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RESUMO

A espécie vegetal Lantana camara da familia Verbenaceae, conhecida popularmente como Cambara de
chumbo, é uma planta daninha de origem tropical, presente em areas cultivaveis, pastagens e terrenos
abandonados, tanto em regides secas quanto tmidas e que, frequentemente, cresce em vales e encostas. Ha
registro na medicina popular em diversas enfermidades como: antisséptico, antiespasmadico,
antihemorrdgico, antigripal, além de inibigao diarreica. Estudos posteriores reportam que esta espécie possui
propriedades alelopaticas, efeitos repelentes contra larvas de mosquitos e relatos de toxicidade em
ruminantes. Este projeto de pesquisa teve como finalidade investigar a composi¢do quimica de suas flores, de
ocorréncia na flora da Regido do Macigo do Baturité do Estado do Ceara. Além de verificar o potencial
antioxidante, o teor de toxicidade, a inibi¢ao da enzima acetilcolina e a sensibilidade bacteriana do extrato. A
andlise do extrato fixo, assim como os constituintes possivelmente isolados, avaliando suas propriedades
biolégicas. A partir desta anélises foi possivel realizar algumas determinacoes acerca dos testes supracitados
anteriormente. Atestou-se o LD50 e 0 IC50 que determinam da dose letal para metade das larvas de artermia
salina e a concentragao minima que iniba metade dos radicais livre presentes no ensaio, respectivamente.
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INTRODUCAO

Nativa de regides tropicais da América, endémica em todo o Macigo do Baturité-CE, a espécie Lantana
camara L. (Verbenaceae), vulgarmente denominada cambara-de-chumbo, Figura 1, € um relevante arbusto
dentro do cendrio da vegetacao da caatinga. Presente em diversas areas cultivaveis, pode ser encontrada em
terrenos baldios, com facilidade de crescimento em regides secas quanto imidas e que, frequentemente, se
adapta a diferentes tipos de topologias montanhosas (PEREIRA, 2005; Braga, 1960). Em estudos relacionados
a sua atividade bioldgica, hé relatos de propriedades alelopéticas em plantas e efeitos repelentes contra
artropodes da familia Culicoideae (ZEMORI & PASIN, 2006). As flores deste arbusto podem induzir a
fotossensibilizacdo hepatdgena, ou seja, uma resposta exagerada da suscetibilidade da pele a radiacao da luz
solar, pela presenca local de agentes fotodinamicos, os quais apresentam uma configuracdo quimica que é
capaz de absorver determinados comprimentos de onda da luz ultravioleta (UV).

Este Projeto de pesquisa tem como finalidade investigar a composicao quimica das flores de exemplares da
espécie Lantana camara L., de ocorréncia no Macigo do Baturité do Estado do Ceara. Além do estudo dos
6leos essenciais e do isolamento de seus possiveis metabdlitos secundarios (flavonoides, saponinas e
alcaldides), o referido projeto busca também avaliar as propriedades biolégicas desses constituintes tais

como: citotdxica, toxicidade, protegdo solar e antioxidante.

METODOLOGIA

3.1.Coleta e identificacao de material botanico

-Coleta e lavagem das amostras vegetais com agua destilada;

-Secagem ao ar de todo o material obtido;

3.1.2. Identificagcao Botanica

As amostras das flores de L. camara foram adquiridas, na regido do Macigo do Baturité, mais precisamente
nos municipios de Acarape e Redencdo, no estado do Ceara. Em estudos anteriores, o tipo ja foi previamente
autenticado em 2016, pela Profa. Dra. Maria Iracema Loiola Bezerra, e a espécime, cuja exsicata tem nimero
de registro EAC0056696, estd depositada no Herbario Prisco Bezerra (EAC) no Departamento de Biologia,
Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.2. Determinacao estrutural dos constituintes

A determinacdo estrutural dos metabdlitos secundarios presentes no extrato metandlico das flores da
Lantana camara, foi realizada através da analise dos dados espectométricos por Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometro de Massas. Estas analises foi efetuadas na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - CE, mediante assisténcia técnica do Analista Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro.

3.3. Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram registrados em espectréometro de massas, aparelho Shimadzu QP5050A,
operando em 70 eV.

3.4.1. Atividade antioxidante do dleo essencial e dos metabolitos secundarios de L. camara por
DPPH

A atividade sequestradora do 6leo/metabolito foi determinada usando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), um
radical livre estavel (HEGAZI, 2003). A medida que o DPPH ¢é reduzido por um antioxidante, desaparece a
banda de absorgdo em 520nm, a coloracgédo roxa muda para amarela. As medidas foram feitas adicionando a
amostra uma mistura contendo 2ml da amostra em varias concentragoes (1,0mg.mL-1; 0,5 mg.mL-1; 0,25
mg.mL-1; 0,125 mg.mL-1; 0,0625 mg.mL-1; 0,03125 mg.mL-1) em metanol e 2ml de DPPH 60uM. Logo apos,
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a absorbéancia foi medida em 520nm, para o branco foi feita 1ml de metanol sem amostra. Apds a medida dos
valores, realizou-se um célculo para a obtengao do IC50 através da equacao da reta. A metodologia utilizada
para a atividade antioxidante foi feita em triplicata para cada concentragao analisada (TEPE et al., 2005).
3.4.2. Atividade da toxicidade de L. camara por meio do bioensaio com Artemia Salina (Branchipus
stagnalis)

Utilizou-se 8mg do extrato bruto das flores de L. camara dissolvidas em 8mL de solucao salina. Logo em
seguida, as amostras foram dissolvidas em banho ultrassonico para preparo da solugdo méde. A partir da
solucdo mae, preparou-se as seguintes solucoes 31,2; 62,5; 125; 250; 500; 1000 ppm.

O ensaio foi realizado em triplicata de amostras, e dgua salina serd utilizada como controle negativo. Com o
auxilio de uma pipeta de pasteur, serao transferidas 10 larvas para cada tubo de ensaio. Apds 24 e 48 horas
em contato com a suspensdo dos extratos, sera realizado a contagem do nimero de larvas mortas. Serdo
consideradas mortas aquelas larvas que permaneceram imoéveis por mais de 10 segundos apés agitacdo suave
dos tubos.O calculo da concentracdo letal média (LC50) dos extratos serd feito a partir das cincos
concentragoes estudadas utilizando o programa de analise PROBIT log-dose (FINNEY, 1952).

3.5 Ensaio para inibicao da enzima acetilcolinesterase

O teste para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase ¢ baseado na metodologia de Ellman et al. (1961),
adaptado para a metodologia de Rhee et al. (2001) que se utiliza do método de CCD. Retirou-se uma aliquota
de 5ul do dleo fixo na concentracao 10 mg/mL e 1mg/mL para compostos puro e aplicar em uma
cromatoplaca (DC-Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm Merck). Apés a completa evaporagdo do solvente, foi
borrifado uma mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina (ATCI) Immol.L-1 com o reagente de Ellman (4cido 5,5’
- Ditiobis- (2 -nitrobenzéico, DTNB, 1 mmol.L-1), deixando em repouso por 3 minutos para a secagem da
placa. Em seguida foi borrifado a enzima acetilcolinesterase (100U/ml). Ap6s 10 minutos, observou-se a
formacao de um halo branco em torno dos “spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20-30 minutos a
coloragao desapareceu. Como controle positivo, foi utilizada a solugao do padrao de sal Eserina 1mg/mL.

3.6 Testes da atividade antibacteriana pelo método da difusdao em disco

As cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) utilizadas neste trabalho
foram cedidas pelo Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) da Universidade Federal
do Ceara (UFC).

3.6.1 Antibiograma

A atividade antibacteriana do extrato metandlico das flores da Lantana Camara foi avaliada pelo método de
difusao em disco de acordo com a metodologia recomendada pela CLSI (2008). Todos os materiais utilizados
neste teste foram previamente esterilizados.

3.6.2 Preparos do inoculo e semeadura

As culturas bacterianas foram inoculadas em tubos contendo Agar Mueller-Hinton, apds 24 horas de
incubacdo a 35°C procedeu-se a coloragdo de Gram, a titulo de padronizagdo e como teste de pureza das
células. Apos a técnica, foram feitas diluigoes das cepas teste até a obtengao de uma suspensao padronizada
pelo grau 0,5 da escala de McFarland (a 0.08-0.1nm).

Realizou-se o inoculo em placa contendo Muller-Hinton com o auxilio de swab estéril de cada cultura
bacteriana, e sobre a mesma foram aderidos, com auxilio de uma pinc¢a previamente esterilizada discos
brancos para antibiograma (6mm) impregnados nas 42 concentragoes de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10 do extrato
metandlico das flores da Lantana Camara (figura 9), sendo pressionados levemente sobre a superficie do
meio. As placas foram entdo incubadas a 35°C por 48 horas em uma estufa bacterioldgica, e a leitura dos

halos de inibigao foram feitas com o auxilio de paquimetro.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de toxicidade

O LD50 do extrato, ou seja, a dose letal ou a concentragdo minima para matar metade das larvas de artemia
salina presente nas referidas diluigoes. Para calcular o LD50, utilizou-se o Probit Analisys que é uma
metodologia de andlise semelhante a uma regressao linear para avaliar as variaveis de reposta binomial.
Além disso, o mesmo transforma a curva de resposta a dose sigméide em uma linha reta que pode ser
analisada por regressdo através de minimos quadrados ou méxima verossimilhanga. A partir da utilizagdo
dessa ferramenta estatistica observou-se um LD50 de aproximadamente 0,0762315 mg/mL.

De acordo com a literatura (Meyer, et al. 1982) é possivel perceber que o extrato de algumas partes da
Lantana camara apresentam toxicidade significativa com LD50 abaixo de 1000mg/mL. Assim sendo, de
acordo com (Aguiar et al. 2015, p. 169), que o LD50 observado foi de 0,0625mg/mL, no 6leo essencial das
folhas de lanatana camara da regiao nordeste do Brasil. Em contraposicao (Satyal et al. 2016, p. 340),
observou-se um LD50 igual a 0,1175 mg/mL, explicitando assim a faixa de variagao do valor LD50 para essa
referida planta comum em regides tropicais.

4.2 Teste antioxidante

Para calcular o IC50 utilizou-se a equacao da reta, substituindo o valor de y (Eq. 3) por 50 para obter a
concentracao da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH, como apresentados na tabela 2. A
correlacao entre a atividade antioxidante (%) e a concentracao de extrato utilizado (y = y = 253,24x +
43,986), com R? = 0,7031, forneceu um IC50 de 23,748ug.mL-1, que é a concentracdo de extrato metandlico
da Lantana camara necessaria para causar 50% de atividade antioxidante. Estudos realizados por (Pramod,
2017, p. 694) mostram que o IC50 dos extratos das flores da Lantana Camara coletadas na regido da india é
aproximadamente 13ug.mL-1 e além disso seu maior valor de percentual de inibicdo do DPPH foi de 93,67%
na concentracao de 40ug/mL.

Em contraposicdo em estudos realizados por (Mistry et al. 2017, p.230) o IC50 calculado pela linearidade da
equacdo foi de aproximadamente 48,75 ng.mL-1, e o seu potencial maximo de inibigdo foi de
aproximadamente 83,03% na concentracdao de 100 pg.mL-1. Assim sendo, confrontando os dados obtidos pela
pesquisa com os apresentados na literatura percebe-se que o valor do IC50 da pesquisa estd na faixa
apresentada pela literatura que é de 13 a 49 ng.mL-1, deste modo é possivel atestar a conformidade dos
dados. Neste sentido, explicita que o valor méximo de inibicdo encontrado pela pesquisa foi o maior
encontrado observando os dois artigos supracitados.

Para tanto, de acordo com (Esmaeili et al., 2015) existe uma relagao direta do potencial antioxidante com a
existéncia de conteudos fitoquimicos nas flores e folhas da planta. A presenca de flavonoides e compostos
fendlicos em extratos de L. camara sugerem a alta capacidade de inibicdo de radicais livres sejam eles
sintéticos ou naturais.

4.3 Ensaio para inibicao da enzima acetilcolinesterase

Assim sendo, foram feitos ensaios com dois extratos da flor da Lantana Camara, que é nativa da regiao do
Macigo de Baturité. Um dos extratos foi o etanélico que obteve resultado qualitativo de grau 3 para inibigdo,
sendo que o padrao que é o maximo a ser atingido é igual a 9. Destaca-se que o extrato metandélico por sua
vez apresentou resultado razoavel com grau de 5 num padréo igual a 9. Salienta-se que estes ensaios foram
realizados na Universidade Federal do Ceard no Departamento de Quimica Organica e Inorganica
especificamente no Laboratoério de Produtos Naturais e Biotecnologia.

4.4 Determinacao estrutural dos constituintes por LC-MS

Devido a alta atividade antioxidante dos extratos metandlico e etandlico das flores de L. camara, estes
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extratos foram submetidos a analise por LC-MS para identificar os principais componentes desses extratos.
Foram realizadas andlises, a fim de identificar os ions moleculares [M-H] -, seguidos pelo experimento em
modo de ionizagdo negativa usando o método molecular desprotonado ion como um precursor para estudar a
fragmentacao dos compostos. A identificacdo de cada composto foi realizada com base em seus principais
ions moleculares e fragmentos diferentes, todos estes abordados na literatura da familia verbenaceae.

Assim sendo, exibe-se a figura 3 que exibe a numeracao dos picos interpretados quanto a fragmentacao e
caracterizagado assim da molécula. Além disso, a tabela 3 apresenta os componentes do extrato de MeOH,
mostrando os principais componentes desse extrato sdo polifenois tais como derivados do acido fenodlico,
glicosideos feniletandides e flavonoides.

No pico majoritario do espectro de massas, no tempo de 4,36 minutos, identificou-se o composto vulgarmente
conhecido como Verbascoside, seu nome IUPAC ¢é [6-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethoxyl-5-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)-4-(3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl)oxyoxan-3-yl]  (E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-
enoate. Assim sendo, este exibiu m/z= 623.2026 [M-H]-, e suas referidas quebras foram identificadas em
m/z= 461.1696; 315.0922; 179.0479; 161.0193. Destaca-se que os fragmentos em m/z 461 [M-H-162]- e m/z
315 [M-H-162-146]- correspondem liberacao de metade cafeina e uma unidade de ramnose. Portanto este
composto foi tentativamente identificado como Verbascoside, como relata (ABDEL-HADY et al., 2018).

Dando seguimento a anélise, identificou-se um pico préximo ao supracitado no tempo de retengao de 4,49
minutos, com m/z 623.1965 o qual se refere ao Isoverbascoside, relatado na literatura (ABDEL-HADY et al.,
2018; GIBITZ-EISATHETAL et al., 2018). As fragmentac0es principais apresentaram m/z 461.1565; 315.0545;
161.0226. Assim sendo, m/z 461 [M-H-162]- corresponde a perda de uma unidade de cafeina. Em seguida
existe a fragmentacao m/z 315 que corresponde a saida do grupamento ramnose [M-H-162-146]-.

Para determinar o composto referente ao pico na regidao do tempo de retencao de 2,01 minutos, identificou-se
a razdo massa carga equivalente a m/z 389 [M-H]- condizente ao composto thesevide. O primeiro ion
fragmento observado, apareceu em m/z 345 [M-H-44]- corresponde a perda de molécula de CO2. Além destes
fragmentos identificou-se outros dois picos bem intensos em m/z 227 e 121. Destaca-se que baseando-se na
literatura de (ABDEL-HADY et al., 2018; GONG et al. 2016; QUIRANTES-PINE et al. 2009), identificou-se
que o fragmento a m/z 121 correspondia a eliminacdo do acido 3-oxopropanico.

No tempo de retencao de 2,70 minutos foi identificado um pico pouco intenso e fino com razdao massa/carga
487 [M-H]- identificado como Cistanoside F de acordo com (QUIRANTES-PINE et al. 2009). Identificaram-se
4 fragmentos de ions apareciam a m/z 461.1635; 179.0329; 161.0227; 135.0461; 93.0830. O m/z 461 refere-
se a eliminacao de H20 [M-H-18]-. A fragmentacao mais intensa foi o m/z 179 (100%) [M-H-cafeoil-ramnosil]
- que significou a perda do grupos cafeoil e ramnosil. Além disso, o m/z 161 [M-H-cafeoil-rhamnosil-H20] -
refere-se a perda de uma molécula de H20 ja justificada anteriormente no fragmento m/z 461. No fragmento
a m/z 135 [4cido cafeico-CO2] exibe-se a perda do grupamento 4cido cafeico juntamente com uma molécula
de CO2 (HAN et al. 2012).

Por conseguinte, o pico no tempo de retengdo 4,04 minutos foi identificado, acordando com a literatura (GUO
et al, 2007; ADO MA et al., 2016), como Forsythoside B. o ion molecular desprotonado a m/z 755 [MH]-. As
fragmentacées identificadas foram as m/z 593 [M-H-cafeoill-, a qual observa-se a saida do grupo cafeoil e a
fragmentagdo m/z 461 [M-H-cafeoilpentoses]-, que verifica a saida do dos grupos cafeoil e pentose.

O pico no tempo de retencgdo de aproximadamente 5,92 minutos, possui m/z 621 [M-H]-, a qual apresentou as
seguintes fragmentacdes m/z 179 e 161. De acordo com (ABDEL-HADY et al., 2018; HAN et al., 2007;
QUIRANTES-PINE et al. 2009), as fragmentacdes supracitadas sdo caracteristicas do composto suspenside A
de seu isomero. Sendo que a quebra de 179 para 161 é a eliminagdo de uma molécula de H20.

4.5 Testes antibacteriano.
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Assim sendo, a partir das analises, verificou-se que o extrato metanoélico das flores da Lantana camara, nao
inibiram o crescimento bacteriano indicando assim nenhuma sensibilidade as bactérias Staphylococcus
aureus ATCC25923 Escherichia coli ATCC 25922. Este resultado é explicitado nas figuras 5 (Extrato frente
E. coli) e 6 (Extrato frente S. aureus), as quais apresentam os ensaios realizados, para verificar a atividade
antibacteriana do extrato frente as bactérias supracitadas.

Em contraposicao, de acordo com diversos autores da literatura (MOHAMED et al. 2019, p. 1-10)
(SHARMILA et al. p. 259-270) (Jhariya & Kakkar 2016, p. 534-536), mostram que a Concentragdo Minima
Inibitéria (MIC) do extrato é em torno de 31,25 pg/mL. Salienta-se que alguns fatores influenciaram nesta
divergéncia de resultados. O fator climatico é extremamente determinante nesta caracteristica identificada.
Salienta-se ainda que é recomendado refazer os testes para propiciar maior confiabilidade ao método
executado e dentre outros fatores como estagao de coleta, tempo de extragao, isolamento de compostos para
verificacao especifica.

CONCLUSOES

A partir da andlise e discussdo dos resultados, foi possivel atestar que os principais componentes presentes
no extrato metandlico das flores da Lantana camara sao acido fenodlico, glicosideos feniletandides e
flavonoides como a literatura aborda. Os componentes Verbascoside, Isoverbascoside e Thesevide, sdo os
componentes encontrados nos picos majoritarios do espectro de massas. Assim sendo, percebeu-se que todos
os resultados obtidos sao similares a literatura, porém alguns deles apresentam-se em espécies diferentes da
planta, pertencendo ainda a mesma familia. Salienta-se que o teor de toxicidade medido pelo LD50 e o IC50
que mede o a capacidade antioxidade do extrato mostraram-se verossimeis com os resultados obtidos na
literatura porém em regiées diferentes do mundo como por exemplo na india, Japdo e dentre outros paises
pertencentes a Asia, Europa ou Africa.

Portanto, verificou-se a necessidade da continuidade da pesquisa para avaliar alguns pontos de discussao
para verticalizar ainda mais o estudo acerca da contribui¢do desta planta para a quimica medicinal ou para a
area de produtos naturais. Além disso, percebe-se a necessidade de verificar seu potencial biotecnolégico e

sua aplicabilidade médica, visto que existe uma diversidade de componentes em sua composigao.

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus. Ao meu orientador Aluisio Marques da Fonseca e ao CNPq pelo incentivo a pesquisa e pela

confianga depositada em nosso trabalho.

REFERENCIAS

e Abdel-Hady H, El-Sayed M, Abdel-hady AA, Hashash MM, Abdel-Hady AM, Aboushousha T, Abdel-
Hameed ES, Abdel-Lateef EE, Morsi EA. Nephroprotective Activity of Methanolic Extract of Lantana
camara and Squash (Cucurbita pepo) on Cisplatin-Induced Nephrotoxicity in Rats and Identification of
Certain Chemical Constituents of Lantana camara by HPLC-ESIMS. Pharmacog J. 2018;10(1):136-47.

e ADO MA, Abas F, Leong SW, Shaari K, Ismail IS, Ghazali HM, Lajis NH. Chemical constituents and

Resumo Expandido - VIIT ENCONTRO DE INICIACAO CIENTIFICA - 2019
ISSN: 2447-6161



Mea
u;lil
M Swa,
DOhsu

‘15?’):]0 [19 _ ZUNILAB
A\ = "“"""*

ﬁumﬂrum

CEARA | BAHIA

biological activities of Callicarpa maingayi leaves. South African J Bot. 2016;104:98-104.

e ELLMAN G. L., COURTNEY K. D., ANDRES V. JR., AND FEATHERSTONE R. M., A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem. Pharmacol. 7, 88D95; 1961.

e Esmaeili AK, Taha RM, Mohajer S, Banisalam B. Antioxidant activity and total phenolic and flavonoid
content of various solvent extracts from in vivo and in vitro grown Trifolium pretense L. (Red Clover).
Biomed Res Int 2015; 2015:11

e MACHADO, L. L.; SOUZA, J. S. N.; DE MATTOS, M. C.; SAKATA, S. K.; CORDELL, G. A,; LEMOS, T. L.
G., Bioreduction of Aldehydes and Ketones Using Manihot species. Phytochemistry, v. 67, 1637, 2006.

e Marchettieta, L. et al. Identification and determination of bioactive phenylpropanoid glycosides of
Aloysia polystachya (Griseb. Et Moldenke) by HPLC-MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis 166 (2019) 364-370.

e Mohammad-Beigi, H. Oleuropein derivatives from olive fruit extracts reduce a-synuclein fibrillation
and oligomer toxicity. Journal of Biological Chemistry 294, (2019) 4215-4232.

e Pramod PS, Trimbakrao KS, Vanita A. Evaluation of Unsaponified Petroleum Ether Extract of Lantana
camara L. leaves for Antioxidant Activity and Oxidative Stability. Indian Journal of Pharmaceutical
Education and Research. 2017;51(4):692-9.

e Satyal, P. et al. The Chemical Diversity of Lantanacamara: Analyses of Essential Oil Samples
fromCuba, Nepal, and Yemen. Chem. Biodiversity. Department of Chemistry, University of Alabama in
Huntsville, Huntsville, AL 35899, USA, 2016, v.3, p. 336 - 342

e Quirantes-Piné R, Funes L, Micol V, Segura-Carretero A, Fernandez-Gutiérrez A. High-performance
liquid chromatography with diode array detection coupled to electrospray time-of-flight and ion-trap
tandem mass spectrometry to identify phenolic compounds from a lemon verbena extract. J
Chromatography A. 2009;1216(28):5391-7.

Resumo Expandido - VIIT ENCONTRO DE INICIACAO CIENTIFICA - 2019
ISSN: 2447-6161



