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RESUMO

A utilizagdo de plantas medicinais constitui alternativa terapéutica para muitas
comunidades. Com o aparecimento de micro-organismos resistentes as drogas
convencionais faz-se necessaria a busca de novos compostos com propriedades
antimicrobianas. Espécies do género Lippia tém sido usadas na medicina popular no
tratamento de doengas respiratorias, gastricas, febre, como tranquilizantes e
também devido a suas reconhecidas propriedades antimicrobianas. Este trabalho
teve por objetivo analisar a atividade antimicrobiana e o potencial antioxidante do
extrato metandlico de L. hermannioides, L. morii € L. subracemosa. As espécies
foram coletadas no semi-arido baiano e foram avaliadas contra as bactérias
Staphylococcus aureus (CCMB  262) resistente a estreptomicina e
dihidrostreptomicina, Escherichia coli (CCMB 261) resistente a sulfonamida e
sensivel a trimetoprima) Pseudomonas aeruginosa (CCMB 268), Bacillus cereus
(CCMB 282) e as leveduras, Candida albicans (CCMB 286) e Candida parapsilosis
(CCMB 288), ambas resistentes a fluconazol e anfotericina B, pelo método da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Posteriormente, as amostras foram
submetidas ao ensaio de atividade antioxidante pelo método do radial livre DPPH e
ainda, analisadas quanto ao teor de compostos fendlicos totais e teor de flavondides.
Este estudo permitiu verificar que as espécies L.hermanoides, L. morii e L.
Subracemosa coletadas no semi-arido baiano possuem atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos testados e potencial antioxidante.

Palavras - chave: Lippia, atividade antimicrobiana, potencial antioxidante.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants is an alternative therapy for many communities. With the
emergence of microorganisms resistant to conventional drugs is necessary to search
for new compounds with antibiotic properties. Lippia species of the genus have been
used in folk medicine to treat respiratory and gastric diseases, fever, such as
tranquilizers and also because of its recognized antimicrobial properties. This study
aimed to analyze the antimicrobial and antioxidant potential of methanol extract of L.
hermanoides, L. morii and L. subracemosa. The species were collected in semi-arid
region and were evaluated against Staphylococcus aureus (CCMB 262) resistant to
streptomycin and dihydrostreptomycin, Escherichia coli (CCMB 261) sulfonamide-
resistant and sensitive to trimethoprim) Pseudomonas aeruginosa (CCMB 268),
Bacillus cereus (CCMB 282) and yeasts, Candida albicans (CCMB 286) and Candida
parapsilosis (CCMB 288), both resistant to fluconazole and amphotericin B, the
method of minimum inhibitory concentration (MIC). Subsequently, the samples were
subjected to the test of antioxidant activity by DPPH free radial method and also
analyzed the content of total phenolics and flavonoids content. This study showed
that the species L.hermanoides, L. morii and L. subracemosa collected in semi-arid
region have antimicrobial activity against microorganisms tested and antioxidant
potential.

Keywords: Lippia, antimicrobial activity, antioxidant potential.
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1 - INTRODUCAO

Segundo dados da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente
60% da populacédo dos paises em desenvolvimento utilizam para atendimento
primario a saude, especialmente a medicina tradicional, do qual a maior parte
envolve o uso de extratos vegetais ou seus principios ativos (BRASIL, 2006).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento das mais
diversas enfermidades € um conhecimento pautado no empirismo, esta presente em
grande parte das familias e é transmitido através das geragdes. As formas de uso
das plantas medicinais na terapéutica constituem os chas, os extratos brutos ou
suas fracbes em preparacbes farmacéuticas e os compostos isolados, usados
diretamente como drogas ou precursores em processos de sintese (RATES, 2001).

O estimulo ao uso de recursos terapéuticos vegetais tem aumentado em vista
das necessidades de uma crescente populagdo que demanda cada vez mais,
plantas medicinais para o cuidado a saude. Os elevados custos da medicina
ocidental, os efeitos colaterais provocados pelos farmacos sintéticos, além do
crescente interesse nacional e internacional pelo potencial terapéutico e econbmico
que representa a biodiversidade brasileira, incrementam as pesquisas que visam
ampliar o conhecimento de novas substancias com propriedades medicinais.

Aliado a este cenario, micro-organismos patogénicos ao homem tém si
mostrado cada vez mais resistentes aos agentes terapéuticos convencionais,
evidenciando a necessidade da procura por novos antimicrobianos de origem natural
que possam funcionar como uma alternativa eficaz.

O potencial antimicrobiano de compostos do metabolismo secundario
produzidos pelas plantas ja é reconhecido empiricamente através dos séculos, e
apenas recentemente vem sendo comprovado por estudos cientificos. No entanto,
trabalhos cientificos que confirmem as propriedades antimicrobianas dessas plantas
ainda sao limitados.

A literatura aponta que o género Lippia possui grande potencial para
descoberta de substancias com propriedades medicinais, devido ao uso bastante
conhecido dessas plantas pela medicina popular, em doencgas infecciosas e nas
mais diversas enfermidades (PASCUAL et al 2001; HOLETZ et al 2002; DUARTE et
al 2005).



13

Estudos realizados com extratos de espécies do género Lippia quanto a sua
composi¢gdo quimica e agao antimicrobiana ainda s&o incipientes no Estado da
Bahia. Tal pesquisa visa ampliar o conhecimento do potencial medicinal de espécies
ainda pouco investigadas do semi-arido baiano.

O presente estudo tem como tema o potencial antimicrobiano e atividade
antioxidante de espécies de género Lippia (Verbenaceae) do semi-arido baiano. A
realizagao desta pesquisa busca detectar se as espécies L. hermannoides, L. morii e
L. subracemosa coletadas no semi-arido baiano possuem atividade antimicrobiana,

além de determinar seu potencial antioxidante.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral: Investigar o potencial antimicrobiano e a atividade

antioxidante de espécies do género Lippia (Verbenaceae) do semi-arido baiano.

2.2 - Objetivos especificos:

Determinar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos metandlicos de L.
hermannioides Cham., L. morii Moldenke e L. subracemosa Mansf. frente
aos microrganismos Staphylococcus aureus (CCMB 262) resistente a
estreptomicina e diidrostreptomicina, Pseudomonas aeruginosa (CCMB268),
Escherichia coli (CCMB 261) resistente a sulfonamida e sensivel a
trimetoprima, Bacillus cereus ( CCMB 282), Candida albicans (CCMB 286)
resistente a fluconazol e anfotericina B e Candida parapsilosis (CCMB 288) )
resistente a fluconazol e anfotericina B pelo método da determinacédo da

Concentragao Inibitéria Minima (CIM);

Verificar a atividade antioxidante dos extratos metandlicos de folhas e caules
das espécies L. hermannioides Cham., L. morii Moldenke e L. subracemosa

Mansf pelo método do radical livre DPPH,;

Determinar teor de compostos fendlicos e teor de flavondides totais dos
extratos metandlicos de folhas e caules das espécies L. hermannioides
Cham., L. morii Moldenke e L. subracemosa Mansf.através de

espectrometria no UV-visivel.
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3 — REFERENCIAL TEORICO

3.1 — A utilizagao de plantas medicinais

O uso de plantas medicinais por diferentes culturas dos mais distintos lugares
remonta a Antiguidade. Associadas a medicina popular de diferentes partes do
mundo, a fitoterapia ja foi mais adotada pela populagdo carente da area rural ou
urbana, devido a facil disponibilidade e menores custos. Hoje, no entanto, o uso de
plantas como fonte de medicamentos € predominante em paises em
desenvolvimento, funcionando como uma solugdo alternativa para problemas de
saude (SHALE et al, 1999; ARAUJO; LEON, 2001).

As descobertas de quais espécies vegetais seriam uteis como medicamentos
sempre esteve relacionada a observagao constante dos fenbmenos e caracteristicas
da natureza e posterior experimentagdo empirica desses recursos. Algumas
espécies foram incorporadas ao acaso, levando em consideragao os sintomas que
apareciam apds seu uso, € a depender desses sinais selecionar se determinada
espécie seria ou nao util (BUITRON et al, 2006). O homem primitivo, ao procurar
plantas para seu sustento, foi descobrindo espécies com acao toxica ou medicinal,
dando inicio a uma sistematizacdo empirica dos seres vivos, de acordo com 0 uso
que podia fazer deles. (SIMOES et al, 2004).

No entanto, o principal método para a descoberta das potencialidades
terapéuticas das plantas foi a observacdo do comportamento dos animais
domésticos e silvestres. Caes e gatos, por exemplo, consomem ervas irritantes da
mucosa estomacal a fim de esvaziarem seus estdmagos. (STASI, 1996). Além da
observagédo de animais, uma teoria que tenta explicar a origem dessas descobertas
€ a Signatura Rerum (Teoria das Assinaturas). Atribuida a Paracelso, preconizava
que tudo que a natureza cria, recebe a imagem da virtude que ela pretende
esconder ali. Desse modo, uma leitura da morfologia externa da planta ou de suas
partes — cor, cheiro, disposicdo dos orgaos e tecidos, habitat e outros — revelaria a
atividade terapéutica que ela possui. (DEVIENNE et al, 2004). Os relatos historicos
mostram que essa teoria seria a principal técnica utilizada pelo homem para

selecionar as plantas medicinais, sendo ainda muito comum verificar este raciocinio
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nas populagcdes que se utilizam das plantas como recurso terapéutico principal
(STASI, 1996).

Os registros historicos da utilizagdo da terapia com plantas vém desde o ano
de 4000 a.C. Os babilonios e sumerianos (2600 a. C.) escreveram 0 que se
considera como o mais antigo tratado de medicina, a “Tabuinha Sumeriana”, uma
colecdo de textos descrevendo sintomas de doencas e a prescricdo para cada
enfermidade (TEIXEIRA, 1994; PARKY, 1966;). Além disso, no antigo cédigo de
Hamurabi ja se descrevia o 6pio, o galbano, a assafétida, o meimendro e muitos
outros produtos vegetais (CUNHA, 2006).

O manuscrito egipcio “Ebers Papirus” (1.500 a.C.) continha 811 prescri¢cdes e
700 drogas. Além dos relatos da utilizagdo de drogas vegetais, minerais e animais,
os egipcios utilizavam o azeite, figo, agafrao, pimenta, horteld, cebola e alho na cura
de doengas e no processo de mumificagdo dos mortos (PARKY, 1966; TEIXEIRA,
1994; TAVARES, 1996). Embora a medicina egipcia se apoiasse em muitos
elementos magicos e religiosos, sabe-se que ja eram utilizados o sene, o zimbro, as
sementes do linho, o funcho, o ricino e muitas outras plantas (CUNHA, 2006).

Por volta de 100 a.C foi escrito o Sheng Nung Bem Cao Chien (Herbal
Classico do Divino Lavrador), primeiro texto Chinés sobre plantas medicinais que
relata nomes, doses e indicacdes de uso de mais de 250 plantas para o tratamento
de mais de 150 doencgas (SILVA, 2003). Durante os 1000 anos subsequentes,
culturas paralelas na China, Assiria, Egito e india, desenvolveram registros escritos
de ervas terapéuticas, descrevendo misturas de utilizagcbes medicinais e magicas
para as plantas.

Na Grécia Antiga, ja eram conhecidos o uso de compressas feitas com raizes
no estancamento de hemorragias, chas de varias ervas como sudoriferos, 6leo de
ricino e couve como purgativos, salsa e aspargo como diuréticos e a beladona, épio
e meimendro como narcéticos (TEIXEIRA, 1994; TAVARES, 1996). Foi por volta do
século V a.C. que Hipdcrates deixa para a historia o Corpus Hipocraticum, uma obra
completa sobre medicina, na qual reconhece as propriedades terapéuticas das
plantas medicinais (SILVA, 2003) citando o uso de vegetais, vinhos e bolores para o
tratamento de doengas (PARKY, 1966; TAVARES, 1996). A civilizagao grega deixou

ainda como legado os livros “Histéria das Plantas”, “Tratado dos Odores” (300 a. C.)
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e De Re Rustica (149 a. C) em que sao descritas diversas espécies vegetais com
suas preparagoes e usos (PARKY, 1966; TAVARES, 1996).

Durante o Império Romano e comego da era cristd o médico e cirurgido
Dioscorides (século | d. C) escreve o “De Materia Medica”, primeiro tratado de
medicina da Europa, contendo a descrigdo e utilizagdo de mais de 600 plantas da
Asia, Grécia, Egito e Italia. Durante o século Il d. C. o médico e alquimista Claudius
Galenus escreve cerca de 80 livros sobre o uso de diversas drogas vegetais,
manipulacdo e numerosas formulagdes precursoras das que sao utilizadas ainda
hoje. Dentre as plantas citadas por ele esta a pimenta da india para tratamento de
febre ter¢a e salsa para doencgas renais (TEIXEIRA, 1994; PARKY, 1966; YAMADA,
1998; SILVA, 2003).

Na Idade Média inicia-se um retrocesso no estudo e utilizacdo das plantas
medicinais. Grande parte do que se sabia até entdo sobre a terapia com plantas
ficou em poder da igreja, preservados nas bibliotecas dos mosteiros. Atribuiam-se as
plantas e aqueles que lidavam com elas poderes magicos e sobrenaturais, sendo 0s
remédios preparados por meio de “férmulas magicas” (PARKY, 1966). Nesta época,
o desenvolvimento da medicina natural ficou restrito aos persas e arabes, que
mantiveram as ideias de Hipdcrates e Galeno (CUNHA, 2006).

Os arabes dominavam o uso do ambar, cravo da india, gengibre, noz-
moscada, canfora sandalo, ruibarbo, tamarindo, etc (TEIXEIRA, 1994). No século
Xlll o médico arabe Ibn Al Baitar escreve a enciclopédia médico-botanica “Corpus
Simplicium Medicamentarium”, abrangendo os conhecimentos herdados dos gregos
e caracterizando mais de 2000 produtos, destes, cerca de 1700 de origem vegetal
(CUNHA, 2006).

Durante o periodo da Renascenga, marcado pelo estimulo ao pensamento
cientifico, o empirismo da medicina da Idade Média cede lugar a experimentacao, ao
mesmo tempo em que vao sendo introduzidos na terapéutica novos farmacos, com a
chegada dos europeus a Africa, india, Brasil e outros paises da América do Sul
(TEIXEIRA, 1994; CUNHA, 2006). Os primeiros médicos portugueses que vieram
para o Brasil, diante da escassez, na colbnia, de remédios empregados na Europa,
muito cedo foram obrigados a perceber a importancia dos remeédios indigenas
(PINTO, 2002).
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No Brasil, xamas e pajés, transmitia oralmente as geragdes posteriores o
conhecimento sobre as propriedades curativas das plantas. Como bons
observadores da natureza, os indios conheciam muito bem a fauna e a flora da
regido e tiravam dali todas as alternativas para suas enfermidades. (SANTOS;
ELISABETSKY,1999). Com a chegada dos europeus ao Brasil, os colonizadores
observavam e anotavam o uso frequente de ervas pelos indios e, por outro lado, o
conhecimento dos nativos sobre plantas terapéuticas foi ampliado, incorporando
informagdes e praticas terapéuticas de diversos povos, principalmente de origem
européia (CUNHA, 2008).

Durante os séculos XVI a XVIII diversos povos europeus mantiveram contato
com o territério brasileiro e contribuiram para divulgar informagdes sobre a flora do
Brasil na Europa. Neste periodo, destaca-se a atuagdo das Companhias Religiosas,
presentes na colonia a fim de difundir a fé crista, tiveram papel preponderante no
intercambio de informagdes entre o Brasil e os colonizadores (CALAINHO, 2005).

Um dos maiores divulgadores das propriedades terapéuticas das ervas
brasileiras foi o padre José de Anchieta. Ele citou a acdo emética da ipecacuanha e
as propriedades anti-sépticas e cicatrizantes do balsamo copaiba. J& ao padre
Ferndo Cardim foi responsavel pela divulgagédo de outras plantas, como o jaborandi,
a canafistula, o estraménio e o aloés (CUNHA, 2008). Em suas cartas enviadas a
Portugal descrevendo a natureza do Brasil, os jesuitas mencionavam diversas ervas
curativas, constituindo os primeiros escritos do que viria a ser a primeira farmacopéia
brasileira (SANTOS; ELISABETSKY, 1999).

Com a chegada da Familia Real ao Brasil e a abertura dos portos as nagdes
amigas, as primeiras expedi¢des cientificas chegaram ao pais, com o objetivo de
coletar e sistematizar espécies da flora e fauna brasileiras (PINTO et al, 2002).
Durante esse periodo chegaram ao Brasil varios estudiosos que foram responsaveis
por valiosas observacdes botanico-médicas sobre plantas locais e pelo inicio da
fitoquimica brasileira. Dentre esses trabalhos, destaca-se o isolamento da
agoniadina (plumerideo) de Plumeria lancifolia, primeiro iridoide a ser isolado da
natureza em forma pura. Ainda nessa época, foi isolado o alcaldide pereirina das
cascas do pau-pereira, primeiro alcaldide a ser isolado puro no Brasil (CARRARA,;
MEIRELLES, 1996).
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A partir do final do século XIX, com o isolamento dos constituintes dotados de
acao farmacologica, entra-se numa nova fase da utilizagdo cientifica das plantas
medicinais, com a substituicdo progressiva destas e dos seus extratos, pelos
compostos reconhecidos como responsaveis pela sua agao farmacoldgica.

A falta de acesso aos medicamentos e a medicina institucionalizada e a
insatisfagdo com os resultados obtidos em tratamentos com a medicina
convencional, bem como os efeitos indesejaveis causados pelo uso abusivo e/ou
incorreto dos medicamentos sintéticos, sado fatores que contribuem para o crescente
interesse cientifico em conhecer o potencial terapéutico dos vegetais (RATES, 2001,
COUTINHO et al, 2004). No Brasil, isto significa explorar os recursos vegetais de um
pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000
(SIMOES et al, 2004).

3.2 — Familia Verbenaceae

Espécies da familia Verbenaceae prevalecem na América do Sul e Central e
Africa, incluindo aproximadamente 36 géneros e 1000 espécies. No Brasil ocorrem
17 géneros (Aloysia, Baillonia, Bouchea, Casselia, Citharexylum, Duranta,
Glandularia, Lantana, Lippia, Monochilus, Petraea, Phyla, Priva, Stachytarpheta,
Tamonea, Verbena e Verbenoxylum) e cerca de 250 espécies (BARROSO, 1991;
GHEDINI et al, 2002).

As espécies dessa familia tém seu potencial econdmico amplamente
explorado (SANTOS; ELISABETSY, 1999). As mais comuns sao ornamentais como
Duranta repens (douradinha), Lantana camara (cambarazinho) e Petraea volubilis
(flor de Sao Miguel). Outras espécies sao usadas como temperos e flavorizantes
devido a presencga de 6leos essencias (Aloysia triphylla, Lippia adoensis, Lippia alba,
Lippia berlandieri, Lippia graveolens, Lippia micromera, Lippia origanoides)
(ABEGAZ et al, 1993; PASCUAL et al, 2001; ROCHA-GUZMAN et al, 2007;
OLIVEIRA et al, 2007). No entanto, a maioria das espécies dessa familia constituem

plantas largamente utilizadas na medicina popular (Aloysia gratissima, Aloysia
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sellowii, Aloysia triphylla, Lantana camara, Lippia alba, Lippia alnifolia, Lippia
sidoides, Lippia thymoides, Stachytarpeta cayennensis, Verbena litoralis) (GHEDINI
et al 2002; SOUZA; LORENZI, 2005; ROSSATO et al, 2006).

3.3 - Usos na medicina popular de espécies do género Lippia

(Verbenaceae).

O género Lippia possui aproximadamente 254 representantes, entre espécies,
subespécies e variedades de ervas, arbustos e arvores pequenas (TERBLANCHE;
KORNELIUS, 1996) concentradas principalmente, no Brasil, Paraguai e Argentina.
Na América do Sul a Argentina é particularmente rica em espécies deste género (
JULIANI et al, 2002). J& no Brasil, os principais locais onde ocorrem maior
diversidade sdo a Cadeia do Espinhaco em Minas Gerais, e a Chapada Diamantina
na Bahia (SALIMENTA, 2002).

Diversas espécies de Lippia sao utilizadas na medicina popular devido ao seu
grande potencial terapéutico. Dentre as enfermidades mais comuns tratadas com
plantas deste género estdo os problemas respiratérios e do trato gastrointestinal,
bem como sua utilizagdo em doengas do trato urinario e como sedativo (PASCUAL
et al, 2001).

As folhas de Lippia alba, popularmente conhecida como erva cidreira,
melissa, alecrim-do-compo, salva brava, podem ser empregadas para o tratamento
de doencgas gastricas, diarréia, febre, asma e tosse, na forma de infusdo ou
decocgao (STANI et al, 2002; MORAIS et al, 2005; TAVARES et al, 2005). Pode ser
usada no combate a hemorrdidas na forma de compressas; macerada para uso local
contra dor de dente, e na forma de banhos como febrifuga. As raizes sao utilizadas
nas complicagcdes hepaticas e a infusdo alcodlica no tratamento de resfriados
(AGUIAR; COSTA, 2005) Séao relatadas também propriedades analgésicas, anti-
espasmaodicas, calmantes, sedativas e citostaticas (MING, 1992).

L. graveolens (orégano do México) é um arbusto aromatico bastante utilizado
na culinaria como tempero e flavorizante. Na medicina popular suas folhas servem
como analgésico, antiinflamatério, antipirético e anti-espasmoddico (LEUNG;
FOSTER, 1996; PASCUAL et al, 2001). No Brasil, esta planta é conhecida como
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alecrim d’Angola ou salva-de-Marajo, sendo a infusdo usada no tratamento de
célicas de bebé, diarréia, nauseas, flatuléncia, doengas vaginais, célicas menstruais
e também como anti-séptico bucal e em feridas (OLIVEIRA, 2004).

Chas e tinturas de L. chevalieri s&o usados no continente africano como
sedativo, antimalarico e no trato de doencas respiratérias. (POUSSET, 1989 apud
MEVY et al, 2007; GASQUET et al, 1993). Outra espécie deste género, L. javanica,
também é amplamente utilizada neste continente no tratamento da gripe, sarampo,
doencas de pele e problemas estomacais. A infusdo das folhas é usada contra
piolhos, bronquite e febre (WATT; BREYER-BRANDWIJK, 1962; SMITH, 1966;
GELFAND et al, 1985; HUTCHINGS, 1996;VANWYK et al, 1997). Sabe- se também
que seu Oleo essencial € um poderoso repelente de insetos. (GOVERE et al, 2000).

L. multifora é usada em paises da Africa como sudorifera, laxativa, em
colicas menstruais, problemas no ouvido e, principalmente, devido a suas
propriedades anti-sépticas, antifungicas, anti-malaricas e inseticidas (DALZIEL,
1937; CHANH et al, 1988; PELISSIER et al, 1994; KOUMAGLO et al, 1996;
OLADIMEJI et al, 2000) A infusdo também é empregada no tratamento de disturbios
gastrointestinais, insuficiéncia hepatica, tosse, anti-hipertensivo e como relaxante
muscular (ADJANOHOUN et al, 1986 apud ABENA et al, 2003; ADESINA et al,
1993).

Popularmente conhecido como alecrim do mato, alecrim de vaqueiro e
pedrecio, L. alnifolia é utilizada no tratamento de queimaduras e feridas na pele na
forma de infusao das folhas ou tintura. Em compressas, a tintura € usada também no
combate a sarna, acne, caspas e odores nos pés e axilas. L. microphylla (alecrim-
de-tabuleiro, alecrim pimenta) e L. thymoides (alecrim-do-mato) s&o utilizadas
respectivamente, como anti-séptico e em doencas respiratorias e no banho para
infeccdes de pele. (FUNCH et al, 2004; AGRA et al, 2007).

Conhecido como cidreira da serra ou alecrim, L. gracilis é utilizada como anti-
séptico, antimicrobiano e no tratamento de doencas de pele, boca e garganta
(PESSOA, 2005; NEVES et al, 2001). L. jumelliana, um arbusto aromatico e
endémico na Argentina, tem como principal uso na medicina popular o tratamento de
problemas no estébmago (JULIANI et al, 1996). L. dulcis (erva doce) é comumente
usada na medicina tradicional no tratamento de condicbdes inflamatérias e na
retengao urinaria. (WREN, 1970 apud SOUTO-BACHILLER et al, 1997). As partes
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aéreas também s&o empregadas como infusdo no tratamento da tosse, dores de
estdbmago e diarréia. (C'ACERES et al, 1993).

Extratos hidro-alcodlicos de L. sidoides, popularmente conhecido como
alecrim pimenta, sdo bastante utilizados na medicina tradicional como anti-séptico,
antiinflamatorio em afec¢des da boca e garganta, doencas de pele, do couro
cabeludo e das mucosas. Como suas propriedades farmacoldgicas ja reconhecidas
pela ciéncia, foi produzido um medicamento fitoterapico de L. sidoides na forma de
sabonete liquido, usado como anti-séptico (MATOS, 2000; NUNES et al, 2005). L.
adoensis também é muito utilizada no tratamento de doencas de pele, em infeccbes
fungicas e eczemas (ABATE, 1989 apud TADEG et al, 2005). Ja as folhas de L.
integrifolia sdo empregadas no tratamento de desordens estomacais e como
sedativo (FRICKE et al, 1999).

Em relagdo a L. hermannoides, L. morii e L. subracemosa nao foram
encontrados até o momento, relatos na literatura de sua utilizagdo na medicina

popular nem de suas propriedades farmacoldgicas.

3.4 — Composicao quimica e atividade antimicrobiana de espécies do

género Lippia (Verbenaceae).

Em trabalho realizado por Monteiro et al (2007) foi observado que o dleo
essencial de L. sidoides possui propriedades antioxidantes e antiinflamatorias
quando aplicado por via tépica, e que pode funcionar ainda, como um gastroproteor
em lesdes induzidas pelo alcool em ratos.

Bassole et al (2003) estudando a composi¢ao quimica e as propriedades
antimicrobianas de oleos essenciais de L. chevalieri e L. multiflora concluiu que os
componentes majoritarios para estas espécies consistem em timol, p- cimeno, 2-
fenil etil proprionato e timol, p-cimeno e acetato de timila, respectivamente. Foi
possivel associar o efeito bactericida de L multiflora frente a Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enterica e Staphylococcus
aureus aos constituintes majoritarios de seu 6leo essencial. A baixa atividade
antimicrobiana de L.chevalieri foi explicada por um efeito antagonista entre seus

componentes majoritarios e secundarios.
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Em estudo executado por Nogueira et al (2007) com o 6leo essencial extraido
das folhas de L.alba cultivada na regido Oeste do Parand, os autores detectaram a
presenca de mirceno, linalol, geranial, trans-sabinol, germacreno-D, trans-
diidrocarvona, etc. A composicao quimica do dleo essencial da espécie foi analisada
nas quatro estacdes do ano, apresentando variagcdes no rendimento e no teor dos
componentes a depender da estagdo do ano. Ainda neste estudo, a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial foi avaliada pelo método da difusdo em disco frente
a micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos. As amostras com resultados
mais significativos foram a de Oleos essenciais extraidos de plantas coletadas
durante o verdo, estando a atividade antimicrobiana relacionada a presenca do
trans-dihidrocarvona, geranial, linalol e germacreno D, apontados na literatura como
potenciais anti-microbianos (CACERES et al, 1993; PINO et al, 2007 apud
NOGUEIRA et al, 2007).

A composi¢cdo quimica do 6leo essencial de trés quimiotipos distintos de
L.alba de trés regides do Brasil também foi verificada em estudo realizado por
Tavares et al, 2005. Tendo como objetivo analisar se as diferengas na composi¢céao
quimica do 6leo decorrem da variagdo genética entre individuos da mesma espécie
ou de condi¢cbes ambientais, os autores compararam a composi¢ao quimica do oleo
essencial dos trés quimiotipos extraidos na época de floracdo e de crescimento
vegetativo da planta. Os autores concluiram que houve apenas variagdo quantitativa
dos constituintes majoritarios do 6leo nos dois periodos de vida das plantas, e que a
variagdo qualitativa dos componentes majoritarios ndo se deve a influéncia de
fatores ambientais, e sim a variagdo genotipica entre as plantas, ja que essas
diferengas mantiveram-se no 6leo de plantas cultivadas no mesmo canteiro.

Em relagdo a trabalhos com L. subracemosa e L. morii, Castro (2005)
investigou a composi¢cao quimica e a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
ambas as espécies. O autor constatou que os constituintes majoritarios do 6leo
essencial das folhas e caule de L. subracemosa sdo os monoterpenos. Nos testes
de atividade antimicrobiana o dleo das folhas foi eficiente contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Salmonella choleraesuis e
Candida albicans. Ja para o Oleo essencial das folhas de L. morii, os constituintes

predominantes também foram os monoterpenos; no entanto, na avaliacédo
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antimicrobiana houve inibicdo apenas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans.

Como a maioria das espécies do género Lippia sdo aromaticas, os estudos
sobre composi¢cao quimica e atividade antimicrobiana estdo mais direcionados para
0s Oleos essenciais, enquanto ainda pouco se sabe sobre os constituintes nao
volateis e suas propriedades ( CESAR et al, 2004).

Segundo Matos (2000) os extratos hidro-alcodlicos de L. sidoides sao
largamente utilizados no tratamento de feridas, como anti-séptico bucal e em
preparagdes para tratar e prevenir infecgdes por fungos em geral. Estudos de P erez
et al (2005) com extrato etandlico e hexanico de L. dulcis avaliou a atividade anti-
inflamatdéria em edemas induzidos em patas de ratos. Os autores concluiram que a
fragdo etandlica produziu significante reducdo do edema, além de contribuir na
cicatrizacdo, enquanto que a fragao hexanica foi inativa.

Ja Sena Filho et al (2006) avaliando a atividade antimicrobiana dos extratos
acetato de etila, metanol e aquoso de raizes de L. alba constataram que os extratos
acetato de etila e metanol apresentaram atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. Além disso, os autores detectaram
a presenca de terpendides, fenilpropandides e acgucares, podendo estes
constituintes estar relacionados com a acgdo antimicrobiana apresentada pela
especie.

Em trabalhado realizado por Tagami et al (2008) com o objetivo de verificar o
efeito do extrato bruto aquoso de plantas com reconhecida atividade antimicrobiana,
no crescimento micelial de fungos, demonstrou-se que as amostras testadas tiveram
acgao fungitdxica significativa contra quatros fitopatdogenos. Testado isoladamente na
concentragdo de 36,4 % o extrato de L. alba reduziu significativamente o
crescimento de Colletotrichum graminicola em até 97%. Ja para o fungo Sclerotium
rolfsii maior redu¢ao ocorreu com a amostra a 50%, com uma reducgéo de 49% no
crescimento do fungo. Para os fungos Alternaria alternata e Rhizoctonia solani, as
amostras de L.alba também foram ativas, reduzindo o crescimento do fungo em
13,1% (concentrado a 38,9%) e em 20 % (concentrado a 50 %), respectivamente.

Outros estudos também apontam para a atividade inseticida e repelente de
L.alba para o controle de fitopatogenos. Santos (1996) e Dwivedi et al (1990)
relataram efeito sobre o fungo Macrophomina phaseolina, causador da podridao
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negra do colmo e para Colletotrichum gloeosporioides, responsavel pela antracnose
foliar. SINGH, et al. (2000) apos observar efeito fungicida sobre patégenos da cana-
de-agucar sugeriu a aplicagao dessa espécie como possivel defensivo agricola. Os
resultados desses estudos apontam para a possibilidade de uso de produtos de
origem natural no controle de fitopatdogenos, com a vantagem de ser uma pratica
menos agressiva a saude humana e ao meio ambiente.

Verificando a composicdo quimica de extratos de L. graveolens, Lin et al
(2007) conseguiram identificar mais de vinte diferentes tipos de flavondides, dentre
eles apigenina, quercetina, pinocembrina, galangina, glicosideos de luteolina, etc.
Costa et al (2002), em seu trabalho com fragbes acetato de etila e diclorometano, de
extratos etandlicos de caules e cascas de L.sidoides ,conseguiram isolar o
flavondide taxifolina e a lignana isolariciresinol.

Extratos etandlicos a de 10% de L.sidoides, também foram testados quanto
ao seu potencial antimicrobiano e inflamatério por Girdo et al (2001). Nesse estudo
foram feitos testes com dez caes apresentando principio de doencga periodontal, cujo
objetivo foi demonstrar indicadores clinicos de melhora do periodonto inflamado,
tratado com solugcdo aquosa obtida a partir do extrato etandlico de L.sidoides. Os
resultados indicaram que antes do tratamento nenhum dos animais apresentava boa
saude bucal devido a gengivite inicial, tendo como agente etioldégico primario, o
acumulo de placa bacteriana. Mas, apdés o tratamento 90 % dos animais
apresentaram bom estado e apenas 10% evidenciaram placa bacteriana.

Pinto (2008) investigou a atividade antimicrobiana de extratos metanolicos de
folhas e caules de L. hermannioides, L. morii e L. subracemosa pelo método de
difusdo em disco frente a leveduras e bactérias. As cepas de Staphylococcus aureus
resistente a Estreptomicina e Dihidrostreptomicina e Staphylococcus aureus
resistente a Novobiocina foram sensiveis a um numero maior de amostras, a de
Pseudomonas aeruginosa foi sensivel apenas ao extrato de folhas de L. morii,
enquanto o crescimento de Escherichia coli, Candida albicans e Candida
parapsilosis nado foi inibido pelos extratos testados. Conforme Pinto (2008) os
resultados obtidos indicam que trabalhos posteriores de fracionamento
biomonitorado das espécies devem ser conduzidos para o isolamento dos principios

ativos.



26

3.5 — Compostos fendlicos e flavondides em espécies do género Lippia.

Os compostos fendlicos sao substidncias derivadas do metabolismo
secundario de plantas que possuem, pelo menos, um anel benzénico, com um ou
mais grupos hidroxilas (OH’), livres ou substituidos (CAMPOS, 2004). Sao
amplamente distribuidos no reino vegetal e nos micro-organismos e fazem parte do
metabolismo animal, embora, a principio, 0os animais nao sintetizem o anel
aromatico, utilizando o anel benzénico proveniente da dieta alimentar (SIMOES et al,
2004).

Duas rotas biogenéticas mais importantes podem originar os compostos
fendlicos: a via do acido chiquimico a partir de carboidratos que origina a maioria
dos compostos fendlicos em plantas (fenilpropandides, fenilpropenos, cumarinas,
isocumarinas, cromonas, etc) e a via do acetato-polimalato iniciando com acetil-
coenzima A e malonil-coenzima A que resulta em importantes compostos de cadeia
longa a exemplo dos flavondides, isoflavondides, diflavondides e taninos
condensados (SIMOES et al, 2004; DEY; HARBORNE, 1997).

Nos vegetais os compostos fendlicos desempenham importantes fungdes
para a sobrevivéncia das plantas (LEITAO et al, 1997). Podem atuar como
substancias de defesa, a exemplo das lignanas, que fornecem protecdo mecanica
contra micro-organismos e injurias. Influenciam a competigdo entre plantas, no
fendbmeno conhecido como alelopatia e fornecem protecdo contra a radiagao
ultravioleta (DEY; HARBORNE, 1997). No entanto, a mais notavel atribuicdo desses
compostos consiste em contribuirem para coloragdo, odor e sabor dos vegetais,
caracteristicas ligadas a polinizagdo e dispersdo de sementes pelos animais
(SIMOES et al, 2004; DEY; HARBORNE, 1997).

As diversas propriedades desses compostos despertaram o interesse
farmacoldgico e da industria de alimentos por essas substancias (YEN et al, 1997).
Tem-se como exemplo do emprego farmacéutico dos compostos fendlicos, a
hidroquinona utilizada no tratamento local da hiperpigmentacdo, pela sua
capacidade de reducgao da sintese de melanina (DEY; HARBORNE, 1997), o guaiacol
na forma de seu éter glicerinico, a guaifenesina, usada como expectorante (SIMOES
et al, 2003) e a droga vegetal uva-ursina, que apresenta altos teores de glicosideos

de fendis simples e taninos derivados do acido galico, empregada tradicionalmente
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no tratamento de infec¢des urinarias e descrita como adstringente e antisséptica por
diversas farmacopéias (JAHODAR et al, 1997; SIMOES et al, 2004). Na industria
alimenticia os compostos fendlicos sdo economicamente importantes devido a seu
uso como corantes, flavorizantes e aromatizantes de bebidas e alimentos (SIMOES et
al, 2004).

Dentre os compostos fendlicos mais importantes e diversificados esta o grupo
dos flavonodides. Esses metabdlitos sdo sintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e geralmente se apresentam oxigenados, conjugados com
agucares ou na forma livre. A forma conjugada ou heterosideos ocorre quando a
ligacdo com o agucar se da através de uma ligagao intermediada por uma hidroxila
(O-heterosideos) ou com um atomo de carbono (C-heterosideos). Quando na forma
livre, sem conjugagao com agucares, o flavonéide é chamado de aglicona ou genina
(SIMOES et al, 2004).

Amplamente distribuido nos vegetais e apresentando grande diversidade
estrutural, a funcao dos flavondides nas plantas esta relacionada a protecéo contra o
ataque de insetos, bactérias e fungos, atragao de polinizadores, protegdo contra os
raios ultravioletas, reguladores de hormoénios e inibidores de enzimas (DEY;
HARBORNE, 1997; ZUANAZZI; MONTANHA, 2003; BARROS, 2008).

Em decorréncia da abundéancia e variedade desses compostos nos vegetais,
tem aumentado o interesse pela determinagao de suas propriedades farmacologicas
e emprego terapéutico desses metabodlitos (GUERECA et al, 2008). Consistem
algumas atividades farmacolégicas atribuidas aos flavondides: antiinflamatéria
(ABAD et al, 1993; BRANDAO et al, 2007; VIANA, et al, 1998), antiviral (LIN, et al ,
2007; ALEA, et al, 1997), antimicrobiana (SENA FILHO et al, 2006; SIMOES et al,
2004), antitumoral (MATOS et al, 1996),antioxidante (SOARES, 2001; SIMOES et al,
2004) e antiespasmaodica (ADER et al, 2000).

Estudos realizados sobre a composi¢gao quimica do género Lippia relatam a
presenga de compostos fenodlicos e flavondides em varias espécies deste género.
Largamente utilizada na medicina popular em diversas enfermidades, o potencial
terapéutico dessa espécie pode estar relacionado, em parte, a presenca dessas
substancias (AGUIAR et al, 2005).

Guereca et al (2008) estudando a composigao quimica de Lippia graveolens
relatou a presencga de naringenina, kampeferol, isokampeferol e quercetina. Ja Lin et

al (2007) trabalhando com a mesma espécie conseguiu identificar mais de vinte tipos
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diferentes de flavonoides, entre eles a pinocembrina, apigenina, galangina e
quercetina, citadas na literatura como potenciais agentes antitumorais, antioxidantes
e citoprotetores (GREENHAM et al, 2003; LIN et al, 2007; PASCUAL et al, 2001).
Derivados do acido cindamico (acido p-cumarico, acido caféico, acido sinaptico
e acido ferulico) também ja foram identificados em diversas espécies de Lippia
(PASCUAL et al, 2001; SLOWING BARILLAS, 1993). Este género apresenta uma
grande variedade de derivados do acido caféico, e um desses derivados, o
verbascosideo ou acteosideo, ja foi identificado em L. dulcis (P'EREZ et al, 2005),
L. multiflora (RODOLFO et al, 2006) e L. javanica (CARVALHO, 2006; OLIVIER et al,
2010). Sao atribuidas a esta substéncia atividade antiinflamatoria (SCHAPOVAL et
al, 1998), citoprotetora, (LIU et al, 2003; WONG et al, 2001), cardiotbnica
(PENNACCHIO et al, 1996), antimetastasica (PEREZ et al, 2005) e notavel
atividade antioxidante (WONG et al, 2001). Segundo Chiou et al (2004) o efeito
citoprotetor e antioxidante deste composto provavelmente estaria relacionado a sua
capacidade sequestradora de radicais livres, sendo esta atividade mais pronunciada
neste metabdlito que em alguns antioxidantes de referéncia como o acido ascérbico,

o alfa-tocoferol e o resveratrol.



29

4 - METODOLOGIA

Inicialmente foi realizada uma pesquisa bibliografica em livros, artigos e
revistas pertinentes ao tema.

A etapa seguinte envolveu a pesquisa experimental caracterizada pela
realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana (Concentracao Inibitoria Minima e
Concentragdo Bactericida/Fungicida Minima) e pela determinacdo da atividade
antioxidante, compostos fendlicos, e quantificacdo dos flavondides das amostras.

As analises antimicrobianas foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia (LAPEM); quanto a atividade antioxidante, determinacdo de
flavondides e compostos fendlicos, os estudos foram feitos no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais (LAPRON), ambos na Universidade Estadual de Feira
de Santana (UEFS).

Na ultima etapa os resultados foram organizados em tabelas e graficos a fim
de facilitar a analise e comparagcdo das informacbdes obtidas com a literatura

cientifica.

4.1 — Coleta e identificagao das espécies.

As coletas foram realizadas em dois municipios do semi-arido baiano
observando as datas, localizagdo e condi¢des climaticas da regidao. As amostras

foram depositadas no Herbario da UEFS (HUEFS) e identificadas pela Prof® Dra.

Tania Regina da Silva.

Tabela 1: Identificacdo das amostras de Lippia (Verbenaceae) coletadas no semi-

arido baiano.
LOCAL DA DATA DA .
AMOSTRA COLETA COLETA IDENTIFICACAO
LH Mucugé 30/4/2006 L. hermannioides Cham.
LM Rio de Contas 18/8/2006 L. morii Moldenke
LS Rio de Contas 18/8/2006 L. subracemosa Mansf

Fonte: Pinto, 2008.
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4.2 — Obtengao dos extratos metandlicos.

Os extratos brutos foram obtidos pela técnica de maceragao utilizando
metanol como solvente e em seguida foram concentrados por rotaevaporagao.

Todo o material botanico coletado foi seco a temperatura ambiente ao abrigo
do calor (Figura 1 A); posteriormente, foram pulverizadas com auxilio de moinho de
facas.

Em seguida, realizou-se as extragcdes das folhas e caules das espécies
selecionadas utilizando metanol por periodo de dez dias (Figura 1B). Os extratos
brutos foram concentrados em evaporador rotatério (Figura 1C) sob presséo
reduzida e temperatura variando entre 40 e 42 °C. O residuo do solvente foi retirado
por evaporagao em capela de exaustdo, sendo que as amostras que apresentaram
agua residual foram submetidas ao processo de liofilizagao, para finalmente, serem

acondicionadas em frascos de vidros (Pinto, 2008).

Figura 1: Secagem a temperatura ambiente do material botanico coletado (A);
maceragdo em metanol dos 6rgaos das espécies vegetais (B); concentragao
do extrato metandlico em rotaevaporador (C).

Fonte: Pinto, 2008.
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4.3 — Ensaios de atividade antimicrobiana.

Para a realizacdo dos ensaios de atividade antimicrobiana foi utilizada a
metodologia descrita no Clinical and Laboratory Institute (CLSI) 2003 com

modificacdes.

4.3.1- Suspensao de micro-organismos.

4.3.1.1 - Bactérias

Os micro-organismos foram repicados em placas de Petri com meio de cultura
agar Mueller Hinton e incubados a 37 °C por um periodo entre 18-24h.

Em um tubo estéril adicionou-se solucéo salina a 0,45%. Com alga de repique
retirou-se uma pequena quantidade da cultura de micro-organismo que foi
acrescentada ao tubo. A suspenséo foi levada ao turbidimetro calibrado e ajustada
para a faixa de leitura vermelha da escala de McFairland que corresponde a 1,5 x
10® UFC.mL".Tomou-se 10uL dessa suspensdo que foi diluida em 990 pL de
solucédo salina a 0,45% obtendo a suspensao de trabalho com concentracao de 1,5 x
10° UFC. mL™.

As bactérias pertencentes a Colecdo de Cultura de Micro-organismos da
Bahia (CCMB), fornecidas pelo LAPEM, Departamento de Biologia, UEFS foram:
Staphylococcus aureus (CCMB  262) resistente a estreptomicina e
dihidrostreptomicina, Pseudomonas aeruginosa (CCMB268), Escherichia coli (CCMB
261) resistente a sulfonamida e sensivel a trimetoprima e Bacillus cereus (CCMB
282).

4.3.1.2 — Leveduras

Os micro-organismos foram repicados em placas de Petri com meio de cultura
agar Mueller Hinton e incubados a 28 °C por um periodo entre 36-48h.

Em um tubo estéril adicionou-se 1,8 mL de solugao salina a 0,45%. Com alga

de repique retirou-se uma pequena quantidade da cultura de micro-organismo que
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foi acrescentada ao tubo. A suspensdo foi levada ao turbidimetro calibrado e
ajustada para a faixa de leitura amarela da escala de McFairland que corresponde a
5x 10° UFC.mL™ (suspens&o de trabalho).

As leveduras pertencentes a Colegao de Cultura de Microrganismos da Bahia
(CCMB), fornecidas pelo LAPEM, Departamento de Biologia, UEFS foram: Candida
albicans (CCMB 286) resistente a fluconazol e anfotericina B e Candida parapsilosis

(CCMB 288) resistente a fluconazol e anfotericina B.

4.3.2 — Preparo da amostra

Pesou-se 0, 022 g de extrato bruto que foi solubilizado em sulféxido de
dimetila (DMSO) a 50 %. Todas as amostras foram esterilizadas em membrana
celulésica de 0,22 ym.

4.3.3 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Em placa estéril de 96 pocgos foi colocado 90uL de meio de cultura caldo
Mueller Hinton (CMH) 2X concentrado na primeira coluna (1) nos pogos 1A a 1F.
Nos pocos seguintes (demais colunas de 2 a 12) colocou-se 90uL de meio de cultura
1X concentrado. Foi adicionado 90uL da amostra de extrato nos pocos de 1A a 1F
da coluna 1 da placa e homogeneizou-se 15 vezes com o auxilio de pipeta
automatica

Procedeu-se a diluigdo seriada retirando 90uL dos 1°° pogos (coluna 1, linhas
A a F ) e transferindo para o 2° (coluna 2, linhas A a F) homogeneizando 15 vezes
apds a transferéncia. Repetiu-se esse procedimento até os pocos da coluna 12.
Chegando aos ultimos pogos retirou-se 90uL que foi descartado. Adicionou-se,
individualmente, em todos os pogos, 10uL de suspensdo de micro-organismo. Os
controles do meio de cultura, do micro-organismo e das amostras foram realizados
por placa nos pogos das linhas G e H (Figura 2).

As placas foram incubadas por 24 h a 37°C para as bactérias e por 48 h a

28°C para as leveduras. Apds o periodo de incubacao adicionou-se em cada pogo
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30 uL do revelador resazurina e 50 uL do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) para
bactérias e leveduras, respectivamente. Reincubou-se as placas nas respectivas
temperaturas e o resultado do teste foi lido apos trés horas. Considerou-se como
resultados validos, aqueles correspondentes aos pogos coloridos em azul para as
bactérias, enquanto que para as leveduras, foram considerados 0s pocos sem

alteracao de cor.
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C1 C2 C3
Figura 2: esquema do ensaio de Concentragao Inibitéria Minima (CIM). Linhas A, B
e C: amostra 1. Linhas D, E e F: amostra 2; C1: controle de esterilidade do meio de
cultura; C2: controle da viabilidade microbiana; C3: controle de esterilidade das

amostras.
Fonte: Pinto, 2008.

4.3.4 - Concentracao bactericida/fungicida minima (CBM/CFM)

O teste de Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima tem por objetivo
determinar a menor concentracdo da amostra que reduz ou inibe o crescimento
microbiano.

Para realizagao desse teste foram utilizadas placas de Petri com meio agar
geleificado divididas em quadrantes, cada um correspondendo a um pogo da placa
de CIM.
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Com auxilio de uma pipeta automatica, foram retirados 10 yL de cada pogo
das placas de CIM em que houve inibicdo do crescimento microbiano que foram
transferidos para a placa de Petri. O conteudo do primeiro pogo (A1) foi colocado no
primeiro quadrante da placa de Petri (A1) e assim sucessivamente, até uma linha
apods aquela considerada como resultado do CIM.

As placas foram incubadas por 24 h a 37°C (bactérias) e por 48 h a 28°C
(leveduras). Depois desse periodo, considerou-se como Concentragdo Bactericida
Minima e Concentragdo Fungicida Minima, para bactérias e leveduras,
respectivamente, a menor concentragdo da amostra onde nao ocorreu crescimento

microbiano.

4.4 — Determinagao da atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos extratos metandlicos de folhas e caules das
especies de Lippia foi determinada pelo método do radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH) segundo Cordeiro (2009) com algumas adaptag¢des. O método
de determinagéo da atividade antioxidante utilizando DPPH como reagente baseia-
se na capacidade da amostra de sequestrar o radical livre e, na determinacao da
variagao da absorbancia obtida da solugao do radical por perda estequiométrica da
cor, em funcio da presencga de substancias antioxidantes contidas na amostra.

Para analise da atividade antioxidante das amostras adicionou-se 2 mL de
uma solugdo metandlica de DPPH 0,004% a 1mL da amostra diluida em metanol
nas seguintes concentragdes: 100 pg.mL™", 65 ug.mL™, 50 pg.mL™", 45 pg.mL™", 30
ug.mL", 25 ug.mL™, 20 pg.mL™", 15 ug.mL™", 10 pg.mL™ e 5 pug.mL™. Como controle
da amostra foi utilizada a mistura de 2 mL de metanol com 1 mL de amostra. As
amostras foram mantidas ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos, tempo
necessario para ocorrer a reacdo entre o radical livre e amostra. Como branco
utilizou-se 3 ml de metanol espectroscopico.

As leituras foram realizadas trés triplicatas em um espectrofotometro Femto
Plus 700 com absorbéancia a 517 nm. Calcularam-se as médias e o desvio-padrao
para os dados encontrados, sendo posteriormente realizado o calculo da

porcentagem de inibigdo do radical pela seguinte formula:
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% Inibicdo = (Abs. do DPPH — (Abs. da reacéo final - Abs. do controle da amostra X100

Abs. do DPPH

Como o teste foi realizado em trés triplicatas, o resultado final considerado foi

a meédia das porcentagens de inibigdo do radical encontradas em cada triplicata

(Figura 03).

Foi utilizada como padr&o a rutina, testadas nas concentragdes de 2 pg.mL™,

4 ug.mL", 6 pyg.mL™", 8 ug.mL™, 10 pg.mL™" e 12 pg.mL™", seguindo a mesma metodologia.

100 pL. mL* 65 pL. mL-!

Teste da amostra:
1 mL de amostra + 2
mL DPPH (0,004%).

N

50 yL. mL* 45 pL. mL!

11 S 1011 010

Controle da amostra:
2 mL de MeOH + 1 mL
de amostra.

30pL. mLt

2000 pL. mL*

n n N n n

25 L. ml 20 pL. ml 15pL.ml || 10pL.mb 5L, mL*

Controle do DPPH: 1
mL de metanol + 2 mL
DPPH (0,004%).

Leitura: espectrofotometro
Femto Plus. Abs: 517 nm.

Figura 03: esquema do ensaio de atividade antioxidante utilizando o radical DPPH.

Fonte:autor

4.5 — Determinagao de compostos fendlicos totais.

O teor

de compostos fendlicos

totais foi

determinado através de

espectrometria no UV-visivel utilizando reagente de Folin-Ciocalteau segundo

metodologia de Peres et al, (2009) com modificagdes. O teste baseia-se em reagdes

de oxi-reducdo entre os compostos fendlicos da amostra e ions metalicos do
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reagente de Folin-Ciocalteau. Em meio alcalino, os fendis reduzem o fosfomolibdato-
fosfotungstato, a molibdénio, resultando em uma solugdo de coloragdo azulada.
(SILVA et al., 2010).

Preparou-se uma solugao metandlica do extrato a 0,1% pesando-se em baldo
volumétrico de 10 mL, 0,01g do extrato e avolumando com metanol grau
espectroscopico. Dessa solugdo, foi tomada uma aliquota de 100 pyL que foi
transferida para baldo volumétrico de 5 mL. Em seguida, foi adicionado a solugao, 1
mL de agua destilada e, posteriormente, 200 uL do reagente de Folin-Ciocalteau.

Ap0s repouso de 5 minutos, foi adicionado 600 puL de uma solugdo de Na,COs3
(carbonato de sdédio) a 20% e o baldo foi avolumado com agua para 5 mL.
Decorridos 90 minutos em temperatura ambiente, as absorbancias das amostras
foram lidas em espectrdmetro a 750 nm, em cubetas de quartzo.

Os testes foram realizados em trés triplicatas, utilizando como branco uma
solugao aquosa do reagente de Folin-Coocalteau sem a presencga do extrato.

Foi construida uma curva de calibragdo com padrdo de acido galico testados
nas concentragcdes de 50, 100, 200, 300, 400 e 500 pg/mL conforme metodologia
descrita para as amostras. O teor de compostos fendlicos totais foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo do acido
galico e expresso mg de EAG (equivalentes de acido galico) por mg de extrato. Foi
realizado um ajuste linear dos pontos da curva para a obten¢cédo da equacgao da reta
e do coeficiente de correlagdo (R?),expressa como: como y = ax+b, em que y foi a
absorbancia da amostra a 750 nm e x, a concentrag&o de acido galico em pL.

Considerou-se como resultado final a média dos resultados encontrados nas
trés triplicatas do teste. A Figura 04 mostra um esquema do ensaio de determinagao

do teor de compostos fendlicos totais.
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Figura 04: esquema do ensaio de determinagao do teor de compostos fendlicos totais.
Fonte:autor

4.6 — Determinacao de flavonodides totais.

O teor de flavondides totais foi determinado através de espectrometria no UV-
visivel com uso de cloreto de aluminio (AICl3) segunndo metodologia de Banov et al,
(2006) e Woisky et al, (1996) com adaptacdes.

Foi preparada uma solugdo metandlica do extrato bruto a 1000 pug/mL. Desta
solucdo, tomou-se 3 mL, que foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL.
Adicionou-se 200 pL de solugdo metandlica de AICl; 5% avolumando o baldo com
solugdo metandlica de acido acético 5%.

Apos 30 minutos, a absorbancia das amostras foram lidas em
espectrofotometro a 425 nm em cubetas de quartzo, utilizando como branco uma
solucado metandlica de AICls 5% e solugdo metandlica de acido acético 5% (Figura
05).
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O teor de flavonoides de cada extrato foi determinado pela interpolacdo da

absorbancia das amostras, contra uma curva de calibracdo construida utilizando

quercetina nas seguintes concentragdes: 3 pg/mL, 6 yg/mL, 9 ug/mL, 12 pg/mL, 15

Mg/mL e 18 pg/mL. Foi realizado um ajuste linear dos pontos da curva para a

obtencdo da equacgao da reta ( y = ax+b, em que y foi a absorbancia da amostra a

425 nm e X, a concentragao de quercetina em pL) e do coeficiente de correlagao (R2)

Os testes foram realizados em trés triplicatas e os resultados foram expressos

em mg de EQ (equivalentes de quercetina) por g de extrato bruto, considerando

como resultado final a média dos resultados encontrados nas trés ftriplicatas do

teste.

T 0T N T T N n
12 triplicata 22 triplicata

3000pL 3000pL

2 Tg = |
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(200 pL)

Avolumar

(ac.acético 5%)

1000 pg. mL-!

|

mn o !

32 triplicata

3000pL

90 minutos

Leitura da absorbancia
(425 nm)

Figura 05: esquema do ensaio de determinacao do teor de flavondides totais.

Fonte:autor
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Atividade antimicrobiana de espécies de Lippia do semi-arido

baiano.

Os extratos das espécies de Lippia utilizados nesse trabalho foram
produzidos através de extracdo com metanol pelo processo de maceragdo. A
secagem do material vegetal foi realizada a temperatura ambiente e, em seguida, o
processo de maceracao, foi o método escolhido para este trabalho, pois muitos
principios ativos vegetais sdo termolabeis. Além disso, o metanol foi empregado por
ser considerado como o solvente mais adequado para obtencao de extratos brutos e
possibilita a extragdo de um maior numero de compostos, ja que grande maioria dos
compostos ativos vegetais sdo substancias organicas soluveis em metanol
(CALIXTO 2001; SIMOES et al, 2004).

De acordo com dados fornecidos por Pinto 2008, os rendimentos obtidos a
partir dos diferentes 6rgaos das espécies de Lippia estdo sumarizados no Anexo 01.

As anadlises de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Concentragao
Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) foram
realizadas com os extratos metanodlicos das espécies L. hermannioides Cham., L.
morii Moldenke e L. subracemosa Mansf. frente aos microrganismos Staphylococcus
aureus CCMB 262 resistente a estreptomicina e dihidrostreptomicina, Pseudomonas
aeruginosa CCMB268, Escherichia coli CCMB 261 resistente a sulfonamida e
sensivel a trimetoprima, Bacillus cereus CCMB 282, Candida albicans CCMB 286
resistente a fluconazol e anfotericina B e Candida parapsilosis CCMB 288 resistente
a fluconazol e anfotericina B.

A realizagdo do teste de CBM/CFM tem por objetivo determinar se as CIMs
encontradas para as amostras sao resultantes de atividade bacteriostatica ou
bactericida. Resultados de CBM/CFM com concentragdes superiores ao resultado
encontrado para a CIM constituem amostras com atividades bacteriostaticas e
resultados de CBM/CFM com concentragbes iguais a CIM determinam amostras
com atividade bactericida. Foi observado que cinco resultados significativos

encontrados para este trabalho foram resultantes de atividade bacteriostatica das
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amostras avaliadas, enquanto que onze resultados significativos apontaram para
atividade bactericida das amostras (Tabela 02).

Foram realizados ainda, testes controle positivo com antimicrobianos e com o
solvente DMSO. Em virtude de o DMSO apresentar atividade antimicrobiana que
pode interferir no resultado da concentracido inibitéria minima das amostras, foi
considerado como resultado significativo para este trabalho, valor de CIM inferior ao
resultado obtido para o DMSO para cada micro-organismo testado. Para os micro-
organismos B.cereus CCMB 282, E.coli CCMB 261, C.albicans CCMB 286 e
C.parapsiloses CCMB 288, o resultado do CIM do DMSO foi 12,5 %, valor que
corresponde a concentragao do extrato de 5,5 mg.ml'1. Dessa forma, foram adotados
como resultados significativos para esses micro-organismos, amostras com valores
de CIM iguais ou inferiores a 2,8 mg.mL™"'. Para P. aeruginosa CCMB 268 e S.aureus
CCMB 262, foram detectados valores de CIM do DMSO de 6,2 % e 3,1 %,
correspondentes a 2,8 mg.mL'1 e 1,39 mg.mL'1 para as concentra¢des dos extratos;
os resultados significativos para esses micro-organismos foram valores iguais ou
inferiores a 1,39 mg.mL" e 0,70 mg.mL™, respectivamente. A utilizacdo do DMSO
neste estudo foi necessaria a fim de facilitar a dissolugdo das amostras e possibilitar
a realizagao do teste. Contudo, o DMSO pode facilitar a difusdo de substancias
através de membranas bioldégicas e provavelmente, potencializa o efeito
antimicrobiano dessas substancias (RIBEIRO et al, 2001).

Embora Lima et al (2008) tenham observado que baixas concentragbes de
DMSO (1% a 0,06 %) ndo modificaram a viabilidade nem o crescimento microbiano,
ha diversos relatos na literatura que apontam para um aumento da efetividade de
determinada droga quando associada ao DMSO em concentragbes superiores a 30
%. Ja foram citadas melhoria na atividade do antifungico griseofulvina (MALE, 1968)
de sais de amoénio quaternario (ROSEN et al, 1965) e de glicosideos cardiotonicos
(MELVILLE et al, 1968). A atividade bacteriostatica dessa substancia foi
demonstrada ainda, por Ghajar et al (1968) que constataram aumento da
permeabilidade da membrana de S.aureus em contato com DMSO. Os autores
atribuiram a esta substancia a capacidade de desnaturar o RNA transportador e
interromper a sintese protéica.

Os valores significativos de CIM detectados para espécies de Lippia estao

destacados em vermelho na Tabela 02.
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Tabela 02: Determinagcdo das Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs),
Concentragdes Bactericidas Minimas (CBMs) e Concentragdes Fungicidas Minimas
(CFMs), em mg.mL™", dos extratos metandlicos de L. hermanoides, L. morii e L.
Subracemosa.

Concentragio Minima (mg.mL")

EXTRATO / S.aureus B.cereus E.coli P.aeruginosa C. albicans C. parapsiloses
CONTROLES CCMB 262 CCMB 282 CCMB 261 CCMB 268 CCMB 286 CCMB 288

cm ¢BM CiMm CBM CIiM CBM CIM CBM CIM CFM CIM CFM

LH folhas 07 139 139 139 5585 55 28 28 139 28 555 555

LH caules 1,39 28 139 28 28 28 139 139 28 28 555 555

LM folhas 03 035 139 139 555 555 139 28 28 555 28 28

LM caules 139 139 28 28 555 5565 28 28 555 555 28 28

LS folhas 139 28 28 28 555 5585 28 28 555 555 555 5,55
LS caules 2,8 2,8 28 28 555 5565 28 555 555 555 555 555

Cloranfenicol 0,625 - 0,078 - 0,005 - 0,005 - NA NA
Nistatina NA NA NA NA 0,0003 - 0,312 -
DMSO 1,39 - 55 - 5,55 - 2,77 - 5,55 - 5,55 -

LH folha: L.hermanoides folhas; LH caules: L.hermanoides caules; LM folhas: L.morii folhas; LM
caules: L.morii caules; LS folhas: L.subracemosa folhas; LS caules: L.subracemosa caules.

NA: Nao se aplica

(-) Teste nao realizado.

Fonte: autor
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Figura 06: Placas do teste de CIM dos extratos metandlicos de folha e caule da espécie L.
morii frente a S.aureus CCMB 262 (A), B.cereus CCMB 282 (B), E. coli CCMB 261(C), P.
aeruginosa CCMB 268 (D), C. albicans CCMB 286 (E) e C. parapsiloses CCMB 288 (F).
Linhas A, B e C: extrato do caule. Linhas D, E e F: extrato das folhas. Pogos G1, G2, H1e
H2: controle de esterilidade do meio de cultura 1X concentrado. Pogos G3, G4, H3 e H4:
controle do meio de cultura 2 X concentrado. Pogos G5, G6, H5 e H6: controle da viabilidade
microbiana. Pogos G7, G8, H7 e H8: controle de esterilidade do extrato da folha. Pogos G9,
G10, H9 e H10: controle de esterilidade do extrato do caule (seguir esquema p.33).

Fonte: autor
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Figura 07: Placas do teste de CIM dos extratos metandlicos de folha e caule da espécie L.
hermanoides frente a S.aureus CCMB 262 (A), B.cereus CCMB 282 (B), E. coli CCMB
261(C), P. aeruginosa CCMB 268 (D), C. albicans CCMB 286 (E) e C. parapsiloses CCMB
288 (F). Linhas A, B e C: extrato do caule. Linhas D, E e F: extrato das folhas. Pogos G1,
G2, H1e H2: controle de esterilidade do meio de cultura 1X concentrado. Pogos G3, G4, H3
e H4: controle do meio de cultura 2 X concentrado. Pogcos G5, G6, H5 e H6: controle da
viabilidade microbiana. Pogos G7, G8, H7 e H8: controle de esterilidade do extrato da folha.
Pocos G9, G10, H9 e H10: controle de esterilidade do extrato do caule (seguir esquema
p.33)

Fonte: autor
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Figura 08: Placas do teste de CIM dos extratos metandlicos de folha e caule da espécie L.
Subracemosa frente a S.aureus CCMB 262 (A), B.cereus CCMB 282 (B), E. coli CCMB
261(C), P. aeruginosa CCMB 268 (D), C. albicans CCMB 286 (E) e C. parapsiloses CCMB
288 (F). Linhas A, B e C: extrato do caule. Linhas D, E e F: extrato das folhas. Pogos G1,
G2, H1e H2: controle de esterilidade do meio de cultura 1X concentrado. Pogos G3, G4, H3
e H4: controle do meio de cultura 2 X concentrado. Pogos G5, G6, H5 e H6: controle da
viabilidade microbiana. Pogos G7, G8, H7 e H8: controle de esterilidade do extrato da folha.
Pocos G9, G10, H9 e H10: controle de esterilidade do extrato do caule (seguir esquema
p.33).

Fontl: autor
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Todas as amostras testadas pelo método de CIM apresentaram atividade
antimicrobiana a pelo menos um micro-organismo (Tabela 02) A bactéria Gram-
positiva B.cereus CCMB 282 foi sensivel a todas as amostras testadas, sendo que
as amostras obtidas de L.subracemosa foram ativas frente a somente este micro-
organismo (Figura 08).

As amostras LM folhas e LH caules foram as que apresentaram melhor
efetividade em inibir o crescimento microbiano, ja que ambas impediram o
crescimento de cinco e quatro micro-organismos, respectivamente (Figura 06 e
Figura 07). Destacam-se os resultados obtidos para a amostra LM folhas que
apresentou atividade antimicrobiana frente as duas bactérias Gram-positivas
testadas e a uma Gram-negativa (P. aeruginosa CCMB 268), além das duas
leveduras. Para esta amostra também foi encontrada a menor CIM detectada nesse
estudo, 0,35 mg.ml™", frente ao micro-organismo S.aureus CCMB 262 (Tabela02).

A amostra LH caules mostrou-se mais ativa frente as bactérias Gram-
negativas do que frente as Gram-positivas, sendo a unica amostra de extrato
testada que conseguiu inibir o crescimento de E.coli CCMB 261. Em relagdo as
bactérias Gram-positivas, foi ativa apenas contra B.cereus CCMB 282, expressando
atividade bacteriostatica (Tabela 02). Embora as concentragbes dos extratos
necessarias para inibir o crescimento dos micro-organismos Gram-negativos foram
em maior parte, superiores do que as requeridas para os Gram-positivos, esses
resultados podem ser considerados promissores, em vista da maior dificuldade em
se encontrar possiveis agentes antimicrobianos de origem natural com atividade
para essas bactérias. Além disso, os resultados encontrados para LH caules
contradiz o que preconiza a literatura para extratos de Lippia; dessa forma, sugere-
se o fracionamento do extrato obtido a partir dessa espécie, seguido de um estudo
bio-guiado, a fim comprovar esses resultados e identificar possiveis metabdlitos
responsaveis por uma maior atividade frente a bactérias Gram-negativas.

Ainda comparando os resultados obtidos para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, observou-se que um maior numero de amostras (LH folhas, LM
caules, LS folhas e LS caules) foram efetivas contra bactérias Gram-positivas
enquanto que duas ( LH caules e LM folhas) foram ativas contra as Gram-negativas.
Um dos fatores que pode explicar a menor atividade antimicrobiana das amostras

frente as bactérias Gram-negativas seria a diferenga na constituicdo da parede
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celular entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. No que se refere as
bactérias Gram-negativas a parede celular € menos espessa e quimicamente mais
complexa, apresentando uma membrana mais externa que pode impedir a entrada
das moléculas do extrato vegetal. Além disso, o espacgo periplasmatico € composto
por enzimas hidroliticas capazes de inativar moléculas estranhas introduzidas no
meio (DUFFY; POWER, 2001).

Esses resultados reproduzem o que tem sido apontado na literatura para
extratos metanodlicos de espécies de Lippia e para plantas medicinais em geral
(AVANCINI et al, 2000; HOLETZ, et al, 2002). Vera et al, (2007) trabalhando com
extratos metandlicos e 6leo essencial de L.alba pelo método da difusdo em disco,
encontraram os maiores halos de inibicdo para S.aureus e C.albicans do que para
E.coli. Ainda trabalhando com extratos metandlicos de L. alba frente a S.aureus e
Klebsiella pneumonia, Sena Filho et al, (2006) observaram concentragbes de
inibicao inferiores para duas cepas distintas de S.aureus quando comparado com a
bactéria Gram-negativa. Este mesmo padrao se repetiu para o trabalho de Pinto,
(2008) com amostras de L. microphylla e L. thymoides testadas pelo método da CIM
e da difusdo em disco, contra duas cepas de S.aureus, E. coli, P.aeruginosa,
C.albicans e C.parapsiloses. Foi possivel constatar que em ambos os ensaios, as
bactérias Gram- positivas seguidas da levedura C.albicans, apresentaram
comportamento de maior sensibilidade, sendo que as amostras foram inativas contra
E. colie C.parapsiloses

Em relacdo aos resultados encontrados para as leveduras, apenas o extrato
de L. subracemosa nao apresentou atividade frente a pelo menos um dos micro-
organismos utilizados. As amostras LH folhas e LH caules foram ativas frente a
C.albicans CCMB 286 somente, com concentragdes de 1,39 mg.mL" e 2,8 mg.mL".
mg.mL'1 , respectivamente. LM caules foi ativa contra C.parapsiloses CCMB 288 (
2,8 mg.mL™") e LM folhas foi a Ginica amostra com atividade expressa para as duas
leveduras, ambas na concentragdo de 2,8 mg.mL'1. Além de um maior numero de
amostras serem ativas frente as bactérias, as concentracdes inibitérias encontradas
para as leveduras, foram superiores do que as encontradas para a maioria das
bactérias. De acordo com Selitrennikoff (2001), isso pode estar relacionado a

estrutura da parede celular fungica, que difere da bacteriana em sua composicéo,
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apresentando como principais constituintes a quitina e o 1,3-B-glicano, que podem
dificultar a passagem do agente antimicrobiano para o interior da célula.

Estudos etnofarmacoldgicos apontam que espécies do género Lippia tém
sido utilizadas pela populacdo no tratamento de infecgbes fungicas (FENNER et
al,2006). Matos et al (1999), relata que as partes aéreas de L.gracilis e L.sidoides
sdo empregadas no tratamento de dermatoses, da caspa e como antifungico local.
Em trabalho executado por Holetz et al (2002) com L.alba, os autores concluiram
que esta espécie possui atividade antifungica de leve a moderada para Candida
tropicalis e Candida krusei. Farias et al. (2000) também observaram atividade contra
C.tropicalis, C. krusei e C.albicans obtidas de secre¢do vaginal para os extratos
etandlicos de L.sidoides. Considerando a necessidade de novos compostos com
propriedades antifungicas que possam funcionar como alternativa e a importancia do
estudo das plantas medicinais para o desenvolvimento de novos farmacos, estes
resultados sugerem que espécies do género Lippia deve ser alvo de mais pesquisas
para descoberta de novas substancias com atividade contra fungos.

Comparando os resultados encontrados para extratos de folhas e de caules,
houve um melhor desempenho antimicrobiano dos extratos obtidos das folhas de
espécies de Lippia do que dos respectivos caules. Dos dezesseis resultados
significativos encontrados neste este trabalho, nove foram para amostras de folha e
sete para amostras obtidas a partir dos caules. Além disso, as menores CIMs
detectadas foram para amostras obtidas a partir das folhas (LM folhas: 0, 35 mg.mL"’
e LH folhas 0, 70 mg.mL™", ambas para S.aureus CCMB 262). Para LM folhas foram
obtidos cinco resultados significativos (S.aureus CCMB 262, B.cereus CCMB 282,
P.aeruginosa CCMB 268, C.albicans CCMB 286 e C.parapsiloses CCMB 288),
enquanto que dois resultados foram considerados validos para amostra dos caules
(B.cereus CCMB 282 e C.parapsiloses CCMB 288). No entanto, o comportamento
inverso foi observado para amostras de L. hermanoides, com quatro resultados
significativos para amostra dos caules (E.coli CCMB 261, B.cereus CCMB 282,
P.aeruginosa CCMB 288 e C.albicans CCMB 286) e trés para amostra das folhas
(S.aureus CCMB 262, B. cereus CCMB 282 e C. albicans CCMB 286). Amostras de
L.subracemosa apresentaram apenas um resultado significativo tanto para folhas

quanto para os caules.
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No presente trabalho, uma melhor atividade antimicrobiana dos extratos
derivados das folhas das espécies em estudo, pode se justificar pela diferenca
quantitativa entre os constituintes quimicos presentes em folhas e caules de
espécies de Lippia.

Sabe-se que as partes areas de espécies de Lippia apresentam como
principais constituintes quimicos os compostos fendlicos, terpenos, triterpenos,
esterdides, iridoides, saponinas, quinonas e taninos. No entanto, esses constituintes
podem estar presentes em maior ou menor quantidade nos diversos 6rgaos da
planta (RICE- EVANS et al, 1996). As folhas de espécies de Lippia sao notadamente
ricas em flavondides e cumarinas, substancias apontadas na literatura como
potenciais agentes antimicrobianos. Em estudo realizado por Aguiar et al (2008),
com extratos de folhas, caules e raizes de L.alba, foi observada atividade
antimicrobiana apenas para extratos obtidos de folhas e raizes da planta. As
amostras de caule nao apresentaram atividade pelo teste da difusdo em disco.
Diferentemente dos resultados obtidos por esses autores, a maioria dos trabalhos
com extratos de caules de espécies de Lippia relatam bom desempenho das
amostras obtidas a partir deste 6rgéo vegetal. Porém, ainda sdo escassos trabalhos
de triagem fitoquimica objetivando determinar separadamente folhas e caules e
quantificar, os principais componentes presentes nos diferentes 6rgaos de espécies
de Lippia. (JULIAO et al, 2003; SOARES, 2001; BARBOSA, 2003).

Espécies do género Lippia, apesar de amplamente difundidas e utilizadas na
medicina popular, ainda necessitam de mais estudos que comprovem suas
propriedades farmacologicas e orientem seu emprego terapéutico. Os resultados
obtidos nesse estudo apontam para a necessidade da ampliacdo dessa
investigacao, tanto no que se refere ao espectro das amostras pesquisadas quanto
ao fracionamento dos extratos, visando trabalhos posteriores de isolamento dos

constituintes com potencial antimicrobiano.
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5.2 — Atividade antioxidante de espécies de Lippia.

A atividade antioxidante de uma substancia pode ser definida como a
capacidade que ela tem de proteger sistemas biologicos contra os efeitos
prejudiciais das reagdes de oxidagao, envolvendo espécies reativas de oxigénio
conhecidos como radicais livres (HALLIWELL, 1996). Quando em contato com as
biomoléculas, os radicais livres reagem com substratos das moléculas biolégicas
causando sérios dados, desde a peroxidacao dos lipidios de membrana celular até o
ataque as moléculas de DNA (HUSAIN et al, 1987; BARREIROS; DAVID, 2006).

Para lutar contra os efeitos causados pelos radicais livres, o organismo € capaz
de produzir enzimas ou micromoléculas que atuam diretamente contra esses
radicais ou reparam os dados causados por eles. Outra maneira de obter
substancias que combatem os radicais livres € através da dieta (HALLIWELL, 1996;
BARREIROS; DAVID, 2006).

Produtos de origem vegetal como frutas, sementes, 6leos e plantas aromaticas
sdo reconhecidamente fontes de antioxidantes (OLIVEIRA et al, 2009). Diversos
relatos na literatura apontam que plantas aromaticas e condimentares tém suas
propriedades (aroma e sabor) relacionadas a presencga de compostos antioxidantes
(BARA et al, 2006; MANTOVANI; PORCU, 2009). Para espécies de Lippia, tanto os
Oleos essenciais quanto os seus componentes ndo volateis, tem sido alvo de
diversos estudos do seu potencial oxidante e dos compostos quimicos responsaveis
por essa atividade (SOUZA et al, 2007; BARATTA et al, 1998; MORAIS et al, 2009).

Dentre as técnicas utilizadas para avaliar a atividade antioxidante de um
composto, o método do radical livre DPPHe € um dos mais utilizados. O radical livre
DPPHe+ é um cromdforo extremamente estavel que apresenta um pico de absorgéo
no comprimento de onda de 517 nm e sua solugdo possui uma coloracao violeta
intensa. Conforme o DPPH- vai sendo reduzido por uma substancia antioxidante,
seu elétron se torna emparelhado e a absortividade desaparece. A partir da
monitoracdo do decréscimo da absorbancia é possivel determinar a quantidade de
DPPH+ consumido pelo antioxidante e a porcentagem de DPPH+ remanescente no
meio reacional. (BRAND-WILLIAMS, 1995).
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Foram realizados testes de atividade antioxidante nas amostras de Lippia que
ja haviam sido analisadas quanto ao seu potencial antimicrobiano. Os resultados
foram expressos como CEsp isto €, como a concentragdo estimada de extrato
necessaria para consumir metade (50%) do DPPH (BOSCOLO et al, 2007). No
Apéndice A estdo apresentados os graficos que correlacionam o percentual de
DPPH remanescente versus a concentracdo da amostra, a equacao resultante do
ajuste linear nos pontos do grafico e os coeficientes de correlagdo ( R?) para a rutina.
Na Figura 09 estdo expressos como medias de seis etapas independentes e o

desvio-padréo, os resultados de CEsodas amostras estudadas.
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Figura 09: Grafico comparativo entre as amostras expressando a atividade

antioxidante em CEsq.

Fonte: autor

De acordo com o grafico (Figura 09), as amostras com melhor atividade
antioxidante foram LS folhas e LH folhas em virtude de apresentaram as menores
CEso (15,45 + 0,46 pg.mL™" e 20,46+ 0,72 pg.mL™", respectivamente). Quanto menor
€ a CEsp de uma amostra, maior € sua atividade antioxidante, ja que a mesma
necessita de concentragbes menores para um maior consumo de DPPH (SOUSA et
al, 2007). Comparando os resultados encontrados para as amostras de folhas e de
caules, foi possivel observar que todas as amostras de folhas apresentaram

menores CEsp que as amostras de caules, cujos valores foram bem semelhantes
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entre si. Em relagdo aos testes com micro-organismos, nao foi possivel fazer uma
relacédo direta da atividade antimicrobiana das amostras LS folhas e LH folhas e sua
atividade antioxidante, ja que a primeira foi ativa apenas contra o micro-organismo
B. cereus CCMB 282 e a segunda contra trés micro-organismos (S.aureus CCMB
262, B.cereus CCMB 282 e C.albicans CCMB 286) dos seis testados.

Até o momento nao foram encontrados na literatura estudos sobre o potencial
antioxidante das espécies de Lippia abordadas neste trabalho. No entanto, diversas
pesquisas envolvendo outras espécies de Lippia tém relatado atividade antioxidante
para o género.

Trabalhando com extratos etandlicos de L. citriadora Funes et al (2010)
constataram atividade antioxidante dessa espécies in vitro e in vivo. Estes autores
ainda conseguiram isolar um composto fendlico dessa planta denominado
verbacosideo, provavelmente relacionado com a atividade antioxidante expressa
pelo vegetal.

Merece destaque o estudo coordenado por Martinéz-Rosa (2008) em que
foram testados extratos metandlicos de L. graveolens de trés localidades distintas do
México, pelo método do radical DPPH. Os autores realizaram também doseamento
de compostos fendlicos e flavondides e ensaio de atividade antimutagénica. As CEsg
encontradas nesse estudo variaram entre 152-207 pg.ml'1 e foi possivel associar
esses dados com os resultados observados para as outras analises, ja que amostras
com menores CEsg apresentaram maior teor de compostos fendlicos e flavonoides e
melhor atividade antimutagénica.

Os resultados de atividade antioxidante observados nesse trabalho estdo de
acordo ao que a literatura aponta para espécies de Lippia. Assim como nos ensaios
antimicrobianos, uma das amostras que de maneira geral, apresentou melhor
atividade antioxidante foi a obtida a partir das folhas de L.morii, que demonstrou
melhor potencial antimicrobiano entre as espécies estudadas. Segundo Barreiros;
David, 2006 a atividade antioxidante dos vegetais esta relacionada a acédo de
compostos quimicos que apresentam grupo fendlico em sua estrutura, a exemplo
dos flavondides, taninos e cumarinas. Uma investigagdo mais aprofundada da
composicao quimica dessa espécie seria bastante util para direcionar possiveis

compostos responsaveis pela acdo antioxidante e antimicrobiana da mesma.
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5.3 — Compostos fendlicos totais em espécies de Lippia.

A determinacdo de compostos fendlicos totais em plantas tem despertado
consideravel interesse atualmente, em virtude do potencial antioxidante e
antimicrobiano dessas substancias. Embora o mecanismo de acido antimicrobiana
ainda ndo tenha sido estabelecido, estudos apontam para a utilizacdo desses
compostos como uma alternativa para os atuais conservantes alimenticios e seus
efeitos nocivos a saude, além de contribuirem para uma dieta saudavel, ja que estéao
relacionados com a redugcdo do risco de doencgas cardiovasculares, cancer e
doengas inflamatérias crénicas (HEIM et al, 2002; PROESTOS et al, 2006; DEY;
HARBORNE, 1997).

Os extratos metandlicos de folhas e caules de Lippia foram submetidos a
analise de compostos fendlicos totais, através de método colorimétrico, sendo
empregado o reagente de Folin-Ciocalteau. Apds determinacdo da atividade
antimicrobiana e antioxidante das amostras, este ensaio foi realizado a fim de
apontar possiveis fatores responsaveis pelo potencial antioxidante das espécies.

Foi utilizado acido galico como padrao neste ensaio, construindo uma curva
de calibragdo (Figura 10) representando a concentragcdo de compostos fendlicos

correspondente a acido galico (eixo x) versus a absorbancia (eixo y).
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Figura 10: Curva padréo do acido galico.
Fonte: Pinto, 2011.
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Os resultados obtidos para este teste foram expressos em equivalente grama
de acido galico (mg EAG . g’ de extrato), o que significa que quanto maior a
quantidade de acido galico encontrada por equivalente grama de extrato, maior é a
quantidade de compostos fendlicos na amostra em analise. Na Figura 08 estao
expressos como médias de trés etapas independentes os resultados de compostos

fenodlicos totais das amostras estudadas.
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Figura 11: Gréafico comparativo entre as amostras expressando teor de
compostos fendlicos totais (mg EAG . g de extrato).

Fonte: autor

De acordo com o grafico, as amostras com maior teor de compostos fendélicos
foram LH caules, LS caules e LM caules apresentando valores entre 341,03 5,90 e
412,03 +39,45 mg EAG . g de extrato. Foi possivel observar que as amostras
obtidas a partir dos caules de espécies de Lippia apresentaram teores de compostos
fendlicos mais altos do que das amostras obtidas através das folhas.

Embora a literatura aponte que a presenca de compostos fendlicos esta
relacionada a uma alta atividade antioxidante, nao foi possivel fazer esta associagcao
neste trabalho, ja que as amostras com maior atividade antioxidante foram as

obtidas a partir de folhas de L. subracemosa e de L. hermanoides.



54

Estes resultados indicam a presenca de outros constituintes nao fendlicos
com potencial antioxidante nos extratos ou uma limitagdo do método de
determinacdo de compostos fendlicos. Resultado semelhante foi obtido por
Damasceno et al (2003) que determinou o teor de compostos fendlicos totais de
fragdes em diclorometano e acetato de etila de Lippia grandis, utilizando reativo de
Folin-Ciocalteau, bem como determinou sua atividade antioxidante. Estes autores
observaram que a fracdao diclorometano do extrato apresentou maior atividade
antioxidante, contrariamente a uma menor concentracdo de compostos fendlicos
totais.

Ja comparando os resultados obtidos nesse estudo com os valores
encontrados para atividade antimicrobiana, merece destaque os valores obtidos para
a amostra LH caules, que foi a segunda mais efetiva em inibir o crescimento dos
micro-organismos testados, inclusive sendo mais ativa frente as bactérias Gram-
negativas e a unica a inibir o crescimento de E.coli CCMB 261.

Embora o método de Folin-Ciocalteau seja o mais empregado para
quantificacdo de compostos fendlicos, ele oferece limitacbes. Na verdade este
método mede a capacidade redutora das amostras, que n&o precisam ter
necessariamente, natureza fendlica. Além disso, este método tende a superestimar
o teor fendlico total, ja que de acordo com relatos da literatura, diversos interferentes
nao fendlicos podem influenciar nos resultados do teste (OLIVEIRA et al, 2009;
HUANG, et al, 2005; SINGLETON et al, 1999).

5.4- Flavondides totais em espécies de Lippia.

Os extratos metandlicos das espécies de Lippia abordadas neste
trabalho foram submetidos ao ensaio de quantificagcdo de flavondides através de
método espectrofotométrico tendo como base a reacdo de complexacdo com cloreto
de aluminio. Foi utilizado o flavondide quercetina di-hidratada como padrdo neste
ensaio, construindo uma curva de -calibragcdo (Figura 12) representando a
concentragdo de flavonoides totais correspondente a quercetina (eixo x) versus a

absorbancia (eixo y).
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Figura 12: Curva padrao da quercetina.
Fonte: Pinto, 2011.

Os resultados obtidos para este teste foram expressos em equivalente de
quercetina (EQ), o que significa que quanto maior a quantidade de quercetina
encontrada por grama de extrato, maior € a quantidade de flavondides na amostra
em andlise. Na Figura 13 estdo expressos como médias de trés etapas

independentes os resultados de teor de flavondides das amostras estudadas.
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22,50
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Figura 13: Grafico comparativo entre as amostras expressando teor de flavonoides
(mgEQ . g de extrato).
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As amostras com maior teor de flavonoides foram LH folhas e LM folhas,
apresentando 29,28 (+0,78) e 20,97 (+1,13) mgEQ . g de extrato, respectivamente.
Para a espécie L.subracemosa, entretanto, praticamente ndo houve variagéo no teor
de flavonéides para folhas e caules.

Foi possivel estabelecer uma relagdo entre esses resultados e a atividade
antimicrobiana detectada na amostra LM folhas, ja que a mesma foi a amostra
efetiva frente a um numero maior de micro-organismos. No caso de L.subracemosa,
nao houve variagdo na acao antimicrobiana dos respectivos extratos de caule e de
folhas, assim como nos teores de flavondides. Ja para L. hermanoides, foi possivel
fazer uma relagéo entre os valores obtidos de flavonoides para a amostra das folhas
e a atividade antioxidante expressa, sendo a mesma a segunda amostra com menor
valor de ECsy.

A literatura menciona que a concentracdo de flavondides e a atividade
antimicrobiana de uma espécie vegetal estdo fortemente ligadas (CUSHNIE, 2005).
Segundo Ferreira (2002), os principais constituintes quimicos de folhas e caules de
algumas espécies de Lippia constituem os flavondides glicosideos e os derivados
fenilpropandides. Embora ainda existam poucos estudos a cerca dos flavondides
presentes nesse género, ja foram relatados como representantes mais comuns
desse grupo de substancias presentes em Lippia, a pinocembrina, narangina
(DOMINGUEZ et al, 1989), luteolina, cismaritina e eupafolina (SKALTSA;
SHAMMAS, 1988; DE VINCENZI et al, 1995). Dentre esses, a pinocembrina,
narangina e luteolina ja foram citados como potenciais agentes antimicrobianos por
TAMIRA et al, 1994, SATO et al, 1996 e RAHUA et al, 2000.

O mecanismo de agao antimicrobiana dos flavondides ainda nado esta bem
esclarecido, mas sabe-se que essas substancias escolhem diversos alvos nas
células, tais como a inibicdo da sintese dos acidos nucléicos e do metabolismo
energético. (MIDDLETON et al, 2000; SATO et al, 1996). A literatura indica também
que a atividade antimicrobiana pode estar relacionada a uma agéao sinérgica entre a
presenca de flavondides e outros compostos reconhecidamente agentes
bactericidas (HAVSTEEN, 1983; CUSHNIE; LAMB, 2005). Existem ainda relatos de
que a modificacdo estrutural de flavondides naturais pode aumentar sua atividade
antimicrobiana, como por exemplo, a adicdo de metais de transicao na estrutura e a

introdugdo dos elementos bromo (Br) e cloro (Cl) no anel B (SATO et al, 1996;
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CUSHNIE; LAMB, 2005). Experimentos in vivo também tém demonstrado resultados
satisfatorios; Vijaya et al. (1996) observou em seu experimento que a quercetina
aplicada por via oral foi efetiva em proteger porcos de infecgdo induzida por Shigella
sp. Ja Dastidar et al. (2004) observou que a aplicagdo intraperitoneal de flavonoides
em ratos conferiu significativa protecao frente a infecgdo induzida por Salmonella
typhimurium.

Em relacdo aos resultados de atividade antioxidante, também foi possivel
estabelecer uma correlacao de maneira geral, em virtude de que as amostras com
melhor atividade antioxidante foram as das folhas, bem como o mesmo ocorreu para
as amostras de LH folhas e LM folhas. Os flavondides sdo compostos que possuem
a estrutura molecular ideal para atuarem como antioxidantes, ja que sdao muito
efetivos no sequestro de radicais livres. De modo geral, quanto maior o niumero de
hidroxilas na estrutura, maior a atividade como agente doador de H e de elétrons
(ALVES et al, 2007).

Para Lippia subracemosa nao houve diferengas significativas dos teores de
flavondides encontrados em folha e caules dessa espécie, embora a amostra LS
folhas tenha mostrado melhor potencial antioxidante das espécies estudadas.

Estudos realizados com Lippia relacionam a atividade antioxidante dessa
espécie a presenca de flavondides. Martinez-Rocha et al (2008) trabalhando com
Lippia graveolens conseguiram identificar os flavondides narangina e acido
rosmarinico nessa espécie. A atividade antioxidante do extrato metandlico da
espécie foi avaliada pelo método do DPPH e os autores concluiram que a CEsg
obtida para as amostras foi proxima a encontrada para o padréo acido galico. Ja em
estudo realizado por Funes et al (2010) resultou na identificacdo de quatro
fenilpropandides (inclusive o verbacosideo ) e trés flavonas glicosiladas como
constituintes majoritarios do extrato etandlico dessa espécie. Os autores
caracterizaram a atividade antioxidante do protoplasma de ratos apds ingestédo oral
de extrato de L. graveolens e, chegaram a conclusdo de que a agao antioxidante
estava diretamente relacionada a concentragcdo do verbacosideo.

Observou-se ainda, no presente trabalho, que as amostras obtidas a partir
das folhas de espécies de Lippia apresentaram maior teor de flavondides quando
comparadas aquelas obtidas através dos caules; isso pode ser atribuido a

capacidade desses compostos de proteger os vegetais contra os efeitos dos raios
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ultravioleta, que sdo mais pronunciados nas folhas, ja que estdo mais expostas a
esse tipo de radiacéo (SIMOES et al, 2004).
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6 — Consideragoes Finais

Este estudo permitiu verificar que espécies as espécies L.hermanoides, L.
morii e L. subracemosa coletadas no semi-arido baiano possuem atividade
antimicrobiana e antioxidante. Todas as amostras apresentaram atividade
antimicrobiana frente a pelo menos um dos micro-organismos testados, com
destaque para as espécies L. hermanoides e L.morii. No que se refere a atividade
antioxidante as amostras de folhas dessas duas espécies também foram mais
efetivas como agentes antioxidantes, seguidas pelas amostras de folhas e caules de
L.subracemosa.

Embora ndo haja registros de uso destas espécies na medicina popular,
outras espécies deste género vém sendo utilizadas em doengas provocadas por
micro-organismos e/ou relacionadas a presenca de radicais livres, evidenciando a
importancia do género Lippia na busca de novos compostos antimicrobianos e
antioxidantes.

No ensaio antimicrobiano observou-se que as bactérias Gram-positivas foram
mais sensiveis as amostras do que as bactérias Gram-negativas e as leveduras. O
micro-organismo suscetivel a um maior numero de amostras foi B.cereus CCMB
282, embora a menor CIM encontrada nesse trabalho foi para o micro-organismo
S.aureus CCMB 262. Destacam-se nesse estudo os resultados obtidos para a
amostra obtida a partir das folhas de L.morii e para a obtida através dos caules de L.
hermanoides, ja que ambas impediram o crescimento de um maior numero de micro-
organismos. A amostra LM folhas, além de apresentar atividade frente as bactérias
Gram-positivas, também foi efetiva contra uma Gram-negativa, além das duas
leveduras. Dessa forma, este extrato pode ser considerado como promissor para a
obtencao de compostos bioativos que possam ser utilizados diretamente no combate
a doencas infecciosas ou ainda, funcionar como protétipo para farmacos com
propriedades antimicrobianas.

Esta amostra também merece destaque em relagdo ao ensaio de atividade
antioxidante, sendo uma das que apresentou menor CEsg. Este resultado sugere o
potencial uso dessa espécie como um antioxidante natural. Ainda a respeito desses
resultados, foi possivel observar uma relagdo entre maior concentracdo de

flavondides e aumento da atividade antimicrobiana e antioxidante, indicando que
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este grupo de metabdlitos pode ter grande contribuigdo para as atividades biologicas
observadas.

Os resultados obtidos apontam para a necessidade da ampliagdo desta
investigacao, tanto no que se refere ao espectro de amostras quanto ao
aprofundamento da avaliacgdo dos fatores responsaveis pela atividade
antimicrobiana e antioxidante, prosseguindo assim com o isolamento e identificacéo
de metabdlitos destas espécies. Mesmo com a contribuicdo do conhecimento
propiciado por este trabalho, para a confirmacao de suas propriedades medicinais e
considerando que estudos referentes a atividade antimicrobiana e antioxidante de
extratos de Lippia ainda sdo escassos, € necessario que 0 mesmo seja continuado e

ampliado.
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APENDICE A- Graficos referentes ao teste de atividade antioxidante com ajuste
linear para a rutina.
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Anexo A - Rendimentos dos extratos metandlicos das espécies de Lippia.

Tabela 3: Rendimentos (%) dos extratos metandlicos obtidos

de folhas e caules das espécies de Lippia estudadas.

AMOSTRA LH LM LS
FOLHA 13% 18% 22%
CAULE 6% 7% 34%

LH: L.hermanoides, LM: L. morii, LS: L.subrasemosa..

Fonte: Pinto, 2008.
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