. aegypti.

Palavras chaves: Acmella, Tithonia, fitoquimica, inseticida e Aedes aegypti.



ABSTRACT
PINHEIRO, Mayara  Tania. PHYTOCHEMICAL, CYTOTOKXIC,
INSECTICIDE, VEGETABLE EXTRACTS REPELLENT AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY EVALUATION OF THE LEAVES FROM Acmella oleracea (L.) R. K.
Jansen, Acmella ciliata (Kunth.) Cass AND Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray
(ASTERACEAE) AGAINST Aedes aegypti. 2016. 148f. Thesis (Ph.D.) - University of
Amapa, Macapa, 2016.

The objective of this research was to investigate the chemical composition of plant extracts
from leaves of Acmella oleracea, Acmella ciliata, and Tithonia diversifolia, evaluating the
antioxidant, cytotoxic, insecticide and repellent activity in Aedes aegypti. Aqueous and
ethanolic crude extracts were obtained from the leaves. The phytochemical analysis of
secondary metabolites classes was performed by staining reactions and precipitation. The
antioxidant activity was evaluated from free radical sequestration 2.2-diphenyl-1-picril-
hydrazine. The cytotoxic activity was evaluated in Artemia salina, and the insecticide and
insect repellent activity followed the standard protocol stated by the World Health
Organization. The phytochemical composition indicated 10 metabolites classes for aqueous
extracts and 12 to the ethanol extracts. Where saponins, organic acids, reducing sugars,
phenols, tannins and alkaloids were found in both aqueous and ethanolic extracts of the three
species, while cyanogenic glycosides and resins were found only in aqueous extracts of A.
oleracea, and T. diversifolia steroids and triterpenoids in aqueous and ethanol extract of A.
oleracea and coumarins in aqueous and ethanol extract of A. ciliata. The resins metabolites,
proteins, and amino acids were found in the three ethanol extracts and depsides and
depsidonas only in the ethanol extract of A. ciliata. The data indicate a strong similarity in
chemical composition depending on the metabolite classes in the Asteraceae family, with
occasional variations that may have been influenced by abiotic factors, extraction method
and polarity of solvents. The evaluation of the antioxidant activity showed the best
antioxidant activity for aqueous extracts of A. ciliata and T. diversifolia with antioxidant
reduction percentage equal to 84.0% + 2.54 and 93.0 £ 0.72%, respectively. While for the
ethanol extract 86.3% + 0.82 and 96.1 + 3.75% for A. oleracea and T. diversifolia
respectively. The bioassay of cytotoxic activity for Artemia salina, showed absence or low
cytotoxic activity for the species with the best activity for the aqueous crude extract of A.
oleracea with LCso equal 700pg / mL. The phytochemical vouched compounds with
cytotoxic activity proven, that does not rule the presence of such activity in the species. The
insecticidal activity bioassay in A. aegypti larvae showed a potential larvicidal activity of an
aqueous crude extract of A. ciliata periods in 24 hours with 76.80% and 48 hours with
92.86% mortality. Followed by the ethanol extract of A. oleracea with 70.69% mortality rate
within 24 hours and 76.59% and 48 hours. Regarding the insecticidal activity against adult
mosquitoes of A. aegypti was observed better susceptibility to the aqueous crude extract of
A. oleracea, indicating LCso = 548 mg / mL for the evaluation periods of 24 and 48 hours.
To test the repellent activity it was observed that the three aqueous extracts showed repellent
potential, but more lasting protection was observed for the species A. ciliata. It is concluded
that the plant species are promising sources of antioxidant compounds, cytotoxic and natural
insecticides in the control of immature and adult insects of A. aegypti.

Keywords: Acmella, Tithonia, phytochemical, insecticide and Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencas esta associado
a medicina popular de diferentes partes do mundo. O interesse pela descoberta de extratos
vegetais com diferentes atividades bioldgicas tem crescido muito nos ultimos anos. Por isso,
plantas que apresentam atividade antioxidante, citotdxica, inseticida e repelente sdo de
grande interesse para a industria farmacéutica.

Os antioxidantes vegetais podem ser de grande beneficio para a melhoria da
qualidade de vida, ja que eles tém a capacidade de proteger o organismo dos danos causados
pelos radicais livres, prevenindo ou adiando o inicio de varias doengas, como cancer,
diabetes, aterosclerose, processos inflamatérios e envelhecimento (FINKEL; HOLBROOK,
2000; ARAUJO; LEON, 2001; FABRI et al., 20011).

Da mesma forma, plantas que apresentam atividade citotdxica sdo utilizadas no
tratamento de doencas proliferativas, no controle de bactérias, fungos, larvas e insetos
adultos. Para a definicdo da toxicidade destes extratos vegetais, utiliza-se 0s ensaios de
citotoxicidade in vitro, indicando a habilidade intrinseca desses compostos em ocasionar
morte celular como consequéncia aos danos gerados as funcdes celulares (WEYERMANN;
LOCHMANN; ZIMMER, 2005).

O uso de inseticidas direcionado ao combate de formas adultas de dipteros
vetores tem sido frequente. Entretanto, o amplo uso de inseticidas sintéticos desde a
descoberta do diclorodifeniltricloroetano (DDT) para o controle de pragas domésticas e da
agricultura, como também de vetores que transmitem doencas ao homem, levou a uma maior
preocupacdo em relacdo a toxicidade e impacto ambiental destes agentes.

Assim, a resisténcia a inseticidas tornou-se uma preocupacdo crescente na salde
publica o que justifica a busca por extratos vegetais e compostos isolados de espécies de
plantas de diferentes areas geograficas do Brasil e do mundo, capazes de causar efeitos letais
e subletais sobre insetos e/ou suas larvas (MACIEL et al., 2010).

Os insetos s@o importantes transmissores de doencas ocorrendo cada vez mais
em &reas periurbanas ou urbanas. Infectando aproximadamente 700 milhdes de pessoas
anualmente (FRADIN; DAY, 2002; MACIEL et al., 2010).

As estratégias de controle das doengas transmissiveis por vetores bioldgicos séo
de dificil execucdo, principalmente quando associadas & existéncia de reservatorios
domeésticos e silvestres e aos aspectos ambientais. Atualmente no Brasil, as principais
doencas vetoriais sujeitas a controle sdo dengue, malaria, leishmanioses, doencga de Chagas e
a filariose (CORTES, 1993).
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Resultados obtidos por pesquisas feitas no Instituto de Pesquisa da Amazonia-
INPA, com 0leos essenciais da planta amazonica conhecida como pimenta-de-macaco (Piper
aduncum) gerou formulacgdes que agem como repelente e inseticida naturais no combate aos
mosquitos transmissores de dengue e maléria (FREITAS et al., 2009).

A busca por inseticidas menos nocivos a saude humana e ao meio ambiente,
soma esforcos de pesquisadores no mundo. Principalmente para os de acdo letal aos
principais vetores das chamadas doencgas negligenciadas como o0s de grande impacto
epidemioldgico, o dengue e atualmente zika virus, cujo Aedes aegypti ainda € o Unico
transmissor.

A presente pesquisa busca aprofundar os estudos na familia Asteraceae nas areas
de controle de qualidade de plantas medicinais avaliando o potencial antioxidante, citotoxico
e no controle de insetos. Logo, 0 grupo de pesquisa em produtos naturais da Universidade
Federal do Amapa enfatiza o melhor aproveitamento das espécies vegetais amazonicas com
potencial bioinseticida devido a grande variedade de espécies e substancias presentes nesta
familia, levando-se em consideracdo que apenas pequena parcela destas plantas foram
investigadas com tal finalidade.

Mediante o exposto, foi proposto como hipétese alternativa os extratos vegetais
das folhas de Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen, Acmella ciliata (Kunth.) Cass e Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray, apresentam atividade antioxidante, citotdxica e inseticida no
controle de larvas e adultos de Aedes aegypti. Na hip6tese nula, os extratos vegetais das
folhas de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, Acmella ciliata (Kunth.) Cass e Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray nao apresentam atividade antioxidante, citotdxica e inseticida

no controle de larvas e adultos de Aedes aegypti.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O homem sempre buscou na natureza as solugGes para seus problemas de salde.
A utilizacdo de plantas medicinais na prevencdo e tratamento de doencas é feita desde os
tempos mais remotos da humanidade. De fato, descobertas realizadas em restos mortais dos
primeiros hominideos comprovam que h& cerca de 60.000 anos atrés ja se utilizavam, para
fins medicinais, diversas plantas. Ha milénios utiliza-se a fitoterapia como fonte de
medicamentos, para o alivio e cura das doencas (KARAM et al., 2013).

Segundo Mors (1982) a evolucdo da "arte da cura” se deu de forma empirica, em
processos de descobertas por tentativas de erros e acertos. Neste contexto, 0S povos
primitivos propiciaram a identificacdo de espécies e partes dos vegetais que se adequavam
ao uso medicinal, como o reconhecimento do habitat e a época da colheita (LEVI-
STRAUSS, 1989; SILVA, 2002).

A histéria da terapéutica comecou, provavelmente, no século Il a. C. por
Mitriades, rei de Porto, considerado o primeiro farmacologista experimental. Nessa época, ja
eram conhecidos 0s opiaceos e inimeras plantas toxicas. No papiro de Ebers, de 1550 a. C.,
descobertos em meados do século passado em Luxor (no Egito) foram mencionadas cerca de
700 drogas diferentes, incluindo extratos de plantas, metais e venenos de animais de
procedéncias diversas (ALMEIDA, 1993; SILVA 2002).

No Brasil, a rica flora tem sido objeto de estudo desde os tempos coloniais
(SILVA, 2002). Piso em 1648, fez uma das primeiras edi¢es dedicada a flora brasileira,
com riqueza de detalhes e ilustragcdes. Mais tarde, Martius (1843) colaborou com um estudo
taxonémico sobre plantas medicinais do Brasil. Seguiram ent&o outros tratados importantes,
tais como de Caminhoé (1884), Pio Corréa (1926-1962), Cruz (1965) e Peckolt (1888-1914),
de cunho geral, sobre plantas de interesse econdmico ou ornamental e plantas medicinais
brasileiras, entre as quais varias sdo de origem amazonica.

As plantas medicinais tém tido seu valor terapéutico pesquisado mais
intensamente pela ciéncia nos ultimos anos, bem como sua utilizacdo recomendada por
profissionais de saide (ARNOUS et al., 2016). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2016) define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais 6rgdos, que contém substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que

sejam precursores de farmacos semissintéticos”.
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A diferenca entre planta medicinal e o fitoterapico reside na elaboragéo da planta
para uma formulacéo especifica, o que caracteriza um fitoterapico. De acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2016), “fitoterapico ¢ todo medicamento
tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais
(extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco, e outros) com finalidade profilatica, curativa ou
para fins de diagnostico, com beneficio para o usuario. E o produto final acabado, embalado
e rotulado”. Na sua preparac¢do podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos na
legislacdo vigente, mas podem estar incluidas substancias ativas de outras origens.

Ao considerar o medicamento sob o ponto de vista cronoldgico, constata-se a
preponderancia na utilizacdo das plantas até cerca de 1930, época de desenvolvimento das
primeiras sulfamidas, ponto de partida para o surgimento de farmacos com grande namero
de moléculas sintéticas (MARQUES, 2008).

No final do século XVIII, isolou-se e determinou-se a estrutura dos constituintes
ativos dos produtos de origem natural dotados de propriedades medicinais. Com o
isolamento dos constituintes dotados de acdo farmacoldgica, surge uma nova fase da
utilizacdo cientifica das plantas medicinais, com a substituicdo progressiva dessas e dos
extratos, pelos compostos conhecidos como responsaveis pela acdo farmacoldgica (CUNHA,
2005; CUNHA, 2007). Portanto, é de grande importancia os estudos com plantas que podem
ser fonte de recursos terapéuticos (FOGLIO, 2016).

Pesquisadores comprovam atividade terapéutica de diversas espécies medicinais.
Visto que, diversas culturas das mais diferentes regides, desenvolvidas ou subdesenvolvidas,
utilizam o potencial terapéutico dos vegetais no tratamento de enfermidades (COUTINHO et
al., 2004; FABRI et al., 2011).

Plantas medicinais, assim como os medicamentos sintéticos, possuem grupos de
compostos farmacologicamente ativos que atuam nos organismos vivos. O uso terapéutico
dessas plantas exige o conhecimento prévio dos compostos para a avaliacdo das
potencialidades terapéuticas e toxicidade.

A toxicidade é de grande importancia, para uma formulacdo apropriada, assim
como a estratégia adequada para 0 uso sem maiores riscos. Erroneamente a cultura popular
acredita que fazer uso exagerado de determinada planta ndo causa mal algum, pelo simples
fato de ser de origem natural (PERON et al., 2008).

Entre as plantas, as Angiospermas sao as mais numerosas e mais conhecidas, por
serem economicamente importantes. Sdo as plantas que dominam praticamente todos o0s
ecossistemas terrestres e, com raras exce¢fes, formam a maior parte da biomassa destes

sistemas. Também este grupo reine o maior numero de especialistas em taxonomia, ecologia
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e fisiologia. E também o grupo mais numeroso em termos de espécies e devido a sua enorme
importancia econémica (alimentos, madeira, farmacos, ornamentais) e ecoldgica, €
claramente prioritaria em programas de biodiversidade e sisteméatica (SHEPHERD et al.,
2003; RAVEN et al., 2007; BARBOSA, 2012).

No filo das Angiospermas esta a familia Asteraceae, que compreende cerca
1.600 géneros e 23.000 espécies, bem distribuida em regides tropicais, subtropicais e
temperadas, representando 10% de toda a flora vascular mundial. Nesse filo encontram-se
diversas espécies de interesse medicinal (BREMER, 1994; ANDENBERG et al., 2007,
FERREIRA et al., 2009).

2.2 BIODIVERSIDADE E BIOPROSPECCAO DE PLANTAS MEDICINAIS

A biodiversidade é o cerne para o desenvolvimento e bem estar da humanidade e
grande responsavel pelo equilibrio ambiental global (ASSAD, 2000; SANTOS et al., 2015).

A Convencdo sobre Diversidade Bioldgica (6rgdo da Organizacdo das NacOes
Unidas — ONU) elegeu 2010, como o “Ano Internacional da biodiversidade”. O termo
biodiversidade (etimologicamente, do grego bids, vida, e diversidade, variedade,
multiplicidade) permiti inUmeras interpretacdes (SANTOS, 2010).

No entanto, a devida relevancia da biodiversidade para o bem-estar e a saude do
homem apenas ganhou maior destaque quando o processo de perda da diversidade biol6gica
alertou para a necessidade da conservacéo e uso racional dos recursos vivos (MILLENNIUM
ECOSYSTEM ASSESSMENT, 2005; CHIVIAN; BERNSTEIN, 2008; ALHO, 2012).

O Brasil detém entre 15 e 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo
considerado o maior Pais do planeta em nimero de espécies endémicas. Das 1,5 milhdo de
espécies registradas, o Brasil ja classificou 55 mil espécies de plantas correspondendo a 22%
do total mundial, e mais da metade dessas espécies se encontram nas florestas tropicais, cuja
area corresponde apenas 7% da superficie da terra (LEWINSONH; PRADO, 2002;
MIGUEL, 2007; IBGE, 2008).

A biodiversidade brasileira é considerada uma grande fonte de substancias
biologicamente ativas, assim sua preservacao € fundamental tanto pelo valor intrinseco dessa
imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial como fonte de novos farmacos
(BARREIRO; FRAGA, 1999; COSTA, 2002; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Diante deste cenario destaca-se a Amazonia, que tem adquirido na atualidade o
significado de um notével laboratorio para estudos diversos, envolvendo novas tecnologias

(principalmente a Biotecnologia) e sistemas de producdo, tendo como base o uso sustentavel
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dos seus recursos naturais. Ainda que incipientes, tratam-se de novas formas de valorizar a
natureza amazonica, especialmente a sua biodiversidade, que agora passa a ser considerada
como uma promissora fonte de recursos para o desenvolvimento de um novissimo segmento
industrial contemporaneo — a bioindustria (MIGUEL, 2007).

A biotecnologia tem procurado também novos meios de cura com base em novos
componentes quimicos ou principios ativos de produtos da biodiversidade, no potencial
farmacéutico de inimeras espécies de microrganismos, plantas e animais, além da busca da
medicina preventiva nesses novos produtos da diversidade biologica. Esse segmento de
pesquisa cientifica tem apresentado rapido progresso, com contribuicdo da biologia
molecular, genética, engenharia genética, bioquimica, farmacologia, com descobertas de
novos antibioticos, agentes antivirais e vacinas (MINDELL, 2009; ALHO, 2012).

A etnobotanica, tém fornecido valiosas informagdes sobre a forma de
apropriacdo e manejo dos recursos vegetais por populagdes locais (ALBUQUERQUE, 2005;
BAPTISTEL et al., 2014). Desponta como o campo interdisciplinar que compreende o
estudo e a interpretacdo do conhecimento, significacdo cultural, manejo e usos tradicionais
dos elementos da flora. Com maior frequéncia, as pesquisas etnoboténicas além de
abordarem populac@es tradicionais, como indigenas, quilombolas e caicaras, busca conhecer
as propriedades das espécies vegetais (CASTELLUCCI et al.,, 2001; DORIGONI et al.,
2001; OLIVEIRA, 2009; SOUSA, 2010).

No Brasil, os estudos etnobotanicos tém crescido consideravelmente, sobretudo
enfocando plantas medicinais. As regides norte e nordeste sdo as grandes protagonistas no
cendrio nacional (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; ARAUJO et al., 2008;
ALBUQUERQUE et al., 2009; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2012). A utilizacdo de
plantas medicinais e rituais no Brasil sdo praticas comuns resultante da forte influéncia
cultural dos indigenas locais, miscigenadas as tradi¢@es africanas, oriundas de trés séculos de
trafico escravo e da cultura europeia trazida pelos colonizadores (ALMEIDA, 2003).

Plantas medicinais sdo matéria-prima para a producdo de fitoterapicos e outros
medicamentos (MACEDO, 2009). Sdo fontes importantes de substancias biologicamente
ativas, sendo que a maioria dos farmacos de uso clinico ou sdo de origem natural ou foram
desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos naturais (BAKER et al.,
2008; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

A biodiversidade brasileira também é testemunha de véarios casos de sucessos de
bioprodutos Uteis, inclusive de inovagdes brasileiras representadas pelas descobertas como o
langamento, em 2004, do fitofarmaco Acheflan, anti-inflamatdrio de uso topico, obtido de

Cordia verbenacea pelos Laboratérios Aché. E do Helleva, carbonato de iodenafila,
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substancia sintética desenvolvida pela industria Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda., reafirmando a capacitacdo efetiva do setor industrial farmacéutico brasileiro na
elaboracao de um novo fitofarmaco ou farmaco sintético (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Sabe-se que as plantas, como organismos que co-evoluiram com insetos e outros
microrganismos, sdo fontes naturais de substancias inseticidas. Estas substancias séo
produzidas pelos vegetais em resposta a um ataque patogénico (ROEL et al., 2000; SIMAS
etal., 2004; AGUIAR, 2011).

Estudos comprovam a atividade de extratos vegetais como inseticida, contra
diferentes espécies de mosquitos, inclusive o Aedes aegypti, reconhecida nos 6leos de muitas
frutas citricas e que nos ultimos anos, diversos produtos contendo limoneno ou extrato bruto
dessas plantas tém sido elaborados para determinar sua possivel atividade repelente.

O uso de inseticida contendo limoneno tem sido aplicado com sucesso no
controle de insetos parasitdides de animais domésticos, o que em 2002, promoveu 0
estabelecimento de uma patente desenvolvida visando produtos de acdo repelente e
inseticida formados de varios 6leos naturais, inclusive limoneno (IBRAHIM et al., 2001).

De acordo com Ferreira et al. (2001), entre os primeiros inseticidas botanicos
mais utilizados até 1940, destaca-se o alcaloide nicotina, produto extraido das folhas de
Nicotiana tabacum L. e Nicotiana rustica (Solanaceae), utilizados em associacdo com a
nomicotina e anabasina.

Consolli et al. (1988), testaram a influéncia de 34 extratos derivados de vegetais
na sobrevida de larvas de Aedes fluviatilis (Lutz), constatando que 26,5% dos extratos
influenciaram diretamente no ciclo bioldgico desse inseto.

As vantagens na utilizacdo de inseticidas botanicos quando comparados a
inseticidas sintéticos, é porque estes sdo de recursos renovaveis e sao rapidamente
degradados e apresentam varias substancias que atuam simultaneamente, fazendo com que o
desenvolvimento de resisténcia dos insetos a essas substancias ocorra de forma muito lenta.
Além disso, ndo apresentam acdo residual nos alimentos e, ainda, sua obtencdo é de facil
acesso, 0 que representa um menor custo de producdo para a populacdo. No entanto, para
que sejam comercialmente viaveis, além de apresentar eficaz atividade, os produtos naturais
precisam apresentar seletividade contra “inimigos” naturais, baixa toxicidade ambiental e
para o homem, além da biodegradabilidade e auséncia de fitotoxicidade (FERREIRA et al.,
2001; AGUIAR, 2011).
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2.3 FAMILIA ASTERACEAE BERCHT. & J. PRESL E SUAS APLICACOES

Com 1.620 géneros e 24.000 espécies, a familia Asteraceae possui distribuicéo
cosmopolita, encontrada em todos os continentes exceto na Antartica, e constituem a maior
familia de Eudicotiledoneas (STEVENS, 2012; SILVA; ANDRADE, 2013). Essa ampla
distribuicdo mostra a grande e bem sucedida adaptacdo dos membros desta familia aos mais
diversos habitats. Portanto, esta presente em regifes tropicais, subtropicais e temperadas
(SOUZA; LORENZI; 2005; PANERO; FUNK, 2008).

Com base em sua morfologia, a familia é caracterizada pela inflorescéncia do
tipo capitulo e flores dispostas sobre um receptaculo geralmente discoide (SOUZA;
LORENZI, 2005). Este receptaculo é rodeado por um invélucro de bracteas (filarias),
desenvolvimento centripeto, sépalas modificadas formando o pépus, anteras unidas
(sinanteras) que, formam um tubo ao redor do estilete permitindo este atravessar o tubo e
coletar o pélen apresentando-o aos visitantes florais (JUDD et al., 2009).

A diversidade morfologica desta familia com alta riqueza de espécies permite
que essa seja organizada em subfamilias, tribos e subtribos. Esses tadxons tém sido
frequentemente reestruturados, de forma que ainda ndo ha um sistema bem definido e
amplamente aceito (BRINGEL, 2007).

Andenberg et al. (2007) publicaram um compéndio sobre Asteraceae, incluindo a
descricdo morfoldgica de 1620 géneros. Nesse estudo, os autores consideram estad familia
dividida em dois grandes grupos monofiléticos: subfamilia Barnadesioideae e o clado das
“ndo-Barnadesioideae”. Contudo, este ultimo grupo tem sido dividido em 4 subfamilias
(Mutisioideae, Carduoideae, Cichorioideae e Asteroideae) e 36 tribos. Funk et al. (2009)
sugerem uma classificagdo mais atual para Asteraceae dividindo-a em 12 subfamilias e 43
tribos.

Espécies de Asteraceae sao utilizadas para os mais diversos fins do ponto de
vista econdmico, pois 40 espécies tém importancia direta na alimentacdo do homem em
diferentes partes do mundo, tais como alface (Lactuca sativa L.), chicoria (Cichorium
endivia L.) e jambu (Acmella oleracea L.); e indireta na obtencdo de produtos, como girassol
(Helianthus annus L.), camomila (Matricaria recutita L.) e carqueja (Baccharis trimera
Less.). Algumas espécies silvestres tém potencial nutricional, muitas sdo de interesse
tecnoldgico ou ornamental, e centenas delas produzem classes de metabdlitos secundarios
para uso farmacéutico ou industrial, ou fornecem néctar e pdlen para a apicultura, além de
forragem para a producdo pecudria como Tithonia diversifolia (Hemsl.) (VITTO;
PETENATTI 2009; SILVA et al., 2014).



24

O Brasil detém boa parte da diversidade de Asteraceae da flora mundial. Foram
listadas 2.034 espécies distribuidas em 288 géneros (NAKAJIMA et al., 2016).
Levantamentos floristicos realizados para algumas regiGes brasileiras demonstram a
importancia da Asteraceae na composicdo da vegetacdo dessas localidades (ALMEIDA,
2008; ALVES; KOLBEK, 2009; FERREIRA; FORZZA, 2009; BORGES et al., 2010). Com
base nas pesquisas realizadas, observa-se uma maior representatividade nos estados de
Minas Gerais e Bahia, e poucos registros nas regides norte e nordeste. Nesses estados, as
Asteraceae estdo entre as cinco familias mais frequentes nos levantamentos de flora
realizados (GUEDES; ORGE, 1988; HARLEY; SIMMONS, 1986; HIND, 1995; GUEDES
et al., 1999; NAKAJIMA; SEMIR, 2001; PIRANI et al., 2003; ZAPPI et al., 2003; BIRAL;
LOMBARDI, 2012).

Os estudos etnobotanicos, mediadores entre o conhecimento cientifico e o
conhecimento tradicional, demonstram que o0 uso de muitas espécies de Asteraceae tem
ajudado no progresso e sustento de grande nimero de povos em todo o mundo, satisfazendo
suas necessidades de alimento, forragem, lenha e remédios (SILVA et al., 2009; VITTO;
PETENATTI, 2009). Muitas plantas dessa familia sdo conhecidas pelas suas propriedades
medicinais e diversas espécies possuem atividade analgésica, anti-inflamatérias e
antimicrobianas comprovadas (LORENZI; MATOS, 2002); por possuirem compostos
quimicos promissores, sdo de grande interesse para a industria farmacéutica (ARAUJO et al.,
2008).

O conhecimento bioquimico desta familia forneceu dados relevantes a
taxonomia, explicou e facilitou a sua utilizacdo em atividades econémicas. Em 1964,
Hegnauer estabeleceu marcadores fitoquimicos gerais (HARBORNE, 1977; MABRY;
BOHLMANN, 1977; SEAMAN, 1982; STUESSY; GARVER, 1996; BOHM; STUESSY,
2001; ANISZEWSKI, 2007; VITTO; PETENATTI, 2009). O acumulo desses metabdlitos
primarios e secundarios determina a utilidade ou aplicacdo da planta. Em geral, a familia
Asteraceae € caracterizada pela presenca de acidos iso e clorogénicos, isoflavonas, lactonas
sesquiterpénicas, alcoois triterpenos pentaciclicos, 6leos essenciais (predominantemente
terpenoides), alcaloides e varios derivados de acetileno (MABRY; BOHLMANN, 1977).

Dentre o0s constituintes quimicos encontrados, estdo: os diterpenos (bacrispina, 1-

desoxibacrispina, acido hautriwaico e sua lactona), lactonas diterpénicas do tipo trans—
clerodano (malonil clerodanos), estigmasterol. Além de O6leo essencial composto por o-
pineno, canfeno, limoneno, acetato de carquejilo, carquejol, a-ocimeno, ledol e a saponina

derivada do 4&cido equinocistico, diésteres terpénicos relacionados com o carquejol
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(ALONSO; DESMARCHELIER, 2006; MARQUES, 2008; FERREIRA et al., 2009;
BARROS, 2012; BESSA et al., 2013).

Além de amplamente estudadas quanto a sua composi¢do quimica e atividade
bioldgica, de algumas espécies tém proporcionado o desenvolvimento de novos farmacos,
anti-inflamatorio, antimicrobianos, analgésico, hepatoprotetor, antioxidante, citotoxico e
inseticida (ZOMLEFER, 1994; VERDI et al., 2005).

2.4 Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN.

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, € uma Asteraceae abundante na regido
amazonica. E uma hortalica herbacea perene, semiereta e de ramos decumbentes
(COUTINHO et al., 2006; MARTINS et al., 2012).

Séo atribuidos a A. oleracea os seguintes sindbnimos; Spilanthes oleracea L.,
Cotula pyretharia L., Pyrethrum spilanthus Medik., Acmella oleracea (Spilanthes acmella)
var. oleracea (L.) C.B. Clarke ex Hook. f., Spilanthes fusca Lam (LORENZI; MATOS,
2002), Bidens fervida Lam, Bidens fusca Lam, Isocarpa pyrethraria (L.) Cass, Spilanthes
radicans Schrad. Ex D.C., Spilanthes oleracea var. fusca (Lam.) D.C. (HIND; BIGGS,
2003; MONDIN et al., 2016).

E conhecido popularmente como “jambu”, agrido-do-para, abecedaria, agrido-
bravo, agrido-do-brasil, agrido-do-norte, botdo-de-ouro, erva-maluca, jabuaci e nhambu
(FAVORETO; GILBERT, 2010).

Existem mais de 30 espécies deste género em todo o mundo. Séo indicadas na
medicina popular tradicional contra dor de dente, feridas na boca, garganta inflamada,
estomatite e malaria (SPELMAN et al.,2011).

E cultivada, por pequenos produtores em hortas familiares, desta planta se
consome o caule, as folhas e inflorescéncias menos desenvolvidas, as mais desenvolvidas
sdo removidas. De baixo valor calorico, dentre as suas caracteristicas principais esta a
presenca do espilantol, substancia que causa sensacdo de dorméncia e aumento de salivacéo
quando consumido (SILVA, 2015).

Essa hortalica € uma importante fonte de renda para pequenos produtores dos
municipios do estado do Pard, Amapa e Amazonas. Essa espécie tem varias utilidades
(condimentar, medicinal e ornamental), reunindo elementos essenciais para formacao de um
sistema sustentavel (GUSMAO et al., 2003).

O jambu é consumido durante o ano inteiro, principalmente na regido de Belém

do Para, nos pratos tipicos como o tacacd, pato no tucupi, arroz paraense e pizza de jambu.
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Sua demanda € maior nos periodos festivos, como nas festas juninas, Natal e principalmente
no Cirio de Nazaré. Porém, nesta regido, sua comercializacdo é fresca, apos lavagem da
planta com agua corrente para remocéo de residuos de terra (SILVA, 2015).

Acmella oleracea é encontrada em regides tropicais e subtropicais préximas a
linha do Equador na Africa, Asia, América do Sul, Norte da Australia, Malasia, Bornéu,
india e Sri Lanka (LEWIS et al, 1988; YADAV; INGH, 2010). A auséncia de grandes
populacdes selvagens indica que esta planta ndo € nativa do Brasil, sendo encontrada apenas
em residéncias e adjacéncias em forma domesticada (FAVORETO; GILBERT, 2010).

E uma planta herbacea anual, perene, de 20-50 cm de altura, semiereta ou quase
rasteira, com caule cilindrico, carnoso e de ramos decumbentes, geralmente sem raizes nos
nos. A raiz principal é pivotante, com abundantes ramificacbes laterais (LORENZI;
MATOS, 2002). As folhas sdo compostas, opostas, membranéceas, pecioladas; peciolos de
20-60 mm de comprimento; achatados, com sulcos sobre a superficie, ligeiramente alados e
pouco pilosos. O limbo é geralmente oval, com 53-106 mm de comprimento e 40-79 mm de
largura, apresentando base truncada, atenuada na parte superior da folha e pelos esparsos
sobre ambas as superficies, principalmente sobre a nervura central da folha. A borda do
limbo é dentada e o 4&pice é agudo. Esta espécie & constituida por grupos foliares
campanulados, com 3-7 mm de altura e 9-15 mm de didmetro. Os foliolos sdo trisseriados,
imbricados, verdes, lanceolados, com apices de cor purpura a vermelho, bordas completas,
ciliadas e de apices agudos.

Esta espécie apresenta de 5-6 foliolos externos com 5,87,3 mm de comprimento
e 5 - 6 foliolos internos com 5,5-6,5 mm de comprimento. O receptaculo é conico, branco,
aspero, com 8,3-21,5 mm de altura e 1,01,2 mm de diametro, paleaceo, com palea de 5,3-6,2
mm de comprimento e 1-1,2 mm de largura, branca, com apice de purpuro a vermelho, com
0,5 mm, glabro, exceto na ponta; os pélos sdo transllcidos, unisseriados, curtos, de base
palea, em angulo reto, e apice agudo (HIND; BIGGS, 2003; FAVORETO; GILBERT,
2010).

Segundo Hind e Biggs (2003), as inflorescéncias sdo isoladas, com capitulos
globosos axilares e terminais pedunculados. Os peddnculos apresentam de 3,5-12,5 mm de
comprimento sdo abracteolados e ocos, de glabro a esparsamente piloso e os pelos saos
aglandulados. Os capitulos pedunculados, homogéneos, discoides, apresentam de 10,5-23,5
mm de altura e 11-17 mm de diametro. As flores sdo pequenas, amareladas, com areas
purpuras distintas na palea do calice, bem visivel em capitulos imaturos, dispostas em

capitulos globosos terminais que medem cerca de 1,0cm de didmetro.



27

Sdo hermafroditas, numerosas (400 a 620) e férteis e o tubo da corola mede entre
2,7-3,3 mm de comprimento é verde, glabro, reduzido em um tubo na base; o tubo mede de
0,5-0,7 mm de comprimento e 0,2-0,4 mm de diametro, tem abertura inflada de 2,2-2,6 mm
de comprimento e 0,5-1,0 mm de didmetro; os lébulos da corola (4-5) medem de 0,5-0,6 mm
de comprimento, sdo amarelos e de interior papilhoso. As anteras sdo cilindricas e
localizadas dentro da abertura da corola; os filamentos séo brancos, atados a base da abertura
da corola, lisos, desprovidos de um colar evidente na antera; apresenta 5 anteras pretas;
antera apical é suplementar e triangular, com apice grosso, largo e longo; a antera basal é
suplementar, curta e triangular.

O fruto desta espécie € um aquénio pequeno, com 2,0-2,5 mm de comprimento e
0,9-1,1mm de largura, com pericarpo cinza-escuro, quase preto, parcialmente envolvido por
partes membrandceas. Esta resumido a duas nervuras marginais, que sdo longitudinalmente
alongadas, ciliadas, completas, de faces setuliferas, com pares de sétulas descentralizadas e
ndo divididas em apices; o carpopddio é levemente ovalado, grosso, seco, de cor marrom-
amarelada e com uma parte dorsal branca, grossa e alongada; os filetes sdo persistentes, com
dois pelos desiguais e discretamente espinhento, que medem 2,0 - 2,5 mm de comprimento
(HIND; BIGGS, 2003; FAVORETO; GILBERT, 2010).

O podlen apresenta coloracdo variando entre alaranjado brilhante a amarelo
palido. A base do estilo possui um no distinto e glabro; o estilo tem haste glabra, com trés
ramificacdes e 0s seus apices sdo truncados e papilhosos (HIND; BIGGS, 2003;
FAVORETO; GILBERT, 2010).

Na analise quimica das folhas de Acmella oleracea identifica-se o espilantol (N-
isobutilamida-2E,6Z,8E-decatriendico), uma isobutilamida, como composto majoritario da
espécie (LENG et al.,2011). Nas folhas, também, sdo encontrados alcaloides, carboidratos,
taninos, amida, esteroides, carotenoides, 6leo essencial, aminoacidos e sesquiterpenos nao
volateis como poligodial e eudesmanolide 1l (SAVADI; YADAV; YADAYV, 2010). Porém,
métodos modernos de separacdo continuam a revelar novas alquilamidas. (BOONEN et al,
2010). O espilantol é o componente principal responsavel pelo senso de formigamento e
anestesia na lingua produzida pelas folhas. No entanto, os demais analogos também
contribuem num grau menor.

Séo atribuidas ao espilantol diversas atividades biolégicas (DUBEY et al., 2013),
como analgésica (MOLINA-TORRES et al., 1996; HIND; BIGGS, 2003; WU et al., 2008;
CILIA-LOPEZ et al., 2010; TIWARI et al., 2011; DIAS et al., 2012; SHARMA et al., 2012;
ABEYSIRI et al.,, 2013; DUBEY et al.,, 2013; PRACHAYASITTUKAL et al., 2013;
PAULRAJ et al., 2013; RIOS; OLIVO, 2014; DANDIN et al., 2014; HAJDU, 2014),
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antifungica (MOLINA-TORRES et al., 2004; RANI; MURTY, 2006; DUBEY et al., 2013),
antinociceptiva (RIOS et al., 2007; DECIGA-CAMPOS et al., 2012), antioxidante
(ABEYSIRI et al., 2013), anti-inflamatdria (WU et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2015);
DIAS et al., 2012), antimutagenica (ARRIAGA-ALBA et al., 2013), inseticida (KADIR et
al., 1989; SHARMA et al., 2012), antimalarico (SHARMA et al., 2012), atividade larvicida
contra Aedes aegypti (RAMSEWAK et al., 1999), e atividade moluscicida (JOHNS et al.,
1982).

Dentre outras atividades farmacologicas cita-se diurética (RATNASOORIYA, et
al.,2004; YADAV et al.,2011) vasodilatadora (WONGSAWATKUL et al.,2008) e
imunomoduladora (TANWER et al.,, 2010). Foram também descritas atividades
anticonvulsante, afrodisiaca, inibidor da lipase pancredtica, contra o0 virus da
imunodeficiéncia humana e dor de dente (BOONEN et al., 2010a, b; DUBEY et al., 2013;
VERYSER et al., 2014).

Pandey et al. (2009) descreveram alta atividade larvicida para o extrato hexanico
das flores de Acmella oleracea contra larvas dos vetores da malaria, e da filariose Anopheles
stephensi, A. culicifacies e Culex quinquefasciatus. Cuja letalidade superou a provocada por
carbaril, bioresmetrina e lindano (inseticidas sintéticos).

Em um estudo anterior, o espilantol dos capitulos florais foi letal aos ovos, larvas
e as pupas de mosquitos dos géneros Anopheles, Culex e Aedes, a concentracao de 3 ppm/21
h, 75 ppm/ 24h, e 4-5 ppm/3-5 h, respectivamente (IRCHARIA et al., 1997).
Posteriormente, SARAF et al. (2002) evidenciaram que o espilantol apresenta grande
atividade inseticida contra 0s mosquitos Anopheles culicifacies (Giles), Culex

quiquefasciatus (Say) e Aedes aegypti (Linnaeus).

2.5 Acmella ciliata (KUNTH).

Tem, provavelmente origem africana e foi trazida para o Brasil pelos escravos
das areas de Benin e Nigéria. E considerada folha sagrada da cultura africana (candomblé)
nos rituais de iniciacao, banhos de purificacdo e sacudimentos (PANIZZA, 1997; LORENZI;
MATQOS, 2008). A documentacdo mais antiga dessa espécie foi feita erroneamente como
Spilanthes ciliata (CHUNG et al.,2008).

Sdo atribuidos a Acmella ciliata os seguintes sindnimos Vernonia condensata
Baker, Spilanthes ciliata Kunth, Spilanthes melampodioides Gardner. Sendo popularmente
conhecido como alcachofra, boldo-chinés, boldo-japonés, boldo-baiano, falso-boldo, aloma,
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luman, arvore-do-pinguco, boldo-goiano, cidreira-da-mata, heparém, figatil e assa-peixe
(LORENZI; MATOS, 2008, MONDIN et al.,2016).

Acmella ciliata ndo é endémica do Brasil, estd distribuida nas regides Norte
(Acre, Amazonas, Para, Tocantins), Nordeste (Bahia, Paraiba, Piaui), Centro-oeste (Distrito
Federal, Goiads, Mato Grosso), Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul
(Parand, Santa Catarina). Cujo dominios fitogeograficos sdo Amazonia, Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica (MONDIN et al., 2016).

Conhecido como boldo baiano, € uma das espécies mais usada na medicina
popular. Somente as folhas séo utilizadas, e sua coleta pode ser feita em qualquer época do
ano, de preferéncia antes do surgimento de flores (MOLINA; GARCIA, 2001). Apresenta
propriedades analgésica, sedativa, anti-ulcerogénica, antibacteriana, antifungica e digestiva,
vem sendo testada como antitumoral (FRUTUOSO et al., 1994; CARIBE et al., 2013).

Atividades analgésicas e anti-inflamatdrias foram descritas em roedores tratados
com extrato bruto, e com uma fracdo polar desta planta (FRUTUOSO et al., 1994). O
glicosideo esteroide Vernonioside B2, foi sugerido como o principio ativo com acéo
analgeésica do extrato bruto polar das folhas de A. ciliata (VALVERDE et al., 2001; RISSO
et al., 2010).

Acmella ciliata € um arbusto alto, muito ramificado, atingindo até 5 m de altura.
Apresenta folhas alternas, alongadas ou lanceoladas. Possui flores esbranquicadas, reunidas
em capitulos terminais, apresentando crescimento rapido (VICENTE et al, 2008). O limbo é
simples e apresenta uma ldmina inteira com uma forma eliptica, um &pice com formato de
agudo a acuminado, uma base cuneiforme e margem denteada. Sua consisténcia é
membranacea e a superficie cheia de pelos. O padréo de venacédo é pinada, craspedédromo e
semicraspedodromo. As folhas sdo inseridas num padrdo em espiral (MILAN et al., 2006).

As folhas sdo anfihipoestomatica. Na vista frontal, a epiderme unisseriada tem
estbmatos anomociticos e tricomas, particularmente na superficie abaxial, onde a cuticula é
ornamentada ao longo do limbo foliar. Na superficie adaxial o padrdo cuticular ocorre como
estrias e isso foi visto somente nas células adjacentes as células-guarda ou a base de
tricomas. Ha diferentes 12 tipos de tricomas glandulares. Usualmente eles sdo unisseriados
com um numero variado de células pedunculares e a celula terminal tem um formato de
semiesférico a alongado.

Essa planta tem tricomas curtos com um pedunculo uni ou bisseraido com uma
cabeca esférica bisseriada. Esses tricomas podem estar ou ndo inseridos em uma depressao
devido as invaginagdes das células epidermais adjacentes. No é&pice, o mesofilo é

dorsiventral e tem de duas a trés camadas de parénquima palicadico com células justapostas
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ligeiramente alongadas. O parénquima esponjoso foi composto por quatro a cinco camadas
de células frouxamente arranjadas com varios formatos. A terceira parte mediana do
mesofilo é descrita como apice, embora as células do parénquima esponjoso sejam mais
espagadas.

Algumas células do parénquima clorofiliano apresentam pequenas drusas. Na
margem, 0s parénquimas palicadico e esponjoso apresentam um nimero menor de camadas
celulares. Abaixo da epiderme, ha uma camada de colénquima. Na base da folha, ha de trés a
cinco camadas de colénquima angular adjacente a epiderme e entre as células do parénquima
fundamental, as quais apresentam drusas, ha idioblastos. A nervura central no tergo médio da
lamina foliar tem cinco feixes vasculares colaterais, sendo um grande, trés médios e um de
pequeno tamanho, organizados em um arco aberto. As veias laterais do sistema vascular
também sdo colaterais e deve apresentar ou ndo extensbes de bainha em direcdo as
superficies. Ambas as células da bainha e células das extensdes da bainha tem cloroplastos
(LOLIS; MILANEZE-GUTIERRE, 2003; MILAN et al., 2006).

Estudos fitoquimicos da espécie revelaram a presenca de diferentes metabolitos
secundarios, como: compostos fenolicos, alcaloides, taninos, saponinas, flavonoides, acidos
graxos, terpenoides e esteroides, lactonas sesquiterpenicas, saponinas esteroidais,
flavonoides, cumarinas, 6leos volateis e acidos graxos sdo 0s principais compostos que ja
foram isolados e/ou identificados nas folhas da espécie (ERASTO et al., 2006; SILVA et
al.,2011).

As folhas de A. ciliata séo utilizadas contra problemas gastrointestinais, tais
como diarreia, constipacdo, dor de estdbmago, vermes intestinais e infecgdes bacterianas. A
planta também € frequentemente usada para o tratamento de infec¢des urinarias, inflamacao,
diabetes e malaria o que confirma a sua importancia como fonte de moléculas bioativas
(TOYANG; VERPOORTE, 2013). A folha apresenta um gosto amargo caracteristico, que é
obtido, conforme o uso popular, pela maceracdo, extracdo ou quaisquer outros
procedimentos com dgua (ARENE, 1972).

A maior parte dos estudos com extratos de Acmella ciliata foram realizados na
area de farmacologia pré-clinica, desde estudos in vitro e in vivo, envolvendo espécies de
roedores e ndo-roedores. Atividades como antioxidante (OBOH et al.,, 2008;
KHALAFALLA et al., 2009; ANYASOR et al., 2010; SALIU et al., 2012), antibacteriana,
antifangica, antiviral (COS et al., 2002), anticancer (IZEVBIGIE et al., 2004; CAMERON et
al., 2013), anti-inflamatoria, antidiabética, anti-hipertensivo (SALIU et al.,2012),
antimalarica, anti-hemolitica (ADESANOYE et al., 2012), anti-leishmania (ALAWA et
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al.,2012), cicatrizante (ADETUTU et al., 2011), anti-trypanossoma (114), hipoglicemiante
(ERASTO et al.,2009), imunomoduladora (115) e antiplasmodica (ZOFOU et al., 2011).

Alguns estudos obtiveram resultados interessantes com derivados da espécie
vegetal para uso odontoldgico, baseando-se, principalmente, no uso popular da mastigacdo
de galhos e raizes descascados para a limpeza dos dentes e como alternativa anticérie
(ANIBIJUWON et al.,2012).

Odukoya et al. (2007) correlacionaram a adstringéncia relativa (isto €, a relagédo
entre o teor de tanino presente em relagcdo ao acido tanico) do extrato aquoso dos galhos de
Acmella ciliata com a atividade antisensitividade dentéria, uma vez que a adstringéncia,

segundo os autores, € importante para o tratamento de dentes sensiveis.

2.6 Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.Gray

Tithonia diversifolia é descrita como planta herbacea com 1,5 a 4,0 m, possui
ramos fortes, com folhas alternadas, pecioladas, variando de 7,0 a 20,0 cm de comprimento
e, com 4,0 a 20,0 cm de largura. Apresenta de 3 a 5 l6bulos profundos cuneados até
subtruncarem na base, decorrentes em sua maioria da base do peciolo, bordas serradas,
pedunculos de 4,0 a 20,0 cm de comprimento, ligulas amarelas e alaranjadas de 3,0 a 6,0 cm
de comprimento e corolas amarelas de 8,0 mm de comprimento. Sua inflorescéncia se
apresenta em capitulos e sdo de cor amarela (NASH, 1976).

E uma espécie ruderal utilizada em sistemas agroflorestais e frequentemente
encontrada em lixdes, areas de descarte, margens de rios poluidos ou préximos a cidades e
ao longo de rodovias (MOBOT, 2016). O nome da espécie € atribuido a Titdo, esposo de
Aurora, e refere-se ao fato de as flores se abrirem de madrugada (CRONQUIST, 1965;
BARROSO et al., 1991; CASTRO et al.,2010). Pertence a Divisdo: Sphermatophyta, Classe:
Dicotiledoneae, Subclasse: Metaclamideas, Ordem: Campanuladas, Familia: Asteraceae,
Género: Tithonia (SOUZA JUNIOR, 2007).

Na Col6mbia a Tithonia diversifolia é conhecida como girasol comum, béton de
oro, girasola, mirasol. Em Cuba é conhecido como margaritona ou arnica da terra e na
Guatemala de quil amargo e mirasol. Na Venezuela, como tara, flor amarillo e arnica, no
México, como wild sun flower e mexican mun flower (ROIG; MESA, 1974; NASH, 1976;
RODRIGUEZ, 1990; RIOS, 1993; CAIRNS, 1996) Outras denominacdes sdo: margariddo
amarelo, boldo japonés, unha de gavido e rayo de sol. Especialmente no Brasil € conhecida
como girassol-mexicano, flor-do-amazonas e margariddo (NASH, 1976; RODRIGUEZ,
1990; RIOS, 1993).
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Tithonia diversifolia, encontra-se amplamente distribuida na zona tropical, tendo
sido encontrada no Sul do México, Honduras, El Salvador, Guatemala, Costa Rica, Panama,
Sri Lanka, India e Ceildo (NASH, 1976), Venezuela e Colémbia (RIOS, 1993), Cuba
(ROIG; MESA, 1974), Quénia e Filipinas, dentre outros paises da Africa Tropical e do
sudeste da Asia (WANJAU et al., 1998). No Brasil, pode ser encontrada em todo o territorio
nacional, sendo semelhante ao girassol (AZANIA et al., 2003).

Cerca de 150 compostos quimicos tém sido encontrados em Tithonia diversifolia
cita-se sesquiterpenos, incluindo lactonas, terpenos, flavonoides como luteolina e derivados
do acido clorogénico (AMBROSIO et al., 2008; CHAGAS-PAULA et al., 2011; KURODA
et al., 2007; CHAGAS PAULA et al.,, 2012). Outras classes menores também foram
identificadas, tais como fitoesterois, xantonas, cumarinas, ceramidas, cromonas e cromenos,
(BOBBERT et al, 2006; RAGASA et al., 2007).

A anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) detectou
a presenca de Tagitinina C e A, lactonas sesquiterpénicas (GOFFIN et al., 2002). Foram,
ainda, isolados do extrato acetato de etila das partes aéreas de T. diversifolia, trés novos
sesquiterpenoides a 2-alphahidroxitirotundina, tithofolinolide e 3-a-acetoxidiversifolola,
juntamente com oito lactonas sesquiterpénicas conhecidas como 3[-acetoxi-8[-
Isobutirloxireinosina, tagitinina A e tirotundina (GU et al., 2002; CASTRO et al., 2010).

Enquanto que o Oleo essencial é composto predominantemente de
hidrocarbonetos monoterpenos, tais como B-ocimeno, a-pineno e limoneno (GBOLADE,
BIONDI, RUBERTO, 2008).

Na medicina popular, as partes aéreas de T. diversifolia sdo indicadas no
tratamento de diabetes (HUI et al., 2009), malaria (NJOROGE; BUSSMANN, 2006a) e
doencas infecciosas (HEINRICH et al, 1998; NJOROGE; BUSSMANN, 2006b;
MAREGESI et al, 2007). A espécie é de particular interesse, uma vez que demonstrou
diversas atividades farmacoldgicas, tais como antiplasmédica (GOFFIN et al, 2002;
MADUREIRA et al., 2002; ELUFIOYE; AGBEDAHUNSI, 2004; MAREGESI et al., 2009;
MUGANGA et al, 2010), amebicida (TONA et al., 1998; 2000), antivirais (COS et al., 2002;
CHIANG et al., 2004), anti-inflamatério (RUNGELER et al., 1998; OWOYELE et al., 2004)
e antidiabético (MIURA et al., 2002; 2005). A espécie tem potencial para se tornar um
medicamento de referéncia vegetal o que justifica mais estudos sobre sua atividade

bioldgica.
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2.7 Aedes (Stegomyia) aegypti, L. 1762, SEU CICLO BIOLOGICO, TRANSMISSAO E
CONTROLE

Aedes aegypti (aedés do grego "odioso" e agypti do latim "do Egipto"),
popularmente conhecido como mosquito da Dengue, € uma espécie de mosquito da classe
Insecta, ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo
Aedini, género Aedes e subgénero Stegomyia (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994; GONCALVES, 2010).

E originario da Africa e se espalhou pela Asia e Américas ao longo dos séculos
XV até o XIX, principalmente pelos meios de transportes cada vez mais rapidos, usando vias
aérea, maritima ou terrestre (REBELO et al., 1999). Chegou ao Brasil durante o periodo
colonial, provavelmente na época do trafico de escravos. Atualmente, esté distribuido por
quase todo o mundo, com ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais (CONSOLI,
LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994; GONCALVES, 2010).

Aedes aegypti apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: € um mosquito
rajado, de coloracdo escura, com escamas brancas pelo corpo. Sua identificacdo é facilitada
pelo desenho em forma de lira presente no dorso, que pode ser observado a olho nu.
Apresenta escamas brancas, alternando-se com escamas escuras, sao encontradas na regido
posterior da cabeca e nos segmentos abdominais (GADELHA; TODA, 1985; REY, 2001).

E um mosquito de habito diurno com atividade no periodo vespertino. O seu
controle é dificil, devido ao fato de ser muito versatil na escolha dos criadouros (lugares
escolhidos pelas fémeas para efetuar a postura de seus ovos). Os ovos sdo extremamente
resistentes a dissecacdo, podendo sobreviver varios meses até que a chegada de agua
propicie seu desenvolvimento larval (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
GONCALVES, 2010).

2.7.1 Ciclo biol6gico do Aedes aegypti

Os Dipteros se desenvolvem através de metamorfose completa (holometabolia),
e o ciclo de vida compreende quatro fases: ovo, larva (4 estadios larvarios), pupa (aquética) e
adultos (terrestre) (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; GONCALVES, 2010).

O desenho esquematico mostrando as fases de desenvolvimentos do A. aegypti.
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E um mosquito predominantemente doméstico, a oviposi¢ao ocorre durante o dia
e se faz nas paredes dos criadouros pouco acima da superficie da agua. Os ovos sao menores
que 1mm de comprimento, inicialmente brancos mas ap0s duas horas tornam-se quase
negros devido ao processo de oxidagdo. Os embrides no interior dos ovos necessitam de 1 a
3 dias com umidade para atingirem seu desenvolvimento. Se durante este periodo for
assegurado um perfeito desenvolvimento, 0s ovos se tornam resistentes a dessecacdo e
podem sobreviver por varios meses até um ano (GADELHA; TODA, 1985; GONCALVES,
2010).

A larva que emerge da ruptura do ovo é a primeira dos quatro estagios larvais
(PEREIRA et al., 2006). Ela cresce sequencialmente de 1 a 7mm de comprimento. A
passagem de um estagio larval para o préximo é feita pelo processo de muda durante o qual
ocorre 0 desprendimento do exoesqueleto. A larva passa a maior parte do seu tempo
comendo.

O desenvolvimento larval se completa entre cinco dias desde que ocorram
condicdes favoraveis de temperatura (25°C a 29°C) e se inicia a fase de pupa. O estagio
pupal ndo requer alimentacdo e seu desenvolvimento dura em média de 1 a 3 dias, a partir de
entdo aparecem as caracteristicas dos adultos como asas, probdscide e patas. Assim que 0
ciclo gonadotréfico (amadurecimento dos ovos) é completado, a fémea estd apta para a
postura. O tempo médio de vida do mosquito adulto é de 30 dias e a cada oviposicao, a
fémea coloca de 50 a 200 ovos (GADELHA; TODA, 1985; BESERRA et al., 2006;
GONGCALVES et al., 2010).

2.7.2 Ciclo de transmissdo da dengue pelo Aedes aegypti

O processo dindmico e progressivo de selecdo adaptativa para a sobrevivéncia
das espécies, que ocorre cotidianamente na natureza, envolve importantes fenémenos que
interferem no estado de satde das populacdes humanas e isto pode ser bem evidenciado na
forca da reemergéncia das infec¢des causadas pelos virus da dengue (DENV), pois as
agressOes dos quatro sorotipos destes agentes as popula¢cdes humanas vém crescendo em
magnitude e extensdo geografica, desde meados do século XX (HALSTEAD, 1997
TEIXEIRA et al., 1999).

Assim, as primeiras evidéncias do ciclo de transmissdo do DENV foram
publicadas por Bancroft em 1906, que levantou a hipdtese de o A. aegypti ser o vetor da
Dengue, logo depois foi confirmado por Agramonte e outros pesquisadores. A partir deste



35

conhecimento, foi possivel estabelecer os elos epidemioldgicos envolvidos na transmissao da
doenca conforme cadeia abaixo (TEIXEIRA et al., 1999; GONCALVES, 2010).

ApOls uma pessoa ser picada por um mosquito infectado, o virus passa por um
periodo de incubacdo em média de 4 a 7 dias no qual os sinais e sintomas da fase aguda da
doenca sdo apresentados. Este periodo ¢é a fase de viremia, onde o virus circula no sangue
periférico. Se outros mosquitos (ndo infectados) se alimentarem no hospedeiro infectado
durante esta fase podem tornar-se infectados e, subsequentemente, podem transmitir o virus
a outras pessoas susceptiveis ap6s um periodo de incubagdo extrinseco que dura de 8 a 14
dias (GUBLER, 1998; GONCALVES, 2010).

2.7.3 Controle e prevencao da dengue

Em 2008, o laboratério farmacéutico francés, Sanofi Pasteur anunciou a
producdo de uma vacina tetravalente contra Dengue testada em um estudo clinico pediatrico
na Tailandia, essa é a primeira vacina candidata no combate da doenca que atingiu esse
estagio de desenvolvimento clinico. No Brasil, o Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos) desenvolveu em 2009 uma vacina tetravalente de virus
inativado, purificado contra a dengue. Os pesquisadores acreditam de que o antigeno de
virus inativado, purificado e tetravalente em combinacdo com os Sistemas Adjuvantes de sua
propriedade apresenta a maxima probabilidade de sucesso em comparacdo com outras
abordagens.

Como a maioria das vacinas ainda estdo em fase de teste a melhor prevencgédo
ainda é combater a reproducdo do mosquito vetor, principalmente no peridomicilio das
residéncias onde a maioria das transmissdes ocorre. Estes incluem: a reducdo dos locais de
reproducdo do mosquito, melhoria no manejo dos residuos solidos, organizacdo do ambiente
urbano, maiores investimentos e efetividade nos programas de educacdo da rede publica
(MALAVIGE et al., 2004; GONGCALVES, 2010).

O controle ao A. aegypti, envolve acbes do estado e da sociedade. As medidas
preventivas sdo direcionadas principalmente aos criadouros, constituindo-se de agOes
simples e eficazes, especialmente aquelas que consistem em cuidados a serem adotados pela
populacdo. A tecnologia hoje disponivel abrange tantas medidas de controle fisico, quimico
e bioldgico. Andlises laboratoriais também sdo indispensaveis para a prevengdo, pois o
diagnostico correto e o tratamento imediato possuem um papel crucial na prevencdo do
sofrimento e morte causados pela Dengue (DONALISIO; GLASSER, 2002; GONCALVES,
2010)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antioxidante, citotoxica, inseticida e repelente dos extratos
vegetais das folhas de Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia (Asteraceae)

contra Aedes aegypti.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as principais classes de metabdlitos secundarios dos extratos aquosos
e etanolicos das espécies Acmella olerace, Acmella ciliata e Tithonia. diversifolia;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos brutos aquosos e etandlicos das
espécies vegetais Acmella olerace, Acmella ciliata e Tithonia. diversifolia;

Avaliar a toxicidade dos extratos brutos aquosos e etandlicos de Acmella
olerace, Acmella ciliata e Tithonia. diversifolia contra larvas de Artemia salina;

Avaliar a atividade larvicida dos extratos brutos aquosos e etanélicos de Acmella
olerace, Acmella ciliata e Tithonia. diversifolia contra larvas de Aedes aegypti;

Avaliar a atividade adulticida dos extratos brutos aquosos e etanolicos de
Acmella olerace, Acmella ciliata e Tithonia. diversifolia contra mosquitos adultos de Aedes
aegypti;

Avaliar a atividade repelente dos extratos brutos aquosos e etandlicos de Acmella

olerace, Acmella ciliata e Tithonia. diversifolia contra fémeas adultas de Aedes aegypti.
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4 JUSTIFICATIVA

O uso de plantas medicinais, no tratamento de diversas patologias, € uma prética
milenar, sendo encontrada ao longo da histéria em todas as popula¢gdes mundiais e em
diferentes grupos étnicos. Com base no uso popular foram encontrados diversos
medicamentos utilizados na medicina tradicional, como fonte importante para a descoberta
de novos farmacos (MARTINS, 2000; HOCAYEN et al., 2012; BUSSMANN, 2016).

As plantas medicinais e seus metabdlitos tém sido alvo de inimeros estudos
visando a contribuicdo ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e de sua
insercdo nos cuidados primarios a saude. Por isso, as pesquisas com plantas medicinais
buscam gerar medicamentos alternativos em menor tempo, com custos menores e mais
acessiveis a populacdo (BRITO; BRITO, 1993).

Dentre as propriedades bioldgicas das plantas medicinais e seus metabolitos,
destaca-se a acdo antioxidante (GUTIERREZ et al., 2008; FREIRE et al., 2012). Onde tais
plantas e seus compostos atuam sequestrando as espécies reativas de oxigénio complexando
e quelando os ions metalicos (MELO et al., 2008; RETO et al., 2008; FREIRE et al.,2012).

Destaca-se também a citotoxicidade celular, cujos testes in vitro sdo necessarios
na definicdo da toxicidade de extratos vegetais, indicando a habilidade intrinseca desses em
ocasionar dano ou morte celular como consequéncia as alteragdes nas funcgdes celulares. Para
isso, diferentes parametros visando a identificacdo da proliferacdo e da morte celular podem
ser empregados nos ensaios, avaliando-se a colorimetria e absorbancia por meio da
incorporacdo de determinadas substancias no cultivo (WEYERMANN et al., 2005).

Outra interessante perspectiva das plantas medicinais e seus constituintes é sua
utilizacdo no controle de larvas e insetos. Pesquisas mostram o uso de produtos naturais
como bioinseticidas produzindo pequenos impactos ao meio ambiente (YANG et al., 2002;
ARAUJO et al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2004). Os mosquitos atuam como vetores de
inimeras doencas, causando sérios problemas a satide do homem e em alguns casos levando
ao desenvolvimento de epidemias de dificil controle. Desta forma, pesquisas estdo sendo
realizadas no sentido de descobrir inseticidas naturais, efetivos e seguros. Os produtos de
origem vegetais sdo produzidos, em resposta a agressoes fisicas, quimicas e mecanicas, esses
por vez, apresentam diversas atividades sejam antioxidantes, citotoxica e inseticida
(CHARIANDY et al., 1999; MOHAN; FIELDS, 2002; SANTIAGO et al., 2005).

O emprego de substancias extraidas de plantas, na qualidade de inseticidas, tem

inimeras vantagens quando comparado aos sintéticos: os inseticidas naturais sdo obtidos de
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recursos renovaveis e sao rapidamente degradaveis; o desenvolvimento da resisténcia dos
insetos a essas substancias, compostas da associa¢ao de varios principios ativos é processo
lento; estes pesticidas sdo de facil acesso e obtencdo e ndo deixam residuos em alimentos,
além de apresentarem baixo custo de produ¢do (ROEL, 2001).

Na busca pelo desenvolvimento de novos agentes ativos baseados em produtos
naturais, esforcos sdo feitos para selecionar, isolar, e desenvolver bioprodutos com atividade
pesticida (MULLA; TIANYUN, 1999). Varias sdo as estratégias capazes de determinar a
atividade de produtos de origem natural contra insetos. De uma maneira geral, a pesquisa
inicia-se com extratos brutos de plantas preparados com diversos solventes, tais como
hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua (SHAALAN et al.,2005; MACIEL
etal., 2010).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESCRICAO DA AREA DO ESTUDO

As espécies foram coletadas no distrito da fazendinha, localizado a nove
quildmetros da capital Macapa-Amapa. O critério de escolha baseou-se em pertencerem a
familia de estudo - Asteraceae e suas indicacOes populares. Foram coletadas folhas de
Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen (Lat. 00°02°30.40°S/Long. 51°06°37.5°W),
Acmella ciliata (Kunth) Cass. (Lat. 0°00°26.8”S/Long. 51°05°04.6°W), e
Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Lat. 00°03°12.5”S Long.: 51°07°59.5”"W)

5.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL
As exsicatas obtidas na coleta foram identificadas e depositadas no Herbério

Amapaense-HAMAB/Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do
Amapé- IEPA, sob os respectivos codigos (IAN): 018878, 018879 e 018880 (Figura 1).
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Figura 1 — Folhas e flores das espécies Acmella oleracea (A), Acmella ciliata (B) e Tithonia diversifolia (C).

A

Fonte: Autor.
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5.3 OBTENCAO E ANALISE QUIMICA DOS EXTRATOS

Os extratos brutos aquosos e etandlicos foram obtidos por hidrodestilagdo e
maceracdo das folhas conforme metodologias da Farmacopeia Brasileira (2010) e Barbosa

(2004), respectivamente.

5.3.1 Extrato Bruto Aquoso (EBA) das folhas de Acmella oleracea, Acmella ciliata e
Tithonia diversifolia

As folhas das trés espécies vegetais, foram limpas com papel toalha e submetidas
a desidratacdo em estufa com circulagdo de ar a 36°C, ap06s secas foram trituras em triturar
mecanico. Entdo, 50 gramas do granulado foram suspensas em 500 mL de agua destilada. O
extrato bruto aquoso (EBA) foi obtido ap6s o processo de hidrodestilacdo (temperatura 100
°C) em aparelho tipo Clevenger durante 2 h (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
Realizada a extracdo, o EBA foi rotaevaporado, e posteriormente, diluido em solventes e
concentracdes adequadas para realizacdo dos ensaios bioldgicos.

5.3.2 Extrato Bruto Etandlico (EBE) das folhas de Acmella oleracea, Acmella ciliata e

Tithonia diversifolia.

Apbs trituracdo de 50g do material vegetal, de cada espécie, este foi transferido
para um recipiente apropriado onde acrescentou-se alcool etilico (70%) até a completa
submersdo do material totalizando volume de 500mL. O extrato ficou em maceracdo por 3
dias. Realizada a extracdo, o extrato bruto etandlico (EBE) foi rotaevaporado e
posteriormente diluido em solventes e concentracfes adequadas para realizacdo dos ensaios
biolégicos (BARBOSA et al, 2004).

5.3.3 Avaliacdo fitoquimica dos extratos brutos aquosos e etandlicos de Acmella
oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia

Os testes fitoquimicos realizados fundamenta-se em reagdes de precipitacdo e
coloracdo. Esses foram utilizados para verificar a presenga de saponinas, acidos organicos,
polissacarideos, acUcares redutores, alcaloides, depsidios e depsidonas, esteroides e

triterpenos, fenodis e taninos, glicosideos cardioativos, antraquinonas, proteinas e
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aminoéacidos, flavonoides, purinas, catequinas, heterosideos antocianicos e resinas (MATOS,
1988; WAGNER et al.,1996; COSTA, 2001; BARBOSA et al., 2004; SIMOES et al., 2010).

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTOA AQUOSOS E
ETANOLICOS DE Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia SOBRE O
RADICAL LIVRE 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe)

A avaliagdo da atividade antioxidante, com algumas modifica¢des, foi baseada
na metodologia proposta por Sousa et al. (2007) e Lopez-Lutz et al. (2008) por meio da
capacidade sequestrante do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). A atividade antioxidante

foi calculada de acordo com Souza et al. (2009) (Figura 2).

Figura 2- Célculo do % atividade antioxidante (%AA).

(AA%) = 100 — {[(Abs — Abs,...,)100]/Abs

amostra controle}

AA% -Porcentagem da atividade antioxidante
ADbSamostra — Absorbancia da Amostra
ADbSpranco- Absorbancia do Branco

AbScontrole- Absorbancia do controle

Preparou-se uma solucdo metanélica de DPPH na concentracdo de 40ug/mL. Os
extratos brutos aquosos e etanolicos foram diluidos em metanol nas seguintes concentraces
(5/2,5/1,0/0,75/0,5 e 0,25 mg/mL). Para avaliacdo da atividade antioxidante foram feitas
triplicatas com volume de 0,3 mL de extrato por tubo, adicionados a 2,7mL da solucdo de
DPPH. Paralelamente, foi preparado o branco de cada concentracdo, sendo este a mistura de
2,7mL de metanol mais 0,3 mL da solugdo metandlica do EBA e EBE. Ap6s 30 minutos de
incubagdo em temperatura ambiente e protegido da luz, foram realizadas as leituras em
espectrofotdmetro (Biospectro SP-22) no comprimento de onda 517nm, em cubeta de

quartzo.
5.5 ENSAIOS BIOLOGICOS
Os ensaios bioldgicos para o desenvolvimento desta pesquisa foram realizados

em primeiro momento avaliando a toxicidade dos extratos frente a larvas de Artemia salina e

posteriormente sobre os estagios do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti: larvas e insetos
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adultos. O efeito dos extratos sobre os insetos adultos foi avaliado quanto ao efeito inseticida

e repelente.

5.5.1 Ensaio de toxicidade dos extratos aquosos e etanolicos de Acmella oleracea,
Acmella ciliata e Tithonia diversifolia para Artemia salina Leach.

O ensaio de citotoxidade frente Artemia salina Leach baseou-se na técnica de
Araljo et al. (2010) e Ldbo et al. (2010) com adaptacdes. Preparou-se uma solucéo de sal
marinho sintético a 35 g/L, nesta foram incubados 45 mg de ovos de A. salina Leach. A
solucdo foi incubada em um recipiente escuro e expostas a fonte de calor artificial, no
periodo de 24 horas para eclosdo das larvas (nauplios). Em seguida os nauplios foram
separados e colocados em ambiente claro a temperatura ambiente, por mais 24 horas para
alcancarem estagio de metanauplios. Apds obtencdo dos metanduplios, foram preparadas as
solucdes mae dos extratos brutos aquosos (EBA) e extratos brutos etanolicos (EBE)
adicionando 18 mg dos extratos secos a 9,0 mL de solucéo salina, com concentracdo final de
2mg/mL.

Posteriormente, ao término do periodo em claro os mesmos foram selecionados e
divididos em 7 grupos com 10 metanduplios em cada tubo de ensaio, em cada grupo foram
adicionadas aliquotas da solucdo méae dos EBA e EBE (2500, 1900, 1250, 625, 250 e 125pL)
e completado o volume para 5 mL com solucdo de sal marinho sintético (35g/mL), obtendo-
se solugdes com concentragdes finais de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL. Dessa forma
os grupos foram designados de acordo com suas respectivas concentracGes e todas as
concentracgdes, incluindo o grupo controle, foram realizadas em triplicatas. Ao final foram
contabilizados o nimero de ndo sobreviventes para determinacdo de CLso por meio da
analise PROBIT do software SPSS®.

5.5.2 Avaliacdo da atividade larvicida dos extratos aquosos e etanolicos de Acmella

oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia.

As larvas de A. aegypti utilizadas nos bioensaios foram provenientes da colonia
mantida no insetario do Laboratério de Arthropoda da Universidade Federal do Amapa
(UNIFAP). Os ensaios biolégicos foram conduzidos em condig¢Bes climéticas controladas
com temperatura de 25+2°C e umidade relativa do ar de 75+5% e ciclo de claro e escuro de
12 horas.
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Os bioensaios foram realizados de acordo com a metodologia descrita por
Oliveira et al. (2002), Costa et al. (2005) e Pimenta et al. (2006) usando triplicatas nas
concentragdes 500, 400, 300, 200 e 100 mg/mL dos EBA e EBE frente as larvas do mosquito
Aedes aegypti no 3° estagio jovem (L3). Os extratos secos foram dissolvidos em 500mL em
agua destilada. Para cada concentragdo foram utilizadas 10 larvas, pipetadas para um béquer
de 100 mL contendo agua destilada. Em seguida, as larvas foram removidas de cada béquer
para oS recipientes com os extratos, minimizando-se assim, 0 tempo entre o preparo da
primeira e Ultima amostra. Foi verificada a toxicidade do solvente empregado na dilui¢do das
concentragdes, estando o mesmo presente, também nas réplicas do controle. Durante o
experimento, a temperatura média da agua foi de 25 °C. Apo6s 24 e 48 horas foram contadas
as larvas mortas, sendo consideradas como tais todas aquelas incapazes de alcancar a

superficie (Figura 3).

Figura 3- Procedimento para avaliagdo da atividade larvicida dos extratos aquosos e etanélicos de Acmella
oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia para larvas de terceiro instar de Aedes aegypti.

Com auxilio de uma
pipeta pasteur 10
larvas foram
transferidas por
COpo,

Em seguida, as larvas foram removidas dos recipientes para os béquer com os
extratos nas respectivas concentragdes (500,400,300,200 ¢ 100mg/'mL)

Apds 24 ¢ 48 horas foram contadas as larvas mortas, sendo consideradas como tais
todas aquelas incapazes de alcangar a superficie.

Fonte: Autor.
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5.5.3 Avaliacao da atividade adulticida dos extratos aquosos e etanolicos de Acmella

oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia.

A avaliacdo da atividade adulticida em Aedes aegypti foi realizada de acordo com a
metodologia da OMS. Em tubos de 44 mm de didmetro e 125 mm de comprimento, uma das
extremidades foi tampada com uma rede de malha fina e na outra extremidade foi acoplada
uma tampa deslizante com um orificio de 20 mm, por onde sdo introduzidos insetos adultos,
machos ou fémeas, originarias da cepa Rockefeller, com idades entre 2 e 5 dias com o
auxilio de um aspirador bucal.

As solucgbes etandlicas dos EBA e EBE foram avaliadas nas concentragdes de 600,
500, 400 e 300 mg/mL e 1 mL de cada concentracdo foi impregnada em papel de filtro de
5.500 mm?, ap6s volatilizacdo do solvente, os discos foram fixados no interior dos tubos de
exposicdo. Depois de uma hora de exposicdo, os mosquitos foram transferidos para o tubo de
repouso e a mortalidade foi calculada em 24 e 48 horas apds o inicio do experimento com
temperatura de 25+2 °C, umidade relativa do ar de 75+5%, fotoperiodo de 12 horas e
alimentados com solucdo acucarada a 10%. Posteriormente, contabilizou-se 0s mosquitos
mortos, considerando como tais aqueles incapazes de voar ou andar dentro e que deslizam
sobre o proprio eixo no recipiente utilizado (Figura 4). Para os recipientes em que a
mortalidade ultrapassava 20%, o bioensaio foi repetido. Para aqueles que a mortalidade ficou
entre 5 e 20% foram corrigidos através da formula de Abbot (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).
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Figura 4 - Procedimento para avaliacdo da atividade adulticida dos extratos extratos aquosos e etandlicos de
Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia sobre insetos adultos de Aedes aegypti.

Extratos
(solvente etanol)

Papel de filtro ] L
(corte padréo paraotubo e  Discos foram fixados no interior dos Depois de 1 hora de exposi¢do

impregnados com extrato) tubos de exposigéo.

Os insetos foram
transferidos para o tubo
de repouso

!

A mortalidade foi calculada em 24 e 48
Insetos coletados com horas ap6s o inicio do experimento com
Aspirador temperatura de 25 + 2 °C, umidade
relativa do ar de 75 + 5%, fotoperiodo de
12 horas e alimentados com solucgao
acucarada a 10%.

Fonte: Autor

5.5.4 Avaliacdo da atividade repelente dos extratos aquosos e etanolicos de Acmella

oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia.

Para a realizacdo do ensaio foi utilizado o protocolo padrdo de avaliacdo de
repelentes em humanos, recomendado pela Organizagdo mundial da Saude (OMS, 2009).
Utilizou-se fémeas adultas, cepa Rockefeller, pertencentes a espécie A. aegypti provenientes
da colénia mantida no insetario do Laboratério de Arthropoda da Universidade Federal do
Amapa.

Os mosquitos foram mantidos em temperatura de 25+2 °C, umidade relativa do
ar de 75+5% e fotoperiodo de 12 horas. Antes da realizacdo dos ensaios 50 fémeas adultas

com 5 a 7 dias de idade foram acondicionadas em gaiolas de 40x40x40 cm; estas nao



47

receberam comida sanguinea e foram privadas de solucdo agucarada 10% por 24 horas antes
do ensaio.

Adultos saudaveis de ambos os sexos, com idades entre 20 e 35 anos, sem
antecedentes de reacdes alérgicas a picada de mosquitos e sem enfermidades dermatoldgicas;
foram utilizados como voluntérios neste estudo. Todos os voluntarios que participaram
foram informados sobre os objetivos da pesquisa a metodologia e os possiveis efeitos
adversos dos produtos antes de assinar o termo de consentimento esclarecido (Apéndice).
Antes da realizacdo dos bioensaios de repeléncia foi solicitado a cada participante a
abstinéncia de produtos hidratantes no corpo por 12 horas antes do ensaio.

No dia do experimento cada participante lavou abundantemente os antebracos e
méaos com agua e sabdo neutro. Posteriormente, os antebracos foram higienizados com alcool
70% e deixou-se secar. No momento do ensaio as méos foram protegidas por luvas de latex
os bragos foram envoltos por papel filme (Lusafilm R105®), posteriormente foi realizado
corte no papel filme, sobre o antebraco de 7 por 7 cm? (totalizando 49cm?).

O antebraco direito foi selecionado como controle (solvente) e o esquerdo como
teste dos extratos, que foram aplicados em ordem crescente de concentracdo. O primeiro
procedimento para realizacdo do bioensaio consistiu em que cada voluntério introduzisse o
braco direito (controle) na gaiola contendo 50 mosquitos fémeas durante 30 minutos, foram
contados 0 nimero de mosquitos que pousaram e picaram nesse intervalo, devendo ser igual
ou superior a 10 para validar o experimento.

Em seguida, aplicou-se 1mL do solvente de diluicdo dos extratos (etanol) no
antebraco direito, e deixou-se secar durante 2 minutos e entdo cada voluntario introduziu
novamente o antebraco na gaiola contendo os mosquitos, durante 30 minutos. Com a
finalidade de considerar valido o ensaio, 0 nimero de mosquitos que pousou e picou, durante
30 minutos, deveria ser superior ou igual a 10. Posteriormente aplicou-se 1 mL do extrato no
antebraco esquerdo, e deixou-se secar por 2 minutos e entdo introduziu-se o antebragco na
gaiola por 30 minutos, neste intervalo foram contados o niUmero de mosquitos que pousaram
e picaram. Finalmente aplicou-se uma quantidade equivalente do repelente comercial no
antebraco direito seguindo as recomendacfes do fabricante, e foi novamente solicitado ao
voluntério introduzir o antebraco na gaiola e contabilizou-se 0 nimero de mosquitos que

pousaram e picaram por 30 minutos.
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos dos bioensaios foram expressos através de Médias e
Desvio Padrdo, organizados em tabelas e gréaficos. As diferencas significativas entre os
tratamentos foram avaliadas utilizando o teste ANOVA Um critério. Os valores de CLso
foram determinados em regressdo PROBIT, através do programa SPSS (Statical Package for

the Social Scienses) com limite probabilistico de erro igual a 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS BRUTOS AQUOSOS E
ETANOLICOS DAS FOLHAS DE Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia
diversifolia.

A andlise fitoquimica dos extratos aquosos Acmella oleracea, Acmella ciliata e
Tithonia diversifolia, revelou presenca de saponinas, acidos organicos, agucares redutores,
fendis, taninos, alcaloides, esteroides, triterpenos, cumarinas, heterosideos cianogénicos e
resinas (Tabela 1). Para os extratos etanolicos a andlise fitoquimica revelou os mesmos
encontrados nos extratos aquosos acrescido apenas de depsideos, depsidonas, proteinas e
aminodcidos (Tabela 2).

A andlise revelou auséncia unanime de polissacarideos, glicosideos

cardiotdnicos, catequinas, purinas, antraquinonas e flavonoides.
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Tabela 1- Classes de metabdlitos secundarios encontrados apds analise fitoquimica dos extratos brutos aquosos
das folhas de Acmella oleracea, Acemlla ciliata e Tithonia diversifolia.

Metabdlito Extrato Bruto Aquoso (EBA)
Secundario A.oleracea A. ciliata T. diversifolia
Saponinas + + +
Acidos organicos + + +
Acucar redutor + + +
Fendis + + +
Taninos + + +
Alcaloides + + +
Heterosideos + - +

cianogénicos

Resinas + - +

Esteroides e + - -
Triterpenos

Cumarinas - + -
Flavonoides - - -
Antraquinonas - - -
Polissacarideos - - -

Depsideos e - - -
depsidonas
Glicosideos cardiacos - - -
Catequinas - - -
Purinas - - -
Proteinas e - - -

aminoacidos

(+) Presente / (- ) Ausente



o1

Tabela 2- Classes de metabdlitos secundarios encontrados apds analise fitoquimica dos extratos brutos
etandlicos das folhas de Acmella oleracea, Acemlla ciliata e Tithonia diversifolia.

Metabdlito Extrato Bruto Etandlico (EBE)
Secundario A. oleracea A. ciliata T diversifolia
Saponinas + + +
Acidos organicos + + +
Acucar redutor + + +
Fendis + + +
Taninos + + +
Alcaloides + + +
Heterosideos + - +

cianogénicos

Resinas + + +

Esteroides e + - -
Triterpenos

Cumarinas - + -
Flavonoides - - -
Antraquinonas - - -
Polissacarideos - - -

Depsideos e - + -
depsidonas
Glicosideos cardiacos - - -
Catequinas - - -
Purinas - - -
Proteinas e + + +

aminoacidos

(+) Presente / (- ) Ausente

Uma das principais caracteristicas da familia Asteraceae é sua capacidade de
produzir uma grande diversidade de metabolitos secundarios com efeitos terapéuticos ou

toxicos (BREMER, 1994). Os principais metabodlitos reportados pertencem as classes dos
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poliacetilenos, flavonoides, cumarinas e terpenoides (HEYWOOD et al., 1977; ZDERO;
BOHLMANN, 1990). Dentro dos terpenoides, cabe realcar a ocorréncia das lactonas
sesquiterpénicas (LST) presentes em quase todas as 17 tribos, as quais apresentam diferentes
atividades bioldgicas e sdo consideradas marcadores quimiotaxonémicos (PICMAN, 1986;
RODRIGUEZ et al., 1976; SCHMIDT, 1999).

Diante das espécies estudas A. oleracea (L.) R.K. Jansen, é amplamente utilizada
na medicina popular como, antibacteriano, antifdngico, antimalarico, larvicida, inseticida,
citotoxica e antioxidante (GERTSCH, 2008; PANDEY et al., 2007; CHAKRABORTY et
al., 2010; RIOS et al., 2007; WONGSAWATKUL et al., 2008; PRACHAYASITTIKUL et
al., 2009). Diante da andlise fitoquimica do EBA de A. oleracea, observa-se um grande
potencial antioxidante e citotoxico da espécie. Que estariam atribuidas a presenca de
flavonoides, e outros compostos fendlicos como taninos, alcaloides, saponinas, acidos
organicos e acucares redutores (SIMOES et al., 2010).

Os metabolitos podem também justificar as atividades farmacoldgicas da
Acmella ciliata anti-inflamatorio, antimalarial, antitumoral, hipotensora, anti-histaminico,
antibacteriano, citotdxico, imunomodulador e antioxidante. Essas atividades podem ser
atribuidas a presenca de flavonoides, saponinas, alcaloides, taninos, fendis e cumarinas
(ERASTO et al.,2006; ALVES; NEVES, 2003; P'EREZ-AMADOR et al., 2008;
NERGARD et al., 2004; COSTA et al., 2008).

E para espécie Tithonia diversifolia, também é utilizada como anti-diarréico,
antiamebiano, antimalarial, antiplasmddio e antioxidante. As folhas por apresentarem
propriedades antiinflamatorias sdo usadas no tratamento de hematomas e feridas.
(RUNGELER et al., 1998; KUO; CHEN, 1998; TONA et al., 1999; GOFFIN et al., 2002;
MIURA et al., 2002; GU et al., 2002; SILVA, 2003; SAMPAIO et al., 2015).

As funcgbes bioldgicas atribuidas aos metabdlitos secundarios, despertam grande
interesse para indGstria farmacéutica, alimentar e agronémica (SIMOES et al., 2007). As
saponinas, por exemplo, sdo classes de metabdlitos secundarios que apresentam propriedades
detergentes e surfactantes. Nas plantas que as produzem, apresentam funcdes regulatéria do
crescimento, e na defesa contra insetos e patdgenos. Essas funcdes revelam a importancia
desses compostos na adaptacéo e sobrevivéncia vegetal.

Dentre seus efeitos no organismo humano destacam-se acdo antioxidante, em
que se ligam a sais biliares e colesterol no tubo digestivo, impedindo sua absorcdo, citotoxica
atuando contra células tumorais e anti-inflamatdria (SCHENKEL et al., 2007). Apresentam
também atividade anti-helmintica, antiviral, espermicida, hemolitica e molusquicida
(SIMOES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013). Devido ao comportamento anfipatico dessas
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moléculas e a capacidade de formar complexos com esteroides, proteinas e fofoslipideos de
membrana, sugere-se que algumas saponinas tém a capacidade de romper a membrana
plasmatica de microrganismos, 0 que resulta em extravasamento do conteddo celular e,
finalmente, a morte (citotoxicidade) (KAISER et al., 2010).

As saponinas atuam também na reducdo do colesterol, 0 suposto mecanismo
dessa acdo poderia ser explicado através do aumento da excrecdo do colesterol, por formacéo
de complexo com as saponinas administradas por via oral, ou, ainda, através do aumento da
eliminacdo fecal de &cidos biliares. Outra proposta mais recente, leva em consideracdo as
propriedades irritantes das saponinas com a formagdo de complexos entre as saponinas e o
colesterol das membranas celulares da mucosa intestinal, levando a uma esfoliacéo, perda de
funcédo e consequente reducdo da area de absorcédo o que pode ocasionar um efeito laxativo
dessas biomoléculas (SIMOES et al., 2010).

Os polifendis podem regular a atividade das enzimas antioxidantes endogenas e
detoxificantes, inibindo as enzimas produtoras de carcinG6genos, no processo de
detoxificacdo do organismo. Os polifendis inibem o cancer por bloquearem a formacao de
substancias cancerigenas; suprimirem a ativacdo da carcinogénese e aumentarem a
detoxificacdo de agentes cancerigenos (SALGADO, 2009; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os polifendis, também tém mostrado elevado efeito cardioprotetor possivelmente
pela habilidade em reduzir o colesterol total e LDL-c, inibir a agregacdo plaquetaria,
estimular a vasodilatacdo e enzimas antioxidantes, bem como inibir vias pro-inflamatérias
(RAHMAN et al.,, 2008). Conforme efeitos observados conclui-se que os polifenois
previnem ou reduzem o0 estresse oxidativo por meio da atividade varredores de radicais
livres, complexacdo com metais oxidantes, associacdo com a LDL-c aumentando sua
resisténcia a oxidacdao, aumento de antioxidantes enddgenos e por meio da modulagdo da
atividade de enzimas-chave na defesa antioxidante. A modulacdo das enzimas antioxidantes
por polifenois parece ocorrer via ativagdo do fator de transcrigcdo “Nuclear factor-E2-related
factor” (Nrf2) (CHUANG; MCINTOSH, 2011; PALSAMY; SUBRAMANIAN, 2011). Este
pode ser um mecanismo crucial pelo qual os polifendis conferem cardioprotecéo.

Em condigdes basais, o Nrf2 encontra-se no citoplasma ligado ao complexo
repressor Kelchlike ECH-associated protein 1 (KEAP-1), o qual promove ubiquitinacdo e
degradacdo do Nrf2 no proteasoma. No entanto, em resposta ao estresse oxidativo ou
eletrofilico, o Nrf2 dissocia-se do KEAP-1 e transloca-se para o nucleo onde se liga aos
elementos de resposta antioxidante (ARE) ou elementos de resposta a eletrofilo (EpRE),
ativando a transcricdo de enzimas antioxidantes/detoxificantes (CHAPPLE et al., 2012;

TAKAYA et al, 2012). Em adicdo, o Nrf2 inibe a expressdo de mediadores pro-
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inflamatorios por meio da regulacdo de enzimas anti-inflamatdrias, como a heme oxigenase-
1(HO-1) (KIM et al., 2010).

Pesquisas também associam aos polifendis efeito vasodilator, Ndiaye et al (2003)
buscando investigar os mecanismos envolvidos na agdo dos polifendis como agente
relaxante, observaram aumento do radical superdxido nas artérias coronarias suinas tratadas
com os polifendis do vinho tinto. Segundo os autores, a producdo deste radical estd
relacionada com a formacao do fator hiperpolarizante dependente de endotélio (EDHF), o
qual conduz a hiperpolarizacdo, fenémeno correlato ao relaxamento.

Ou seja, os polifendis atuam como vasodilatadores das artérias corondrias por
estimularem a formacdo de EDHF endotelial, 0 que ocorre por meio de um mecanismo
redoxsensivel (dependente de superoxido). Considerando os polifendis como potentes
agentes varredores de radicais livres, os autores acreditam que, provavelmente, a geracéo de
superoxido pelos polifendis seja realizada localmente e de forma controlada para ativar vias
de transducdo envolvidas na hiperpolarizacdo da membrana ou para afetar diretamente a
atividade de canais de potassio nas células endoteliais, os quais medeiam a acdo do EDHF.

Outra classe de compostos fendlicos sdo os taninos. Estes sdo solUveis em agua,
contudo formam complexos insollveis com alcaloides, gelatina e outras proteinas. Sao
importantes componentes gustativos, sendo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos
e produtos vegetais. Sugere-se que 0s possiveis mecanismos de acdo dos taninos no
organismo estejam relacionados a trés propriedades: a complexacdo com ions metalicos
(quelante); a atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e a habilidade de
complexar com macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos (NIEMETZ; GROSS,
2005; SIMOES et al., 2007).

No organismo humano atuam como antioxidante, antisséptico, cicatrizante e
vasoconstritor. Em excesso podem reduzir significativamente a biodisponibilidade mineral e
a digestdo de proteinas da refeicdo (COZZOLINO, 2009).

No tocante aos acgucares redutores, apresentam grandes beneficios a salde por
possuirem atividade antioxidante e antimutagénica (SILVA et al., 2003; QUADROS et al.,
2010). Bem como a presenca de &cidos organicos também sugere atividade antiflngica,
antimicrobiana e antioxidante dessas espécies (SIMOES, 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

Os esteroides também sdo reconhecidos por suas propriedades antioxidantes,
dentre seus beneficios a saude humana destaca-se a redugdo da absorcdo do colesterol da
dieta, com consequente reducdo dos niveis sanguineos; a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares; e inibicdo do crescimento de certos tipos de tumores malignos
(SALGADO, 2009; KHACHA-ANANDA et al.,2013).
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Outro metabdlito que pode estar envolvido na acdo citotoxica sdo os alcaloides,
que devido ao seu amargor e toxicidade atuam como amebicida, antitumorais e antivirais
(Simdes et al., 2010). Alguns podem ser cancerigenos e outros antitumorais. Os alcaloides
pirrolizidinicos, presentes em confrei (Symphytum sp.), sdo exemplos de causadores de
cancer. Via de regra, as plantas com alcaloides podem ser tdxicas, se usadas em quantidades
maiores ou de forma inadequada.

A producdo de resinas pelas plantas esta intimamente associada a fatores
climéaticos e a estimulos externos, como a herbivoria e fungos endofiticos e que séo
percebidos pelas abelhas que as coletam, modificam e depositam no interior da colméia
como estratégias de prevencdo de doengas e ocorréncia de patdgenos.

O conhecimento das propriedades das resinas levou o homem a elaborar e
desenvolver técnicas de coleta. As utilizacGes das resinas vegetais vém ganhando espaco em
experimentos de area médica, demonstrando suas eventuais aplicacbes por apresentam
propriedades antimicrobianas, inseticida, inibidores de tumores, regeneracéo de tecidos, acéo
cicatrizante, atividade anti-cariogénica, anti-inflamatdria, antioxidante, hepatoprotetora,
analgésica, atividade estrogénica, antiangiogénica e regenerativa de cartilagens (MENEZES,
2005, ADELMANN, 2005).

Diante da analise fitoquimica preliminar dos extratos das espécies vegetais,
observa-se forte relacdo desses com 0s objetivos aqui propostos, quanto a atividade
antioxidante que permiti a utilizacdo dessas espécies no controle de qualidade e na
estabilidade de produtos farmacéuticos para os mais diversos fins. E para atividade
citototoxica e bioinseticida interferindo no metabolismo celular, em nivel de membrana ou
citosol, alterando a permeabilidade celular, ocasionando a morte de diferentes
microorganismos, como fungo, bactérias, virus, e larvas de vetores.

Pesquisadores ndo afirmam auséncia de flavonoides, mas sim que encontram-se
em pequenas quantidades para algumas espécies, o que estabelece baixa atividade
antioxidante. Romao et al. (2015), corroboram com esta hipotese, demonstraram no extrato
aquoso de flores de A. oleracea a presenca de flavonoides, com a ressalva de que o teor de
compostos fendlicos e flavonoides totais pode ser considerado baixo, assim como sua
atividade antioxidante.

Para a espécie A. ciliata, os resultados aqui obtidos também estdo em desacordo
com Kasper et al. (2010) que estudaram a constituicdo fitoquimica de A. ciliata e
conseguiram identificar e isolar setes flavonoides, dois inéditos a quercetina-3-O-(3-O-
acetil-p-D-glucuronopiranosideo) e a quercetina-3-O-(2-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-

(1—6)B-D-glucopiranosideo).
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Como discutido anteriormente a atividade antioxidante mais evidente dos
extratos de A. ciliata, foi observada no EBA, com a presenca dos mesmos metabdlitos
secundarios para os dois extratos, 0 que nos permiti sugerir que 0 método extrativo tem forte
participacdo na composicdo quimica, devido a polaridade do solvente influenciar na
concentracdo das substancias extraidas (AFONSO et al., 2009).

Em atencdo as cumarinas, essas foram identificadas apenas na A. ciliata tanto no
EBA e EBE o que reforca sua indicacdo hipotensora, antioxidante e citotoxica. As cumarinas
possuem uma extensa variedade de efeitos bioldgicos incluindo anticoagulante, estrogénico,
fotossensibilizante, anti-helmintico, vasodilatador, moluscicida, sedativo, hipnotico,
analgésico, hipotérmico (HOULT; PAYA, 1996; OJALA et al., 2000), antioxidante (RAJ et
al., 1998; MORABITO et al., 2010) e antitumoral (DEXEUS et al., 1990; NOGUCHI et al.,
1995; JIMENEZ-OROZCO et al., 1999; CHIMICHI et al., 2002; YANG, 2010).

Muitos pesquisadores correlacionam a atividade antifungica de alguns
compostos com sua atividade antioxidante. Muitos compostos antifingicos podem atuar
como inibidores da producdo de micotoxinas, por agirem na regulacdo da peroxidacéo
lipidica, inibindo a formacéo de perdxidos e consequentemente o estresse oxidativo, que esta
relacionado a biossintese de aflatoxinas (JAYASHREE et al., 2000; RASOOLI et al., 2004;
VIANA, 2011).

A atividade citotoxica das cumarinas tem sido elucidada ao inibirem o
crescimento de varios tipos celulares em cultura, incluindo linhagens de carcinoma
bronquico humano (NSCLC-N6) (KOFINAS et al., 1998), cancer pulmonar (A549)
(ROSSELLI et al., 2009), carcinoma hepatocelular humano (HepG2) (YU et al., 2009),
cancer gastrico humano (SGC-7901) (ZHANG et al., 2009) e carcinoma prostatico humano
(DU145) (KANG et al., 2009). Fato esse presenciado sobre larvas de Aedes aegypti aqui
expressos no capitulo V.

A triagem fitoquimica das partes areas de T. diversifolia ndo revelaram a
presenca de flavonoides, porém resultado divergente foi obtido por Gama et al. (2014), e que
além de identificar flavonoides também identificaram taninos, fendis totais, alcaloides e
saponinas, como aqui observado tanto no extrato aquoso como etandlico das folhas de T.
diversifolia. Anteriormente Essiett e Akpan (2013) confirmaram a presenca dos mesmos
compostos fenolicos, com excegdo das saponinas, 0 que pode estar envolvido com a parte

vegetal utilizada.
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6.2 AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTOS
AQUOSOS E ETANOLICOS DAS ESPECIES VEGETAIS Acmella oleracea, Acmella
ciliata e Tithonia diversifolia CONTRA O RADICAL LIVRE (DPPH?)

Os extratos brutos aquosos de Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia
diversifolia mostraram atividade antioxidante dose dependente. A analise estatistica mostra
diferencas, p<0,05, entre as concentragdes de 5mg/mL e 2,5mg/mL. Os valores de ICso
obtidos para os extratos aquosos das trés espécies mostram elevada significadncia para a
concentracdo de 5mg/mL (Tabela 3).

Tabela 3- Média e desvio padrdo do percentual de atividade antioxidante dos extratos brutos aquosos das
folhas de Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia sobre o radical livre DPPHe.

Extrato bruto aquoso % Atividade Antioxidante
Concentracao A. oleracea A. ciliata T. diversifolia
5mg/mL 56,1+0,53° 84,042,542 93,0+0,72?
2,5mg/mL 50,2+0,99% P 78,541,223 P 65,941,612 P
1,0mg/mL 44,3+1,212b 55,6+1,04%° 25,941,472
0,75mg/mL 44,3+0,64% P 51,7+0,48%P 12,041,212 b:¢
0,5mg/mL 43,6+0,61%° 49,1+0,62% P 12,541,702 b:¢
0,25mg/mL 42,3+0,89* 0 47,8+0,54%° 12,8+1,762 ¢
ICso 2,760* 0,321* 2,273*
p-valor 0,000 0,005 0,000

Na vertical, valores de (%AA) seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para ANOVA
(*p<0,05).

A andlise da atividade antioxidante dos extratos brutos etandlicos confirma o
potencial antioxidante com média de reducédo de 86,35+0,82 para a concentracdo de 5mg/mL
do extrato de A. oleracea, seguido de 96,1%+3,75 de percentual antioxidante para o extrato
de T. diversifolia. Os valores de ICso obtidos para todos os extratos etanolicos apresentaram

resultados significativos de atividade antioxidante (Tabela 4).
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Tabela 4- Média e desvio padrdo do percentual de atividade antioxidante dos extratos brutos etandlico das
folhas de Acmella oleracea, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia sobre o radical livie DPPH-.

Extrato bruto etanélico

% Atividade Antioxidante

Concentracao A. oleracea A. ciliata T. diversifolia
5mg/mL 86,30,82 48,4+1,09% 96,1£3,752
2,5mg/mL 68,3+14,22° 44,4%0,112° 95,0+2,65 °
1,0mg/mL 53,7+3,19° 42,2+0,28> P 86,8+10,73 &P
0,75mg/mL 50,6+4,352 41,440,262 ° 60,445,132 b.c.d
0,5mg/mL 45,0+0,952 P 41,1+0,302 P 46,9+3,3220:¢
0,25mg/mL 45,63,06% ° 41,1%0,25% P 32,3+1, 272 b.cd
ICso 2,760* 6,024* 0,630*
p-valor 0,000 0,000 0,000

Na vertical, valores de (%AA) seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para ANOVA
(*p<0,05).

Diante da andlise das trés espécies, observa-se que Tithonia diversifolia foi a que
expressou melhor atividade antioxidante nos dois extratos estudados. Resultado semelhante
foi observado por Gama et al. (2014), ao analisar o extrato etandlico de partes aéreas de T.
diversifolia com valores significativos de 1Cso mostrando forte atividade antioxidante,
sugerindo a possibilidade da utilizacio da T. Diversifolia para a prevencdo do
envelhecimento celular. Sampaio et al. (2015) e Figueiredo et al. (2014), reiteram a forte
atividade atintioxidante de extratos obtidos das partes aéreas de T. diversifolia.

A atividade antioxidante ¢é atribuida ao perfil fitoquimico dos compostos que
constituem os extratos vegetais, porém levando-se em consideracdo a complexidade desses
compostos, torna-se dificil fazer uma correlagdo entre atividade antioxidante e substancias
presentes. Com o intuito de explicar tal atividade, pesquisadores sugerem o conceito de
sinergismo, antagonismo e aditividade (MIRANDA, 2010).

A analise fitoquimica realizada nos extratos brutos agquosos e etanolicos das
folhas de A. oleracea, A. ciliata e T. diversifolia confirmam a presenca de compostos
fenolicos como taninos, alcaloides, agucares redutores, saponinas e &cidos organicos capazes
de sequestrar radicais livres agindo como antioxidante (BIANCHI et al., 1999; ROMAO et
al., 2015).

Como os é&cidos organicos, encontrados nas trés espécies, enfatizam suas

aplicacOes antifungica, antimicrobiana e antioxidante, podendo ser amplamente utilizadas na
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industria alimenticia como aditivos e conservantes (SIMOES, 2010; OLIVEIRA et al.,
2013). Diversas plantas tem a capacidade de acumular acidos organicos encontrado nos
sucos de frutas citricas, devido a presenca do acido citrico, no entanto estes acidos ndo estao
presentes apenas em frutos mas também nas folhas de algumas espécies vegetais
(IHEJIRIKA, 2011; KUMAR et al., 2011).

O acido citrico apresenta grande potencial antioxidante o que mostra que as
espécies A. oleracea, A. ciliata e T. diversifolia sdo uma promissora fonte dessa substancia.
As mesmas fungdes sdo atribuidas aos compostos fendlicos, abundantes em diversas espécies
vegetais, estdo fortemente associados a reducao no risco de doencas cardiovasculares, cancer
e outras doencas cronicas, que independente da classe todos tem potencial antioxidante.
(BANDONIENE; MURKOVIC, 2002; SPENCER et al.,2008)

A capacidade dessas substancias em sequestrar radicais livres e metais pro-
oxidantes (acdo antioxidante) explica, em parte, esta associacdo. Evidéncias recentes
sugerem que estes compostos possam atuar por meio de outros mecanismos além da
capacidade antioxidante, como modulacdo da atividade de diferentes enzimas como
telomerase, lipoxigenase e cicloxigenase, interagdes com receptores e via de transducdo de
sinais, regulacgdo do ciclo celular, entre outras, essenciais para a manutencdo da homeostase
dos organismos vivos (D'ARCHIVIO et al.,2007).

Os acUcares redutores também apresentam propriedades antioxidantes o suposto
mecanismo, esta na capacidade que tem de ligar-se aos radicais livres reduzindo-os e
promovendo a excre¢do do corpo, sem a ajuda de transportadores, diminuindo a atividade
celular sem causar stress oxidativo e envelhecimento prematuro da célula (SILVA et al.,
2003; QUADROS et al., 2010).

Os esteroides também sdo reconhecidos por suas propriedades antioxidantes,
dentre seus beneficios a salde humana destaca-se a reducdo da absorcdo do colesterol da
dieta, com consequente reducdo dos niveis sanguineos; a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares; e inibicdo do crescimento de certos tipos de tumores malignos
(SALGADO, 20009).

Séo atribuidas aos taninos atividade antioxidantes, estimulacdo das células
fagociticas e a acdo tumoral (LOGUERCIO, 2005). A atividade antioxidante e a¢do em
Ulceras gastricas do extrato de Syzygium jambos cujos principios ativos nas folhas séo
flavonoides, taninos e 6leos volateis; foi investigada por DONATINI et al. (2009).

O mecanismo de atividade antioxidante atribuida aos taninos auxilia no processo
de cura, ja que os radicais livres sdo um fator importante na formacdo de varias doencas

degenerativas, tais como céancer, esclerose multipla e aterosclerose (BORRELLI; 1ZZO,
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2000; CARBONEZI et al.,, 2007). Os taninos atuam como captadores de radicais,
interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis (MELLO; SANTQOS, 2001).

Nas classes das saponinas existem também importantes metabolitos capazes de
sequestrar radicais livres (SIEDENTOPP, 2008). O mecanismo da agdo poderia ser
explicado pelo aumento da excre¢do do colesterol por formacdo de complexo com as
saponinas administradas por via oral, ou pelo aumento da eliminacéo fecal de &cidos biliares
com maior utilizacdo do colesterol para sintese dessas substancias o que sugere uma acao
antioxidante indireta (CASTEJON, 2011).

6.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS BRUTOS
AQUOSOS E ETANOLICOS DAS ESPECIES VEGETAIS Acmella oleracea, Acmella

ciliata e Tithonia diversifolia PARA Artemia salina.

Testes com espécies da familia Asteraceae demostram forte potencial citotoxico
(NINO et al., 2006). Dados da literatura cientifica sugerem a classificacdo dos extratos
vegetais em graus de toxicidade contra larvas de Artemia salina foi estabelecida, conforme
intervalo no qual sdo considerados os valores de CLso menores que 100pug/mL apresentaram
alta toxicidade, entre 100 e 500ug/mL toxicidade moderada, CLso entre 500 e 1000ug/mL
fraca toxicidade e CLso acima de 1000pg/mL sdo considerados atoxicos (NGUTA et al.,
2011).

As tabelas 5 e 6 mostram o0s resultados obtidos apds exposicdo da Artemia

salina as diferentes concentracdes dos extratos durante 24 horas.

Tabela 5 - Teste de toxicidade dos extratos brutos aquosos das espécies Acmella oleracea, Acmella ciliata e
Tithonia. diversifolia frente as larvas de Artemia salina.

Extrato Bruto Aquoso Percentual de Mortalidade Artemia salina (%M)
CONCENTRACAO A. oleracea A. ciliata T. diversifolia
(Hg/mL)
1000 73,5 36,5 23,40
750 52,39 19,28 6,72
500 26,17 1,73 3,41
250 9,46 0,92 1,72
100 3,75 0,72 0,68
50 0 0,59 0,57
ClLso 700* 1595* 3660
p -valor 0,001 0,018 0,124

*p<0,05 estabelece CLso dentro do limite probalistico de erro.
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Tabela 6 - Teste de toxicidade dos extratos brutos etantlicos das espécies Acmella oleracea, Acmella ciliata e
Tithonia diversifolia frente as larvas de Artemia salina.

Extrato Bruto Etandlico Percentual de Mortalidade Artemia salina (%M)
CONCENTRACAO A. oleracea A. ciliata T. diversifolia
(Hg/mL)
1000 43,43 49,96 43,28
750 23,49 28,64 24,55
500 13,31 4,07 13,42
250 7,13 2,94 6,38
100 2,91 0,77 1,50
50 1,84 0 0
Clso 1794* 1112* 1403*
p -valor 0,016 0,016 0,018

*p<0,05 estabelece CLso dentro do limite probalistico de erro.

Conforme as tabelas 5 e 6 observa-se que o extrato bruto aquoso de A. oleracea
foi o que apresentou, menor CLsg (700pg/mL, p<0,05) para A. salina, classificado como
fracamente toxico. Os extratos brutos aquosos de A. ciliata e T. diversifolia foram atoxicos
para A. salina com CLso igual a 1595ug/mL (p<0,05) e 3660ug/mL, respectivamente. Para
0s extratos etanolicos as CLso mostram auséncia de toxicidade, porém a analise estatistica
revela que os valores obtidos para A. oleracea, A. ciliata e T. diversifolia, estdo dentro do
limite probabilistico de erro sugerindo acao citotdxica mediante concentracdes elevadas.

A mesma auséncia de toxicidade para os extratos aquosos de A. ciliata e T.
diversifolia também foi presenciada no extrato aquoso de Wedelia paludosa D.C.
(Asteraceae) CLso > 1000 pg/mL, mostrando-se inativo (BATISTA et al., 2009). Hocayen et
al. (2012) também demonstraram baixa toxicidade da espécie Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) para A. salina. Cujo resultados mostraram uma CLso de 1008,51pg/mL e
921,32ug/mL em 24 e 48h respectivamente, sendo necessaria uma concentracdo muito alta
para ser considerada letal.

Os resultados para o extrato bruto etandlico de A. oleracea crooboram com
Simas et al. (2013), que também obtiveram auséncia de toxicidade do extrato bruto etandlico
e fracBes de A. oleracea para Artemia salina, porém com intuito de potencializar acdo toxica
do extrato os autores testaram isobutilamidas isoladas e obtiveram éxito na atividade
citotoxica e larvicida (KADIR et al, 1989; DUBEY et al, 2013). No entanto, esse mesmo
grau de toxicidade ndo foi observada para a espécie Acmella ciliata (MONTEIRO et al.,
2001).

Castro et al. (2010) demostraram atividade antifungica sobre Candida albicans
do extrato hidroalcoolico de Tithonia diversifolia, cuja concentracdo inibitéria minima

(CMI) foi de 128 pg/mL. No ensaio de toxicidade sobre Artemia salina, obtiveram 100% de
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mortalidade com a CLsp igual a 10 pg/mL demonstrando alta toxicidade, e desaconselhando
totalmente o uso interno dessa espéecie. Recentemente Passoni et al. (2013), corroboram com
a afirmativa anterior ao observarem que o uso prolongado de extratos da folha de T.
diversifolia promoveram alteraces renais e hepaticas em roedores. Estudos anteriores
demostraram atividade antiplasmddica dessa planta que pode ser atribuida principalmente a
lactona sesquiterpénica, Tagitinina C (GOFFIN et al., 2002; BIDLA et al., 2004;
ELUFIOYE; AGBEDAHUNSI, 2004).

No ensaio de toxicidade da espécie Gochnatia polymorpha (Asteraceae) sobre
Artemia salina os indices de mortalidade variaram entre zero e 16,1%. A concentracdo
necessaria para matar 50% das larvas (DLso) foi calculada em 4.400 pg/mL para o extrato
etanolico dos ramos sendo também considerada inativa (STEFANELLO et al., 2006).

Resultado diferente foi obtido por Moreira et al. (2003) com extratos em
cloroférmio e em metanol de folhas da espécie Baccharis pseudotenuifolia (Asteraceae)
submetidos ao bioensaio de toxicidade sobre Artemia salina (TAS), sendo que ambos foram
considerados ativos (TAS < 1000 upg/mL). A maior atividade concentrou-se no extrato
cloroférmico (TAS = 115 pg/mL), no qual foi detectada a presenca do triterpeno éacido
oleandlico.

Os resultados aqui obtidos ndo descartam o possivel efeito citotoxico das
espécies, porém corroboram com o exposto pelos autores acima de que as substancias
isoladas expressam melhor atividade bildgica.

Os compostos aqui identificados nos extratos vegetais como saponinas, acidos
organicos, acUcares redutores, fendis, taninos e alcaloides, depedendendo da concentracao
desses, possam bloguear os efeitos conhecidos das alquilamidas (A. oleracea), das lactonas
sesquiterpénicas-LSTs (classe de triterpenoides, T. diversifolia) e vernonioside B2 e suas
variagBes (A. ciliata). Visto que a maioria das atividades relatadas para essas espécies sdo
atribuidas a tais compostos (SILVA, 2004; SILVA et al.,2013).

A atividade citotdxica pode também ser atribuida aos compostos fenolicos que
apresentam acdo bacteriostéatica e fungicidas (ZHAO et al., 2007).

Sundarraj et al. (2012) demonstraram atividade citotoxica in vitro de compostos
fendlicos contra células de céancer de pulméo e mama. Boutennoun et al. (2014) também
confirmaram atividade citotoxica e antioxidante de compostos fendlicos do extrato
metanolico de Achillea odorata (Asteraceae).

Segundo Nascimento et al. (2008) e Araujo et al. (2010) essa atividade pode,
também, ser atribuida as saponinas que apresentam atividade anti-helmintica, antiviral,
espermicida, hemolitica e molusquicida (SIMOES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013).



63

Devido ao comportamento anfipatico das saponinas e a capacidade de formar complexos
com esteroides, proteinas e fofoslipideos de membrana. Sugere-se que algumas saponinas
tém a capacidade de romper a membrana plasmatica de microrganismos, o que resulta em
extravasamento do conteudo celular e, finalmente, a morte (KAISER et al., 2010).

Outro metabdlito que pode estar envolvido na acdo citotoxica sdo os alcaloides,
que devido ao seu amargor e toxicidade atuam como amebicida, antitumorais e antivirais
(SIMOES et al., 2010). As funcdes destes compostos nas plantas nao estdo bem esclarecidas.
Inicialmente, foram atribuidos aos alcaloides os papéis de prote¢do, resultante da toxicidade
elevada que conferem ao vegetal. No entanto, acredita-se que os alcaloides atuem também
como reserva da sintese de proteinas, estimulantes ou reguladores do crescimento, do
metabolismo interno ou da reproducdo sendo, ainda, agentes finais da desintoxicacdo e da

transformac&o simples de outras substancias, cujo acimulo pode ser nocivo ao vegetal.

6.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA E REPELENTE DOS EXTRATOS
BRUTOS AQUOSOS E ETANOLICOS DAS ESPECIES VEGETAIS Acmella olerace,
Acmella ciliata e Tithonia diversifolia CONTRA Aedes aegypti.

6.4.1 Atividade larvicida dos extratos brutos aquosos e etanolicos das espécies vegetais

Acmella olerace, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia contra larvas de Aedes aegypti.

O percentual de atividade larvicida em diferentes concentragdes e solventes
foram avaliados em 24 e 48 horas ap06s o inicio do ensaio bioldgico. O experimento foi
considerado valido, pois ndo houve mortalidade em nenhum dos grupos controles de cada

espécie e extrato, os resultados estdo expressos nas tabelas seguintes:
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Tabela 7- Percentual de atividade larvicida do extrato bruto aquoso e etandlico de Acmella oleracea em
diferentes concentrac@es durante 24 e 48 horas.

Percentual de Atividade Larvicida (%0)

Concentracao EBA (A. oleracea) EBE (A. oleracea)
(mg/mL) 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
500 0 0 70,69 76,59
400 0 0 22,84 35,37
300 0 0 8,78 10,72
200 0 0 1,07 4,40
100 0 0 0 1,70
Controle 0 0 0 0
CLso(mg/mL) - - 454,8* 430,5*
p-valor - - 0,0000 0,0000

*p < 0,05 estabelece CLs dentro do limite probalistico de erro.

Os resultados ndo demonstraram mortalidade de imaturos no extrato bruto
aquoso (EBA) de A. oleracea em nenhuma das concentragdes testadas nos tempos de 24 e 48
horas, com mortalidade de 0%. Porém, efeito larvicida foi observado no extrato bruto
etanolico (EBE) de A. oleracea tanto em 24 como 48 horas apds o tratamento, cuja
CLs0=454,8 mg/mL mostrou-se altamente significativa, conforme p-valor igual a 0,0000
apos 24 horas de tratamento e CLso = 430,5 mg/mL com p=0,0000 ap6s 48 horas aceitando a
hipotese alternativa. Na andlise dos resultados observa-se mortalidade de 70,69% e 76,59%
nas doses de 500mg/mL do extrato bruto etandlico das folhas de A. oleracea em 24 e 48
horas, respectivamente (Tabela 7).

Contudo, mortalidade de 100% foi obtida para a concentracdo de 1000mg/mL de
EBE de A. oleracea em 24 horas de exposi¢édo (Tabela 8).

Tabela 8-Percentual de atividade larvicida do extrato bruto aquoso e etandlico de Acmella oleracea na
concentragdo de 1000mg/mL durante 24 e 48 horas.

Percentual de Atividade Larvicida (%0)

Concentracéao EBA (A. oleracea) EBE (A. oleracea)
(mg/mL) 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
1000 100 100 100 100

Controle 0 0 0 0




65

Resultado semelhante foi obtido por Simas et al. (2013) onde demonstraram que
0 extrato bruto etandlico das folhas de A. oleracea apresentaram percentual de mortalidade
dose dependente, contra larvas de A aegypti, com 6, 26 e 28% de toxicidade para 180, 380 e
480 mg/mL. No intuito de melhorar a atividade do extrato, os pesquisadores obtiveram
fracGes do extrato bruto etandlico, cuja fragdo larvicida foi a hexanica com CLso = 145,6
mg/mL e a ndo larvicida diclorometano com CLso de 1200mg/mL. Os pesquisadores
conseguiram isolar dois novos compostos (isobutilamidas) sugerindo que a atividade
larvicida presenciada nas folhas de Acmella olerace pode ser atribuida a amina &cido
acetilénico 2-feniletilamina, sendo este o primeiro relato desse composto em A. oleracea o
que pode justificar sua atividade larvicida (RAMSEWAK et al., 1999; DUBEY et al., 2013).

Saraf e Dixit (2002), demonstraram atividade ovicida, inseticida e pubicida do
extrato etandlico das flores de Acmella oleracea, na concentracéo de 7,5mg/mL, com 100%
de atividade contra Anopheles, Culex e Aedes aegypti.

Estudos anteriores demonstraram atividade larvicida do extrato hexanico das
flores de A. oleracea em A. aegypti (PITASAWAT et al., 1998).

Bernard et al. (2012), também, obtiveram 100% de mortalidade das larvas de A.
aegypti para os extratos metanolico e hexanico de A. oleracea, nas concentracdes acima de
1000mg/mL. Os resultados, aqui obtidos, sugerem que a espécie A. oleracea tem potencial
larvicida, ao expressar 100% de mortalidade, e que o método extrativo contribui para a
presenca ou auséncia de classes de metabolitos secundarios capazes de alterar o metabolismo
das larvas induzindo sua morte.

Achado semelhante foi demonstrado por Sukhthankar et al. (2014), ao avaliarem
atividade larvicida do extrato aquoso de Chromolaena odorata L. (Astereaceae) contra
larvas de A. aegypti cuja mortalidade de 42,5% foi obtida na concentracdo de 55mg/mL e
100% na maior concentragdo de 900mg/mL.

Com relacdo ao extrato bruto aquoso e etandlico de A. ciliata, os dados de
mortalidade em funcdo da concentracdo estdo expressos na tabela seguinte:

A anélise dos resultados conclui mortalidade de 76,80% e 92,86% em 24 e 48
horas, respectivamente, para o extrato bruto aquoso na concentragdo de 500mg/mL, no
entanto a mesma, expressiva, atividade ndo foi observada para o extrato bruto etanolico de A.
ciliata com 0% e 29,90% de mortalidade para a maior concentragcdo de 500mg/mL em 24 e
48 horas. O EBA de A. ciliata expressou CLso estimada em 374,7 mg/mL para 24 horas e
CLso de 190,1 mg/mL para 48 horas, 0 que sugere uma duradoura e significativa acao
larvicida do extrato com respectivos p=0,0002 (24 horas) e p=0,001 (48 horas). Porém, para

0 extrato bruto etandlico de A. ciliata a CLso estimada foi de 620,0 mg/mL e p= 0,02 com
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baixa atividade larvicida considerando que em 24 horas foi completamente atéxico, para

todas as concentracdes testadas (Tabela 9).

Tabela 9- Percentual de atividade larvicida do extrato bruto aquoso e etandlico de Acmella ciliata em
diferentes concentrac@es durante 24 e 48 horas.

Percentual de Atividade Larvicida (%o)

Concentracao EBA (A. ciliata) EBE (A. ciliata)
(mg/mL) 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
500 76,80 92,86 0 29,90
400 52,69 79,62 0 14,88
300 34,56 67,71 0 9,75
200 17,77 52,33 0 4,41
100 6,72 35,23 0 0
Controle 0 0 0 0
CLso(mg/mL) 374,7* 190,1* - 620,0*
p-valor 0,0002 0,001 - 0,02

*p < 0,05 estabelece CLsg dentro do limite probalistico de erro.

Da mesma forma, Raghavendra et al. (2009) relataram toxicidade apenas do
extrato hexanico do fruto seco da Solanum nigrum contra trés das cinco espécies de
mosquito testadas: E Das et al. (2007) relataram que apenas o0 extrato etanolico das folhas de
A. squamosa apresentaram atividade larvicida, quando comparado aos demais extratos das
outras espécies.

Apesar de muitas plantas medicinais apresentarem compostos quimicos com
atividade larvicida. A diferenca nas respostas aqui observadas, seja na auséncia de
mortalidade, baixa mortalidade ou presenca dela. Podem ser influenciadas por diversos
fatores, como a parte vegetal utilizada, o solvente de extracdo, a técnica de extracdo, a
localizacdo geogréfica, e o periodo de coleta (SUKUMAR et al.,1991; SHAALAN et
al.,2005).

Estudo feito com as folhas da espécie Wedelia chinensis (Asteraceae) reforcam
essa hipotese, onde a atividade larvicida contra A. aegypti revelou o menor nivel de
mortalidade (30,0%) para o extrato hexanico e o nivel mais alto (57,2%) para o extrato
metanolico. A atividade larvicida do extrato do caule W. chinensis, revelou o menor nivel de
mortalidade (24,6%) também para 0 extrato hexanico e o nivel mais alto (48,4%) para o
extrato metandlico (DURGA et a., 2014).

Um estudo realizado por Govindarajan e Karuppannan (2011) demonstraram os
valores de CLso (151,38; 165,10; 154,88; 127,64 e 146,28 mg/mL) para 0s extratos
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benzénico, hexanico, acetato de etila, metanolico e cloroférmico, respectivamente das folhas
de Eclipta alba (Asteraceae) contra larvas de terceiro instar de A. aegypti. Onde a maxima
atividade larvicida foi observada no extrato metanolico seguido de cloroférmio, benzeno,
acetato de etilo e o extrato hexanico. Concluindo que os extratos brutos de E. alba sdo
excelentes larvicidas para o controle de A. aegypti, porém baixa atividade larvicida foi
evidenciada para a espécie T. diversifolia.

A influéncia da polaridade dos solventes quanto aos compostos extraidos pode
justificar a baixa toxicidade do EBE de T. diversifolia, no periodo de 24 horas, com CLso de
1019,8 mg/mL e p=0,4. E no periodo de 48 horas CLso de 549,4 mg/mL com p=0,002,
inferior ao limite probabilistico de erro. Os maiores percentuais de mortalidade observados
para o0 EBE de T. diversifolia foram obtidos na maior dose 500mg/mL, para 24 e 48 horas,
com 3,22% e 32,25%, sendo considerado atdxico. Enquanto, que o EBA mais polar que o
EBE apresentou maior percentual de mortalidade em 48 horas com 50% na dose 500mg/mL
(Tabela 10).

Tabela 10- Percentual de atividade larvicida do extrato bruto aquoso e etandlico de Tithonia diversifolia em
diferentes concentracgGes durante 24 e 48 horas.

Percentual de Atividade Larvicida (%o)

Concentracao EBA (T. diversifolia) EBE (T. diversifolia)
(mg/mL) 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
500 0 50 3,22 32,35
400 0 16,65 1,63 7,4
300 0 11,62 1,10 1,24
200 0 5,50 0 0
100 0 2,25 0 0
Controle 0 0 0 0
CLso(mg/mL) - 532,1* 1019,8 549,4*
p-valor - 0,003 0,4 0,002

*p < 0,05 estabelece CLsp dentro do limite probalistico de erro.
Abdurrachman et al. (2015) avaliaram a atividade larvicida do extrato bruto
aquoso de T. diversifolia sobre 0 mosquito Culex sp. nas concentragdes de 15, 30, 45, 60, 75,
90, e 100% verificram que a concentracdo de 60% matou todas as larvas de Culex sp., sendo
a mais eficaz e significativa quando comparado ao controle negativo.
Conforme anélise fitoquimica dos extratos a presenca de saponinas, fenois,
taninos e alcaloides pode justificar a atividade larvicida aqui apresentada pelos extratos

etanolico de A. oleracea, e aquoso de A. ciliata e T. diversifolia. Visto que, as classes de
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metabdlitos secundarios sdo subdividas em varias subclasses cuja afinidade quimica ao
solvente influencia na mistura desses no extrato obtido.

A presenca de compostos fendlicos e taninos no extrato aquoso de T. diversifolia
corroboram com o estudo de Taofik et al. (2010). O efeito larvicida dos compostos fenolicos
e taninos estdo na capacidade de inibir o sistema respiratorio e interromper 0 processo de
transporte de elétrons em nivel celular diminuindo assim a producdo de ATP e reduzindo o
uso de oxigénio pelas mitocondrias. De acordo com Santos e Mello (2004), os taninos tem a
capacidade de complexacdo com proteinas podendo ser a base para propriedades de controle
de insetos, fungos e bactérias.

Entende-se que o comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipideos de membranas possibilitam
acOes bioldgicas variadas que podem alterar a permeabilidade de membranas celulares
podendo levar a lise celular (SCHENKEL et al., 2001). Dentre essas agdes cita-se atividades
hemoliticas, ictiotoxica, molusquicida e inseticida. (SIMOES et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2013).

Santiago et al. (2005) testaram a atividade larvicida de quatro saponinas
monodesmosidicas (1-4) isoladas de Pentaclethra macroloba e de uma saponina
bidesmosidica (5) isolada de Cordia piauhiensis observaram que a saponina 1, a qual contém
dois aclcares em sua unidade osidica apresentou a melhor atividade larvicida, com um valor
de CLso igual 18,6+ 0,29 pg/mL. Foi também possivel concluir que aquelas saponinas que

continham um menor numero de aglcares apresentaram uma melhor atividade.

6.4.2 Atividade adulticida dos extratos brutos aquosos e etandélicos das espécies vegetais
Acmella olerace, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia contra insetos adultos de Aedes
aegypti.

A atividade inseticida dos extratos aquosos e etanolicos de A. oleracea, A. ciliata e
T. diversifolia foi avaliada em relacdo a mortalidade de insetos adultos de A. aegypti em
periodo de 24 e 48 horas sob diferentes concentracgdes.

Em relacdo a espécie A. oleracea, 0 EBA, a dose de 300mg/mL, apresentou
comportamento atoxico, ndo diferindo muito do EBE com indice de mortalidade 1,13 e
1,73%, respectivamente 24 e 48 horas. Em ambos o0s extratos a mortalidade de adultos
aumentou progressivamente chegando a 76,31% para EBA em 24 horas mantendo-se
constante até 48 horas, e 13,66% para EBE em 24 horas, progredindo para 18,81% em
48horas.
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A CLso estimada para o EBA de A. oleracea foi de 548,1mg/mL, para o periodo
de 24 horas e 48 horas com p = 0,0000, demonstrando elevada significancia estatistica dos
dados. No entanto, 0 mesmo efeito ndo foi observado para o0 EBE de A. oleracea cuja CLso
para 24 horas foi igual a 910,1 mg/mL e 48 horas igual a 838,0 mg/mL, com p= 0,2 e 0,1,
respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11- Percentual de atividade adulticida do extrato bruto aquoso e etanélico de Acmella oleracea em
diferentes concentracGes durante 24 e 48 horas.

Percentual de Atividade Adulticida (%)

Concentracao EBA (A. oleracea) EBE (A. oleracea)
(mg/mL) 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
600 76,31 76,31 13,66 18,81
500 46,26 46,26 6,28 8,34
400 4,92 4,92 4,39 5,89
300 0 0 1,13 1,73
Controle 0 0 0 0
CLso(mg/mL) 548,1* 548,1* 910,1 838,0
p-valor 0,0000 0,0000 0,2 0,1

*p < 0,05 estabelece CLsg dentro do limite probalistico de erro.

O potencial inseticida aqui observado do EBA de A. oleracea pode ser atribuido
ao espilantol, as alquilamidas, aos sesquiterpendides e saponinas (MUKHARYA; ANSARI
et al., 1987; DUBEY et al., 2013). O espilantol (C14H23NO 221,339 g / mol) é o composto
bioativo de uma variedade de plantas usadas com fins medicinais em todo o mundo
(MOLINATORRES et al., 1996; PRACHAYASITTUKAL et al., 2013; PAULRAJ et al.,
2013; RIOS; OLIVO, 2014). As alquilamidas sdo compostos anfifilicos constituidos por uma
amida relativamente polar e um grupo acil menos polar, presente em extratos que utilizam
metanol, etanol ou hexano (NAKATANI; NAGASHIMA, 1992; SHARMA et al., 2011;
DIAS etal., 2012; ABEYSINGHE et al., 2014).

Resultado contrario foi observado para o extrato etanolico das flores de A.
oleracea com 100% de mortalidade sobre insetos adulto de A. aegypti na dose de 7,5 mg/mL
(KRISHNASWAMY et al., 1975; KADIR et al., 1989; SPELMAN et al., 2011; SHARMA
eta., 2012).

Em relacdo a toxicidade dos extratos em adultos de A. aegypti, supdem-se que 0
principal canal de entrada para o0 organismo do inseto seja através da traquéia, difundindo-se
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para a hemolinfa sendo absorvido por proteinas e transportados até chegar ao local de acéo
(LUCIA; ZERBA; MASUH, 2013).

Na sequéncia, a tabela 12, mostra auséncia de toxicidade do EBA de A. ciliata em
todas as concentracOes e tempo de exposi¢do, com uma discreta toxicidade abaixo de 50%,
do EBE com valores mais significativos na dose de 600mg/mL, 21,73% em 24 horas e
25,7% de mortalidade para 48 horas. A CLso estimada foi de 768,4mg/mL para 24 horas e
763,2 mg/mL para 48 horas, com p= 0,09 e 0,1 respectivamente ndo apresentando diferenca

estatistica entre os dados com comportamento atoxico.

Tabela 12- Percentual de atividade adulticida do extrato bruto aquoso e etandlico de Acmella ciliata em
diferentes concentrac@es durante 24 e 48 horas.

Percentual de Atividade Adulticida (%)

Concentracao EBA (A. ciliata) EBE (A. ciliata)
(mg/mL) 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
600 0 0 21,73 25,7
500 0 0 10,27 12,96
400 0 0 6,74 8,80
300 0 0 0,58 2,36
Controle 0 0 0 0
CLso(mg/mL) - - 768,4 763,2
p-valor - - 0,09 0,1

*p < 0,05 estabelece CLso dentro do limite probalistico de erro.

Para a espécie T. diversifolia 0 aumento da mortalidade foi proporcional as doses
testadas nos dois extratos segundo tabela 13, com 34,96% de mortalidade para 24 horas e
42,63% para 48 horas no EBA. O indice de mortalidade de 10,38% foi 0 mais expressivo e
constante no EBE. Observa-se CLso estimada de 678,4 mg/ml e p =0,03, para EBA, nas
primeiras 24 horas de exposicdo, com significancia estatistica quando comparado ao demais
dados. E CLso de 632,0mg/mL e p= 0,01 ap6s 48 horas, mostrando atividade toxica
persistente do EBA de T. diversifolia sobre as formas adultas de A. aegypti.
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Tabela 13- Percentual de atividade adulticida do extrato bruto aquoso e etandlico de T. diversifolia em
diferentes concentracGes durante 24 e 48 horas.

Percentual de Atividade Adulticida (%0)

Concentracéao EBA (T. diversifolia) EBE (T. diversifolia)
(mg/mL) 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
600 34,96 42,63 10,38 10,38
500 15,93 22,98 0,0003 0,0003
400 7,8 12,21 0,022 0,022
300 2,44 2,49 1,68 1,68
Controle 0 0 0 0
CLso(mg/mL) 678,4 632,0 927,4 927,4
p-valor 0,03 0,01 0,2 0,2

*p < 0,05 estabelece CLsg dentro do limite probalistico de erro.

O mesmo efeito ndo foi observado no EBE com CLsp estimada de 927,4 mg/mL e
p=0,2, permanecendo ap0s 48 horas confirmando auséncia de toxicidade para as
concentragdes testadas. Diferentemente Bernard et al. (2012) demonstraram efeito inseticida
total com extrato metandlico das folhas de T. diversifolia em doses acima de 2430 mg/mL, o
que pode justificar a auséncia de mortalidade nos testes aqui realizados cuja maior
concentracdo foi de 600mg/mL.

Aguilera et al. (2003) e Luna et al. (2004) verificaram que o efeito do extrato
sobre as diferentes fases de desenvolvimento do mosquito pode estar relacionado com a
tolerancia da fase bioldgica de A. aegypti aos mecanismos de acdo do extrato, além dos
métodos e das concentracdes utilizadas.

Os dados do EBA de A. ciliata e EBE de T. diversifolia corroboram com Freitas et
al. (2009) cujo extrato metandlico do caule de Spathelia excelsa (Rutaceae) apresentou
atividade larvicida porém ndo foi toxico para as formas adultas de A. aegypti. Com potencial
larvicida fortemente ligado a presenca de triterpenos como o limoneno.

Recentemente Rodrigues et al. (2015) demonstrou atividade inseticida dos 6leos
esséncias de A. triplinervis (Asteraceae), tanto para morfotipo A como B, com CLso de
63,498mg/mL e 40,11mg/mL para A em 24 e 48 horas respectivamente. E CLso de
39,894mg/mL apos 24 horas, e 34,306mg/mL apo6s 48 horas para morfotipo B. De acordo
com a classificagio da USAID (2012) - United State Agency for International
Desenvelopment- é possivel sugerir que as formas adultas de A. aegypti sdo susceptiveis ao

extrato aquoso da espécie A. oleraceae e T. diversifolia em altas concentracdes.
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6.4.3 Atividade repelente dos extratos brutos aquosos e etandélicos das espécies vegetais

Acmella olerace, Acmella ciliata e Tithonia diversifolia contra fémeas de Aedes aegypti.

Os resultados obtidos sugerem prospeccao repelente dos extratos aquosos de A.
oleracea, com percentual de protecdo de 90%, 100% e 90%, frente as doses de 500 pg/mL,
600 pg/mL e 800 pg/mL, respectivamente, para o primeiro tempo de exposicdo (zero
minuto). No segundo tempo de exposicdo, apds 30 minutos, observa-se percentual de
protecdo de 100% e 80% paras doses de 600 pg/mL e 800 pg/mL quando comparados entre
as diferentes doses. Porém, em comparacdo ao controle positivo N, N-dietil-m-toluamida

(DEET) ndo houve diferenca significativa para nenhum dos extratos p=0,1 (Tabela 14).

Tabela 14- Percentual de protecdo sobre pele humana do extrato bruto aquoso de Acmella oleracea em
diferentes concentracGes sobre insetos adultos de A. aegypti em comparacdo ao repelente comercial (DEET).

Percentual de Protecdo (%)

Concentracao EBA (A. oleracea)
(ng/mL) 0 minutos 30 minutos 60 minutos 90minutos
1500 50 0 0 0
800 90 80 0 0
600 100 100 0 0
500 90 0 0 0
DEET 100 100 100 90

(%) p=[1-(T/C)]*100, onde T corresponde ao numero de pousos e picadas no brago teste e C o nimero de
pousos e picadas no braco controle impregnado com o solvente. Controle=10

Para a espécie A. ciliata o percentual de protecdo repelente observado nas doses
de 600 pg/mL, 800 pg/mL e 1500 pg/mL foi de 100% para as trés concentragdes no
primeiro minuto de exposi¢do (zero minuto), sendo reduzida abaixo de 50% no segundo
tempo de exposicdo (30 minutos). Contudo, apds a segunda exposicdo, a dose de 1500ug/mL
foi a que apresentou mais duradoura protecao, sugerindo a prospeccao dessa espécie como
bioinseticida (Tabela 15).
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Tabela 15- Percentual de protecdo sobre pele humana do extrato bruto aquoso de Acmella ciliata em diferentes
concentracdes sobre insetos adultos de A. aegypti em comparacdo ao repelente comercial (DEET). (%) p=[1-
(T/C)]*100

Percentual de Protecao (%0)

Concentracao EBA (A. ciliata)
(ng/mL) 0 minutos 30 minutos 60 minutos 90minutos
1500 100 33 20 0
800 100 33 0 0
600 100 13 0 0
500 60 0 0 0
DEET 100 100 100 90

(%) p=[1-(T/C)]*100, onde T corresponde ao nimero de pousos e picadas no brago teste e C 0 nimero de
pousos e picadas no brago controle impregnado com o solvente. Controle=15

O mesmo ndo foi observado para a espécie T. diversifolia cujo percentual de
protecdo foi menor ou igual a 50% em relagdo ao controle (repelente comercial) nas quatro

concentracgdes testadas ainda no primeiro tempo de exposi¢do (zero minuto) (Tabela 16).

Tabela 16- Percentual de protecdo sobre pele humana do extrato bruto aquoso de Tithonia diversifolia em
diferentes concentracGes sobre insetos adultos de A. aegypti em comparacéo ao repelente comercial (DEET).

Percentual de Protecéao (%)

Concentracao EBA (T. diversifolia)
(ng/mL) 0 minutos 30 minutos 60 minutos 90minutos
1500 40 30 0 0
800 40 0 0 0
600 50 0 0 0
500 50 0 0 0
DEET 100 100 100 90

(%) p=[1-(T/C)]*100, onde T corresponde ao nimero de pousos e picadas no brago teste e C o numero de
pousos e picadas no braco controle impregnado com o solvente. Controle=10

Os resultados aqui obtidos sugerem que a espécie A. oleracea e A. ciliata, tem
efeito repelente contra A. aegypti, ainda que inferior quanto ao tempo de protecdo obtido do
repelente comercial. Possivelmente, o efeito repelente da A. oleracea pode ser atribuida ao
espilantol e alquilamidas presente nas partes aéreas dessas espécies juntamente com as
saponinas (MUKHARYA; ANSARI 1987; KRISHNASWAMY et al., 1975).
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O espilantol é um dos mais fortes compostos vegetais com acgdo repelente a
mosquitos A. aegypti e Anopheles. Sendo 1.3, 3.8 e 2.6 vezes mais potente que 0s inseticidas
artificias carbarilo, lindano, bioresmetrina, respectivamente (SHARMA et al., 2012).

Estudos fitoquimicos demonstram tanto para A. oleracea como A. ciliata a
presenca de mais de 20 alquilamidas (MARTIN; BECKER, 1984,1985; SHARMA et
al.,2012). O que pode justificar a acdo toxica dos extratos e seus constituintes contra insetos
(RATNASOORIYA et al, 2004; CASADO et al, 2009), bactérias, fungos e nematdides.
Escassos sdo os trabalhos cientificos avaliando a atividade repelente de A. ciliata, o que
torna relevante os resultados aqui obtidos.

As duas espécies sdo fontes segura e eficaz de compostos quimicos capazes de
repelir insetos. Embora o mecanismo de acdo dos repelentes ndo seja bem estabelecido,
varias linhas sugerem que as moléculas de repelentes reduzem o contato dos insetos com o
hospedeiro, interagindo com os receptores odorantes de membrana celular do hospedeiro, e
também com os receptores olfativos do mosquito, afetando assim, em ultima analise o
comportamento olfativo-dirigido do mosquito (DAVIS, 1985; BOHBOT et al., 2011;
DICKENS; BOHBOT,2013).

Sharma et al. (2012) também relataram poderoso efeito inseticida de A. oleracea
contra insetos de importancia agricola extrapolando o uso repelente em humanos.

Chaurasia et al. (2015) demonstram ap0s obtencdo de compostos isolados de
Azadirecta indica, Cymbopogon citratus (Lemon grass), Andrographis paniculeta
(Kalmegh) e Acmella oleracea, em combinacéo trevalente dessas substancias isoladas uma
forte atividade repelente do espilantol, da citronela e da kalmegh cuja concentracdo de 7,5 pl
causou 100% de mortalidade de ovos, larvas e pupas de mosquito Anopheles, Culex e Aedes.
Concluindo que a combinacéo tetravalente (CT) inibiu 100% do desenvolvimento das larvas
de A. aegypti e também foi capaz de matar eficazmente o mosquito na concentragdo de
espilantol (5,3uL), 6leo de erva-cidreira (0,7uL), azadiractina (1,5uL) e kalmegh. (1,5 pL).

Keziah et al. (2015) também realizaram testes de repeléncia elaborando
formulacbes, produto da mistura de extratos brutos de Ocimum gratissimum e Lantana
camara. Observaram que todas as formulagOes apresentaram boa protecdo contra as picadas
de mosquito, sem qualquer reacdo alérgica aos voluntarios. Entre as formulagdes testadas,
observaram o tempo maximo de protecdo em (120 min) para 0 extrato bruto metanolico
(EBE) e FAE (150 min) para fragcdo acetato de etila de O. gratissimum; A mistura dos
extratos brutos metanodlicos (150 min) e das fragdes hexano (120min). O que sugere um
possivel efeito sinérgico dos extratos das plantas de O. gratissimum e L. camara para

formulacdo de um repelente natural, utilizando pequena quantidade de extratos.
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Quanto aos resultados aqui obtidos para T. diversifolia, estdo em descordo com
Oyewole et al. (2008) cujo Oleo essencial obtido das folhas dessa espécie apresentou
atividade repelente em diferentes concentracdes contra as picadas de Anopheles gambiae,
Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus. Seu efeito repelente ou inseticida pode estar
relacionado a presenca de lactonas sesquiterpenicas (hispidulina) e diterpenos, porém ndo ha
indicios reais sobre esse efeito. O uso popular dessa espécie esta muito relacionado a
repeléncia de pragas da agricultura, seja no campo ou armazenamento, embora ndo haja
trabalhos publicados para relatar evidéncia para esses efeitos (CHAGAS-PAULA et al.,
2012). Conforme demonstrado anteriormente (GOFFIN et al, 2002; BIDLA et al., 2004;
ELUFIOYE; DAHUNSI, 2004).

A anélise dos extratos de A. oleracea e A. ciliata mostram espécies vegetais
capazes de serem utilizadas na prevencgéo de doencas transmitidas por vetores. O que coloca
a familia Asteraceae como promissora fonte de recursos quimicos com potencial
bioinseticida. O que ajudara a reduzir o uso excessivo de inseticidas sintéticos, que vem

causando preocupacdo e riscos ao ambiente e a sade humana ha algum tempo.
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4 CONCLUSAO

A composicdo fitoquimica indicou 10 classes de metabdlitos para 0s extratos
aquosos e 12 para os extratos etandlicos. Saponinas, acidos organicos, agucares redutores,
fendis, taninos e alcaloides foram encontrados tanto nos extratos aquosos como etanolicos
das trés espécies. Enquanto que heterosideos cianogénicos e resinas foram encontrados
apenas nos extratos aquosos de Acmella oleracea e Tithonia diversifolia, respectivamente.
Esteroides e triterpenos no extrato aquoso e etandlico de Acmella oleracea e cumarinas no
extrato aquoso e etandlico de Acmella ciliata. Os metabolitos resinas, proteinas e
aminoacidos foram encontrados nos trés extratos etanolicos e isoladamente depsideos e
depsidonas no extrato etandlico de Acmella ciliata. Os dados indicam forte similaridade na
composi¢do quimica em fungdo das classes de metabdlitos dentro da familia asteraceae, com
variagBes pontuais que podem ter sido influenciadas por fatores abidticos, método extrativo e

polaridade dos solventes.

A avaliagéo da atividade antioxidante indicou melhor atividade antioxidante para os
extratos aquosos de Acmella ciliata e Tithonia diversifolia com percentual de reducao
antioxidante igual 84,0%+2,54 e 93,0%=0,72, respectivamente. Enquanto para o extrato
etanolico 86,3%+0,82 e 96,1%+3,75 para Acmella oleracea e Tithonia diversifolia,
respectivamente. A espécie com resultados mais expressivos foi Tithonia diversifolia, tais
resultados contribuem para o enriquecimento das informacdes cientificas que buscam

alternativas naturais de novas substancias antioxidantes.

O bioensaio de atividade citotdxica para Artemia salina, demonstrou auséncia ou
baixa atividade citotdxica para as espécies, com melhor atividade para o extrato bruto aquoso
de Acmella oleracea com CLso igual 700ug/mL A prospeccdo fitoquimica atestou compostos
com atividade citotdxica comprovada, 0 que ndo descarta a presenca de tal atividade nas

espécies.

O bioensaio de atividade inseticida em larvas de A. aegypti demonstrou potencial
atividade larvicida do extrato bruto aquoso de Acmella ciliata nos periodos 24 horas com
76,80% e 48 horas com 92,86% de mortalidade. Seguido do extrato etandlico de Acmella
oleracea com indice de mortalidade de 70,69% em 24 horas e 76,59 e, 48 horas. Em relacéo
a atividade inseticida sobre mosquitos adultos de A. aegypti, foi observado melhor
susceptibilidade ao extrato bruto aquoso de Acmella oleracea, indicando CLso =548 mg/mL

para os periodos de avaliacdo de 24 e 48 horas. Para o teste de atividade repelente observou-
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se que o0s trés extratos aquosos apresentaram potencial repelente, porém a protecdo mais

duradoura foi observada para a espécie Acmella ciliata.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que as espécies vegetais sdo promissoras
fontes de compostos antioxidantes, citotdxicos e inseticidas naturais no controle de imaturos

e insetos adultos de Aedes aegypti.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de produtos naturais como fonte de medicamentos € uma tarefa
extremamente &rdua. No que tange os recursos de biodiversidade vegetal da regido
Amazonica, estes representam grande alternativa para descoberta e introducdo de novos
produtos farmacéuticos. Assim é sabido que os produtos naturais provenientes de plantas
tém grande potencial antioxidante, citotoxico no controle de insetos, uma vez que o
conhecimento sobre a sua atividade biologica revelada por um programa de triagem
("screening"), pode levar as mais varadas aplicacdes. Esta aplicacdo pode ser do préprio
produto natural, diretamente, ou de seus analogos resultantes de modificac@es estruturais.

A expansdo do conhecimento das estruturas quimicas dos produtos naturais, bem
como da sua funcdo nas interacGes das plantas com os insetos, permite uma melhor
compreensdo dos mecanismos bioquimicos dessas interagdes, o que torna possivel
abordagens biorracionais no desenvolvimento de novos agentes biocidas.

Os testes aqui realizados buscaram avaliar deste as caracteristicas quimicas
preliminares das espécies, sua possivel relacdo com a atividade antioxidante, citotoxica e
bioinseticida. Em geral, os resultados obtidos nas andlises e experimentos foram relevantes e
de grande satisfacdo para que essas espécies sejam melhor aproveitadas pela populacdo
amazonida.

Assim, quanto a analise fitoquimica, o estudo preliminar atende as expectativas
dos tipos de metabolitos presentes na familia, no género e nas espécies. Chamando atencao
para a auséncia de flavonoides (visto como macador) neste estudoa. O que ndo invalida suas
funcbes bioldgicas visto que esse composto pode estd presente, porém em pequena
quantidade.

Quanto aos demais metabdlitos foi marcante a presenca dos tepernos, taninos,
alcaloide, saponinas, acucares redutores, cumarinas e resinas conhecidas por fortes funcées
farmacologicas. Em relacdo a avaliacdo antioxidante as espécies atenderam a expectativa
sobre sequestradores de radicais livres o que promove agregagdo de valor e melhor
aproveitamento dos recursos vegetais.

Quanto ao potencial citotoxico frente a A. salina o extrato com melhor atividade
foi A. oleracea, mostrando-se uma promissora fonte de compostos bioativos com atividade
bioinseticida. A maioria dos extratos apresentou efeito dose dependente cuja maior dose de
1000pg/mL foi estatisticamente significativa quando comparada as demais.

Na avaliacdo bioinseticida os resultados sdo promissores na busca dos compostos

ativos. Demonstrando serem fontes de recursos naturais utilizados na inddstria farmacéutica.
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Por fim, a realizagdo deste trabalho demonstrou a complexidade que envolve o
estudo de um produto fitoterapico, partindo de um extrato bruto. Com os resultados obtidos,
podemos inferir que as espécies da familia Asteraceae sdo promissoras fonte de recursos
naturais com a finalidade antioxidante, citotdxica e inseticida. E que os esfor¢os desse grupo
de pesquisa estdo sendo alcancados seja na iniciacdo cientifica, ou na pds-graduagdo, os

trabalhos sdo infidaveis e estimulantes.
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APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado como voluntario a participar da pesquisa: AVALIACAO
LARVICIDA, ADULTICIDA E REPELENTE DE EXTRATOS VEGETAIS DE TRES
ESPECIES DA FAMILIA ASTERACEAE (ASTERALES) CONTRA Aedes (Stegomyia)
aegypti (DIPTERA, CULICIDAE).

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS: O motivo que nos
leva a estudar o problema é descobrir substancias quimica, oriundas de plantas medicinais,
capazes de repelir insetos, a pesquisa se justifica O uso de inseticidas direcionado ao
combate de formas adultas de dipteros vetores tem sido frequente. O que levou a uma maior
preocupacdo em relacdo a toxicidade e impacto ambiental destes agentes. Assim, a
resisténcia a inseticidas tornou-se uma preocupacdo crescente na salde publica o que
justifica a busca por extratos vegetais de espécies de plantas de diferentes areas geogréaficas
do Brasil e do mundo, capazes de causar efeitos letais e subletais sobre insetos e/ou suas
larvas. O objetivo desse projeto é Investigar o potencial repelente dos extratos vegetais das
espécies Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen, Acmella ciliata Kunth.) Cass. e Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray familia Asteraceae (ASTERALES). Os Procedimentos foram
detalhadamente explicados aos participantes. Esses ndo poderiam apresentar histérico de
reacOes alérgicas a picada de mosquitos e nem enfermidades dermatoldgicas aparentes.
Antes da realizacdo dos bioensaios de foi solicitado a cada participante a abstinéncia de
produtos hidratantes no corpo por 12 horas antes do ensaio. No dia do experimento cada
participante lavou abundantemente os antebragcos e mados com agua e sabdo neutro.
Posteriormente, os antebragos foram higienizados com alcool 70% e deixou-se secar. No
momento do ensaio as maos foram protegidas por luvas de latex. Os bragos foram envoltos
por papel filme (Lusafilm R105®), posteriormente foi realizado corte sobre o antebraco de 7
por 7 cm? (totalizando 49cm?), e as méos foram protegidas por luvas de procedimento. O
antebraco direito foi selecionado como controle e o esquerdo como teste (extratos), 0s
extratos foram aplicados em ordem crescente de concentragédo. O primeiro procedimento
para realizacdo do bioensaio consistiu em que cada voluntério introduzisse o brago direito
(controle) na gaiola contendo 50 mosquitos fémeas durante 30 minutos, foram contados o
numero de mosquitos que pousaram e picaram nesse intervalo, devendo ser igual ou superior

a 10 para validar o experimento. Em seguida, aplicou-se 1mL do solvente de diluicdo dos
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extratos (etanol) no antebraco direito, e deixou-se secar durante 2 minutos e entdo cada
voluntério introduziu novamente o antebrago na gaiola contendo os mosquitos, durante 30
minutos. Com a finalidade de considerar valido o ensaio, 0 numero de mosquitos que pousou
e picou, durante 30 minutos, deveria ser superior ou igual a 10. Posteriormente aplicou-se 1
mL do extrato no antebraco esquerdo, e deixou-se secar por 2 minutos e entdo introduziu-se
0 antebrago na gaiola por 30 minutos, neste intervalo foram contados 0 nimero de mosquitos
que pousaram e picaram. Finalmente aplicou-se uma quantidade equivalente do repelente
comercial no antebraco direito seguindo as recomendacdes do fabricante, e foi novamente
solicitado ao voluntério introduzir o antebraco na gaiola e contabilizou-se o numero de

mosquitos que pousaram e picaram por 30 minutos.

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS: Dentre o desconforto cita-se possiveis
reacOes alérgicas a picada do mosquito ou a substancia testada.

DECLARACAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA
PARTICIPANTE: Eu, fui informada (0)
dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei

que em qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e motivar minha decisao se

assim o desejar. O(a) professor(a) orientador(a) e o(a)

professor(a) co-orientador(a) certificaram-me

de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.
Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar a estudante

o(a) professor(a) orientador(a)

ou o(a) professor(a) co-orientador(a)

no telefone () ouo

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma coOpia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

davidas.

Nome Assinatura do Participante Data
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Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data
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ANEXO

Antioxidant and cytotoxic potential of aqueous crude extract of Acmella oleracea (L.)
R.K. Jansen.
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Sheylla Susan Moreira da Silva de A3
1. Department of biological and health sciences, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Post
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ABSTRACT

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (Asteraceae), popularly known in Brazil as Jambu is a
vegetable distributed in tropical and subtropical regions, with important chemical
properties. Its leaves and flowers are used in traditional medicine with antioxidant and
cytotoxic. The present study aims to evaluate the chemical composition of crude aqueous
from the extract of the leaves of A. oleracea its antioxidant potential against the radical
DPPH and cytotoxic potential front of the larvae of Artemia Salina. The aqueous crude
extract was obtained from this dilution in distilled water and submitted to hydrodistillation

.The evaluation of antioxidant activity, was based on the methodology through the
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sequestering capacity of DPPH. There was prepared a methanol solution of DPPH at the
concentration of 40ug/mL. The EBA Acmella oleracea was diluted with methanol at the
following concentrations (5/2.5 /1.0/0.75/0.5 and 0.25 mg/mL). The cytotoxicity assay with
A. salina was based on the technique of Araujo et al. (2010) and L6bo et al. (2010) with
adaptations. The preliminary phytochemical analysis of crude aqueous extract of the leaves
of A. oleracea showed the presence of saponins, organic acids, reducing sugar, phenols,
alkaloids, steroids and triterpenoids. A. oleracea showed reduction activity on the DPPH
directly proportional to extract concentration using the (DE50%=2.76mg). The data show
the effective and lethal concentration CL50 of 730.85ug/mL from EBA A.oleracea on A.
salina. Based on these results it is concluded that the EBA of A.oleracea leaves presents in
its chemical composition secondary metabolites with antioxidant and / or cytotoxic action.

Keywords: Antioxidant, Cytotoxic, Jambu, A. oleracea.

INTRODUCTION

Medicinal plants are rich in secondary metabolites such as flavonoids, anthocyanins,
polyphenols, anthraquinones, alkaloids, tannins, catechins, terpenes and others. The majority
of these metabolites have anti-inflammatory, antibacterial, cytotoxic, antifungal, anti-
hypertensive, and anti-oxidant action [1].

Among the various vegetal species used for herbal purposes, are the Asteraceae family
species that stands out for being a highly diverse family, where the species Acmella oleracea
(L)) R.K. Jansen possesses numerous applications in the field of popular medicine in the
Amazon, and its pharmacological activities have been the subject of many studies [2,3].
Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, popularly known in Brazil as Jambu is a vegetable
distributed in tropical and subtropical regions, with important chemical properties. It is well

appreciated in the northern region of Brazil, which is part of the local cuisine and folk
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medicine. It has many popular synonyms such as agrido from Para, agrido from Brazil,
agrido from North, jabuacu, crazy plant, jaburama, buttercup, and toothache plant [4-7].

The synonyms of Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen are: Spilanthes oleracea L., Cotula
pyretharia L., Pyrethrum spilanthus Medik., Spilanthes acmella var oleracea (L.),
Spilanthes fusca MART [8], Bidens fervida Lam., Bidens fusca Lam., Isocarpa pyrethraria
(L.) Cass, Spilanthes radicans Schrad., Spilanthes oleracea b fusca (Lam.) D. C. [9].

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen is characterized by being a herbaceous plant, from 30 to
60 cm tall, semi-upright or nearly tripped, with a cylindrical stem, with fleshy and
decumbent branches [10]. Its leaves are simple, with broadly ovate blade, sparse hair on both
surfaces [9]. The flowers are small and yellow, arranged in globose chapters that measure

about 1 cm in diameter Figure 1 [11,12].

Figure 1: Leaves and flowers of Acmella oleracea (L.) RK Jansen.
Source: Author
Its leaves and flowers are used in traditional medicine in the form of infusion and macerated.
It helps the treatment of diseases such as dyspepsia, malaria, infections of the mouth and
throat [13-16], sexual deficiencies, especially due to the aging, [17], it is diuretic [11], anti-
inflammatory [18], larvicides, insecticides [19], local anesthetic [20], analgesic [21],
antioxidant and cytotoxic [22,23]. According to Borges (2012) [24], the pharmacological
effect is due to their chemical substances, of which the trans-caryophyllene, germacrene D,

L-dodecene and spathulenol and espilantol.
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The espilantol, a substance found in species Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, is an
aliphatic amide (N-isobutylamides) of molecular formula C14H23NO, described as a yellow
burning viscous oil, which produces an anesthetic effect and tingling on the tongue, because
of that, it is used in diseases of the mouth and throat and as a treatment of dental pain [25].
Its chemical composition has potential for industrial use as an additive for food and
beverages; cleaning agent in preparations for the body and hair; product used as an
insecticide for the control of insects and microorganisms in plants, and it is also referred to
as target for various diseases [26].
Addition of the espilantol, Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen is also rich in bioactive
phenolic compounds such as coumarin (scopoletin) and triterpenoids, which can be
attributed to these a possible antioxidant activity [23]. Among Asteraceae family species, is
cited Achillea odorata [27] and Eriocephalus africanus [28] that not only were confirmed
the presence of phenolic compounds in the extracts of the leaves but also cytotoxic and
antioxidant activity.
Scientific research intensifies efforts in the search for antioxidants less harmful to health,
with the product source of antioxidants plant replacing synthetic origin. Phenolic compounds
found in fruits, vegetables and herbs have received increasing attention for their potential in
preventing degenerative diseases. It is known the importance of the antioxidant in
scavenging free radicals helping to prevent and treat many degenerative chronic diseases,
inflammations, allergies, hypertension, tumors as well as the better preservation of the food
thereby increasing shelf-life [1,29].
Scientific studies have tried to correlate the toxicity of Artemia salina Leach with activities
such as antifungal, virucidal, antimicrobial, parasiticide, trypanocidal, and in the preliminary
evaluation of antitumor plant extracts. Artemia salina is a saltwater microcrustacean, which

is used as live food for fish, and their eggs are easily found in stores of aquarists. The
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simplicity of the bioassay favors its routine use, and it may be developed in the laboratory
[30].

Studies for cytotoxic activity using the bioassay with A. salina Leach, which is characterized
by being low-cost, fast and does not require aseptic techniques. Numerous bioactive
constituents of plant extracts have been obtained using this test in the monitoring
phytochemical studies [31].

Given the above, the present study aims to evaluate the chemical composition of crude
aqueous from the extract of the leaves of Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (Asteraceae) its
antioxidant potential against the radical DPPH and cytotoxic potential front of the larvae of

Artemia Salina Leach.

EXPERIMENTAL SECTION

Plant Material

Samples of Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen were collected in the district of Fazendinha (S
0 °02'30.40 "/ W 51 06'37.5 "), Macapa-Amapa, one of the largest suppliers of Jambu for
various street markets in the city of Macapa. The herbarium specimens obtained in the
collection were identified and deposited in the Herbarium Amapaense (HAMAB / Institute
of Scientific and Technological Research of the State of Amapa- IEPA), under the code
(IAN): 188088. The selected leaves were dried at 40°C and then crushed in a mill to obtain a

fine-grained powder.

Obtaining the aqueous crude extract (EAB)
The aqueous crude extract was obtained from this dilution in distilled water in an
approximate proportion of 1/20 (w / v) and submitted to hydrodistillation process (100 °C) in

a Clevenger-type apparatus for 2h [32]. Held the extraction, the EBA evaporated under
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reduced pressure and further diluted in suitable solvents and concentrations to achieve the

phytochemicals and biological assays [33].

Prospecting Phytochemistry
Phytochemical tests were conducted to verify the presence of Saponins, organic Acids,
reducing Sugars, Phenols, Tannins, Alkaloids, Flavonoids, Anthraquinones and Triterpenes

[33-37].

Determination of antioxidant activity by DPPH free radical capture

The evaluation of antioxidant activity, with some modifications, was based on the
methodology proposed by Sousa et al. (2007) [38] and Lopez-Lutz et al. (2008) [39],
through the sequestering capacity of DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazila). There was
prepared a methanol solution of DPPH at the concentration of 40ug/mL. The EBA Acmella
oleracea (L.) R.K. Jansen was diluted with methanol at the following concentrations (5-2.5-
1.0-0.75-0.5 and 0.25 mg / mL). To evaluate the antioxidant activity were made triplicate
with the volume of 0.3 ml of extract per tube, added to 2.7 mL of DPPH solution.
Meanwhile, the white of each concentration was prepared, and it is the mixture of 2.7 mL of
methanol plus 0.3 mL of the methanolic solution of EBA. After 30 minutes of incubation at
room temperature and protected from light, the readings were performed with a
spectrophotometer (Biospectro SP-22) at a wavelength of 517nm in a quartz cuvette. The
antioxidant activity was calculated according to Souza et al. (2009) [40].

[Aﬂ%j =100- {[[Ahssample - Ahsi-‘-’hlte)luﬂ] -fﬁhscontml}

Cytotoxicity assay with Artemia salina Leach
The cytotoxicity assay with Artemia salina Leach. was based on the technique of Araujo et

al. (2010) [41] and Lobo et al. (2010) [42] with adaptations. It was prepared as synthetic sea
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salt solution at 35 g/L and were incubated 45 mg of eggs from A. salina Leach. The solution
was incubated in a dark container and exposed to a source of artificial heat, within 24 hours
to hatch larvae (nauplii). Then the nauplii were separated and placed in a bright
environment, at room temperature for 24 hours, to achieve the metanauplius stage. The
mother solution of EBA from Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen was prepared containing 18
mg of dry extract, solubilized in 1.5 mL of Tween 80 to 5% to facilitate the solubilization of
it. 7,5mL of saline solution were added to amounting the final volume of 9 mL, the final
concentration obtained was 2mg/mL. Subsequently, the end of the light period, the
metanauplius were selected and divided into 7 groups with 10 individuals in each test tube.
For group, were added aliquots of 2500, 1900, 1250, 625, 250 and 125uL of EBA,
respectively, completing the final volume of 5 mL with a synthetic sea salt solution (35g/L).
It was obtained the final solutions with the following concentrations of 1000, 750, 500, 250,
100 and 50 pg/mL, thereby the groups were designated according to their respective
concentration and all tests were performed in triplicate. After 24 hours, the number of

survivors was counted to determine CLso by the PROBIT analysis from the SPSS® software.

Statistical analysis

The results obtained from the bioassays were expressed by averages + standard deviation
(SD) organized, according to the relevance, in tables, charts, tables and figures. Data were
subjected to one way analysis of variance (ANOVA). The CLso values were determined in
PROBIT regression, using SPSS (Statical Package for Social Sciences) with probabilistic

limit p < 0.05.
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RESULTS
Phytochemical analysis of the EBA Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen
The preliminary phytochemical analysis of crude aqueous extract of the leaves of Acmella
oleracea (L.) R.K. Jansen showed the presence of saponins, organic acids, reducing sugar,
phenols, alkaloids, steroids and triterpenoids as shown in Tablel.

Table 1: Preliminary result of phytochemical screening of the leaves of EBA Acmella

oleracea.
Secondary metabolite EBA Acmella oleracea (L.).
Saponines +
Organic acids +
Reducing sugars ++
Phenols ++
Alkaloids +++

Tannins -
Anthraquinones -
Flavonoids -
Steroids -

Triterpenoids -

Antioxidant activity of EBA Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen in eliminating free
radical DPPH

Figure 2 shows the radical DPPH calibration curve (40pug/mL). For assessing the percentage
of antioxidant activity of the EBA Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen showed reduction

activity on the DPPH directly proportional to extract concentration using the following
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equation of the line (Y=2,8947X+42,0089, R?>= 0,9856 e DE50%=2,76mg) as shown in

Figure 3.
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Figure 2: Analytics of DPPH curve in length from 517 nanometer (nm).
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Figure 3: Percentage of EBA antioxidant activity Acmella oleracea (L.) RK Jansen on

the free radical DPPH.
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Cytotoxicity in vitro against Artemia salina Leach.
The cytotoxic activity of EBA from A. oleracea (L.) R.K. Jansen was evaluated against
larvae of the parasite Artemia Salina Leach. in different concentrations of the extract. The
data show the effective and lethal concentration CLso of 730.85ug/mL from EBA A.

oleracea on A. salina as shown in Figure 4.

80—
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Figure 4: EBA toxicity Test Acmella oleracea (L.) RK Jansen at different

concentrations on A. Salina Leach.

DISCUSSION
Free radicals and other oxidants have been considered in recent years as a major cause of
various diseases such as cancer, cardiovascular disease, cataracts, immune system decline,
brain dysfunction and diabetes mellitus type | [40]. This evidence has suggested that diseases
caused by oxidative reactions can be reduced by the intake of natural antioxidants found in

the diet [43].
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The A.oleracea species (L.) R.K. Jansen has been well documented for its popular use as
antibacterial, antifungal, antimalarial, larvicide, insecticidal, cytotoxic and antioxidant [18-
23].
Before the phytochemical analysis of the EBA A.oleracea, there is a great antioxidant and
cytotoxic potential of the species (Table 2). According to Alves et al. (2007) the higher the
consumption of DPPH by the sample, the higher its antioxidant activity (AA%) [44]. In
(Figure 3) it is observed that the consumption of DPPH was directly proportional to the
concentration of EBA A.oleracea as the equation of Y=2,8947X+42,0089 e DE50 de 2.76mg
(effective dose) below the largest 5mg of EBA A.oleracea corroborating Wongsawatkul et

al. (2008) [22].

Table 2: Mean * standard deviation (SD), p <0.001 to 5 mg / mL when compared to
other concentrations.

Concentration EBA Acmella oleracea (L.). @ % Antioxidant Activity (DPPH)

5mg/mL 56.128+0,538
2.5mg/mL 50.245+0,9982
1.0mg/mL 44.328+1,2112
0.75mg/mL 44.398+0,6412
0.5mg/mL 43.663+0,615%
0.25mg/mL 42.367+0,893%

The presence of organic acids (Table 1) reinforces their antifungal, antimicrobial and
antioxidant application. It is widely used in food industry as an additive and preservative
[43,45]. Several plants have the ability to accumulate organic acids found in citrus juices,
due to the presence of citric acid, however, these acids are not only present in fruit, but also

in the leaves of some plant species [46,47].
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It is known the large antioxidant potential of the citric acid, which shows that A.oleracea
species is a promising source of this substance. The same functions are attributed to phenolic
compounds, abundant in many plant species, which regardless of the compounds class [48].
Phenolic compounds are abundant in fruits, vegetables, and foods derived of the plant, that
are consistently associated with reduced risk of cardiovascular disease, cancer and other
chronic diseases [49].
The ability of these substances to scavenge free radicals and pro-oxidant metals (antioxidant
action) explains in part this association. Recent evidence suggests that these compounds may
act through other mechanisms besides the antioxidant capacity as modulation of the activity
of different enzymes such as telomerase, lipoxygenase, and cyclooxygenase, interactions
with receptors and signal transduction pathways, cell cycle regulation, among others,
essential for the maintenance of homeostasis of living organisms [50].
About the reducing sugars, present major health benefits to possessing antioxidant and
antimutagenic activity. The putative mechanism of antioxidant activity for the reducing
sugars is the ability it has to bind to free radicals reducing them and promoting excretion
from the body, without the aid of carriers, reducing cell activity without causing oxidative
stress and premature aging cells [51,52].
The steroids are also known for their antioxidant properties, among its benefits to human
health there is the reduction of dietary cholesterol absorption, with a consequent reduction in
blood levels; reducing the risk of cardiovascular disease; and inhibiting the growth of certain
malignant tumors [53].
As to the cytotoxic potential, it is known that certain phenolic compounds are bacteriostatic,
fungicidal and able to inhibit tumor development [54]. Sundarraj et al. (2012) [55]
demonstrated in vitro cytotoxic activity of phenolic compounds against lung and breast
cancer cells . Boutennoun et al. (2014) [27] also confirmed cytotoxic and antioxidant activity

of phenolic compounds from the methanol extract of Achillea odorata.
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In this study, it is observed by the adjusted coefficient of determination (R?) of 0.9856. The
relation between the mortality of the larvae of A. salina L facing the EBA A.oleracea
concentrations, whose minimum lethal concentration CLsp was 730.85ug/mL, shows the
significant toxicity below the highest dose of 1000ug/mL (Figure 4) according to Born et al.
(2008) [41] and Araujo et al. (2010) [56].
This activity can also be assigned to saponins, which have anthelmintic activity, antiviral,
spermicidal, haemolytic and molusquicida [43,45]. Due to the amphipathic behavior of
saponins and the ability to form complexes with steroids, proteins, and phospholipids
membrane. It is suggested that some saponins have the ability to disrupt the cell membrane
of microorganisms, resulting in leakage of cellular contents and eventually death [57].
Another metabolite that may be involved in cytotoxic activity are the alkaloids, which due to

its toxicity and bitterness, act as amebicide, antiviral and antitumor [43].

CONCLUSIONS
Based on these results it is concluded that the EBA of A.oleracea (L.) R.K. Jansen leaves
presents in its chemical composition secondary metabolites with antioxidant and / or
cytotoxic action. Proving to be a promising source of natural resources, used in the

pharmaceutical industry.
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