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RESUMO

O género Lippia, pertencente a familia Verbenaceae, tem um elevado potencial na medicina
popular, com espécies utilizadas no tratamento de diversas enfermidades, principalmente as
ligadas aos sistemas respiratdrio e gastrointestinal. Lippia hermannioides Cham. é uma espé-
cie endémica do Brasil e ja teve sua atividade antioxidante e antimicrobiana revelada. O obje-
tivo deste trabalho foi determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de
Lippia hermannioides (OELH), atraves da utilizagdo de métodos cromatogréficos e espectro-
métricos, e 0 potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio pela realizacdo de modelos quimi-
cos (acido acético e formalina) e térmicos (placa quente) de nocicepcdo. Os resultados revela-
ram o germacreno D (18,39%), biciclogermacreno (11,72%), 1,8-cineol (11,24%), sabineno
(10,38%), E-cariofileno (8,33%), S-pineno (7,37%) e a-pineno (6,18%) como 0s compostos
majoritarios presentes no 6leo. A administracdo intraperitoneal do OELH nas doses 300 e
2000 mg/kg ndo mostrou sinais de toxicidade em camundongos. Nas doses 75 e 300 mg/kg, o
OELH néo afetou a coordenacdo motora dos animais no teste do rota-rod, diminuiu o0 nimero
de contorc¢des abdominais induzidas por acido acetico, reduziu o tempo de lambida da pata em
ambas as fases do teste da formalina, bem como aumentou o tempo de laténcia no teste da
placa quente. Esses resultados indicam que o 6leo essencial estudado apresenta atividade anti-
nociceptiva e anti-inflamatdria e sugerem que sua acdo pode ser mediada por mecanismos
periféricos e centrais, fornecendo, dessa forma, subsidios para futuras pesquisas com a finali-
dade de utilizar este recurso fitogenético na saude.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antinociceptiva. Efeito anti-inflamatdrio. Cromatografia a
gas com deteccdo por ionizacdo de chama (CG/DIC). Cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM).



ABSTRACT

The genus Lippia, which belongs to the Verbenaceae family, has a high potential in folk me-
dicine, with species used in the treatment of various illnesses, especially those linked to the
respiratory and gastrointestinal systems. Lippia hermannioides Cham. is an endemic species
from Brazil and it has already had its antioxidant and antimicrobial activity revealed. The ob-
jective of this work was to determine the chemical composition of the essential oil from the
leaves of Lippia hermannioides (OELH), through the use of chromatographic and spectrome-
tric methods, and the antinociceptive and anti-inflammatory potential through the realization
of chemical models (acetic acid and formalin) and thermal (hot plate) of nociception. The
results revealed germacrene D (18.39%), bicyclogermacrene (11.72%), 1.8-cineol (11.24%),
sabinene (10.38%), E-caryophyllene (8.33%), S-pinene (7.37%) and a-pinene (6.18%) as the
major compounds present in the oil. The intraperitoneal administration of OELH at doses 300
and 2000 mg/kg did not show signs of toxicity in mice. At doses 75 and 300 mg/kg, the
OELH did not affect the motor coordination of the animals in the test rota-rod, it decreased
the number of abdominal contortions induced by acetic acid, reduced the paw licking time in
both phases of the test formalin, as well as increased latency time in the hot plate test. These
results indicate that the studied essential oil has antinociceptive and anti-inflammatory activity
and suggest that its action can be mediated by peripheral and central mechanisms, thus provi-
ding support for future research with the purpose of using this phytogenetic resource in health.

KEYWORDS: Antinociceptive activity. Anti-inflammatory effect. Gas chromatography with
flame ionization detection (GC/DIC). Gas chromatography coupled with mass spectrometry
(CGIMS).
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1. INTRODUGCAO

Desde o inicio da civilizacdo humana, seres humanos exploram recursos genéticos de
modo a atender as suas necessidades de sobrevivéncia. Esses recursos genéticos, em especial
os fitogenéticos, sdo utilizados ha milénios para o tratamento de doencas e/ou sintomas fisicos
e psiquiatricos (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEIL, 2018; WRIGHT, 2019).
Tais recursos ainda constituem uma importante alternativa para a medicina tradicional
nacional e internacional, principalmente em paises subdesenvolvidos, nos quais, na ultima
década, 70% a 95% da populacdo dependem dos produtos naturais a base de plantas na
atencdo priméria a saude (ROBINSON; ZHANG, 2011). No Brasil, estima-se que 82% da
populacdo depende das plantas medicinais para tal utilizagédo (BRASIL, 2012).

Entre as plantas medicinais usadas na medicina popular, o género Lippia, que pertence
a familia Verbenaceae, tem alguns representantes, que sdo usados tradicionalmente no
tratamento de distdrbios gastrointestinais e respiratorios, como analgésicos, anti-
inflamatorios, antipiréticos, antiespasmadicos, anti-hipertensivos, antissépticos, entre outros
(PASCUAL et al., 2001; SANTOS et al., 2016). Estudos para elucidar a fitoquimica e o
potencial farmacoldgico de espécies do género Lippia vém sendo realizados e atividades
antimicrobianas, antifingicas, anti-hiperlipidémicas, virucidas, antioxidantes, ansioliticas,
antinociceptivas, anti-inflamatorias, anestésicas, antiparasitarias ja foram evidenciadas. A
utilizagdo popular e os resultados obtidos em pesquisas demonstram uma enorme
potencialidade para espécies deste género como recurso terapéutico, todavia, mesmo com o
avanco destas pesquisas, diante da diversidade de espécies que temos nesse género e do
namero de espécies que sdo endémicas do Brasil, ainda ha muito a ser estudado.

Lippia hermannioides Cham., por exemplo, ¢ um arbusto aromaético terricola,
endémico do Brasil (SALIMENA et al., 2015), representante do género, porém pouco
estudado. O extrato metandlito desta espécie ja teve indicativo de atividade antimicrobiana e
antioxidante (FABRI et al., 2011) e, diante disso, pode representar uma importante solugédo
para o tratamento de inflamacdo e dor. Sendo assim, tendo em vista a importancia de estudos
mais aprofundados para elucidar e garantir a eficacia desta espécie como recurso terapéutico,
bem como fornecer subsidios para futuras pesquisas com a finalidade de estabelecer um
fitoterapico com grande potencial biotecnoldgico, o objetivo deste trabalho foi analisar a
composi¢do quimica e investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério do dleo

essencial extraido das folhas de L. hermannioides.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Recursos Fitogenéticos na saude

De acordo com a Convencdo sobre Diversidade Bioldgica (CDB), assinada durante a
Conferéncia das Nacdes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (1992) e aprovada
pelo Decreto Legislativo n°® 02/1994, biodiversidade ou diversidade biol6gica pode ser
definida como a variabilidade de organismos vivos de todas as origens, abrangendo desde a
diversidade dentro e entre espécies, até a diversidade de ecossistemas. A diversidade
bioldgica esta intimamente associada a diversidade genética dos organismos vivos. O material
originario de um ser vivo que tenha unidades funcionais de hereditariedade constitui um
material genético, o qual, quando possui valores reais ou potenciais para a humanidade, é

considerado um recurso genético (Art. 2°, CDB, 1992).

A biodiversidade, alem dos seus valores intrinsecos, como evidenciado no preAmbulo da
CDB, apresentam outros valores que, com base na forma de utilizacdo por seres humanos,
podem ser divididos em diretos ou indiretos: os valores diretos (ou de uso) séo aqueles
envolvidos com a satisfacdo nas necessidades humanas, podendo a utilizagdo do recurso estar
associado ao consumo (como no caso da utilizacdo como alimento ou como fonte de
principios ativos de substancias) ou ndo (como na utilizacdo para fins recreativos) (GUERRA;
ROCHA; NODARI, 2015). Os valores indiretos, no entanto, estdo relacionados ao suporte
que a biodiversidade pode fornecer as atividades econdmicas, como a regulacéo do clima e a
polinizacdo, por exemplo (GUERRA; ROCHA; NODARI, 2015).

Os valores da biodiversidade constituem-se como indispensaveis a humanidade, uma
vez que fornecem servigos essenciais. Durante milénios, seres humanos administram recursos
genéticos para os mais variados fins, de modo a atender as suas necessidades de
sobrevivéncia, utilizando, inclusive, produtos derivados de fontes bioldgicas no tratamento de
doengas e/ou sintomas fisicos e psiquiatricos (PRAKASH; KUJUR; YADAYV, 2018). O
conhecimento sobre atividades bioldgicas e potenciais medicinais desses remédios
tradicionais foi conquistado, ao longo dos anos, através de métodos de tentativa e erro
clinicos, e os resultados dessas experiéncias acumuladas somado aos costumes de curandeiros
foram transmitidos para as geracGes posteriores nas comunidades (WRIGHT, 2019).

Grande parte dos medicamentos utilizados tradicionalmente pelas comunidades eram
misturas de produtos vegetais, os quais eram consumidos/aplicados diretamente ou apds

processamentos simples de extracdo de ativos, como chas, tinturas ou fermentacdes
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(WRIGHT, 2019). Produtos naturais podem ser definidos como compostos com atividades
bioldgicas provenientes de fontes naturais como microrganismos, plantas e animais, por
exemplo (BAKER et al., 2007) e desempenham um papel fundamental no processo de
descoberta e desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doengas humanas.
(NEWMANN; CRAGG, 2016).

A maioria dos medicamentos modernos foi baseada na medicina tradicional
(BERNARDINI et al., 2018). Os ensinamentos de descricdo da producdo tradicional de
medicamentos formaram, por milénios, a base do conhecimento sobre farmacologia
(WRIGHT, 2019). O uso tradicional de compostos naturais como medicamentos foi ganhando
cada vez mais forca. Por volta de 1804, o isolamento da morfina, tornou-se um marco muito
importante na descoberta de medicamentos provenientes de fontes naturais, porém foi ap6s o
descobrimento da penicilina, no inicio do século XX, que possibilitou 0 aumento dos esforgos
para o isolamento de produtos naturais de fontes microbianas (BERNARDINI et al., 2018).
Essa tendéncia foi a precursora do surgimento da indastria farmacéutica moderna, que
desenvolveu, na segunda metade do século XX, um programa de descoberta de produtos
naturais que poderiam ser usados para tratamento de varias doencas (BERNARDINI et al.,
2018).

O sucesso do descobrimento de drogas provenientes de produtos naturais gerou uma
pressdo para que se aumentasse o nimero de medicamentos disponibilizados (BERNARDINI
et al., 2018), no entanto, as industrias enfrentavam muitas dificuldades para atingir tais
objetivos, uma vez que para identificar compostos ativos, muitas vezes, faz-se necessario
purificar produtos naturais, geralmente disponiveis em quantidades muito pequenas, a partir
de misturas complexas (WRIGHT, 2019). Além das dificuldades enfrentadas, nos anos 80 e
90, o surgimento de técnicas de quimica combinatdria e computacional acarretou a mudanca
do fluxo da inddstria farmacéutica, abrindo espaco para a producdo de muitas drogas
sintéticas (BERNARDINI et al., 2018; WRIGHT, 2019).

Apesar das industrias terem se dedicado na producdo de drogas por sintese quimica, a
natureza, de certa forma, continuou a influenciar o design de pequenas moléculas, de forma
que as expectativas criadas em torno da sintese quimica de drogas ndo foram satisfeitas
(NEWMANN; CRAGG, 2016). De acordo com estes autores (Figura 1), 48% das drogas
aprovadas entre 1981 e 2014 tem origem ou influéncia natural, sendo elas: macromoléculas
bioldgicas (“B”, 16%), produtos naturais (“N”, 4%), drogas botanicas (“NB”,1%), derivados
de produtos naturais (“ND”, 21%) ou vacinas (“V”, 6%). Além disso, dos 52% de drogas
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sintéticas (“S”) aprovadas no periodo, 11% delas sdo drogas que imitam produtos naturais
(“/NM”) e 14% sdo drogas sintéticas produzidas por sintese total, mas com o farmacdforo
oriundo de um produto natural (“S*”), sendo que, dentre os 14%, 4% também imitam de

produtos naturais.

Vv, 101,6%

S*/NM, 162, 10%

$*,61,4%

S/NM, 172,11%

$,420,27%

mB “N mNB END =S S/NM mS* mS*/NM mV

Figura 1. Novos medicamentos aprovados entre 1981 — 2014; n= 1562 (NEWMANN; CRAGG, 2016).

Legenda: “B”: macromoléculas bioldgicas; “N”: produtos naturais; “NB”: drogas boténicas; “ND”: derivados de
produtos naturais; “V”: vacinas; “S”: drogas sintéticas; “/NM”: drogas que imitam produtos naturais; “S*”:
drogas sintéticas produzidas por sintese total, mas com o farmac6foro oriundo de um produto natural.

Entre as fontes de produtos naturais de grande relevancia para a medicina tradicional e
para a industria farmacéutica, se encontram as plantas. Produtos naturais provenientes de
plantas sdo utilizados em quase todas as culturas nos tratamentos de doengas (JAMSHIDI-
KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEIL, 2018). A histéria da utilizacdo de plantas medicinais
por seres humanos, assim como a de produtos naturais de outras fontes, é milenar. No Brasil,
populacbes indigenas faziam uso extensivo de plantas para tratamentos de problemas de
saude, entretanto, os primeiros registros de utilizacdo de recursos fitogenéticos na medicina
sdo do periodo colonial, referente as “boticas dos colégios” preparadas pelos jesuitas, que,
inicialmente, eram abastecidas por medicamentos provenientes do Reino, no entanto, com a
dificuldade de reposicdo, ao longo do tempo eles adquiriram muito conhecimento dos povos
nativos sobre 0s recursos naturais da nova terra e passaram a cultivar muitas espécies de
carater curativo (CALAINHO, 2005).

Plantas medicinais, ainda hoje, constituem um importante recurso de assisténcia
farmacéutica para a medicina tradicional nacional e internacional, principalmente em paises
subdesenvolvidos e, de acordo com Dra. Margaret Chan, a entdo diretora Geral da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os tratamentos e praticas medicinais tradicionais, bem

como os medicamentos fitoterapicos ainda representam a principal fonte (ou Unica) de
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atencdo sanitaria para milhdes de pessoas (WHO, 2013). Na ultima década, estimava-se que
70% a 95% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam dos produtos naturais a
base de plantas na atencédo primaria a saide (ROBINSON; ZHANG, 2011). A nivel nacional,
a utilizacdo de plantas medicinais nos cuidados com a salde abrangia cerca de 82% da
populacdo (BRASIL, 2012).

Diante dessa abrangéncia, a OMS, que tem como missdo ajudar a salvar vidas e
melhorar a salde, apoia Estados Membros no desenvolvimento de politicas nacionais
envolvendo medicina tradicional e complementar (MTC) nos sistemas de salde, inclusive,
desenvolvendo diretrizes e estabelecendo padrées (WHO, 2013). Em 1978, na Declaracdo de
Alma-Ata, a OMS ja havia se posicionado no sentido de valorizar a utilizacdo de plantas
medicinais no ambito sanitario (BRASIL, 2006a).

2.1.1 Recursos fitogenéticos no SUS

O Brasil, Estado-Membro da OMS, ao longo dos anos, vem tomando medidas para por
em pratica as orientacdes recebidas por ela, principalmente no sentido de incorporar algumas
praticas de salde, como a Fitoterapia, na assisténcia farmacéutica publica (BRASIL, 1996).
As acdes do Brasil nesse sentido comecaram com a participacdo e a realizacdo de
conferéncias e passaram para a construcdo de documentos normativos nessa area. Em 1988, o
entdo Ministério da Previdéncia e Assisténcia Social, através da Resolucdo CIPLAN n° 8,
implantou a Fitoterapia nos Servicos de Salde e orientou que as Unidades Federadas
buscassem incluir a Fitoterapia nas Ag¢des Integradas de Salde e/ou nas programacdes do
Sistema Unificado e Descentralizado de Saude (SUDS), com o intuito de que a fitoterapia
possa ser utilizada de maneira complementar a pratica oficial da medicina moderna.
Posteriormente, o Ministério da Saude (MS) continuou agindo nesse proposito e estipulou, no
Relatdrio da 122 Conferéncia Nacional de Saude, a necessidade de investir em pesquisas e
desenvolvimento de medicamentos baseados na flora brasileira, como uma de suas diretrizes
(BRASIL, 2004).

O MS, no inicio do século XX, publica duas politicas muito importantes no processo
de valorizacdo da utilizacdo de plantas medicinais e da fitoterapia: a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares para o0 SUS — PNPIC (aprovada pela Portaria n
971/GM/MS, de 03 de maio de 2006) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos (aprovada pelo Decreto 5.813 de 22 de junho de 2006). A PNPIC visa incluir,

no ambito do SUS, a Medicina Tradicional e Complementar proposta pela OMS, ampliando o
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acesso da populagdo a servigos e produtos, como: a homeopatia, a medicina tradicional
chinesa/acupuntura, a medicina antroposoéfica, plantas medicinais e fitoterapia, entre outros
(BRASIL, 2006a). Com relacdo as medicinais e a fitoterapia, a PNPIC propde o provimento
do acesso a estes recursos aos usuarios do SUS e, para tanto, indica que sejam tomadas
todas as medidas para que plantas medicinais e/ou fitoterapicos sejam disponibilizados nas
Unidades de Saude, de forma complementar, nas formas: “in natura” (fresca), de droga
vegetal, fitoterapico manipulado ou industrializado (BRASIL, 2006a).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos vem nesse contexto com o
objetivo de garantir a populagdo acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, expondo e desenvolvendo algumas diretrizes, entre as quais estdo a necessidade
de regulamentar o cultivo, 0 manejo sustentavel, a producéo, a distribuicdo e o uso de plantas
medicinais e fitoterapicos e a de garantir e promover a seguranca, a eficacia e a qualidade no
acesso a plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006b). Para materializar essa segunda
diretriz, uma das a¢es planejadas foi a de incluir plantas medicinais e fitoterapicos na lista de
medicamentos da “Farmacia Popular™ e atualizar permanentemente a Relacdo Nacional de
Fitoterapicos (RENAME-FITO) e a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais (BRASIL,
2006b).

No contexto dessas relagfes de plantas, em 2009, o MS divulga a Relacdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), a qual atualmente conta com 71
espécies da flora, entre as quais se encontra a Lippia sidoides, espécie do género Lippia, o
qual apresenta grande potencial terapéutico, como veremos na sessdo 2.3 (BRASIL, 2009). A
utilizacdo de plantas medicinais no SUS ganha ainda mais forca quando, em 2017, a Portaria
GM/MS n.° 704 atualiza a lista de produtos estratégicos para o SUS e inclui 12 fitoterapicos
na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), também presentes na
RENAME publicada em 2020 (BRASIL, 2017; BRASIL, 2020).

Conforme consta na RENAME, fitoterpicos constantes na relacdo podem ser
industrializados ou manipulados, estes, por sua vez, podem ser adquiridos pela populagdo em
farmacias de manipulacdo do SUS, Farmacias Vivas ou farmacias de manipulacdo que
possuam convénio com o sistema (BRASIL, 2020). Fitoterapicos feitos a base de plantas
constantes nessas relacfes séo, inclusive, fornecidos a populacdo em alguns municipios no
Brasil através do Programa Farmécia Viva, criado, h4 mais de 20 anos, pelo professor da
Universidade Federal do Ceara, o Sr. Francisco José de Abreu Matos e instituido no &mbito

1 Programa do Ministério da Salde, regulamentado pelo Decreto n° 5.090, de 20 de maio de 2004, que visa
oferecer a populacao alternativas de acesso a medicamentos essenciais.
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do SUS, em 2010, através da Portaria n® 886/GM/MS (SILVA et al., 2006; BRASIL, 2010;
PEREIRA et al., 2015).

O Programa Farmaécia Viva é resultado da PNPIC e da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos e tem a missdo de contribuir no suprimento da necessidade da
populacdo no que diz respeito a oferta de fitoterapicos e de plantas medicinais. A Farméacia
Viva, nos termos da RDC n° 18, de 03 de abril de 2013, € responsavel por todas as etapas da
producado dos fitoterapicos a serem disponibilizados pelos seus usuarios, incluindo o cultivo,
coleta, processamento, armazenamento, preparacdo e distribuicdo e tem a obrigacdo de
seguir todos os procedimentos necessarios para assegurar a qualidade, dentro dos padrdes
exigidos, dos seus produtos.

Como pode ser verificado, apesar do uso milenar dos recursos fitogenéticos nos
cuidados com a saude, diante da relevancia que plantas medicinais e a fitoterapia tem para
um pais em desenvolvimento como o Brasil, 0 MS vem trabalhando nos ultimos anos no
aumento de Politicas Publicas no SUS, de modo a reduzir as distor¢es sociais e garantir
acesso universal e igualitario a assisténcia farmacéutica. Diante desse avan¢o nas Politicas, de
acordo com Ribeiro (2019), o numero de programas de fitoterapia vem aumentando no Brasil
desde os anos 80, tendo sua taxa de crescimento acentuada entre 2006 e 2008 e alcangando o
nimero de 815 municipios em 2012. Entretanto, apesar disso, verificou-se também uma
elevada taxa de mortalidade, interrupgOes e descontinuidades dos mesmos devido a algumas
dificuldades enfrentadas, como: mudancas de gestdo municipal, gerando descontinuidades e
rupturas; dificuldade de aquisicdo de insumos e matéria-prima de qualidade; e a dificuldade
de adesdo e apoio aos programas por parte dos profissionais de saide (RIBEIRO, 2019),
devido a auséncia de formacdo relativa a fitoterapia na formagdo profissional (ANTONIO;
TESSER; MORETTI-PIRES, 2013) e a escassez de pesquisas com o objetivo de elucidar a
farmacocinética, farmacodindmica e a toxicologia das plantas medicinais, além do
desconhecimento das propriedades apresentadas por elas (PEREIRA et al., 2015).

Diante das justificativas para a resisténcia dos profissionais de satde para a adesdo aos
programas e prescricdo de fitoterapicos, é importante frisar que Politicas Publicas ligadas a
fitoterapia sO sdo possiveis quando aliadas a pesquisas na area de plantas medicinais, uma vez
que fitoterapicos sdo caracterizados pela validacéo de sua eficacia e seguranca (LEITE, 2009).
A flora brasileira possui mais de 36.000 espécies de plantas registradas até entdo (FLORA DO
BRASIL, 2020), todavia, desse total, apenas 71 espécies estdo presentes na Renisus e, como
falado anteriormente, tem 12 fitoterapicos incluidos na RENAME (BRASIL, 2020). Diante da
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biodiversidade que possui, 0 Brasil constitui-se como uma fonte potencial para novos
medicamentos.

E inegavel que os avancos nesse tema no Brasil sdo bem relevantes, principalmente
nos ultimos 15 anos. Entretanto, ndo se pode deixar de observar que os desafios que o
Ministério da Saude tem a enfrentar na materializacdo das politicas construidas sdo imensos.
O apoio e a pressao popular esponténea e organizada (por meio de associa¢fes, movimentos
sociais, por exemplo) é um dos pilares que sustentam a fitoterapia no SUS, mas além da
ampla aceitacdo popular, algumas estratégias ja vém sendo tomadas a fim de manter e
fortalecer os programas de fitoterapia no SUS, como: criacdo de Farmécias Vivas, prestacéo
de cursos de capacitacdo para profissionais da saude e profissionais vinculados a produgéo de
plantas medicinais; realizacdo de eventos e campanhas de divulgacéo, entre outros (RIBEIRO,
2019). Por outro lado, aléem das estratégias que j& vem sendo tomadas, o Brasil precisa
avancar ainda no incentivo a pesquisas com a finalidade de elucidar novas espécies de plantas
medicinais, garantir a eficacia e seguranca destas como recurso terapéutico e/ou de

estabelecer novos fitoterapicos ou de isolar compostos para novos farmacos.

2.2. Plantas medicinais: o metabolismo secundario como fonte de compostos

bioativos

Todos os ambientes habitaveis do planeta sdo ocupados por plantas, nos quais, elas
precisam garantir sua sobrevivéncia e propagacdo, além de interagir com uma diversidade de
organismos. Para viver, crescer e reproduzir, as plantas, assim como todos 0s seres Vivos,
precisam sintetizar e desassimilar substancias a fim de produzir a energia necessaria para estes
fins. O metabolismo é o conjunto de reagdes, mediadas e reguladas por enzimas e organizadas
em vias (vias metabdlicas), que torna os seres capazes de realizar as transformacgdes nas
substancias, essenciais para sua sobrevivéncia (DEWICK, 2009). Nas plantas, os produtos
produzidos pelo metabolismo podem ser divididos em dois grupos: 0os metabolitos primarios e
0s metabdlitos secundarios (ou especiais) (VON POSER, 2017).

Os metabdlitos primarios, ou macromoléculas, estdo envolvidos em fungdes vitais e, por
iss0, sdo considerados essenciais a todos os seres vivos, dentre eles estdo os carboidratos,
lipideos, proteinas e acidos nucléicos (DEWICK, 2009; VON POSER, 2017). Os metabdlitos
secundarios ou produtos naturais sdo produzidos a partir do metabolismo primério, por rotas
metabdlicas diversas e com gasto energético (VON POSER, 2017). Em contraste com 0s

metabdlitos primarios, as micromoléculas sdo encontradas em baixas concentracdes, apenas
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em organismos ou grupos de organismos especificos e sdo produzidos em condicGes
especificas (DEWICK, 2009; VON POSER, 2017). Entretanto, é importante destacar que a
linha que divide os dois grupos de metabdlitos é ténue, uma vez que ha compostos, como
acidos graxos e acUcares que sdo majoritariamente descritos como primarios, mas possuem
representantes raros que sdo encontrados em determinadas espécies e sdo, portanto,
considerados secundarios (DEWICK, 2009).

Os produtos naturais vegetais ndo estdo necessariamente envolvidos com as
necessidades de sobrevivéncia, no entanto contribuem significativamente para a aptidao da
populacdo em determinados ambientes, dessa forma, a presenca de plantas diferentes
biomas/meios do planeta estd intimamente relacionada com a expansdo do metabolismo
especializado (WENG; PHILIPPE; NOEL, 2012). A producdo desses metabolitos esta
relacionada com as interacdes pelas quais a planta esta submetida no ambiente natural, sejam
elas com o0 meio bidtico ou abiético. Mesmo havendo um controle genético associado a
producdo desses compostos, a expressdo génica pode ser influenciada por processos
ecoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e evolutivos presentes no ambiente (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; YANG et al., 2018).

Entre os fatores que podem coordenar ou alterar o contetdo dessas micromoléculas nas
plantas estdo as variagdes sazonais, o ritmo circadiano, o nivel de desenvolvimento em que a
planta se encontra, a temperatura, a disponibilidade hidrica, a incidéncia de radiacdo
ultravioleta, a fertilidade do solo, a altitude, a poluicdo atmosférica, a salinidade, além dos
estimulos mecanicos e ataques de patdgenos; os quais estdo correlacionados, atuando em
conjunto sob as taxas de metabolitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; YANG et
al., 2018).

O papel ecoldgico dos produtos naturais vegetais € diverso. Apesar de ndo estarem
envolvidos nos processos vitais, 0s metabolitos especiais sdo de extrema importancia para que
as plantas tenham sucesso no ciclo vital. A acdo de alguns metabodlitos secundéarios na planta
pode estar relacionada com a protecdo contra foto-destruicdo causada pelas radiagOes
ultravioleta, atuando na absorcdo e dissipacdo da energia solar (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

A polinizacdo e a dispersdo de sementes, processos indispensaveis a reproducdo e
propagacdo das plantas, também envolvem esses componentes organicos, pois alguns
metabolitos especiais possuem odores, cores ou sabores que servem para atrair polinizadores
elou dispersores (BAKKALI et al., 2008; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). A



19

atividade dessas micromoléculas pode, inclusive, regular a atividade de microrganismos com
0s quais vivem em simbiose, como no caso de plantas que, pela producdo de exsudados da
raiz, podem regular a quantidade de siderd6foros e antibidticos produzidos por rizobactérias
(TAIZ et al., 2017).

Além disso, produtos do metabolismo secundario podem, dentre outras fungdes, estar
envolvidos nas defesas induzidas de plantas, em resposta a ataques de herbivoros ou
patogenos (TAIZ et al., 2017). Essas defesas podem acontecer de algumas maneiras: pela
producdo de compostos que podem repelir herbivoros; ou que podem ser toxicos, trazendo
efeitos negativos ao crescimento e desenvolvimento dos organismos que 0 consomem; ou
ainda, alguns que podem atrair predadores naturais dos organismos que atacam as plantas
(TAIZ et al., 2017). A acdo dessas substancias na defesa induzida em plantas pode ter
amplitude maior ainda, tendo em vista que alguns compostos volateis produzidos a partir de
um ataque podem servir como sinal sistémico na planta atacada, induzindo a producéo destes
em outras partes dela, além de poderem atuar como sinais de longa distancia, induzindo a
expressdo de genes de defesa em plantas vizinhas (TAIZ et al., 2017).

Como vimos, sao variadas as funcdes ecoldgicas desempenhadas por esses produtos nas
plantas, mas, por serem especificos de determinados grupos, diante da enorme biodiversidade
de plantas na Terra, a quantidade de compostos secundarios diferentes produzidos é bem
vasta. Esses compostos possuem enorme potencial farmacolégico para humanos que, muitas
vezes, esta relacionado com o papel desempenhado por eles nas suas produtoras, como nos
casos em que 0S compostos que naturalmente atuam na defesa da planta contra
microrganismos mas que podem, dependendo do nivel de citotoxicidade, servir como
medicamentos antibidticos (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). Dentre estes
metabdlitos especiais, de acordo com sua composi¢do quimica, podemos citar 0s compostos
fenolicos, alcaloides e terpenos.

Os compostos fendlicos sdo definidos pela presenca de um ou mais grupos hidroxila
ligados diretamente a um anel aromético e, de acordo com a composi¢do e/ou estrutura
quimica, sdo subdivididos em classes, dentre as quais se encontram os flavonoides e suas
subclasses, taninos de diferentes tipos, lignanas, acidos fenolicos, entre outras (VERMERRIS;
NICHOLSON, 2006). Esses metabdlitos secundarios conferem as plantas que os produzem
significativa importancia medicinal. Martins et al. (2011) afirmam que diante da diversidade
de beneficios que os compostos fenolicos trazem a satde humana, pesquisas com o objetivo

de encontrar fontes naturais desses compostos tem sido intensificadas. Os beneficios desse
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grupo de metabdlitos a saude podem ser verificados, por exemplo, através das atividades
atribuidas aos flavonoides. Wang, Li e Bi (2018), na revisdo sobre flavonoides bioativos,
trazem indmeras pesquisas que atribuem a esta classe de compostos fendlicos atividades
antivirais, antibacterianas, antitumorais, antioxidantes, cardioprotetoras, anti-inflamatdrias,
hipolipoglicémicas, entre outras.

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados, contendo um ou mais &tomos de nitrogénio,
de baixo peso molecular (DEWICK, 2009). Esses compostos, de acordo com sua estrutura
e/ou origem do nitrogénio, sdo subdivididos em alcaloides verdadeiros, aqueles derivados de
aminoacidos e que possuem nitrogénio em heterociclo; protoalcaloides, 0s que possuem
nitrogénio fora do heterociclo; e pseudoalcaloides, aqueles que ndo se originam de
aminoacidos mas incorporam nitrogénio por meio de reacdes diversas (KLEIN-JUNIOR;
HENRIQUES, 2017). De acordo com estes autores, o uso terapéutico dos alcaloides é
milenar, sendo tradicionalmente utilizados para o tratamento de diversas patologias, além de
utilizacbes em rituais religiosos, feiticaria e assassinatos, por conta dos efeitos psicotroficos e
pela toxicidade apresentados por alguns desses metabdlitos. Assim como a variedade
estrutural, o potencial farmacoldgico desses compostos é extenso. Apesar de alguns alcaloides
poderem apresentar propriedades hepatotdxicas, neurotoxicas e carcinogénicas (FALCAO et
al., 2008), outros podem manifestar alguns efeitos medicinais relevantes como: analgésicos
(por exemplo morfina, extraida da papoula); antitumorais (por exemplo, vimblastina e
vincristina, extraidos de Catharanthus roseus) (KLEIN-JUNIOR; HENRIQUES, 2017); anti-
inflamatorios (BARBOSA-FILHO et al., 2006); antibacterianos e antivirais (CUSHNIE;
CUSHNIE; LAMB, 2014), antidepressivos (HAMID; RAMLI; YUSOFF, 2017);
antimalaricos (ONGUENE et al., 2013).

Terpenos constituem-se como um grande grupo de produtos naturais derivados do
isopreno (5C) (DEWICK, 2009). O isopreno é produzido naturalmente no citoplasma ou nos
plastideos, mas a formacdo de terpenos depende da ligacdo de radicais fosfatos a este
composto, formando duas unidades isoprenoativas: o difosfato de isopentenila (IPP) e o
difosfato de dimetilalila (DMAPP) (DEWICK, 2009; HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,
2017). Os terpenoides, através da condensacdo de unidades isoprenicas, em ligacdes do tipo
cabeca cauda, e podem ser classificados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), esteresterpenos (C25), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40), sendo 0s mono e sesqui 0s principais componentes de 6leos essenciais
(DEWICK, 2009; HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017). N&o diferente dos outros
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grupos de metabdlitos, estudos apontam uma série de atividades potencialmente terapéuticas
para representantes deste grupo. Entre as propriedades bioldgicas atribuidas aos terpendides
estdo: atividades antimicrobianas, antifungicas, antivirais, anti-hiperglicémicas, anti-
inflamatorias, acdo quimiopreventiva e quimioterapica (PADUCH et al., 2007), algumas
atividades sobre o SNC (antinociceptiva, ansiolitica, sedativa, anti-convulsivante, entre
outras) (PASSOS et al., 2009); antiparasitaria, com ac¢éo antiesquistossomatica (SILVA et al.,

2014) e antileshmaniose in vitro (ARRUDA et al., 2005), por exemplo; entre outras.

2.2.1. Oleos essenciais: composi¢do quimica e potenciais terapéuticos e comerciais

Oleos essenciais (OE) sdo liquidos hidrofébicos de alta volatilidade, por isso, s&o
também chamados de dleos volateis (PANDEY et al., 2017). Esses 6leos sdo constituidos por
uma mistura complexa de compostos aromaticos, geralmente com odor forte, sdo sollveis em
lipidios e solventes organicos, possuem uma densidade geralmente menor que a da dgua e sao
produzidos naturalmente como metabdlitos secundarios por plantas, geralmente localizadas
em paises temperados a quentes, como paises mediterraneos e tropicais (BAKKALI et al.,
2008; PANDEY et al., 2017; VALDIVIESO-UGARTE et al., 2019). OE podem ser obtidos a
partir de diferentes Orgdos das plantas aromaticas como folhas, brotos, flores, caules,
sementes, raizes, frutos, cascas e madeira por exemplo, sendo armazenados em células
secretoras, células epidérmicas, cavidades, canais ou em tricomas glandulares (BAKKALI et
al., 2008; TARIQ et al., 2019).

Os Oleos volateis podem ser constituidos por varios compostos com diferentes
concentragfes (BAKKALI et al., 2008; TARIQ et al., 2019). A maioria dos componentes
presentes nesses 6leos possuem estrutura classificada como terpenoide? ou fenilpropanoide
(HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017), sendo, 0s primeiros, 0s mais representativos,
principalmente os monoterpenos (10C) e os sesquiterpenos (15C) (BAKKALI et al., 2008;
VALDIVIESO-UGARTE et al., 2019). Dentre os componentes dos 6leos volateis, geralmente
entre 2 e 3 sdo majoritarios, os quais representam 20-70% da sua composi¢do, além de outros
componentes aromaticos e alifaticos em baixas concentragfes (BAKALLI et al., 2008;
TARIQ et al., 2019). E importante destacar, no entanto, que apesar de via de regra os OE
apresentarem constituintes majoritarios, a composi¢cdo destes e a quantidade de compostos

presentes € varidvel, tendo em vista a variabilidade genética intraespecifica e a influéncia que

2 Nome dado ao terpeno que contém oxigénio (BAKKALI et al, 2008).
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fatores bioticos e abidticos podem ter sobre a expressdo génica, como evidenciado
anteriormente.

O OE de trés quimiotipos de Lippia alba, espécie do mesmo género do objeto deste
trabalho, provenientes do Rio de Janeiro, Ceard e S8o Paulo, por exemplo, apresentaram
diferencas na quantidade total de compostos, bem como no constituinte majoritario, mesmo
sendo cultivados lado a lado em um mesmo canteiro (TAVARES et al., 2005). Neste trabalho
de Taveres e colaboradores (2005) foram identificados 29 componentes no quimiotipo
proveniente do Rio de Janeiro, sendo o citral (geranial + neral) seu componente majoritario;
26 componentes no 6leo extraido do quimiotipo vindo do Ceard, o qual tinha a carvona como
constituinte majoritario; e 42 constituintes no terceiro, que teve uma maior concentracdo de
linalol em comparacao aos demais compostos. Uma ligeira diminui¢do nas concentra¢des dos
constituintes majoritarios durante a época de floragdo nos trés quimiotipos analisados foi
também observada, sem alteracdo da composicdo qualitativa dos o6leos essenciais,
evidenciando a influéncia do estagio de desenvolvimento da planta no seu metabolismo
secundario.

Os compostos presentes nos 6leos essenciais sdo 0s responsaveis pelas atividades
desempenhadas por eles (VALDIVIESO-UGARTE et al., 2019). Para as plantas, os 0leos
volateis, assim como outros metabdlitos secundarios, apresentam papel ecoldgico diverso,
podendo tanto favorecer a polinizacdo e/ou a dispersdo de sementes, atraves da atracdo de
agentes, como podendo atuar na defesa das plantas agindo de modo a repelir insetos
indesejaveis ou protegendo as plantas contra bactérias, fungos, virus e até mesmo contra
herbivoros, por meio da reducéo da sua palatabilidade (BAKALLI et al., 2008). E importante
relembrar que o papel ecoldgico desempenhado pelos metabdlitos secundarios esta
diretamente relacionado com o potencial biotecnoldgico deles.

Oleos volateis sdo conhecidos por diversas propriedades que conferem a eles
significativo potencial comercial e terapéuticos, como, por exemplo, o de Pogostemon cablin
Benth, fonte de matérias-primas para industrias de fragrancias, cosméticos e perfumaria
(SWAMY:; SINNIAH, 2015; TARIQ et al.,, 2019). Outros podem apresentar efeitos
inseticidas (LIAO et al., 2016) e alelopaticos (ABD EL-GAWAD; EL-AMIER;
BONANOMI, 2018), que podem torna-los potenciais substitutos de inseticidas e herbicidas
sintéticos. Com relagdo aos potenciais medicinais dos OE, varias sdo as formas de utilizacdo e
os efeitos apresentados pelos 6leos nos cuidados com a saude humana. A aromaterapia

consiste na aplicacdo (sistémica ou tdpica) de OE para que seja atingida ou mantida a
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sensacdo de bem-estar fisico, mental e/ou espiritual de pacientes (CORAZZA et al., 2019). A
utilizacdo de Oleos volateis na aromaterapia, bem como nos sistemas tradicionais e
complementares de medicina, tem aumentado consideravelmente nos EUA, Europa, Africa e
paises asiaticos (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Apesar de ndo terem sido evidenciados os
mecanismos, massagens com aromaterapia, além de afetarem emoc@es, parecem apresentar
efeitos sob o relaxamento muscular e melhoria da circulagdo sanguinea (KAWABATA,
HATA; AOKI, 2020).

Uma propriedade medicinal de OE que se destaca é a antimicrobiana, tendo em vista
que alguns deles estédo conseguindo agir contra cepas bacterianas resistentes a medicamentos,
podendo atuar de maneira bacteriostatica ou bactericida (TARIQ et al., 2019). Alguns OE tém
se mostrado eficazes tanto contra bactérias gram-positivas quanto contra as gram-negativas,
inclusive contra bactérias dificeis de serem combatidas como a Helicobacter pylori, que
coloniza estdmagos humanos, e contra biofilmes microbianos (TARIQ et al., 2019). No artigo
de revisdo de Valdivieso-Ugarte e colaboradores (2019), 49 artigos publicados entre
dezembro de 2014 e abril de 2019 que tratavam do potencial antimicrobiano, dos quais, 43
descreveram resultados positivos de 6leos de diversas espécies sobre varias bactérias. Alguns
se destacaram pelos efeitos potentes de seus Oleos frente a bactérias, como: o orégano
cultivado (Origanum vulgare), a salvia (Salvia officinalis) e o tomilho (Thymus vulgaris)
(VALDIVIESO-UGARTE et al., 2019).

Oleos produzidos por plantas aromaticas tem se mostrado eficientes também contra
fungos (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). A eficiéncia de OE contra bactérias e fungos
patogénicos se estende também a agentes fitopatogénicos, que sdo capazes de causar enorme
perda de qualidade e quantidade durante o cultivo, transporte e armazenamento de cereais,
leguminosas e frutas, por exemplo, gerando grandes prejuizos econémicos (PANDEY et al.,
2017). Por esse motivo, tem crescido nos ultimos anos pesquisas sobre a utilizagdo de 6leos
volateis na preservacdo de alimentos e tem sido observado que o uso de OE, em formas puras
ou formuladas, tem aumentado significativamente a validade de alguns produtos alimenticios
(PANDEY et al., 2017). O OE de Lippia alba, por exemplo, apresentou efeito fungistatico e
fungicida, reduzindo também a producdo de aflatoxina, em estudo com sementes de Vigna
radiata (PANDEY; SONKER; SINGH; 2016). Este fungicida natural pode ser uma
alternativa aos fungicidas comerciais, trazendo grandes beneficios econémicos, uma vez que
Vigna radiata, em condi¢Oes inadequadas de transito e armazenamento, possui perda de

producdo estimada entre 30 — 40%.
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Virus e protozoarios também podem ser combatidos por alguns éleos aromaticos
provenientes de plantas (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). No artigo de revisdo de Tariq e
colaboradores (2019), sdo evidenciados alguns OE, obtidos de folhas ou partes aéreas de
plantas, que possuem relevantes atividades antivirais contra virus com genoma de RNA e
DNA que séo considerados patogénicos para seres humanos. A revisdo bibliografica de Raut e
Karuppayil (2014) também traz alguns OE com atividade antivirais, 0s quais podem
apresentar diferentes efeitos sobre estes parasitas, como: a inativacao de particulas, prevencéao
ou inibicdo da replicacdo, inativacdo viral, bem como efeito virucida. Com relagdo a acéo
antiprotozoarios, alguns Oleos apresentam resultados significativos contra causadores de
protozooses humanas (RAUT; KARUPPAYIL, 2014), como é o caso do OE de Origanum
onites que, em estudo in vitro, apresentou efeitos antileishmaniais e antiplasmodiais
moderados e mostrou-se significativamente ativo contra o Trypanosoma brucei rhodesiense,
protozoario causador da tripanossomiase humana africana (TASDEMIR et al., 2019).

O potencial terapéutico de OE, no entanto, vai muito além das a¢Bes contra patogenos.
O estresse oxidativo devido a superproducdo de espécies reativas de oxigénio é considerado
um mecanismo patogénico associado a diversos problemas de salde, como a doenca de
Parkinson e o cancer (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; WEI et al., 2020). Além disso, a
oxidacdo lipidica pode estar associada a deterioragdo de alimentos, reduzindo a seguranga e
qualidade nutricional através da formacdo de compostos toxicos com odores e sabores
desagradaveis (DEL RE; JORGE, 2012). Agentes antioxidantes, como alguns OE e/ou
substancias isoladas de o6leos, entretanto, sdo capazes de manter o equilibrio celular,
eliminando radicais livres (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; MIGUEL, 2010) e/ou suprimir a
deterioracdo de alimentos (VALDIVIESO-UGARTE et al., 2019). Esta propriedade, ent&o,
confere a alguns 6leos volateis potencial medicinal e comercial, ja que além de poderem agir
na prevencdo de doencas (RAUT; KARUPPAYIL, 2014), alguns OE, como é o caso dos
6leos florais de Fagopyrum esculentum, F. tataticum e F. cymosum, por apresentarem notavel
atividade antioxidante, tem possibilidade de serem usados futuramente na agricultura ou
industria de alimentos, como alternativa aos sintéticos (ZHAO et al., 2018).

A acdo de OE ou de substancias isoladas a partir destes, relacionadas ao cancer, vai
além da quimioprevencéo obtida através da atividade antioxidante. Outras formas de atividade
de certos 6leos ou de substancias isoladas a partir deles os tornam capazes também de agir na
reducdo de certos tumores, como 0s pulmonares, mamarios, hepaticos, de célon, entre outros
(RAUT; KARUPPAYIL, 2014); e na inducdo de apoptose (SAJID et al., 2018). A atividade
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anticancer de OE pode ser exemplificada pelo OE de Pinus roxburghii que, no estudo in vitro
de Sajid e colaboradores (2018), demonstrou inducdo de citotoxidade em algumas células de
cancer, causando morte de células, inibicdo de proliferacdo e induzindo apoptose, em baixas
concentragoes.

O OE de Pinus roxburghii também foi capaz de inibir a inflamacédo induzida in vitro,
no estudo supracitado. A acdo anti-inflamatoria de 0leos essenciais € outra atividade muito
relevante para a area medicinal e conhecida hd um tempo consideravel. Em 1989, Ocete e
colaboradores ja relatavam tal efeito para o OE de Bupleurum gibraltaricum, a partir de testes
realizados em animais. O interesse no estudo deste efeito em dleos volateis permanece, e 0s
resultados tem sido relevantes tanto in vitro (ALVES-SILVA et al., 2020) quanto in vivo
(SALDANHA et al., 2019). A atividade anti-inflamatéria de OE ja era esperava por conta da
atividade antioxidante que eles apresentam, ja que a explosdo oxidativa que ocorre em
diversas células (mondcitos, neutrofilos, eosindfilos e macréfagos) € uma das respostas que o
corpo pode dar ao se deparar com um processo inflamatério (MIGUEL, 2010). Contudo, a
atividade anti-inflamatoria de alguns éleos volateis ndo esta associada apenas com a atividade
antioxidante, eles podem, dentre outras acGes, atuar na expressdo de genes pro-inflamatorios e
interagir com cascatas de sinalizacdo que envolvem citocinas e com fatores reguladores de
transcricdo (MIGUEL, 2010).

A atuacdo de alguns 6leos na area farmacoldgica pode também estar associada a
diminuicdo da nocicepgdo, que esta presente em diversos taxons animais e pode ser entendida
como 0 mecanismo que 0S permite reconhecer, atraves de neurdnios especializados
(nociceptores), estimulos (térmicos, mecanicos, quimicos) potencialmente perigosos aos
tecidos, que podem desencadear comportamentos de protecdo e serem percebidos pelo
cérebro como dolorosos (TRACEY JR., 2017). A Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (IASP) estd buscando propor uma nova defini¢do para dor, e segundo esta nova proposta,
dor pode ser entendida como uma experiéncia sensorial e emocional causada, geralmente, por
lesdo tecidual real ou potencial ou por causas semelhantes a estas (IASP, 2020). Quando a
IASP define dor, ela traz uma separacdo entre este termo e o termo nocicep¢do, uma vez que,
ao contrario da nocicepcdo, a dor envolve também experiéncias emocionais, sendo, portanto,
mais aplicavel a humanos do que a animais (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Saldanha e colaboradores (2019) relatam, além da atividade anti-inflamatdria citada
acima, relevante efeito antinociceptivo para o OE de Duguetia furfuracea em camundongos.

Diversos estudos recentes tém apontado esse efeito para outros 6leos essenciais (DONALD;
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FERNANDES; BOYLAN, 2016; DE OLIVEIRA JR et al., 2017, COELHO-DE-SOUZA et
al., 2018), inclusive através da inalacdo (SCUTERI et al., 2018). Mesmo levando em
consideracdo que, de acordo com Tracey Jr. (2017), a dor pode ocorrer na auséncia de
nocicepcao e vice-versa, atividades antinociceptivas de 6leos essenciais podem trazer grandes
indicativos de possiveis efeitos analgésicos em humanos. Como a dor é uma sensagdo
extremamente desagradavel, medicamentos que a aliviem sdo sempre muito requisitados.
Analgésicos extremamente poderosos ja foram isolados a partir de espécies vegetais, como é
0 caso da morfina; e o isolamento desta culminou em um direcionamento a descoberta de
novos farmacos a partir de plantas, como vimos na sessdo 2.1 (BERNARDINI et al., 2018).
Além de todas as atividades citadas, os 6leos volateis podem apresentar outros efeitos
extremamente relevantes para a medicina, como: antimutagénicos, antidiabéticos,
imunomoduladores, por exemplo (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; VALDIVIESO-UGARTE
et al., 2019). Oleos essenciais, todavia, podem também promover efeitos citotoxicos em
células, o que pode provocar efeitos colaterais indesejaveis (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).
Muitos estudos estdo sendo feitos com o intuito de explorar as aplicacdes comerciais e 0
amplo espectro de atividades biologicas apresentadas pelos 6leos essenciais e, como vimos, 0s
resultados tem se mostrado muito promissores, contudo, a utilizacdo segura de OE na saude
humana ainda depende de avaliagcbes para desvendar e isolar os constituintes ativos (ou
avaliar se eles possuem efeito sinérgico), confirmar efeitos positivos, avaliar possiveis efeitos
adversos e determinar doses seguras de uso.
2.3. Género Lippia (Verbenaceae): um enfoque na composicdo quimica e no
potencial antinociceptivo e anti-inflamatério
Verbenaceae é uma familia de angiospermas que engloba plantas geralmente aromaticas
que podem se apresentar desde a forma de ervas até arvoretas, podendo algumas delas se
apresentarem como trepadeiras também (SALIMENA; FRANCA; SILVA, 2009).
Verbenaceae era uma familia de grandes proporgdes, todavia estudos filogenéticos
reorganizaram-na, colocando muitas espécies de Verbenaceae em outras familias, em especial
a Lamiaceae (MARX et al., 2010). Apesar da reorganizacdo e da perda de muitas espécies,
atualmente, Verbenaceae continua relativamente grande e conta com 34 géneros e 1200
espécies no mundo, muito presente em regides temperadas quentes e tropicais das Américas
no Norte e Sul (FRANCA; ATKINS, 2009; MARX et al., 2010). No Brasil, essa familia pode
ser encontrada em todo o territério nacional, nos mais diversos tipos de vegetacdo, dividida
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em 16 géneros e possuindo 286 espécies, das quais 187 sdo endémicas (SALIMENA et al.,
2015).

A importancia de Verbenaceae € diversificada, inclui espécies usadas em
ornamentagdes, como especiarias, como fonte de madeira, espécies consideradas daninhas
(MARX et al., 2010), além daquelas utilizadas tradicionalmente nos cuidados com a salde
(SANTOS et al., 2016). Entre os géneros de Verbenaceae de grande importancia, encontra-se
0 género Lippia, com cerca de 200 espécies (PASCUAL et al., 2001), das quais 82 estdo
presentes no Brasil e 61 sdo endémicas (SALIMENA; MULGURA, 2015). Espécies do
género Lippia séo tradicionalmente utilizadas para diversos fins, entre 0s quais se encontram
0 uso como tempero culinério, inclusive substituindo o orégano em varios pratos; como
cosmético; como larvicida ou repelente; e, principalmente, no tratamento de enfermidades ou
sintomas, principalmente distarbios gastrointestinais, doencas respiratérias, no tratamento da
dor, inflamacdo e febre, sendo também usados como antiespasmadicos, anti-hipertensivos;
antissépticos, por exemplo; utilizando-se, na maioria das vezes, o cha das folhas (PASCUAL
etal., 2001; AGRA et al., 2008; SANTOS et al., 2016; SIQUEIRA-LIMA et al., 2019).

Algumas espécies do género Lippia ja& comecaram a receber reconhecimento do
Ministério da Saude por suas propriedades terapéuticas, demonstrando tambem a
possibilidade de gerar produtos biotecnolégicos a partir destas. Fitoterapicos a base de Lippia
alba e Lippia sidoides, por exemplo, ja sdo produzidos e distribuidos a populacdo no interior
do Piaui através do Programa Farmécia Viva (PEREIRA et al., 2015). Antissépticos bucais
produzidos a partir de folhas de Lippia sidoides também sdo distribuidos a populacdo de
Maracanau (CE), através do mesmo programa, para o tratamento de aftas, halitose e
inflamagdes na boca e garganta (SILVA et al., 2006). Além disso, & importante relembrar que
Lippia sidoides ja consta na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(Renisus), divulgada pelo Ministério da Saude em 2009 (BRASIL, 2009).

O uso tradicional de espécies do género tem despertado, nas Ultimas décadas, o interesse
de muitos pesquisadores da area de plantas medicinais, que tem buscado investigar as
propriedades desse género de plantas aromaticas e/ou os metabolitos secundarios que
poderiam ser responsaveis por elas. Entre as partes da planta, as folhas correspondem as
partes mais investigadas, possivelmente pela forte utilizacdo popular. A composi¢do quimica
do género é varidvel e depende de diversos fatores bidticos e abidticos, como citados na
sessdo 2.2. Os Oleos essenciais de Lippia, investigados na maioria dos trabalhos do

levantamento dessa pesquisa, sdo geralmente ricos em monoterpenos e sesquiterpenos, entre
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0s quais o carvacrol, timol e o p-cimeno, por exemplo, foram encontrados com bastante
frequéncia, corroborando com as revisdes feitas por Pascual e colaboradores (2001) e
Siqueira-Lima e colaboradores (2019).

De acordo com Siqueira-Lima et al. (2019), terpenos e terpenoides sdo 0s principais
constituintes de dleos essenciais de muitas plantas e flores medicinais, sendo entidades com
baixo peso molecular e geralmente com baixa solubilidade em &gua que possibilitam penetrar
a corrente sanguinea e produzir diversos efeitos. As propriedades apontadas para este género
sdo diversificadas, envolvem tanto aquelas para uso na satide humana, quando algumas para
uso veterinario, além daquelas que podem servir para a agricultura e para industria
alimenticia. Propriedades antimicrobianas, antifingicas, anti-hiperlipidémicas, virucidas,
antioxidantes, ansioliticas, antinociceptivas, anti-inflamatorias, anestésicas, antiparasitarias ja
foram apontadas. Algumas dessas pesquisas e um resumo dos seus resultados podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade e/ou composi¢do quimica atribuidas a espécies de Lippia (continua)

_ Atividade Parte Produto Principais Referéncia
Espécie estudada testado compostos
Antinociceptiva e  Folhas de dois OE Citral (I); Viana etal.,
Lippia alba anti-inflamatdria quimiotipos Carvona (I1) 1998
Antimicrobiana Folhas OE NA Machado;
contra Pereira; Batista,
Staphylococcus 2014
aureus, Listeria
monocytogenes,
Listeria innocua,
Escherichia coli,
Pseudomonas
aeruginosa,
Salmonella
choleraesuis
Virucida in vitro NI OE Carvona e limoneno Ocazionez et
contra o DENV- al., 2010
1,2,3e4.
Ansiolitica Folhas de trés OE citral, B-mirceno e Vale etal.,
quimiotipos limoneno (I); 1999
citral e limoneno
(1);
carvona e limoneno
();
Acaricida contra Folhas OE, Carvona, limoneno Peixoto etal.,
Rhipicephalus quimiotipos e citral 2015
microplus citrais,
quimiotipos
de carvona,
citral
purificado e
enantidmeros
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de carvona e
limoneno

Anestésico e
redutor de
estresse

Folhas OE

Linalol, B-mirceno e
eucaliptol

Sena etal.,
2016

Anticonvulsivan-
te para 0s
quimiotipos 1, Il
e Vi

Folhas de sete EE
quimiotipos

Linalol (I); geranial
e
acetato de
mirtenil (111 e VI)

Neto etal.,
2009

Amebicida contra
trofozoitos de
Acanthamoeba

polyphaga

Folhas OE e carvona

isolada

Carvona e limoneno

Santos etal.,
2016

Antioxidante;
antimicrobiana
contra
Staphylococcus
aureus,
Bartonella
cereus,
Pseudonomas
aeruginosa,
Klebsiella
pneumoniae,
Salmonella
typhimurium e
Shigella  sonnei;
e auséncia de
toxicidade pelo
bioensaio de
letalidade de
camarao em
salmoura

Folhas EM

Alcaldides,
esteroides, taninos e
saponinas e
flavondides

Fabri etal.,
2011

Lippia
berlandieri

Antifangica
contra
Aspergillus niger
e Penicillium
digitatum

NI Vapor de OE

NA

Avila-Sosa et
al., 2010

Lippia
citriodora

Virucida in vitro
contra 0 DENV-
1,2,3e4.

NI OE

Geranial e neral

Ocazionez et
al., 2010

Lippia dulcis

Anti-inflamatéria

Partes aéreas EE

NA

Pérez etal.,
2005

Lippia grandis

Antimicrobiana
contra
Staphylococcus
aureus,
Enterococcus
faecalis,
Escherichia coli
entre outras.

Folhas OE

Carvacrol, p-
quimeno e timol

Sarrazin etal.,
2012

Lippia gracilis

Antinociceptiva,
anti-inflamatéria
e moderada
atividade
antioxidante

Folhas OE

Timol, p-quimeno,
metil-timol e
carvacrol (sob

estresse hidrico);

timol, p-cimeno,
metil-timol, y-

terpineno (sem

estresse hidrico)

Mendes etal.,
2010
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Amebicida contra
trofozoitos de
Acanthamoeba

polyphaga

Folhas

OE e
carvacrol
isolado

Carvacrol, p-
quimeno e Y-
terpineno

Santos et al.,
2016

Antinociceptiva,
anti-inflamatoria
e auséncia de
toxicidade para as
doses testadas

Folhas

OE

Carvacrol, o-cimeno
, Y-terpineno e B-

cariofileno

Guilhon etal.,
2011

Anti-inflamatorio
e cicatrizante

Folhas

Timol
isolado de
OE

NA

Riella etal.,
2012

Antimicrobiana
contra
Escherichia coli,
Pseudomonas
aeruginosa e
Staphylococcus
aureus, entre
outras.

Folhas

OE

Timol e carvacrol

Bitu etal., 2012

Acaricida contra
Rhipicephalus
(Boophilus)
microplus

Folhas de quatro
genotipos

OE

Timol (1)
Carvacrol (11, Il e
V)

Cruz etal., 2013

Lippia grata

Anti-
hiperalgésica e
antioxidante

Folhas

OE
complexado
com f3-
ciclodextrina

Canfora, trans-
cariofileno e
biciclogermacreno

Siqueira-Lima
etal., 2017

Lippia
graveolens

Antiprotozoéria
contra Entamoeba
histolytica

Folhas

EM, fracOes
e carvacrol
isolado

NA

Quintanilla-
Licea etal.,
2014

Antimicrobiana
moderada,
espasmolitica e
auséncia de
toxicidade

Folhas

OE

Carvacrol e
eucaliptol

Rivero-Cruz et
al.,, 2011

Lippia
hermannioides

Antioxidante,
antimicrobiana
contra Bartonella
cereus e
Pseudonomas
aeruginosa e
auséncia de
toxicidade pelo
bioensaio de
letalidade de
camardo em
salmoura

Folhas

EM

Alcaloides,
triterpendides,
taninos, saponinas e
flavonoides

Fabri etal.,
2011

Lippia
javanica

Antiflingica
contra fungos
fitopatogénicos

Partes aéreas

EAq, ED,
EH e EM

NA

Thembo etal.,
2010

Lippia
lasiocalycina

Fungicida contra
Candida albicans

Folhas

OE

Oxido de
piperitenona e
limoneno

De Almeida et
al., 2018

Lippia
multiflora

Analgésica e
antipirética

Folhas

OE

p-quimeno, timol e
acetato de timil

Abena etal.,
2003
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Lippia
nodiflora

Anti-
hiperlipidémica

Planta inteira

y-sitosterol
isolado de
EM

NA

Balamurugan;
Duraipandiyan;
Ignacimuthu,
2011

Lippia
pedunculosa

Amebicida contra
trofozoitos de
Acanthamoeba

polyphaga

Folhas

OEe
rotundifolona
isolada

Rotundifolona e
limoneno

Santos etal.,
2016

Lippia pseudo-
thea

Antioxidante,
antimicrobiana
contra Bartonella
cereus,
Pseudonomas
aeruginosa e
Candida
albicans, bem
como auséncia de
toxicidade pelo
bioensaio de
letalidade de
camarao em
salmoura

Folhas

EM

Alcaloides,
triterpendides,
taninos, saponinas e
flavonoides

Fabri etal.,
2011

Lippia
rehmannii

Antiflingica
contra fungos
fitopatogénicos

Partes aéreas de
dezesseis
amostras

OE

Linalol (207),
geranial e neral
(demais amostras)

Linde etal.,
2010

Lippia rubella

Antioxidante,
antimicrobiana
contra
Staphylococcus
aureus,
Bartonella
cereus,
Pseudonomas
aeruginosa,
Klebsiella
pneumoniae,
Salmonella
typhimurium e
Shigella sonnei

Folhas

EM

Alcaloides,
triterpendides,
taninos, saponinas e
flavonoides

Fabri etal.,
2011

Lippia
sidoides (= L.
origanoides)

Anti-inflamatéria
topica

Folhas

OE e timol

Timol, p-quimeno e
etil-metil-carvacrol

Veras etal.,
2013

Potencializadora
do efeito
antibiotico de
aminoglicosideos
e B-lactdmicos

Folhas

OE e timol
isolado

Timol

Veras etal.,
2017

Antimicrobiana
contra
Staphylococcus
aureus e
Pseudomonas
aeruginosa

Folhas

OE e timol
isolado

Timol

Veras etal.,
2012

Amebicida contra
trofozoitos de
Acanthamoeba

polyphaga

Folhas

OEe
carvacrol
isolado

Carvacrol, p-
quimeno e y-
terpineno

Santos etal.,
2016

Antifangica
contra Candida
sp.

Folhas

EE

Compostos
fendlicos e
esterdides

Farias etal.,
2012
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Antinociceptivo Partes aéreas EHE NA Oliveira etal.,
2014
Leishmanicida in  Folhas de dois OE, timol e Timol () e Scher etal,,
vitro acessos carvacrol carvacrol (1) 2012
isolados

Antioxidante, Folhas Carvacrol, p- Mar etal., 2018

acaricida, quimeno e timol

larvicida e

inseticida

Antioxidante, Folhas EM Alcaloides, Fabri etal.,

antimicrobiana triterpendides, 2011

contra taninos e

Staphylococcus flavonoides

aureus,

Bartonella

cereus,

Pseudonomas

aeruginosa,

Klebsiella

pneumoniae,

Shigella sonnei,

Candida albicans

e Cryptococcus

neoformans, bem

como auséncia de

toxicidade pelo

bioensaio de

letalidade de

camardo em

salmoura

Acaricida contra  Folhas de quatro OE Timol (1, 1l e 1); Soares etal.,

Rhipicephalus genotipos carvacrol (1V) 2016

(Boophilus)

microplus

Antioxidantes, Folhas e caule EM, ED, EH EM e EAE com Silva etal.,
Lippia antimicrobiana, e EAE maiores teores de 2015
thymoides antipirética, sem compostos fenolicos

toxicidade totais

Acaricida contra Partes aéreas Carvacrol, timol e Lage etal,
Lippia Rhipicephalus OE p-quimeno 2013
triplinervis microplus

Antioxidante e NI OE a - limoneno, 1,8 -
Lippia anti-lipase cineol, 6xido de Quiroga etal.,
turbinata cariofileno, B - 2013

pineno e sabineno

Legenda: OE (6leo essencial); EAE (extrato acetato de etila), EAq (extrato aquoso), ED (extrato diclorometano),
EE (extrato etandlico); EH (extrato hexanico), EHE (Extrato hidrometandlico), EM (extrato metanolico); NI (ndo
informado); NA (ndo analisado).

Dentre as diversas propriedades farmacoldgicas do género, merecem destaque as

atividades antinociceptivas e anti-inflamatorias. A dor pode ser entendida como uma alerta de

alguma alteracdo biolGgica e, muitas vezes, pode gerar estresse fisico e emocional a quem
sente (RUVIARO; FILIPPIN, 2012). A dor, dentre outras causas, pode ser um dos sinais

clinicos de um processo inflamatério, que também é uma alerta do sistema imunoldgico e

pode envolver outros sintomas como o calor, o rubor e o edema, por exemplo. O alivio da
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sensacdo dolorosa, associada ou nédo a inflamacgéo, e a cessagdo dos sintomas do processo
inflamatorio sempre foram grandes preocupac6es dos seres humanos, desde os primordios da
humanidade. A dor, inclusive, continua sendo um sintoma bastante referido por pacientes da
atencdo primarias a satde (RUVIARO; FILIPPIN, 2012).

Na medicina convencional, geralmente os tratamentos de dores e inflamagbes séo
feitos com medicamentos sintéticos, que podem apresentar inimeros efeitos adversos. Na
medicina tradicional, no entanto, as plantas continuam sendo grandes aliadas. Como vimos na
Tabela 1, a potencialidade do género Lippia com relagdo aos efeitos analgésicos e anti-
inflamatdrios ja vem sendo revelado. Viana e colaboradores, em 1998, ja relatavam o
potencial antinociceptivo e anti-inflamatério do 6leo essencial de dois quimiotipos de Lippia
alba, espécie popularmente conhecida como “cidreira” (VIANA et al., 1998) e uma das mais
estudadas deste género. O 6leo essencial das folhas de Lippia gracilis, por exemplo, foi capaz
de reduzir significativamente os efeitos fisioldgicos da dor e da inflamagdo em camundongos
(MENDES et al.,2010; GUILHON et al., 2011), validando o uso tradicional desta espécie.

Efeitos analgésicos e antipiréticos significativos do OE de Lippia multiflora ja foram
verificados em ratos (ABENA et al., 2003). Potencialidades anti-inflamatérias de Lippia
dulcis (PEREZ et al., 2005) e Lippia sidoides (VERAS et al., 2013) também ja foram
reveladas, esta Ultima, inclusive, de forma topica. Embora o género possua um enorme
potencial, pesquisas com o objetivo de investigar essas atividades ainda sdo escassas. Na
revisao de literatura feita por Siqueira-Lima e colaboradores (2019), cujo objetivo era levantar
estudos pré-clinicos em modelos animais que investigassem espécies de Lippia com acao no
Sistema Nervoso Central (SNC), foram identificadas apenas nove espécies estudadas.
Confrontando este nimero com a quantidade de espécies de Lippia registradas, o contraste é
bem perceptivel. O fato de o Brasil ser um grande centro de diversidade e contar com mais de
180 espécies endémicas, traz uma responsabilidade ainda maior aos pesquisadores brasileiros
e reforca a necessidade de compreender melhor o género, suas propriedades farmacoldgicas,
seus componentes quimicos, sua toxicidade, de modo a fornecer subsidios para uma utilizagdo
popular segura e para producdo de novos fitoterapicos a base de Lippia.

2.3.1. Lippia hermannioides

Lippia hermannioides Cham. é um arbusto aromatico terricola, endémico do Brasil,
distribuido nas regiGes Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, nos biomas Caatinga e Cerrado, que
tem como sinénimo heterotipico Lippia microcephala Cham (SALIMENA et al., 2015). Esta
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espécie, até o presente momento foi pouco estudada®, entretanto, a composicéo quimica e
potencial terapéutico de suas folhas ja comecaram a ser revelados. Fabri e colaboradores
(2011) relataram, ap6s uma triagem fotoquimica, presenca de alcaloides, triterpendides,
taninos, saponinas e flavonoides no extrato metandlico das folhas de L. hermannioides. Neste
estudo, foi possivel constatar também que o extrato apresentou atividade antimicrobiana
contra Pseudonomas aeruginosa e, ainda mais forte, contra Bartonella cereus, além de
significativa atividade antioxidante através dos métodos de eliminac¢do do radical livre 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e do poder redutor. E importante relembrar que uma atividade
antioxidante pronunciada pode ser indicativa de atividade anti-inflamatéria (MIGUEL, 2010).
Considerando que o processo inflamatério envolve uma série de sintomas, incluindo a dor, e
que o tratamento geralmente é feito com medicamentos sintéticos que podem apresentar
efeitos colaterais adversos, L. hermannioides, assim como outras espécies do género, pode
representar uma importante solucdo para o tratamento dos efeitos fisiol6gicos da dor e da
inflamacg&o. No entanto, sdo necessarios estudos para elucidar tais atividades, possiveis efeitos

adversos e 0s componentes quimicos que podem estar envolvidos.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta e preparacdo do material vegetal

O acesso de Lippia hermannioides Cham foi coletado na estrada de Mucugé-Ibicoara,
no municipio de Mucugé (BA) (Latitude 13° 0’ 46” S; longitude 41° 29’ 5” W), a 1120m de
altitude, em abril de 2018. Apos coleta, foi seguido todo o tratamento convencional de
herborizacdo, o material boténico foi identificado pela Dra. Tania Regina Santos Silva,
especialista na familia Verbenaceae, e a exsicata (Figura 2) foi depositada no Herbario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS), sob voucher n® 243182. Tendo
realizada a identificacdo da espécie, por se tratar de uma espécie endémica do Brasil, 0 acesso
foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob n® ASEE138, nos termos da Lei n® 13.123/2015.

3 Levantamento realizado em maio de 2020 através do Portal de Periédicos da Capes, utilizando o termo
indexador “Lippia hermannioides” encontrou apenas trés pesquisas citando a espécie e nenhuma delas tratava
sobre investigacdo das suas propriedades medicinais. Ao utilizar o termo “Lippia microcephala”, nenhuma
pesquisa foi localizada.
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HUEFS
243182

Figura 2. Exsicata de Lippia hermannioides Cham (HUEFS, 2018).
3.2. Obtencao do 6leo essencial

As folhas coletadas de Lippia hermannioides Cham. foram secas a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, sendo posteriormente pesadas. As folhas (727 g) foram divididas
em trés partes (duas partes de 245g e a outra de 237Q) e trituradas, sendo posteriormente
submetidas a hidrodestilacdo por 3 horas, utilizando o aparelho de Clevenger. Apos a
extracao, o 6leo recebeu a adicdo de sulfato de sodio anidro (Na,SQO,), para remocao de agua
residual, sendo posteriormente transferido para recipiente de vidro ambar e armazenado a -
22°C. O teor do 6leo essencial de Lippia hemannioides (OELH) foi determinado pela relacéo

entre o volume do 6leo e a biomassa vegetal seca.
3.3. Analise de composicdo quimica

A analise da composicdo quimica do OELH, objetivando identificar os constituintes, o

numero e a concentracdo destes, foi feita através de cromatografia a gas com deteccdo por
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ionizacdo de chama (CG/DIC) e por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CGIEM).

As analises por CG/DIC foram realizadas com um Cromatografo Shimadzu® CG-
2010 equipado com detector de ionizacao de chama (DIC) e as analises foram realizadas com
uma coluna capilar DB -5 (30 m x 0,25 mm X 0,25 um), as temperaturas do injetor e do
detector foram de 220°C e 240°C, respectivamente. Foi utilizado gas hélio (vazdo 1 mL/min)
como gas de arraste e a temperatura do forno foi programada de 60°C a 240°C (3°C/min),
mantendo 240°C por 20 minutos. Na CG/EM foi utilizado um Cromatografo Shimadzu® CG-
2010 acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, com coluna capilar
BPX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), temperatura do injetor de 220°C, temperatura da
interface e da fonte de ionizacdo de 240°C. O gas hélio na vazdo de 1 mL/min foi usado para
arraste, a energia de ionizacao foi 70 eV, corrente de ionizacdo de 0,7 kV e, assim como na
CG/DIC, a temperatura do forno foi de 60°C a 240°C (3°C/min), mantendo a 240°C por 20
minutos.

As analises dos 6leos foram precedidas de dilui¢do, na qual 20 mg de cada amostra do
OELH foi diluida em 1 mL de diclorometano, sendo injetado 1 uL desta solugdo com razio de
split de 1:100. Conforme metodologia utilizada por Silva et al. (2018), foi realizada por
comparagdo com o banco de dados (NIST 21 e NIST107) do CG/EM para identificagdo dos
constituintes, dados da literatura (ADAMS, 2007) e através do calculo do Indice de Kovat’s
(calculado pela co-injecdo da amostra com uma série homologa de n-alcanos C8-C24).

Os resultados foram expressos em porcentagem relativa de cada composto, obtida pelo

método da normalizacdo da area (%) com base nas &reas dos picos cromatograficos.

3.4. Testes farmacoldgicos gerais
3.4.1. Animais de experimentacéo

As atividades experimentais foram realizadas utilizando camundongos Mus musculus
Linnaeus, 1758, adultos, pesando entre 25 e 35 gramas, obtidos da colénia do Biotério Central
da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). Em todos os testes, foram utilizados
camundongos machos, exceto o teste de toxicidade aguda, que foram utilizadas fémeas
nuliparas e ndo gravidas, por serem mais sensiveis (OECD, 2002).

Sobre as condicBes de criacdo e alojamento dos animais no biotério, os mesmos foram
mantidos em sistema convencional para biotério (Open Caging System), tendo o

macroambiente mantido sob condigdes controladas: a temperatura foi mantidade 22 +2° C, a
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umidade relativa (UR) do ar foi mantida em 50 + 10% e a iluminag&o era mantida com ciclos
de 12h claro/12h escuro, tendo o ciclo claro iniciado as 6h (FONTES; DOS SANTOS, 2013).
Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, contendo cama de serragem e grade
em acgo inoxidavel com comedouro e encaixe para bebedouro e tiveram, até o momento da
saida para sala de experimentacao, livre acesso a agua e racao.

Quando da realizagdo dos experimentos, no laboratério de experimentacdo, as
bancadas e aparelhos foram higienizadas com etanol a 70% antes da chegada dos animais
experimentais, os animais foram transferidos com pelo menos 1 (uma) hora de antecedéncia
para aclimatacdo, de forma a reduzir o estresse decorrente da mudanca de ambiente. O
laboratorio de experimentagdo foi climatizado utilizando temperatura similar a usada na sala
de alojamento e foram evitados ruidos e odores, para evitar qualquer tipo de interferéncia nos
resultados.

Os animais foram usados uma Unica vez e depois foram eutanasiados pelo método de
camara de gas sob responsabilidade do médico veterinario do Biotério Central da UEFS. Nos
termos do Art. 10, Il da Lei n° 11.794/2008, a pesquisa foi submetida e aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Feira de Santana (CEUA
- UEFS) sob protocolo n° 10/2019.

3.4.2. Toxicidade aguda

O teste foi baseado no guia 420 da Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD, 2002), com ligeiras adaptacdes e teve o objetivo de avaliar a toxicidade
aguda do OELH, ou seja, verificar se, imediatamente ou alguns dias ap0s a sua administracao,
ele foi capaz de causar algum efeito adverso em animais (JAMES; ROBERTS; WILLIAMS,
2000).

Camundongos fémeas (n=5) foram deixados em jejum 4h antes do teste e foram
aleatoriamente divididos em trés grupos, com base nos tratamentos recebidos. Apos jejum, 0s
mesmos foram pesados e tratados, via intraperitoneal (i.p)*, com o OELH nas doses 300 e
2000 mg/kg (em solucéo salina + Tween 80 5% v/v) ou veiculo (solugédo salina + Tween 80
5% v/v, 0,1 mL/10g).

Ao receberem os respectivos tratamentos, 0s camundongos permaneceram em jejum

por 2h e foram observados nas primeiras 24h (principalmente nos primeiros 30, 60, 120, 180 e

4 Esta pesquisa optou por tratar os animais durante todos os experimentos pela via intraperitoneal, inclusive no
teste de toxicidade, tendo em vista a maior rapidez no inicio dos efeitos e a maior biodisponibilide desta forma
de administragdo em comparagdo a administracao oral.
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240 minutos), para monitoramento de sinais comportamentais gerais, como altera¢des na pele
e pelos, olhos e mucosas, alteracGes nos sistemas respiratorio e nervoso (central e autbnomo),
conforme protocolo utilizado para triagem farmacoldgica comportamental (ALMEIDA et al.,
1999). Os animais seguiram em observacdo por 14 dias seguidos, nos quais foram feitas as
pesagens também nos 1°,7° e 14° dias, sendo eutanasiados ap06s o término.

3.4.3. Teste da barra giratoria (rota-rod)

Proposto por Dunham e Miya (1957), o teste do rota-rod € uma importante ferramenta
no diagndstico de agentes farmacologicos com efeitos relaxantes sobre musculos esqueléticos,
convulsivantes ou depressores do Sistema Nervoso Central (SNC). A realizacdo deste teste
teve 0 objetivo de investigar se 0 OELH tem alguma influéncia sobre a atividade motora em
animais e seguiu a metodologia utilizada por Bonjardin et al.. (2011), com adaptacdes. Para
tanto, os animais foram colocados numa barra giratéria ndo escorregadia (aparelho de rota-
rod — modelo EFF — 411 - INSIGHT- Brasil), a uma velocidade constante, para avaliagdo da
sua capacidade de movimentacdo e equilibrio na mesma (Figura 3) (MATTEI; FRANCA,
2006).

A fim de evitar uma interpretacdo err6bnea dos resultados, por uma possivel
incapacidade natural dos animais em manter-se na barra, 24 horas antes da realizagéo do teste,
sem administracdo dos tratamentos, foi feita uma selecdo dos animais, na qual foram
considerados aptos aqueles que permanecerem na barra giratdria (a velocidade de 7 r.p.m.),
em até trés tentativas, por 180 segundos.

Os animais considerados aptos foram, no dia seguinte, randomicamente divididos em
grupos (n=8): controle (solucdo salina + Tween 80 5% v/v, 0,1 mL/10g), padréo (Diazepam a
1,5 mg/kg) e experimentais (OELH nas doses 75 ou 300 mg/kg em solucéo salina + Tween 80
5% v/v) e apo6s 30, 60, 90, 120 minutos da administracdo intraperitoneal dos tratamentos, foi

registrado o tempo de permanéncia de cada animal na barra giratéria em até 180 segundos.
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Figura 3. Teste do rota-rod

3.5. Testes farmacologicos especificos para avaliagdo da atividade antinociceptiva

e/ou anti-inflamatoéria

Os testes de avaliacdo das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do OELH
seguiram o mesmo padrdo descrito até entdo. Os camundongos (n=8 por grupo) foram
randomicamente distribuidos em controle (solucdo salina + Tween 80 5% v/v, 0,1 mL/10g),
padréo (indometacina 10 mg/kg ou morfina 10 mg/kg, no caso do teste da placa quente) e
experimentais (OELH nas doses de 75 ou 300 mg/kg em solugéo salina + Tween 80 5% v/v)
e, ap6s 30 minutos da administracdo via intraperitoneal dos tratamentos, receberam os
indutores quimicos de nocicepcédo, dando inicio as observac@es e registros dos parametros de
cada metodologia.

3.5.1. Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

O teste do acido acético € um modelo de busca por drogas analgésicas e se baseia no
fato de que a administracdo de acido acético na cavidade peritoneal de modelos animais
induzem contor¢cBes abdominais, um comportamento nociceptivo caracteristico e
quantificdvel que consiste na contragdo do musculo abdominal ou rotagdo do tronco, que pode
ser seguida pelo alongamento dos membros posteriores ou rotacdo do tronco (COLLIER et
al., 1968; PAVAO-DE-SOUZA et al., 2012).
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Neste teste, adaptado da metodologia descrita por De Oliveira Janior et al. (2017),
cada camundongo recebeu a administracdo de uma solucdo de &cido acético 0,85% (0,1
mL/10g, i.p.). Apos 05 (cinco) minutos da injecdo do indutor, os animais foram observados
por 15 (quinze) minutos, periodo em que foi registrado o nimero de contor¢des abdominais

exibidas por cada individuo.

3.5.2. Teste da Formalina

O teste foi baseado na metodologia descrita por Hunskaar e Hole (1987), com
adaptacdes e consiste em um modelo valido e confiavel de nocicepgdo que é sensivel a anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) e outras classes de drogas analgésicas leves. O teste
consiste na administracdo de formalina na pata, provocando uma resposta espontanea
indicativa de dor, na qual o animal passa a lamber a pata ou a perna injetada. O teste é
bifasico, provavelmente refletindo diferentes tipos de dor, tendo uma fase inicial (Fase 1),
possivelmente resultante da estimulacdo direta dos nociceptores, a qual € inibida por
analgésicos de agdo central; e, apds um periodo de interfase, decorrente de uma ativacéo de
mecanismos inibitérios de nocicepgdo, inicia-se a fase tardia (Fase 2), que consiste uma
resposta inflamatoria mediada parcialmente por prostaglandinas, que é inibida por AINEs,
esterdides e medicamentes de acao central (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Para realizacdo deste teste, 0s animais receberam uma injecdo de 20 pL de formalina
2,5% na regido intraplantar da pata posterior direita e foram individualmente colocados numa
caixa de observacao triangular (25 x 25 x 25 cm), onde o tempo de lambida da pata ou perna
injetada (em segundos) foi registrado por 5 minutos (Fase 1), e ap6s um intervalo de 10

minutos, esse mesmo parametro foi registrado durante 15 minutos (Fase 2).
3.5.3. Teste da Placa Quente

O teste da placa quente, descrito por Woolfe e Macdonald (1943), tem como objetivo
analisar a capacidade de determinadas drogas com acdo central de inibir respostas reflexas de
camundongos colocados em contato com uma placa mantida a temperaturas constantes entre
55 e 70° C (Figura 4) (ANKIER, 1974). Os sinais de desconforto apresentados pelos animais
submetidos ao estimulo térmico e o tempo de permanéncia na placa podem variar de acordo
com a temperatura utilizada, sendo que o primeiro comportamento € o de sentar sobre as patas
traseiras e lamber ou soprar as patas dianteiras e, que é seguido, em poucos segundos, por

movimentos nas patas posteriores, nos quais os animais chutam, dancam sobre a placa ou
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tentam pular para fora dela; estes dltimos, utilizados como critério de desconforto agudo
(WOOLFE; MACDONAL, 1943).

O teste foi realizado conforme metodologia descrita por Santos et al. (1999), com
modificacbes. A fim de evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados por uma
inadaptacdo dos animais a placa ou por uma possivel resisténcia dos mesmos ao estimulo
térmico, 24 horas antes da realizagdo dos testes, sem administracdo de substancias, os animais
foram submetidos a uma triagem, usando o tempo de corte de 15 segundos. O aparelho da
placa quente foi mantido a uma temperatura de 50 = 1°C e o tempo de reacdo (levantar,
lamber as patas traseiras, chutar ou pular) foi avaliado, sendo considerados aptos aqueles que

manifestaram reacdo antes do periodo de corte.

No dia seguinte, apos 30, 60 e 120 minutos da administracdo dos tratamentos, 0s
animais foram expostos ao estimulo térmico (50 + 1°C) e observados individualmente para o
registro do tempo (segundos) entre a colocacdo dos mesmos e a manifestacdo de
comportamento de desconforto agudo, sendo o tempo maximo de permanéncia na placa de
30s, para evitar danos teciduais aos individuos (PIETROVSKI et al., 2006).

'WHn‘Em

Figura 4. Placa quente (INSIGHT — BRASIL)

3.6. Tratamento estatistico dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software GRAPH PAD
PRISM, versdo 8.0, para Windows. Os dados expressos por média * erro padrdo da média

foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey ou
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Dunnett. Os resultados foram considerados significativos quando apresentaram um valor de
p<0,05. O percentual de inibicdo de nocicepc¢do/inflamacdo promovido pelos tratamentos foi
calculado da seguinte forma:

% inibigdo = [(controle - experimental)/controle] x 100

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial das folhas L. hermannioides teve rendimento médio de 1,23 + 0,21%
(VIm) e foi possivel identificar vinte e nove compostos, que juntos representam
aproximadamente 93,18% da composi¢do total do 6leo. Os constituintes do OELH foram
apresentados subdivididos nos seguintes grupos: monoterpenos hidrocarbonetos (29,17%),
monoterpenos oxigenados (14,55%), sesquiterpenos hidrocarbonetos (46,74%) e
sesquiterpenos oxigenados (2,71%) (Tabela 2). Os constituintes encontrados nele se mostram
muito similares aos encontrados em outros 6leos essenciais de plantas do mesmo género,
como os de Lippia chevalieri (MEVY et al., 2007), Lippia alba (TELES et al., 2012), Lippia
aff. microphylla, L. aristata, L. martiana e L. salviifolia (SILVA et al., 2010), Lippia sericea e
Lippia brasiliensis (MONTANARI et al., 2011) e, em especial, o de Lippia javanica
(NGASSAPA et al., 2003), no qual foram observados, dentre outros compostos, 23 (vinte e
trés) dos 29 (vinte e nove) compostos identificados neste estudo.

Dentre os constituintes verificados no OELH, os mais abundantes foram os
sesquiterpenos germacreno D (18,39%) e biciclogermacreno (11,72%), seguidos pelo
monoterpeno 1,8—cineol (11,24%), depois pelo monoterpenos sabineno (10,38%), pelo
sesquiterpeno E-cariofileno (8,33%) e pelos monoterpenos B-pineno (7,37%) e a-pineno
(6,18%). A presenca preeminente de germacreno-D foi também observada no 6leo das partes
aéreas de Lippia lupulina (ZOGHBI et al.,, 2002) e no 6leo das folhas de Lippia aff.
microphylla (SILVA et al., 2010).

Germacreno-D também ja foi identificado entre os constituintes majoritarios de Lippia
alba (LORENZO et al., 2001; TELES et al., 2012; MARQUES et al., 2018), Lippia javanica
(NGASSAPA et al., 2003; KAMANULA et al., 2017), Lippia chevalieri (MEVY et al., 2007)
e Lippia brasiliensis (MONTANARI et al., 2011). Os demais componentes majoritarios do
OELH (biciclogermacreno, 1,8—cineol, sabineno, E-cariofileno, B-pineno ¢ a-pineno) ja foram
igualmente identificados entre os constituintes predominantes de 6leos essenciais de Lippia.

Biciclogermacreno foi observado em L. lupulina (ZOGHBI et al., 2002), L. aff.
microphylla, L. aristata (SILVA et al., 2010) e L. sericca (MONTANARI et al., 2011);
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1,8—cineol em L. lupulina (ZOGHBI et al., 2002), L. adoensis (KASALI et al., 2004), L. alba
(BARROS et al., 2009), L. citriodora (OLIVERO-VERBEL; GUETTE-FERNANDEZ;
STASHENKO, 2009) e L. turbinata (QUIROGA et al., 2013); sabineno em L. multiflora
(OWOLABI et al., 2009); E-cariofileno em L. alba (LORENZO et al., 2001), L. sericea e L.
brasiliensis (MONTANARI et al., 2011); p-pineno em L. graveolens (HERNANDEZ et al.,
2009) e L. turbinata (QUIROGA et al., 2013); e a-pineno em L. aff. microphylla, L. aristata e
L. martiana (SILVA et al., 2010).

A similaridade encontrada entre estes 6leos corrobora com a afirmagdo de Wink
(2003) de que grupos filogeneticamente relacionados frequentemente possuem metabdlitos
secundarios semelhantes. No entanto, como pdde ser observado, considerando a variabilidade
interespecifica, e que a expressdo génica € influenciada por fatores ecoldgicos, a presenca de
determinados compostos e a majoracao das substancias se expressa de forma diferente entre
0s 6leos. O oleo essencial das folhas de Lippia aff. microphylla avaliado por Silva et al.
(2010), por exemplo, corroborando com os resultados obtidos neste estudo, também
apresentou uma quantidade considerdvel dos sesquiterpenos germacreno-D e
biciclogermacreno, no entanto, o germacreno-D s foi o constituinte majoritario do 6leo das
folhas coletadas no periodo chuvoso, seguido pelo a-pineno, também presente em quantidade
consideravel no OELH.
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Tabela 2: Andlise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais obtidos das folhas de Lippia

hermannioides

Constituintes 1K it 1K carc MédiaxDP
Monoterpenos hidrocarbonetos 29,17+0,32
a-tujeno 930 929 1,23+0,14
a-pineno 939 937 6,18+0,60
sabineno 975 976 10,38+1,01
B-pineno 979 980 7,37+0,80
B-mirceno 990 990 0,79+0,09
a-terpineno 1017 1018 0,45+0,09
p-cimeno 1024 1026 0,38+0,06
limoneno 1029 1031 1,19+0,12
y-terpineno 1059 1061 0,79+0,15
terpinoleno 1088 1093 0,41+0,18
Monoterpenos oxigenados 14,55+0,44
1,8—cineol 1031 1034 11,24+1,57
hidrato de cis-sabineno 1070 1075 0,24+0,05
linalol 1098 1098 0,67+0,05
terpinen-4-ol 1177 1178 1,7740,43
a-terpineol 1188 1191 0,63+0,08
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 46,74+0,44
5-elemeno 1338 1341 0,34+0,06
a-copaeno 1376 1382 0,67+0,14
B-bourboneno 1388 1394 1,57+0,20
B-cubebeno 1388 1395 0,49+0,09
B-elemeno 1390 1395 0,61+0,08
E-cariofileno 1419 1423 8,33+0,91
a-humuleno 1454 1457 3,15+0,19
allo-aromadendreno 1460 1470 0,90+0,06
y-muroleno 1479 1484 0,56+0,04
germacreno D 1485 1491 18,39+2,09
biciclogermacreno 1500 1505 11,72+1,00
Sesquiterpenos oxigenados 2,71+0,08
espatulenol 1578 1580 1,98+0,13
oxido de cariofileno 1583 1586 0,52+0,04
viridiflorol 1592 1595 0,22+0,07
Total de compostos identificados 93,18+0,36

Legenda: IK;;. (indice de Kovats descrito na literatura); 1K, (indice de Kovats determinado na coluna); DP

(desvio padréo).
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Tendo em vista que foram encontrados no OELH compostos similares aos encontrados
em outras espécies de Lippia que apresentaram efeitos significativos contra a nocicepcdo e
inflamacdo, foram iniciados os testes para avaliacdo de possiveis efeitos adversos e para
avaliacdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria deste 6leo.

No ensaio toxicoldgico realizado com o OELH nas doses 300 e 2000 mg/kg, durante
todo o periodo de observacdo ndo foram verificadas alteracbes comportamentais relevantes
que evidenciassem uma possivel toxicidade para o tratamento, bem como nao houve alteracdo
significativa na massa corporal dos animais ap6s os 7° e 14° dias da administracdo (p > 0,05)
(Figura 5). Além disso, ndo foi observada letalidade em nenhuma das doses testadas, ndo

sendo possivel determinar a LDsg
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Figura 5. Efeito do OELH (300 e 2000 mg/kg) sobre a massa corporal de camundongos no teste da toxicidade
aguda. Resultados expressos como média + e.p.m. p>0,05 ndo constatando diferencas significativas na alteracdo
de peso. (ANOVA two-way).

Os resultados obtidos a partir dos parametros avaliados sugerem auséncia de

toxicidade para o OELH até a dose testada e corroboram com os dados apresentados por Fabri
et al. (2011) para o extrato metandlico de Lippia hermannioides, que demonstrou auséncia de
toxicidade através do bioensaio de letalidade de camardo em salmora, bem como se
mostraram similares aos obtidos em outros estudos em que deixou demonstrada a auséncia de
toxicidade aguda na administracao de 6leos volateis de outras espécies de Lippia em roedores,
como € o caso do OE de L. gracilis na dose Unica de 500 mg/kg (GUILHON et al., 2011), do
OE de L. graveolens nas doses 10, 100, 1000, 1600, 2900 e 5000 mg/kg (RIVERO-CRUZ et
al., 2011) e do OE de L. origanoides nas doses 30, 60 e 120 mg/kg (ANDRADE et al., 2014).
Tais resultados sdo animadores, tendo em vista que muitos medicamentos utilizados
para tratamento de dor e/ou inflamacdo podem causar diversos efeitos colaterais indesejados
(CORUZZI; MENOZZI; DOBRILLA, 2004), entretanto, é valido salientar que as respostas
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obtidas até entdo sdo insuficientes para garantir o uso seguro e continuo deste 6leo para fins
terapéuticos, ja que, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) recomenda, para
desenvolvimento de novos medicamentos, varios ensaios toxicoldgicos de diferentes niveis de
complexidade, incluindo estudos de toxicidade de dose Unica, estudos de toxicidade de doses
repetidas, estudos de toxicidade reprodutiva, estudos de genotoxicidade, estudos de tolerancia
local, estudos de carcinogenicidade, estudos de interesse para a avaliagdo da seguranca
farmacologica e estudos de toxicocinética (ANVISA, 2013).

Dando continuidade a investigacdo dos efeitos do OELH, a fim de verificar alguma
influéncia do OELH sobre a atividade motora em animais (SHIOTSUKI et al., 2010), foi
realizado o teste do rota-rod. Neste teste, quando utilizada uma velocidade constante (como é
0 caso desta pesquisa), alteracdes na coordenacdo motora séo diagnosticadas a partir de um
menor tempo de laténcia (BROOKS; DUNNET, 2009). Nesta pesquisa, 0s animais tratados
com o OELH nas duas doses testadas (75 e 300 mg/kg) ndo apresentaram alteracGes
significativas no desempenho motor (Figura 6).

Os resultados alcangados corroboram com os obtidos no teste anterior e reforcam o
indicativo de auséncia de toxicidade do OELH em camundongos, dado que, estudos anteriores
sugerem que uma alteracdo na atividade motora diagnosticada no teste do rota-rod pode ser
indicativa de toxicidade (DUNHAM; MIYA, 1957; LOPES et al., 2014). Ademais, uma
diminuicdo de laténcia neste teste pode revelar uma agdo depressora sobre o SNC
(BONJARDIN et al., 2011), por isso que, como esperado, o grupo tratado com diazepam, em
todos os periodos analisados (30, 60, 90 e 120 min), permaneceu por menos tempo na barra

giratdria, em comparagdo ao grupo controle.
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Figura 6. Efeito do OELH (75 ou 300 mg/kg) no teste do rota-rod. Resultados expressos como média +
e.p.m.**** pn < 0,0001. (ANOVA two-way seguido do teste de Tukey).
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A auséncia de alteragdes significativas no desempenho motor de camundongos ja foi
observada em extrato de folhas de Lippia gracilis (GUIMARAES et al., 2012) e em um
complexo de B-ciclodextrina contendo OE de folhas de Lippia grata (SIQUEIRA-LIMA et
al., 2013), no entanto, os resultados obtidos contrastam com os observados em Lippia alba,
espécie com indicativo de atividade ansiolitica (VALE et al., 1999).

Diante destes resultados, foram iniciados os testes farmacoldgicos especificos para
avaliacdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria. O primeiro teste realizado foi o
teste das contor¢fes abdominais induzidas por &cido acético, no qual, os dados obtidos
demonstraram que o OELH, nas doses 75 e 300 mg/kg, reduziu significativamente o nimero
de contorc¢des abdominais em comparagdo ao grupo controle (Veiculo — NaCl 0,9%) (Figura
7). Enquanto que animais do grupo controle tiveram em média 39,13 = 3,35 contor¢fes
abdominais, camundongos tratados com o OELH nas doses 75 e 300 mg/kg tiveram,
respectivamente, 24,75 + 3,51 e 17,38 + 3,55. O percentual de inibicdo apresentado pelo éleo
foi de 36,75% (75 mg/kg) e 55,58% (300 mg/kg). A indometacina, como previsto, reduziu
significativamente o parametro analisado, manifestando uma inibicdo de 90,74% (3,625 +
2,17).
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Figura 7. Efeito do OELH (75 ou 300 mg/kg) no teste das contor¢fes abdominais induzidas por acido acético
em camundongos. Resultados expressos como média + e.p.m.**** p < 0,0001. (ANOVA one-way seguido do
teste de Dunnet).

O teste de contorgdes abdominais induzidas pela administracdo intraperitoneal de
acido acético € um modelo de nocicep¢do amplamente utilizado para rastrear e determinar o
mecanismo de acdo de novos farmacos (PAVAO-DE-SOUZA et al., 2012). A aplicacdo
intraperitoneal de acido acético causa dor por acdo direta ou indireta na producdo de alguns
mediadores nos terminais livres dos neurénios polimodais sensoriais (IKEDA et al., 2001) e

provoca liberacdo de quantidades consideraveis de substancias algogénicas, como
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prostaglandinas (DERAEDT et al., 1980) e um conjunto de citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-8)
gue agem sinergicamente na inducdo da resposta contorcida liberadas por macréfagos
peritoneais residentes e mastocitos (RIBEIRO et al., 2000; PAVAO-DE-SOUZA et al., 2012).

Entretanto, a resposta contorcida pode ser reduzida por algumas drogas, entre as quais
estdo os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) (DERAEDT et al., 1980), os quais podem
apresentar uma gama de efeitos adversos principalmente envolvendo o trato gastrointestinal
(CORUZZI; MENOZZI; DOBRILLA, 2004), o que fortalece a importancia da busca por
novas drogas com danos colaterais diminuidos. Nesta busca, produtos naturais obtidos a partir
de espécies de Lippia também ja se demonstraram capazes de reduzir a resposta apos
administracdo de &cido acético, em conformidade com os dados obtidos nesta pesquisa, como
¢ o caso dos OE’s de L. alba (Viana et al., 1998), L. multiflora (ABENA et al., 2003), Lippia
gracilis (MENDES et al., 2010; GUILHON et al., 2011), do extrato metandlico desta mesma
espécie (GUIMARAES et al., 2012), e do extrato etanélico de L. origanoides (OLIVEIRA et
al., 2014).

Embora o teste do acido acético seja uma importante ferramenta para descoberta de
novas drogas, uma de suas desvantagens € a dificuldade de se distinguir o efeito
antinociceptivo do efeito anti-inflamatorio (COLLIER et al., 1968). Sendo assim, com o
intuito de avaliar melhor a atividade do OELH, foi realizado o teste da formalina. Este teste se
configura como um modelo bifasico de nocicep¢do, possuindo uma fase inicial, resultante da
estimulacdo quimica direta dos nociceptores (SHIBATA et al., 1989), por meio de uma acéo
direta e especifica no Receptor Potencial Transiente Ankiryn 1 (TRPA1), um canal catidnico
muito importante para desencadear a dor inflamatéria por acionar um disparo de uma
subpopulacéo de fibras C, conduzindo a sensibilizagcdo do SNC (MCNAMARA et al., 2007)
seguida pela liberacdo de substancia P e bradicinina (DOS SANTOS et al., 2014); uma
interfase decorrente de uma ativacdo de mecanismos inibitorios de nocicep¢do e uma fase
tardia decorrente de uma resposta inflamatéria (HUNSKAAR; HOLE, 1987) mediada por
histamina serotonina, prostaglandina e bradicinina (SHIBATA et al., 1989).

A administracdo de formalina na pata do animal induz a resposta de lamber a pata
injetada (HUNSKAAR; HOLE, 1987) e, neste teste, em todas as doses testadas, 0s
camundongos tratados com o OELH tiveram um tempo de lambida da pata significativamente
menor aos apresentados pelos animais do grupo controle em ambas as fases. Na fase inicial
(Figura 8), a média do pardmetro analisado para os animais tratados com o 6éleo nas doses 75
e 300 mg/kg foi, respectivamente, de 24,67 + 1,71 e 17,17 + 2,15 segundos, comparados ao
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grupo controle (42,83 + 3,22). Nesta fase, 0 6leo de L. hermannioides reduziu o tempo de
lambida da pata em aproximadamente 42,40%, para a dose de 75 mg/kg e 59,91%, para a
dose de 300 mg/kg. A indometacina, apesar de ser uma droga de acdo periférica e,
consequentemente, ter um resultado mais pronunciado na segunda fase, também reduziu

significativamente o parametro analisado em comparagao ao grupo controle.
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Figura 8 - Efeito do OELH (75 ou 300 mg/kg) na fase inicial do teste da formalina em camundongos.
Resultados expressos como média * e.p.m.**** p < 0,0001. (ANOVA one-way seguido do teste de Dunnet).

Na fase tardia (Figura 9), o 6leo essencial testado também reduziu o tempo de lambida
da pata nos animais de forma dose dependente, apresentando valores médios de 105,7 + 10,31
e 75 = 16 segundos (75 e 300 mg/kg, respectivamente), quando comparados ao grupo controle
(166,5 + 7,02 s). O percentual de reducéo do tempo de lambida da pata apresentado pelo 6leo
nesta fase foi de aproximadamente 36,52% (75 mg/kg) e 54,95% (300 mg/kg).
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Figura 9 - Efeito do OELH (75 ou 300 mg/kg) na fase tardia do teste da formalina em camundongos. Resultados

expressos como média £ e.p.m.**** p < 0,0001. (ANOVA one-way seguido do teste de Dunnet).
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A capacidade do OELH de reduzir o pardmetro avaliado na fase inicial deste teste, que
corresponde a nocicepcdo aguda (SHIELDS et al., 2010), sugere uma atividade
antinociceptiva para 0 mesmo e a agdo pronunciada do mesmo na segunda fase do teste,
somada a capacidade de diminuir o nimero de contor¢fes abdominais induzidas pelo acido
acetico, sao indicativas de um efeito anti-inflamatério (GUILHON et al., 2011), que pode
estar relacionado a uma reducdo ou supressdo na biossintese de substancias pro-inflamatorias.

A atividade anti-inflamatéria sugerida para o 6leo avaliado a partir dos modelos
experimentais realizados esta em consonancia com o efeito antioxidante verificado por Fabri
et al. (2011) para o extrato metandlico das folhas de L. hermannioides, uma vez que, de
acordo com Miguel (2010), uma atividade antioxidante pronunciada pode ser indicativo de
uma atividade anti-inflamatdria, ja que a explosao oxidativa que ocorre em diversas células
(mondcitos, neutrofilos, eosinofilos e macréfagos) é uma das respostas que o corpo pode dar
ao se deparar com um processo inflamatorio.

Em contraste com os resultados aqui apresentados, os OEs de L. gracilis (GUILHON
et al.,, 2011) e L. alba (VIANA et al., 1998) s6 foram capazes de reduzir significativamente o
tempo de lambida da pata apenas na segunda fase do teste da formalina. Essa diferenca pode
estar relacionada com a composicdo dos 6leos essenciais e a proporcao desses constituintes
que, por sua vez, podem apresentar efeitos farmacoldgicos e mecanismos de acédo diferentes.
No estudo de Viana et al. (1998), foram utilizados dois quimiotipos de éleo de L. alba, um
rico em citral e outro rico em carvona; no trabalho de Guilhon et al. (2011), o constituinte
majoritario do 6leo de L. gracilis foi o carvacrol (44,43%), enquanto que no Oleo aqui
estudado, os principais foram o germacreno D (18,39%), o biciclogermacreno (11,72%) e o
oxigenado 1,8—cineol (11,24%), sabineno (10,38%), E-cariofileno (8,33%), B-pineno (7,37%)
¢ a-pineno (6,18%).

Os dados alcancados pelo OELH nos testes do acido acético e da formalina reforcam
seu potencial antinociceptivo e anti-inflamatério, bem como sugerem que sua acdo pode ser
mediada por mecanismos periféricos e centrais. A indicacdo de uma possivel atividade central
se da pela resposta inibitéria nas duas fases, caracteristica de drogas de acdo central
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; GUILHON et al., 2011). A fim de melhor avaliar a acdo deste
6leo sobre o SNC, foi realizado o teste da placa quente, pois nele, assim como outros testes de
estimulagdo térmica, a aplicacdo do estimulo ativa fibras sensoriais de alto limiar presentes na
pele, as quais ativam neurdnios do corno dorsal da lamina espinhal superficial que seguem

ativando neurdnios da medula, mesencéfalo e talamo (ALLEN; YAKSH, 2004).
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A aplicagdo do estimulo térmico neste teste provoca alguns sinais de desconforto nos
animais: primeiramente, eles sentam nas patas traseiras e lambem as patas dianteiras; depois
demonstram desconforto agudo ao lamber, bater os pés ou tentar pular da placa (WOOLFE;
MACDONALD, 1943; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). A laténcia da resposta a
este estimulo, no entanto, pode ser aumentada por drogas que podem atuar diminuindo a
atividade dos neurdnios espinhais ativados (ALLEN; YAKSH, 2004).

Neste trabalho, assim como a droga padrdo (morfina 10 mg/kg), o Gleo testado
apresentou efeito antinociceptivo aumentando significativamente o tempo de laténcia em
camundongos apés 30, 60 e 120 minutos da sua administracdo (Figura 10). O OELH na dose
de 75 mg/kg aumentou o tempo de permanéncia dos camundongos na placa em 85,92%,
75,77% e 90,50% apds 30, 60 e 120 minutos da sua administracdo, respectivamente, enquanto
gue 0 aumento deste parametro para o 0leo na dose de 300 mg/kg foi de 150,70%, 138,63% e

117,95% nos respectivos tempos de observacao.
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Figura 10 - Efeito do OELH (75 ou 300 mg/kg) no teste da placa quente em camundongos. Resultados
expressos como média £ e.p.m.**** p < 0,0001. (ANOVA two-way seguido do teste de Dunnet).

Os resultados do OELH neste experimento fortalecem os dados anteriores e indicam
uma antinocicepgdo de acdo central, que reduz com o tempo quando comparado a morfina.
Segundo Allen e Yaksh (2004), ao testar um tratamento no teste da placa quente, se ele ndo
tiver efeito sobre a funcdo motora, como vimos que nao tem através do teste do rota-rod, e for
observado um aumento da laténcia, ele é considerado antinociceptivo. Estes resultados
diferenciam do manifestado pelo OE de L. gracilis, que manifestou uma resposta central
transitoria, pois os efeitos comecaram a declinar apés 60 minutos da administragdo do

tratamento (GUILHON et al., 2011), mas estdo em conformidade com os dados obtidos por
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Oliveira et al. (2014) para o extrato etandlico de L. origanoides, evidenciando as propriedades
antinociceptivas das plantas deste género.

Como falado anteriormente, apesar da similaridade de composicdo quimica entre
espécies do mesmo género, a manifestacdo dos efeitos dos tratamentos testados é determinada
pela composicdo quimica dos mesmos. Levando em consideragdo que 0s constituintes
majoritarios do OELH foram o germacreno-D, o biciclogermacreno, o 1,8-cineol, sabineno,
E-cariofileno, B-pineno e a-pineno, é interessante ressaltar que efeitos similares aos obtidos
nesta pesquisa ja foram observados para o OE de Senecio rufinervis, rico em germacreno-D
(40,19%), B-pineno (12,23%), B-cariofileno (6,21%) e B-longipineno (4,15%) (MISHRA et
al., 2010, grifo nosso) nos testes do acido acético e placa quente; para o0 OE de Croton

argyrophyllus, cujos componentes principais foram o biciclogermacreno (14,8%), E-

cariofileno (8%), espatulenol (7,9%), B-felandreno (6,5%), mirceno (5,9%), germacreno B
(4,9% ), p-elemeno (4,9%), a-pineno (4,6%) ¢ 6-elemeno (4,4%) (RAMOS et al., 2017, grifo
nosso) nos testes do acido acético, formalina e placa quente.

O 1,8-cineol e B-pineno isolados a partir do OE de Eucalyptus camaldulensis (LIAPI
et al., 2007) também aumentaram o periodo de laténcia no teste da placa quente. O B-
cariofileno (E-cariofileno), isolado a partir de Tagetes lucida (HERNANDEZ-LEON et al,
2020), em como 0 o-pineno, isolado a partir de Psidium guajava (SANTOS; RAO;
SILVEIRA, 1998) foram capazes de reduzir o parametro avaliado em ambas as fases da
formalina.

A semelhanca dos resultados entre espécies de géneros distintos pode indicar
responsabilidade deste(s) composto(s) sobre os efeitos observados nos testes realizados nesta
pesquisa. Entretanto, os resultados obtidos nesta pesquisa séo insuficientes para determinar se
os efeitos sdo determinados pela presenca de um determinado composto, se sdo de
responsabilidade de algum outro composto presente no 6leo ou resultado de efeito sinérgico
dos compostos, assim, estudos posteriores para elucidar o principio ativo capaz de exercer 0s
efeitos farmacol6gicos apontados sdo necessarios.

5. CONCLUSOES

O oleo essencial de Lippia hermannioides mostrou-se rico em monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo que os mais abundantes foram o germacreno D (18,39%), o
biciclogermacreno (11,72%), o 1,8—cineol (11,24%), o sabineno (10,38%), o E-cariofileno

(8,33%), PB-pineno (7,37%) e a-pineno (6,18%). As avaliagcbes farmacologicas gerais
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demonstraram que este 6leo ndo mostrou sinais de toxicidade por via intraperitoneal em
camundongos, segundo os parametros analisados no estudo, bem como ndo afetou a
coordenacdo motora dos animais.

Os testes de triagem especificos de avaliacdo farmacoldgica sugerem que o OELH
possui propriedades antinociceptivas e anti-inflamatdrias e ha indicativo de que sua ac¢do pode
ser mediada por mecanismos periféricos e centrais. Embora seja necesséria a realizacdo de
outros testes para se determinar os mecanismos de acdo envolvidos, 0s receptores e
mediadores associados, bem como 0s compostos quimicos responsaveis por tais efeitos, os
resultados obtidos aquiescem os dados da literatura para o género Lippia e reforcam o seu

potencial enquanto recurso fitogenético a ser utilizado para o tratamento da dor e inflamacéo.
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