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RESUMO

A espécie Lippia thymoides (Verbenaceae), conhecida popularmente como alecrim do mato
ou alecrim do campo, é utilizada na medicina tradicional para o tratamento de feridas,
bronquite, reumatismo e febre. Neste trabalho foi investigado o perfil fitoquimico e
farmacoldgico dessa espécie, correlacionando com o uso popular. Os 6leos essenciais obtidos
nas quatro estacdes climatoldgicas tiveram como constituinte majoritario o sesquiterpeno f3-
cariofileno. A espécie L. thymoides apresentou potente atividade antioxidante no ensaio de
sequestro do radical DPPH, provavelmente devido ao alto teor de constituintes fendlicos. Os
Oleos essenciais inibiram o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus, enquanto que as
fracBes diclorometano e acetato de etila dos extratos metandlicos das folhas e caules inibiram
0 crescimento de S. aureus, Micrococcus luteus e Bacillus cereus. Os extratos metandlicos
das folhas e caules de L. thymoides n&do estimularam a cicatrizagdo de feridas cutaneas em
ratos. O extrato metandlico das folhas significantemente reduziu a temperatura retal de ratos
submetidos ao ensaio de hipertermia induzida por hiperpirexia com injecdo de Saccharomyces
cerevisiae. O Oleo essencial dessa espécie apresentou atividade antinociceptiva em
camundongos, provavelmente pelo efeito anti-inflamatério do p-cariofileno, 1,8-cineol,
canfeno e borneol. A espécie L. thymoides apresentou atividade espasmolitica in vitro em
6rgdos isolados, com os Gleos essenciais relaxando Utero de rata e aorta de rato de maneira
independente do endotélio, enquanto que os extratos metandlicos e fragdes das folhas e caules
apresentaram atividade espasmolitica em traqueia de cobaia. Este Gltimo efeito pode estar
relacionado ao antagonismo competitivo com receptores muscarinicos, conforme foi
observado com a fracdo diclorometano do extrato metanolico das folhas. Os resultados
demonstram que L.thymoides ¢ uma fonte de substancias de interesse farmacéutico,
explicando parcialmente a utilizacdo popular dessa espécie no tratamento de feridas,
reumatismo, febre e bronquite.

Palavras-chave: Verbenaceae. Lippia thymoides. Oleo essencial. Febre. Atividade
antimicrobiana. Relaxamento de masculo liso.



ABSTRACT

The species Lippia thymoides (Verbenaceae), popularly known as “alecrim do mato” or
“alecrim do campo”, is used in the folk medicine to treat wounds, bronchitis, rheumatism and
fever. In this work was investigated the phytochemical and pharmacological profile oh this
species, correlating with its popular use. Essential oils obtained in the four seasons had as
majoritary constituent the sesquiterpene B-caryophyllene. The species L. thymoides presented
potent antioxidant activity in the DPPH assay, probably due to elevated content of phenolics.
Essential oils inhibited the growth of bacteria Staphylococcus aureus, while the
dichlorometane and ethyl acetate fractions from leaves and stems methanolic extracts
inhibited the growth of S.aureus, Micrococcus luteus and Bacillus cereus. Methanolic
extracts from leaves and stems not stimulated the cutaneous wound healing in rats.
Methanolic extract from leaves significantly reduced the rectal temperature in rats submitted
to hyperthermia induced by hyperpyrexia with injection of the Saccharomyces cerevisiae.
Essential oil these specie presented antinociceptive activity in mices, probably due to anti-
inflammatory effect of b-caryophyllene, 1,8-cineole, camphene and borneol. The specie
L. thymoides presented spasmolytic activity in vitro in isolated organs, with the essential oils
relaxing rat uterus and rat aorta of endothelium-independent manner and methanolic extracts
and fractions from leaves and stems relaxing guinea-pig trachea smooth muscles. This last
effect might be related to competitive antagonism with muscarinic receptors, as it was
observed with the dichloromethane fraction from methanolic extract of the leaves. These
results showed that L. thymoides is a source of substances of pharmaceutical interest,
explaining partially the folk use of this species to treat wounds, rheumatism, fever and
bronchitis.

Keywords: Verbenaceae. Lippia thymoides. Essential oil. Fever. Antimicrobial activity.
Smooth muscle relaxation.
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1 INTRODUCAO

A busca por novas substancias de interesse farmacoldgico envolve uma série de fatores,
que véo desde a necessidade populacional de medicamentos contra doengas negligenciadas ao
propdsito mercadoldgico e lucrativo das industrias farmacéuticas mundiais. Independente do
motivo que leva a descoberta de uma nova substancia, varias etapas devem ser cumpridas € o
elemento inicial, onde e como comecar a busca, desempenha papel fundamental no sucesso
final.

Historicamente, uma das principais fontes de novas moléculas, também denominadas
new chemical entities (NCE), constitui os produtos naturais originados, principalmente, de
plantas. Varios medicamentos comercializados em todo o mundo foram obtidos dessa fonte
como a digoxina, morfina, penicilina, taxol, &cido acetilsalicilico, dentre outros.

Muitas ferramentas foram desenvolvidas ao longo de centenas de anos de pesquisa em
produtos naturais visando a escolha adequada da fonte de possiveis NCE. Dentre elas, a
quimiossistemética e a etnofarmacologia destacam-se como possiveis instrumentos para
escolha bem sucedida de espécies candidatas a fornecedoras de NCE.

A quimiossistematica permite que se faca uma escolha racional da espécie, com base
em informacdes quimicas ja obtidas de uma familia, tribo ou género. Presume-se que uma
dada classe quimica esteja presente em espécies relacionadas taxonomicamente, aumentando,
assim, a probabilidade de encontrar substancias de interesse, facilitando a escolha da espécie.

A utilizagdo de plantas medicinais por populacdes em todas as faixas de renda em
diversas localidades, desde tribos indigenas até os grandes centros urbanos, merece atencdo
no contexto da incessante pesquisa de novos medicamentos. Atraves da etnofarmacologia
podem-se identificar espécies com uma indicacdo ja estabelecida, mesmo que baseada no
senso comum, como possivel fonte de NCE. Porém, apesar do uso popular corriqueiro
transmitido por vérias geracdes, a maioria dessas plantas ndo tem suas indicacdes
cientificamente comprovadas, podendo provocar, muitas vezes, prejuizos em vez de
beneficios aos usuarios.

Aliando essas ideias, a validacdo experimental de plantas empregadas na medicina

popular constitui importante tarefa da academia para com as comunidades que as utilizam,
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além de fornecer subsidios para a descoberta de NCE. Porém, as pesquisas envolvendo
produtos naturais no Brasil ttém sido focadas na busca de seus compostos ativos em relacéo a
uma gama de efeitos bioldgicos tradicionais, mostrando-se pouco produtivas quanto a
descoberta de candidatos a protdtipos de farmacos ou ferramentas bioldgicas por se
esbarrarem em vérios fatores limitantes. Ainda, apesar do crescente interesse em
medicamentos oriundos de plantas, existe uma grande lacuna entre atividades bioldgicas
descritas e uso popular (PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007).

Assim, este trabalho esta inserido nas linhas de pesquisa “Analise biologica de produtos
naturais, recombinantes e sintéticos” ¢ “Caracterizacdo, conservacdo e manejo sustentavel de
recursos bioldgicos com potencial biotecnol6gico” do Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia da Universidade Estadual de Feira de Santana, cujo escopo envolveu o estudo
fitoquimico e farmacologico de uma espécie vegetal nativa da regido do semiarido baiano,
utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas enfermidades.

A planta utilizada nesse estudo pertence a familia VVerbenaceae, género Lippia, o qual
retne cerca de 200 tdxons, entre ervas, arbustos e pequenas arvores, distribuidos nos tropicos
e subtropicos das Américas e Africa, sendo comuns nos cerrados e campos rupestres
brasileiros (SOUZA; LORENZI, 2005). Varias espécies de Lippia sdo usadas pela medicina
popular devido as suas propriedades terapéuticas, porém ha relatos de usos contraditérios.
Além disso, apesar de ja terem sido identificados iridoides, terpenoides, flavonoides e
alcaloides, os estudos das espécies de Lippia concentram-se em 6leos essenciais e ha poucos
relatos de atividade farmacolédgica (PASCUAL et al., 2001b).

Analisando os aspectos envolvidos na descoberta de novas substancias ativas a partir de
produtos naturais e considerando que o potencial farmacoldgico desses compostos sdo
pobremente explorados (RATES, 2001), destaca-se a relevancia deste trabalho na tentativa de
caracterizar fitoquimica e farmacologicamente a espécie L. thymoides Mart. & Schauer. Esta €
uma planta nativa e endémica da caatinga que apresenta escassez de estudos dessa natureza
registrados na literatura cientifica de plantas medicinais.

O objetivo desse trabalho foi investigar o perfil fitoquimico e farmacoldgico da espécie
L. thymoides Mart. & Schauer, coletada no semirido brasileiro, sendo que para alcanca-lo foi
necessario seguir as seguintes etapas:

e determinar o perfil quimico sazonal dos Oleos essenciais extraidos de L. thymoides
coletada em quatro épocas do ano;
e determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais, extratos

metanolicos e fracdes das folhas e caule da espécie L. thymoides frente a Escherichia
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coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella cholerasuis, Pseudomonas
aeruginosa, Micrococcus luteus e Candida albicans.

avaliar a atividade farmacol6gica dos extratos metanolicos brutos da espécie L.
thymoides nos modelos de cicatrizacdo de ferida cutdnea e febre induzida por
hiperpirexia em ratos;

investigar o potencial antinociceptivo do dleo essencial de L. thymoides nos modelos
de contor¢bes abdominais induzida por acido acético, placa quente e no teste da
formalina;

avaliar a atividade espasmolitica in vitro dos 0Oleos essenciais de L. thymoides em
masculos lisos de traqueia de cobaia, aorta de rato e Utero de rata.

investigar a atividade espasmolitica in vitro dos extratos metandlicos e fracbes das
folhas e caules de L. thymoides em musculo liso de traqueia de cobaia, com o
estabelecimento do possivel mecanismo de acdo da fracdo diclorometano do extrato

metandlico da folhas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS COMO FONTE DE MEDICAMENTOS

O conhecimento tradicional dos povos primitivos e indigenas acerca do potencial
quimico da natureza que os cercavam, pode ser considerado como fator primordial para a
descoberta de substancias toxicas e o desenvolvimento de medicamentos ao longo do tempo.
Muitas informacdes relacionadas a quimica e a atividade biologica dos produtos naturais
foram obtidas a partir dos grupos étnicos que os utilizavam, transformando-se no alicerce para
o desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

Bactérias, fungos, animais e organismos marinhos tem desempenhado importante papel
para a coletanea de substancias Uteis no tratamento de vérias doencas, mas as plantas vém
contribuindo substancialmente com uma fantastica variedade e complexidade de metabdlitos
essenciais de interesse bioldgico. Porém, o avanco das técnicas analiticas de separacdo e
elucidagdo estrutural ndo foi acompanhado no mesmo ritmo por testes farmacoldgicos para
esses compostos, criando uma biblioteca de novas substancias sem investigagdo dos seus
potenciais em influenciar sistemas biol6gicos (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Uma das explicacGes para esse fato estd registrada na histéria do crescimento da
industria farmacéutica. A partir de meados do século passado, houve uma expansdo no
programa de desenvolvimento de novos farmacos, mas o maior incentivo foi dado as
substancias obtidas por sintese. Ainda na década de 1990, com os avancos obtidos em
biologia molecular e biotecnologia, as técnicas de clonagem de receptores alavancaram a
qguimica medicinal e o conceito de especificidade na resposta bioldgica como fator primordial

para a obtencdo de moléculas seletivas e eficazes (RISHTON, 2008).

As grandes companhias farmacéuticas perceberam desvantagens em trabalhar com
produtos naturais, principalmente, devido a dificuldade na obtencdo e provisdo das
substancias, grande complexidade estrutural das moléculas, muitas vezes impossivel de obter
por sintese, e preocupadas com os direitos de propriedade intelectual. Soma-se a esses fatores
a esperanca na obtencdo de colegbes de compostos preparados por metodos de quimica
combinatéria (HARVEY, 2008).

17
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Por outro lado, a comunidade cientifica passou a dar maior importancia aos produtos
naturais, com a associacdo de testes biologicos ao fracionamento de extratos obtidos de
diversas fontes. Na base de dados Web of Science, do ISI Web of Knowledge

(www.isiknowledge.com), quando se utiliza as palavras-chave natural product ou natural

products, aparecem 2.069 relatos no periodo de 1945-1954 a 1990, dentre os quais mais de
50% dos estudos foram basicamente sobre fitoquimica ou sintese. Ao contrério, no periodo de
1991 ao dia 11 de abril de 2011, apareceram 64.258 relatos, a partir do mesmo critério de
busca, sendo que 31,68% estdo dentro da area de quimica e 23,02% compreendem estudos
envolvendo farmacologia, biologia molecular e quimica medicinal. Esta rapida avaliacdo
corrobora com o fato da utilizacdo de técnicas modernas na pesquisa em produtos naturais,
com a aplicacédo de estudos interdisciplinares na identificacdo de substancias de interesse, nao

ficando restritos apenas a estudos quimicos.

Com o mesmo raciocinio, Newman e Cragg (2007) desenvolveram uma metanélise
analisando os farmacos que foram lancados no mercado no periodo de 1981 a 2006 e
observaram que dentre as 1184 NCE apenas 30% foram obtidas exclusivamente por sintese,
sendo que 52% correspondiam a produtos naturais, ou foram desenvolvidas a partir de um
produto natural, ou um produto natural guiou a pesquisa de alguma forma. Em conclusdo, os
autores afirmam que a melhor maneira em desenvolver um novo farmaco é a partir da
pesquisa de produtos naturais utilizando uma abordagem multidisciplinar, aliando tecnologias

de sintese combinatdria e manipulacdo de vias biossintéticas.

2.1.1 Estratégias no desenvolvimento de medicamentos a partir de plantas medicinais

Dentre as abordagens utilizadas para a pesquisa e identificacdo de espécies vegetais de
interesse medico, a etnofarmacologia e etnobotanica tem demonstrado ser poderosas
ferramentas na busca por substancias naturais de acdo terapéutica. Através da selecdo de
espécies com base na indicacdo de grupos populacionais especificos em determinados
contextos de uso, a escolha de uma determinada planta pode indicar um possivel alvo
biolégico de atuacdo, aumentando a chance de se encontrar um possivel farmaco
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). A importancia desse método de pesquisa de

compostos oriundos de plantas é observada pelo fato de que a maioria dos metabolitos


http://www.isiknowledge.com/

19

secundarios foi descoberta a partir de investigacdo etnoboténica e 74% desses compostos tém
0 mMesmo uso ou esta relacionado com a utilizagdo popular da planta (GURIB-FAKIM, 2006).

Trabalhos recentes tém resgatado e enfatizado as informacOes sobre utilizacdo de
plantas medicinais de farmacopeias tradicionais. Os textos antigos das Farmacopeias Anglo-
Saxonicas contém descricdo de mais de 300 espécies consideradas como promissoras na
pesquisa de novos produtos farmacéuticos, dentre as quais a planta Hypericum perforatum,
conhecida popularmente como erva de S&o Jodo, é utilizada em muitos paises (WATKINS et
al., 2011). Outro exemplo corresponde as informacdes transmitidas por geragdes na Medicina
Tradicional Chinesa, que foi incorporada em uma livraria protétipo de 202 espécies
botanicamente autenticadas e com estudos de controle de qualidade estabelecidos
(EISENBERG et al., 2011).

A utilizacdo de plantas com base em informac@es tradicionais geralmente envolve a
producdo de extratos vegetais contendo uma grande mistura de substancias, que podem atuar
de maneira sinérgica entre si, explicando as baixas concentracdes desses compostos
produzindo efeitos terapéuticos nas doses em que administrados sozinhos tém seus efeitos
diminuidos ou eliminados. Estudos em modelos experimentais e em ensaios clinicos tém
demonstrado que o sinergismo pode ocorrer tanto em nivel farmacocinético quanto em
farmacodinadmico (MA et al., 2009).

O efeito sinérgico de centenas de metabdlitos secundarios de um mesmo extrato com
efeito bioldgico potencial pode proporcionar vantagens em relacdo a farmacos com apenas um
local de acdo bem definido, principalmente os que séo utilizados para tratar enfermidades
multifatoriais. A interacdo dessas substancias em diferentes alvos (polifarmacologia) pode
ocasionar o blogueio ou acentuacdo de algumas vias de sinalizacdo, gerando o conceito de
rede farmacoldgica (network pharmacology), porém, a elucidacdo do mecanismo de acdo e a
biodisponibilidade das substancias isoladamente constitui a maior barreira na pesquisa
envolvendo esses produtos vegetais (GERTSCH, 2011; JI; LI; ZHANG, 2009; ULRICH-
MERZENICH et al., 2010).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais tem sido estimulada pelo Ministério da
Salde e é considerada como uma area estratégica. O estabelecimento do Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos em 2009 propds desenvolver instrumentos de fomento a
pesquisa e estabelecer mecanismos de incentivo ao desenvolvimento sustentavel das cadeias
produtivas de plantas medicinais e fitoterapicos. O fortalecimento dessas a¢des se iniciou com

0 estabelecimento da Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
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de Saude (RENISUS), com a insercdo de 71 plantas largamente utilizadas como medicinais
pela populacdo brasileira, com a fungdo de orientar estudos e pesquisas na area de plantas
medicinais e subsidiar o desenvolvimento da Relacdo Nacional de Fitoterapicos (BRASIL,
2006; BRASIL, 2009; RENISUS, 2009). Além disso, a exploracdo da biodiversidade
brasileira para a producdo de medicamentos fitoterapicos tem sido considerada como
oportunidade a ser aproveitada para o fortalecimento da industria farmacéutica nacional
(CAPANEMA; PALMEIRA FILHO, 2004).

As plantas medicinais utilizadas pela populacdo brasileira tém sido destacadas ha muito
tempo como potenciais fontes de novos medicamentos. No século XIX, varios importantes
naturalistas europeus visitaram o Brasil para a realizacdo de suas pesquisas e identificaram
uma grande quantidade de espécies utilizadas como medicinais, sendo até posteriormente
incluidas em farmacopeias. Porém, a maior parte dessas nao foi estudada em termos quimicos
e farmacoldgicos para a comprovagdo ou ndo do uso na medicina popular (BRANDAO et al.,
2008).

Assim, levando-se em consideracdo o alto custo e o longo periodo necessarios para que
as industrias farmacéuticas desenvolvam novos farmacos, sem contar o declinio na producéo
de novas NCE, o mercado de fitoterapicos esta emergindo como estratégico. A possibilidade
de utilizar a metodologia da farmacologia reversa, onde estudos pré-clinicos e clinicos podem
ser estabelecidos a partir de observacGes do uso tradicional de determinadas plantas, permite
gue um medicamento fitoterdpico seja desenvolvido em um espaco de tempo menor.
Concomitante a isso, estudos detalhados sobre a quimica e farmacologia das substancias
isoladas podem ser desenvolvidos para gerar um novo produto, proporcionando as indistrias
farmacéuticas um artificio com um menor custo de pesquisa (Figura 1) (PATWARDHAN,
2005; PATWARDHAN; VAIDYA, 2010).

O melhor exemplo a ser dado corresponde ao desenvolvimento do fitoterapico
Acheflan®, que foi produzido a partir de conhecimentos tradicionais da planta Cordia
verbenacea. Nesse caso, 0 medicamento a base do 6leo essencial da espécie foi langado como
anti-inflamatorio topico e a pesquisa continuou para identificar os compostos a-humuleno e
trans-cariofileno como o0s principios ativos responsaveis pelo efeito farmacologico
(FERNANDES et al., 2007; MEDEIROS et al. 2007; PASSOS et al., 2007).

A utilizacdo de técnicas modernas de investigacdo de plantas medicinais pode
aperfeicoar a identificacdo de substancias de grande interesse, seja um possivel candidato a

farmaco ou uma nova ferramenta farmacoldgica. A purificacdo dos extratos por cromatografia
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em fase solida automatizada, aliada a técnicas modernas de ressonancia magnética nuclear

(RMN) e cromatografia liquida de alta pressdo (CLAE) acoplada a espectrometria de massa

(MS) ou até mesmo a RMN, tem possibilitado a identificacdo de metabolitos secundarios em

pequenas quantidades na planta. Com a estrutura da substancia elucidada, técnicas de

screening inverso in silico tem possibilitado apontar um possivel alvo para o composto
identificado (HARVEY, 2007; HARVEY, 2008).

Figura 1 — Descoberta e desenvolvimento de farmacos e medicamentos: abordagem

convencional versus farmacologia reversa
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Fonte: Adaptado de Patwardhan e Vaidya (2010)

Nesse sentido, inddstrias farmacéuticas tém lancado no mercado varios medicamentos

provenientes de produtos naturais (Tabela 1), compreendendo substancias com grandes

diferencas em suas estruturas quimicas (Figura 2), podendo-se destacar a variedade de
moléculas que podem ser obtidas a partir dessas fontes (KINGHORN et al., 2011; MISHRA,
TIWARI, 2011; SAKLANI; KUTTY, 2008).
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Tabela 1 — Medicamentos derivados de produtos naturais langados no mercado no periodo

2000-2010.

Ano Nome genérico (nome de marca) Composto prototipo
2000 Rivastigmina tartarato (Exelon) Fisostigmina
2000 Arteeter (Artemotil®) Artemisinina
2000 Galantamina HBr (Reminyl®) Galantamina
2000 Bexaroteno (Targretin) Acido Retinoico
2000 L-Dopa-metil ester (Levomet) L-Dopa
2000 Rapacuronio brometo Tubocurarina
2002 Nitisinona (Orfadin®) Leptospermona
2002 Tiotropio brometo Tiotropio
2003 Miglustat (Zavesva®) 1-Desoxinojirimicina
2004 Hidromorfona (Palladone) Morfina
2004 Belotecan (Camtobell) Camptotecina
2005 Dronabinol/Canabidol (Sativex®) Dronabinol/Canabidol
2005 Fumagilina (Flisint®) Fumagilina
2005 Doripenem (Finibax®/Doribax™) Tienamicina
2005 Tigeciclina (Tygacil®) Tetraciclina
2005 Ziconotida (Prialt®) Ziconotida
2005 Zotarolimus (Endeavor™ stent) Sirolimus
2006 Anidulafungina (Eraxis™/Ecalta™) Equinocandina B
2006 Exenatida (Byetta®) Exenatida-4
2007 Lisdexanfetamina (Vyvanse™) Anfetamina
2007 Retapamulina (Altabax™/Altargo™) Pleuromutilina
2007 Tensirolimus (Torisel™) Sirolimus
2007 Trabectedina (Yondelis™) Trabectedina
2007 Ixabepilona (Ixempra™) Epotilona B
2008 Metilnaltrexona (Relistor) Naltrexona
2009 Everolimus (Afinitor®) Sirolimus
2009 Telavancina (VibativT™) Vancomicina
2009 Romidepsina (Istodax®) Romidepsina
2009 Capsaicina (Qutenza®) Capsaicina
2010 Monobactam aztreonam (Cayston™) Aztreonam

Fonte: Adaptado de Mishra e Tiwari (2011) e Saklani e Kutty (2008).
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Figura 2 — Farmacos desenvolvidos a partir de produtos naturais no periodo de 2000 a 2010,

mostrando a relagdo com os compostos protétipos.
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Figura 2 — Continuacdo.
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Outro aspecto de grande relevancia na busca por substéncias bioativas de plantas
corresponde a conservacdo da biodiversidade. A identificacdo de espécies com potencial
farmacoldgico em paises com uma enorme biodiversidade, como o Brasil, pode proporcionar
0 manejo sustentavel de uma planta e garantir que a mesma seja extraida do seu habitat de
maneira racional, provocando o minimo possivel de dano ao meio ambiente (CORDELL;
COLVARD, 2005; KINGSTON, 2011).

2.1.2 O potencial biotecnolédgico da caatinga como fonte de substancias bioativas

A geografia convencional divide a Regido Nordeste brasileira nas zonas litoraneas,
agreste e sertdo, sendo que estas duas Ultimas formam a regido semiarida, que compreende
925.043 km?, ou seja, 55,6% do Nordeste. Esta area é ocupada pela caatinga, o Gnico bioma
exclusivamente brasileiro, que é dividida em quatro zonas de acordo com a integracdo entre
vegetacdo e solo: dominio de vegetacdo hiperxerdfila, dominio de vegetacdo hipoxerofila,
ilhas imidas e agreste e area de transicdo (SA; RICHE; FOTIUS, 2003).

A regido ocupada pela caatinga possui um grande nimero de espécies vegetais
endémicas, porém ha uma precariedade sobre seu conhecimento botanico. O maior problema
relacionado a essa falta de informacdo é que a caatinga tem sido bastante modificada pelo
homem, com os desmatamentos e culturas irrigadas levando a salinizacdo dos solos,
aumentando ainda mais a evaporacdo da agua contida neles e acelerando o processo de
desertificacdo. A perda dessas paisagens tem consequéncias graves para a manutencdo da
biodiversidade, podendo levar ao desequilibrio entre as espécies e comprometer o equilibrio
biologico (CASTELLETTI et al., 2003; LEAL et al., 2005).

Como forma de estimular e garantir a conservacao da biodiversidade da caatinga, 0s
estudos envolvendo plantas utilizadas para fins terapéuticos promovem a identificacdo de
especies com potencial farmacologico e evita que determinada espécie seja extinta. Porém, a
selecdo das plantas ndo deve ser randémica, sendo necessaria a coleta de informacdes locais
sobre 0 uso na medicina popular (MARQUES; BARBOSA; AGRA, 2010).

Nesse sentido, em estudo desenvolvido por Agra et al. (2007) na regido do Cariri
Paraibano, 70 espécies vegetais foram indicadas como medicinais, sendo 13 destacadas dentre

as mais conhecidas e utilizadas em diversas enfermidades. O principal aspecto desse estudo
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foi que a maioria das plantas comercializadas nos mercados populares e empregadas com fins

medicinais pela populagéo local, é constituida de espécies nativas da caatinga.

Em outro estudo, Almeida et al. (2010) destacaram a importéncia das plantas nativas da
caatinga na utilizacdo popular em trés comunidades rurais da Paraiba. Porém, um ndmero
expressivo de plantas exdticas também foi citado como sendo utilizadas medicinalmente,
demonstrando que além das espécies nativas, outras que se adaptaram ao clima semiarido

fazem parte das plantas usadas pelas comunidades locais.

Assim, pode-se observar que estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos sobre as
plantas da caatinga podem fornecer subsidios para estudos quimicos e farmacoldgicos
adicionais, podendo comprovar ou ndo a utilizagdo na medicina popular das espécies
selecionadas (ALBUQUERQUE et al., 2007; AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007;
CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010). A Tabela 2 destaca as principais plantas
medicinais da caatinga, com base no indice de relevancia de indicacdes populares.

Tabela 2 — Relacdo das plantas cultivadas e endémicas da caatinga mais utilizadas na

medicina popular.

Espécie Nome popular Indicacéo popular
. . — . Antisséptico, azia, diarreia, infeccdo renal,
Anacardium Caju, cajueiro, caju- - N .
. inflamacdo na garganta e dos 6rgéos
occidentale L. roxo o g .
genitais femininos, diabetes e tuberculose
Inflamacdo na garganta, asma, gripe,
tosse, tuberculose, bronquite, azia,
Myracrodruon gastrite, dor nas costas, dor de dente,

< Aroeira e '
urundeuva Alleméao anemia, difteria, feridas na pele,

inflamacGes nos ovario e Gtero e
corrimento vaginal

Conjuntivite, doencas venéreas,
problemas digestivos, cdlica, diarreia,
diabetes, distdrbios da menstruagéo,
infecgdes renal, problemas na garganta,
antiemético e tonico

Spondias tuberosa Imbu, umbuzeiro,
Arruda umbu

Febre, abcesso, acne, problemas na pele,
Achillea millefolium L. Novalgina, mil-folhas dor de cabeca, fraqueza, intoxicacéo,
antiespasmadico, depurativo e digestivo

- Cérie, asma, inflamagéo em geral, perda
Acmella uliginosa . . ) e
Agriédo de cabelo, digestivo, depurativo, ténico e
(Sw.) Cass.
expectorante



Espeécie Nome popular Indicacgéo popular

Fraqueza, trombose, febre, Ulcera,
. . nevralgia, contusdo, nevralgia, contuséo,
Helianthus annuus L. Girassol 91, ¢ gia
epistaxe, falta de apetite,
hipercolesterolemia e emoliente

Ulcera, infecgdes cirtrgicas, inflamacéo

Tabebuia impetiginosa  Pau-d’arco-roxo, ipé- no Utero, leucorreia, cancer, gengivite,

(Mart. ex DC.) Standl. roxo problemas cardiacos, antisséptico e
antimicrobiano
Cordia leucocephala Picarra, moleque- Hemorrag_|a, mfl_am_agaoNna garganta,
: reumatismo, indigestéo, artrite,
Moric. duro, nego-duro o o
raquitismo, calmante, tonico
Heliotropium indicum Crista-de-galo, In,chago 1O [P e [05) 1T problema_s
hepaticos, conjuntivite, problemas renais e
L. fedegoso S
diurético
Commiphora Imburana, emburana,  Problemas renais, gripe, tosse, bronquite,
leptophloeos (Mart.)  emburana-de-cambéo, disfonia, odontalgia, colica, diarreia,
J.B. Gillett umburana

antiemético, tonico e cicatrizante

Problemas renais, hepaticos, e
respiratorios, gripe, tosse, bronquite,
Cereus jamacaru DC. Mandacaru, babao ulqera, SOTBITRERED), hipertensdo,
reumatismo, enterite, febre, expectorante,
antiemético, “quentura”, sifilis e
problemas na coluna

Diabetes, problemas na coluna, tosse,

inflamacéo na garganta, gripe, disfonia,
Bauhinia cheilantha

. asma, “afinar o sangue”, depurativo,
Mororo6, pata-de-vaca . SO
(Bong.) Steud. reumatismo, enxaqueca, distdrbios

nervosos, falta de apetite, verminose,
expectorante, calmante e ténico

- Problemas na garganta, bronquite, anemia,
Caesalpinia ferrea . . e
Mart. Jucd, pau-ferro inchaco, dor nas costas, labirintite,

problemas renais, stress e fadiga

Tosse, bronquite, infeccdes respiratorias,

Caesalpinia Catingueira, gripe, asma, gastrite, colica, febre, azia,
pyramidalis Tul. catingueira-rasteira  flatuléncia, diarreia, diabetes, afrodisiaco,
dor no estdbmago e expectorante
. . Enxaqueca, trombose, gripe, asma,
Parkinsonia aculeata . X ~ )
L Turco diabetes, hipertenséo, febre, epilepsia,
' malaria e antiofidico
Capparis flexuosa (L.)  Feijéo-bravo, feijao- Tos_se, pneumonta, gripe, problemas
L de-boi digestivos, doencas na pele, dor

abdominal, reumatismo e antiofidico
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Espécie Nome popular Indicacéo popular
Tosse, coqueluche, resfriado, problemas
. . ] - digestivos, doencas na pele, dor
Capparis jacobinae Ic6-preto, ico- ARSI ] .
) ) L abdominal, intoxicacdo, febre, diabetes,
Moric. ex Eichler verdadeiro, inc . x M
inflamacdo nos pulmdes, problemas

cardiacos e emenagogo

Problemas cardiacos, renais, hepaticos e
na circulacdo, reumatismo, impoténcia
Maytenus rigida Mart. Bom-nome .sexual, gistﬂrbios da menstruacao,
inflamacdo na garganta, asma, tosse,
bronquite, anemia, inflamacdo e infecgéo
no ovario, ulceras na pele e vaginais

Gripe, tosse, bronquite, tuberculose,
parasitose, cancer, problemas digestivos,

Cheno_p o_dlum Mastruz dor de cabeca, febre, antimicrobiano,

ambrosioides L. i
expectorante, hematoma, gastrite e

digestivo
Combretum leprosum Bronquite, gripe, tosse, coqueluche,
Mofumbo sudorese,difteria, azia, calmante,
Mart. "
hemostatico e expectorante

Flatuléncia, acne, furtnculo, depurativo,
bronquite, asma, tosse, gripe, falta de

macrc?c%errcal:l(llila)l Urb Batata-de-purga apetite, parasitose, hemorroida,
pa (- ' constipacdo, reumatismo, laxante e
flatuléncia

Gripe, pneumonia, asma, bronquite, tosse,
problemas cardiovasculares, parasitose,
reumatismo, constipacao, falta de apetite,
problemas digestivos, hidropsia, sifilis,

Operculina hamiltonii
(G. Don) D.F. Austin Batata-de-purga

& Staples
amenorreia, laxante e flatuléncia
Kalanchoe brasiliensis . Ulcera, gastrite, problemas nos pulmaes,
Pratudo, coirama - !
Cambess. asma, pedras nos rins e emoliente

Doengas sexualmente transmissiveis,
piolho, sarna, caspa, hemorroida, alergia,

Momordica charantia Melao-de-sdo-caetano,
diabetes, parasitoses, reumatismo e

L. mel&o-de-sabia
diarreia
Hemorroida, problemas renais, doengas
Cnidoscolus oftalmicas, fraturas, verrugas, problemas
phyllacanthus (Mull. Urtiga branca, favela na pele, limpeza nos olhos, infecgéo
urindria, inflamacao no Gtero, ovarios e

Arg.) Pax & L. Hoffm.

prostata
Croton Angolinha, Dor no estdmago, diabetes, doencas
argyrophylloides Mall.  marmeleiro-branco, venéreas, “afinar o sangue”, intoxicagao,
dor nas costas e na cabeca

Arg. sacatinga



30

Espécie Nome popular Indicacgéo popular

Gripe, tosse, dor no estbmago, disturbios
Croton rhamnifolius . da menstruacdo, dor nas costas, anemia,
. Pau-de-leite, velame “ v }
Willd. afinar o sangue”, hipercolesterolemia e
depurativo

Inflamacdo na garganta, cdlica, diarreia,
problemas intestinais, liberacdo da
: lacenta, dor na cabega, gripe, tosse,
Amburana cearensis Cumaru, emburana- P . ¢a, grip
« . bronquite, coqueluche, sinusite, asma,
(Alleméo) A.C. Sm. de-cheiro, amburana . « o
azia, inflamacé&o genital, ulceras na pele,
infecgdo urinaria, antiofidico,
antiespasmadico, expectorante e tdnico

Inflamacdo na garganta, odontalgia, dor
i . na cabeca, febre, producéo de leite
Erythrina velutina . ) «
. Mulungu materno, diabetes, hipertensao, tosse,
Willd. IR P
bronquite, disturbios nervosos, insonia,
hemorroida, parasitose e calmante

Dor na cabeca, odontalgia, amenorreia,
. . Alfazema-brava, .- N
Hyptis pectinata (L.) problemas hepéticos, flatuléncia,
: alfazema-de-caboclo, : Lo
Poit. o reumatismo, gastrite, Ulcera, asma, tosse e
sambacaita .
bronquite
Problemas digestivos e respiratorios,
. Alfazema-brava, - ; )
Hyptis suaveolens (L.) célica menstrual, amenorreia, odontalgia,
. alfavaca-caboclo, . .
Poit. dor na cabeca, febre, gripe, gota e limpeza
alfazema-de-caboclo
dos olhos
Colica menstrual, retencdo urinaria,
. . x < reumatismo, febre, cistite, disenteria,
Leonotis nepetaefolia Cordao-de-sao- , . .
. . calculos renais, dor no parto, paralisia,
(L.) R. Br. francisco, cravinho

afrodisiaco, sedativo, digestivo e
cicatrizante

- , Cordéao-de-séo- Problemas renais, reumatismo, nevralgia,
Leucas martinicensis . ~ : PR
francisco, cordao-de- inchaco, flatuléncia, tbnico,
(Jacq.) R. Br. . o
frade antiespasmaodico e calmante
Marsypianthes A Tosse, bronquite, flatuléncia, febre,
Bentbnica-brava, . . P
chamaedrys (Vahl) x reumatismo articular, antiofidico,
Kuntze hortel&-do-mato

estimulante e digestivo

Dor no ouvido, bronquite, tosse, gripe,
. - Manjericéo, febre, amigdalite, gengivite, diarreia, dor
Ocimum basilicum L.

manjericao-roxo na cabeca, digestivo, antiespasmadico,
diurético e antiemético

Digestivo, flatuléncia, problemas
digestivos, gripe, tosse, prurido,
expectorante, calmante, stress, dor na
cabeca e fadiga

Ocimum gratissimum Alfavaca, alfavaca-
L. branco, quioid
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Espeécie

Nome popular

Indicacéo popular

Plectranthus
amboinicus (Lour.)
Spreng.

Rosmarinus officinalis
L.

Allium sativum L.

Aloe vera (L.) Burm. f.

Anadenanthera
colubrina (Vell.)
Brenan

Mimosa tenuiflora
(wWilld.) Pair.

Argemone mexicana L.

Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf

Ziziphus joazeiro Mart.

Ruta graveolens L.

Horteld da folha
grande, hortel&-
graudo, horteld da
folha grossa

Alecrim, alecrim-de-

jardim

Alho

Babosa

Angico, angico-de-

carogo, angico-branco

Jurema-preta, jurema

Cardo santo, cadinho

Capim-santo, capim-
caboclo

Juazeiro, Jua

Arruda, arruda macho

Dor no ouvido, tosse, bronquite,
amigdalite, pneumonia, gripe,
constipacgéo, problemas hepaticos,
disturbios da menstruacéo, disfonia,
digestivo e parasitose

Disturbios da menstruacéo, tosse, gripe,
asma, cdlica, febre, flatuléncia, digestivo,
problemas intestinais, renais e hepaticos,
reumatismo, sedativo, antiespasmaodico e

cardiotonico

Picadas de insetos, disfonia, constipacéo,
problemas digestivos, odontalgia,
conjuntivite, hipercolesterolemia,

antibiotico, gripe e problemas na garganta

Hemorroida, azia, problemas no
estdmago, cancer, caspa, perda de cabelo,
contusdo, reumatismo, parasitose,
emoliente e emenagogo

Anemia, tosse, asma, bronquite,
coqueluche, inflamag&o nos pulmaes,
gripe, constipagdo, cancer, “afinar 0
sangue”, escrofula, difteria, fissuras nos
pés, gastrite e expectorante,

Odontalgia, febre, colica menstrual, dor na
cabeca, hipertensdo, bronquite e tosse

Herpes labial, febre, gripe, asma,
amigdalite, bronquite, pneumonia,
inflamac&o no atero, trombose, escrofula,
fraqueza fisica, constipacdo, Ulcera na
pele, colagogo, laxativo, digestivo e
conjuntivite

Dor no estdbmago, gastrite, Ulcera, diarreia,
indigestdo, falta de apetite, hipertenséo,
insdnia, febre, tosse, calmante e diurético

Limpeza dos dentes, caspa, sarna, asma,
tosse, gripe, pneumonia, tuberculose,
bronquite, constipagéo, inflamacéo na

garganta, indigestdo, dermatite seborréica,

prurido, problemas na pele, cicatrizante e

expectorante

Colica menstrual, dor na cabega, otalgia,
conjuntivite, artrite, nevralgia, parasitose,
amenorreia, antiespasmaodico e problemas

digestivos
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Espeécie Nome popular Indicacgéo popular
Sideroxylon Ulcera duodenal, gastrite, azia, inflamag&o
obtusifolium (Humb. Quixaba, quixabeira, cronica, inflamagéo nos ovaérios, colica,
ex Roem. & Schult.) rompe-gib&o diabetes, cicatrizante, problemas renais e
T.D. Penn. cardiacos
Vassourinha, Torcdo, bronquite, gripe, tosse, febre,
Scoparia dulcis L. vassourinha-de-nossa-  problemas no Utero, parasitose, diabetes,
senhora amenorreia e emenagogo

Diabetes, hipertensdo, colica, diarreia,
Lippia alba (Mill.) Cidreira, erva-cidreira, azia, falta de apetite, febre, dor na cabeca,
N.E. Br. melissa anemia, resfriado, anticonceptivo,
calmante, problemas cardiacos e gastrite

Fonte: Adaptado de Albuquerque et al. (2007).

Por outro lado, a analise ecoldgico-quimica pode fornecer a explicacdo para a grande
quantidade de espécies com potencial farmacoldgico. Como a caatinga é a vegetacdo
predominante do semiarido nordestino, regido marcada pela baixa umidade e alta incidéncia
de raios solares, pode haver nessas espécies uma “especializacdo metabolica” na produgao de
compostos fenolicos. A predominancia de uma classe de metabolito secundario, em
detrimento dos demais, pode restringir a utilizacdo medicinal de uma planta, podendo induzir,
assim, a incorporacao pela populacéo de espécies exdticas nesse ambiente para atender a uma
demanda local e aumentar o niumero de plantas medicinais (ALBUQUERQUE; RAMOS;
MELO, 2012).

2.2 0 GENERO LIPPIA

A familia Verbenaceae estd incluida na ordem Lamiales e compreende cerca de 36
géneros e 1000 espécies de distribuicdo pantropical, mas principalmente neotropical. No
Brasil, existem 17 géneros (Aloysia, Baillonia, Bouchea, Casselia, Citharexylum, Duranta,
Glandularia, Lantana, Lippia, Monochilus, Petraea, Phyla, Priva, Stachytarpheta, Tamonea,
Verbena e Verbenoxylum) e aproximadamente 250 espécies. As espécies desta familia sédo
ervas ou arbustos, mas algumas sdo arvores ou lianas e muitas sdo aromaticas (SOUZA,
LORENZI, 2005).

O género Lippia tem uma grande importancia para a flora brasileira e neotropical

devido a sua representatividade e utilizacdo econdmica como condimento ou pelas suas
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propriedades medicinais. O nome do género é uma homenagem a Auguste Lippi (1678-1704),
explorador e naturalista italiano, morto por nativos da Abssinia (LINNAEU, 1753 apud
SALIMENA, 2000). Este género retne cerca de 200 taxons, entre ervas, arbustos e pequenas
arvores, distribuidos nos tropicos e subtropicos das Américas e Africa, sendo comuns nos
cerrados e campos rupestres brasileiros (VELASCO-NEGEUREULA et al., 1993 apud
VILJOEN et al., 2005; SOUZA; LORENZI, 2005). Segundo dados do Index Kewensis, no
Brasil existem cerca de 111 espécies, no México, 44 e na Africa, 33 espécies (SALIMENA,
2000)

O género Lippia pode ser caracterizado por apresentar plantas arbustivas ou
subarbustivas, com folhas decussadas, geralmente com indumento glandular, florescéncias
parciais capituliformes ou espiciformes, congestas, axilares, bracteas membranaceas ou
carticeas, verdes ou coloridas, amarelas, réseas ou vinaceas, ultrapassando ou ndo o
comprimento das flores; flores sésseis, calice comprimido, alado, induplicado, membranaceo,
inconspicuo, persistente no fruto; corola hipocraterimorfa, alva, rdsea, magenta, lilds ou
amarelas, tubo reto ou curvo, limbo lobado, labio superior ou adaxial lobado, labio inferior ou
abaxial Unico, lobos laterais; estames; ovario monocarpelar, bilocular, ovulado, estigma
lateral. Fruto dividido na maturidade em dois mericarpos (TRONCOSO, 1974).

As espécies de Lippia estdo distribuidas nas regifes aridas do sudoeste dos EUA, nas
florestas tropicais deciduas da América Central e nos campos rupestres e cerrados do Brasil,
regibes de altos indices de endemismos, estendendo-se até o Uruguai e regido central da
Argentina. Na Africa sua ocorréncia também coincide com centros de alto endemismo, na
regido leste, associada as montanhas mais altas e picos alpinos (SALIMENA, 2000;
SALIMENA, 2010). O género é de grande importancia econdmica devido aos diferentes usos

dos 6leos essenciais, sendo muitas espécies medicinais (SALIMENA, 2002).

O uso na medicina popular das plantas pertencentes ao género Lippia segue um perfil
geral, na maioria dos casos sendo utilizadas as folhas ou partes aéreas e flores, preparadas na
forma de infusdo ou decocto e administradas por via oral. As principais indicagdes sdo para o
tratamento de doencas dos sistemas respiratorio e digestivo e para tratar infeccdes em geral
(PASCUAL et al., 2001b).

Analisando a literatura cientifica, observou-se que mesmo com a grande utilizagéo
popular, as espécies de Lippia sdo pobremente estudadas quanto as atividades farmacoldgicas,
podendo ser demonstrada pela ocorréncia de apenas 240 relatos na base de dados do US

National Library of Medicine do National Institutes of Health
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), sendo os estudos concentrados em algumas espécies

como L. alba, L. citriodoria, L. dulcis, L. multiflora e L. sidoides. Ainda, quando se observa a
distribuicdo dessas espécies, apenas a primeira e a Ultima ocorrem no Brasil, demonstrando

um grande desconhecimento sobre o potencial das espécies de Lippia brasileiras.

2.2.1 Constituintes quimicos presentes em espécies de Lippia

Como a maioria das espécies de Lippia sdo aromaticas, os estudos relacionados a
fitoquimica desse género sdo majoritariamente dedicados a composicdo quimica dos 6leos
essenciais e uma menor quantidade aos constituintes ndo-volateis. Uma caracteristica
importante de Lippia é a diferenca observada na composicdo quimica dos 6leos essenciais,
com relatos de variacdo entre individuos da mesma espécie, mas de diferentes origens
geograficas. Dentre os constituintes fixos relatados os iridoides, fenilpropanoides,
naftoquinoides e flavonoides sdo as classes de metabodlitos secundarios encontrados
(CATALAN; LAMPASONA, 2002). Os principais constituintes fixos e os majoritarios dos

0leos essenciais de espécies de Lippia encontram-se listados na Tabela 3.

L. alba, conhecida popularmente no Brasil como erva-cidreira ou cidreira, corresponde
a espécie de Lippia mais estudada, porém ha uma concentracao de relatos sobre a composicao
guimica dos 06leos essenciais. Nesses estudos, foram encontradas evidéncias da existéncia de
cerca de sete quimiotipos, com uma grande varia¢cdo na composicdo e concentracdo dos 6leos
essenciais. A investigacdo fitoquimica das folhas e raizes de L. alba, revelou a presenca de
iridoides, fenilpropanoides, flavonoides e saponinas (FARIAS et al., 2010; HENNEBELLE et
al., 2008b).

A composicao quimica dos 6leos essenciais de L. citriodoria apresentou pouca variagéo,
mesmo considerando espécies coletadas em regides geograficas muito diferentes como na
Colémbia e Grécia, com 0s componentes geranial, neral e limoneno aparecendo como 0s
marjoritarios (ARGYROPOULOU et al., 2007; OLIVERO-VERBEL; GUETTE-
FERNANDEZ; STASHENKO, 2009). A analise de preparacfes aquosas das folhas dessa
espécie por CLAE acoplada a espectrometria de massas mostrou a presenca de iridoides,

fenilpropanoides e flavonoides como os metabdlitos principais (BILIA et al., 2008).

Com utilizacdo medicinal descrita desde o século XVII, a espécie L. dulcis é

caracterizada por apresentar sabor adocicado, que € registrado pelo nome popular de erva
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doce (hierba dulce) na América Latina. Os sesquiterpenos hernandulcina e 4pB-
hidroxihernandulcina presentes no 6leo essencial das folhas e flores s&o relatados como sendo
centenas de vezes mais doces do que a sacarose. Dentre outras classes de constituintes
encontrados estdo flavonoides, iridoides e feniletanoides (KANEDA et al., 1992; ONO et al.,
2005; SOUTO-BACHILLER et al., 1997).

L. multiflora é uma planta aromatica largamente distribuida nos paises tropicais e
subtropicais, sendo seu valor econdmico atribuido especialmente ao 6leo essencial obtido das
partes aéreas. Através dos relatos encontrados, sugere-se a caracterizacdo de trés quimiotipos
de acordo com a composicdo em 1,8-cineol, timol, farnesil e sesquiterpenoides
(FOLASHADE; OMOREGIE, 2012). Os poucos relatos sobre os constituintes fixos presentes
em L. multiflora destacam a presenca de triterpenos, flavonoides e fenilpropanoides
(CHANH; KOFFI; CHANH, 1988; KANKO et al., 2004b).

A espécie L. sidoides é conhecida popularmente como alecrim-pimenta e corresponde a
uma das espécies de Lippia que faz parte da vegetacdo decidua da caatinga. O 6leo essencial
dessa planta ndo apresenta grande variagdo em sua composi¢do quimica, mesmo quando
coletada em locais distintos, aparecendo o timol como o constituinte majoritario, sendo
relatadas concentracdes acima de 70 % (CAVALCANTI et al., 2010; MEDEIROS et al. 2011,
MOTA et al., 2012; VERAS et al.,, 2012). Devido a sua grande utilizacdo na medicina
popular, L. sidoides foi relativamente bem explorada em relagcdo aos metabdlitos ndo volateis,
sendo relatados triterpeno, flavonoide, lignana e naftoquinona (COSTA et al., 2002;
MACAMBIRA et al., 1986).
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Tabela 3 — Constituintes quimicos identificados em espécies de Lippia.

Espécie Constituinte* Referéncia
Neral (27-30 %) e geranial (36-41 %) presentes no
quimiotipo I; carvona (42-55 %) presente no Matos et al. (1996)
quimiotipo 11
1,8-cineol (35 %) e limoneno (18 %) presentes no
quimiotipo A; limoneno (32 %) e carvona (32 %) .
presentes no quimiotipo B; geranial (23 %); Zoghbi et al. (1998)
germacreno D (25 %) presentes no quimiotipo C
Linalol (65 %) Bahl et al. (2000)
i 0, i i 0,
Geranial (16 %), mlrtenoollmlrtenal (10 %) e neral Rao et al. (2000)
(9 %)
Linalol (55 %) Lorenzo et al. (2001)
. . Senatore, Rigano
0, 0, !
Limoneno (44 %) e piperitona (31 %) (2001)
Linalol (65 %) Bahl et al. (2002)
Carvona (51 %) e limoneno (33 %) Stashenko, Jaramillo,
Martinez (2004)
5,5"-dihidroxi-6,4',6",3",4""-pentametoxi-[C-7-O- Barbosa. Lima
C-7"]-biflavona e 4',4,5,5"-tetrahidroxi-6,6",3"- Silveira ’(2005)’
trimethoxi-[C-7-O-C-7"]-biflavona
L. alba

Linalol (76 %)

Isonuomiosideo, decafe,0|lverbasc03|deo e Barbosa et al. (2006)
shanzhisideo

Apigenina-7-0-[(3-0-acetil)-p-D-
glucopiranuronil (1 — 2)]-B-D-
glucopiranuronideo, tevesideo, acido
geniposidico, shanzhisideo metil éster,
carioptosideo, 8-epi-loganina, mussaenosideo,
geniposideo, cistanosideo F, forsitosideo B,

Duarte et al. (2005)

Hennebelle et al.

(2006)
calceolariosideo E, acteosideo, isoacteosideo, 2-
acetilacteosideo, apigenina-7-O-glucuronideo,
luteolina-7-O-glucuronideo, apigenina-7-O-
diglucuronideo e luteolina-7-O-diglucuronideo
o . . Sena Filho et al.
Teviridosideo, mussaenosideo e gardosideo (2007)
Verbascosideo, calceolariosideo E, luteolina-7- Hennebelle et al.
diglucuronideo e tevesideo (2008a)

Verbascosideo, tricina-7-O-diglucuronideo,
luteolina-7-O-glucuronideo, acido geniposidico,
tevesideo, 8-epi-loganina e mussaenosideo

Linalol (49-66 %)

Timoteo et al. (2008)

Barros et al. (2009)
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Espécie Constituinte* Referéncia

Limoneno (22 %) e carvona (25 %) presentes no

quimiotipo carvona; neral (24 %) e geranial Mesa-Arango et al.

(31 %) no quimiotipo citral (2009)
Carvona (35 %) e limoneno (30 %) presentes no Olivero-Verbel,
quimiotipo carvona; geranial (23 %) e neral Guette-Fernandez,
(20 %) presentes no quimiotipo citral Stashenko (2009)
pB-citral, carvona, hemimeliteno, germacreno D, D- Sena Filho et al.
limonene, dureno, carvona e patchoulano (2009)
Neral (14 %) e geranial (22 %) Shukla et al. (2009)

Limoneno (3-32 %), carvona (0-50 %), geranial
(23-29 %) e neral (0-22%)

L alba Lippiasaponina | e lippiasaponina Il Farias et al. (2010)

Escobar et al. (2010)

Neral (25 %) e geranial (33 %) presentes no

quimiotipo citral; carvona (38 %) e limoneno Lopez, Stashenko,

(33 %) presentes no quimiotipo carvona/limoneno Fuentes (2011)
Linalol (68-79 %) Mishra et al. (2010)
: Ocazionez et al.
0 0
Carvona (40 %) e limoneno (31 %) (2010)
Neral (35 %) e geranial (49 %) Maynard et al. (2011)
Neral (30 %) e geranial (32 %) Veras et al. (2011)
Limoneno (23 %), carvona (55 %) Hatano et al. (2012)
. Heldwein et al.
0
Linalol (50 %) (2012)
.. . Avila-Rosa et at.
L. berlandieri Timol e carvacrol (2010)

Acetosideo, isoacetosideo, arenariosideo,
L. canescens leucosceptosideo A, desmetoxicentaureidina,
eupafolina e 6-hidroxiluteolina

Timol (27 %) e p-cimeno (21 %) Bassole et al. (2003)

L. chevalieri  g-cariofileno (27-30 %), germacreno D (6-15 %)
e elemol (12-22 %)

Abe, Nagao, Okabe
(2002)

Mevy et al. (2007)

Geranial (18%) e neral (12%) Ohno et al. (2003)
Geranial (27-39 %), neral (22-25 %) e limoneno Argyropoulou et al.
(6-18 %) (2007)

L. citriodora Verbenalina, luteolina 7-O-diglucuronideo,

apigenina 7-O-diglucuronideo, verbascosideo,
isoverbascosideo, B-hidroxi-verbascosideo, -
hidroxi-isoverbascosideo e eucovosideo

Bilia et al. (2008)
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Espécie Constituinte* Referéncia

Olivero-Verbel,

Geranial (19 %), neral (16 %) e limoneno (11 %) Guette-Fernandez,
Stashenko (2009)

L. citriodora Neral (15-16 %) e geranial (18-19 %) Escobar et al. (2010)
) Ocazionez et al.
0 0,
Geranial (19 %) e neral (16 %) (2010)

Verbascosideo, 6-metil-5-herptenona, (+)-4p-
hidroxihernandulcina, (+)-hernandulcina, (-)- Kaneda et al. (1992)

epihernandulcina
Souto-Bachiller et al.

Hernandulcina (36 %) e epihernandulcina (22 %) (1997)
(+)?hernandul_cma,, (-)-eplherr_landul_cma,, (+)- Abe, Nagao, Okabe
animol, martinosideo, diacetilmartinosideo, (2002)

acetosideo e isoacetosideo

Salvigenina, eupatorina, cirsimaritina, 5-hidroxi-
6,7,3",4 -tetraetoxiflavona, 5,3 -dihidroxi-4",5"-
tetrametoxiflavona, decafeoilverbascosideo, Ono et al. (2005)
acetosideo, isoacetosideo, 8-epiloganina, lamiideo,

L. dulcis G LGS SERIIRLELIL
lippidulcina A e epilippidulcina A
A . Gornemann et al.
0, 0,
Canfora (33 %) e hernandulcina (10 %) (2008)
trans-p-cariofileno (10 %), d-cadineno (9 %), a- (?Ilvero-VerbeI,
copaeno (8 %) e a-bisabolol (8 %) ClBiE Aol
Stashenko (2009)
a-Copaeno (8 %), trans-B-cariofileno (10 %),
biciclogermacreno (8 %), 5-cadineno (9 %) e a-  Escobar et al. (2010)
bisabolol (8 %)
o-Copaeno(18 %), B-cariofileno (18 %) e o- Moreno-Murillo et al.
cadineno (15 %) (2010)
Carvacrol (54 %) Pessoa et al. (2005)
Albuquergue et al.
0,
- Carvacrol (42 %) (2006)
L. gracilis Carvacrol (50 %) Neto et al. (2009)
p-Cimeno (16-18 %) e timol (24-33 %) Mendes et al. (2010)
Carvacrol (44 %) Guilhon et al. (2011)

timol (19-70 %), 1,8-cineol (22-56 %), carvacrol
. (0.2-21 %), (E)-nerolidol (1-21 %), a-pineno (0.1- Maia et al. (2003)
L. grandis 17%)

Carvacrol (37 %) e p-Cimeno (12 %) Sarrazin et al. (2012)
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Espécie Constituinte*

Referéncia

Loganina, secologanina, secoxiloganina,
dimetilsecologanosideo, acido loganico, acido 8-
epi-loganico, carioptosideo, &cido carioptosidico,

acido 6'-O-p-trans-cumaroil-carioptosidico e
acido 6'-O-trans-cafeoil-carioptosidico
timol (26 %), p-cimeno (16 %)
Luteolina-7-O-glucosideo, taxifolina, apigenina-7-
O-glucosideo, floridizina, escutelareina,

eriodictiol, luteolina, quercetina, naringenina,
sakuranetina, pinocembrina e galangina

p-Cimeno (32-42 %), timo (3-19 %) e carvacrol
(7-38 %)
Timol (25 %), carvacrol (24 %) e p-cimeno
(14 %)

Eucaliptol (3-17 %), timol (14 %), carvacrol
(13 %) e B-cariofileno (15-16 %)

L. graveolens

Integrifolian-1,5-diona e espatulenol
5-Africanen-la-ol (10-17 %) e lippifoli-1(6)-en-5-
ona (14-38 %)

a-Pineno (8 %), borneol (9 %), 4-terpinenol (8 %)
e lippifoli-1(6)-en-5-ona (9 %)

L. integrifolia

Piperitenona (74 %)

Mirceno (0,5-29 %), limoneno (0,5-52 %),
ipsenona (0,8-61 %), mircenona (0,11-56 %),
carvona (0,6-73 %), piperitenona (0,2-47 %)

4-etil-nonacosano, (E)-2(3)-tagetenona epoxido,

mircenona, piperitenona, apigenina, cirsimaritina,

6-metoxiluteolina 4'-metil éter, 6-metoxiluteolina
e 3',4',7-trimetil éter

L. javanica

Verbascosideo e isoverbascosideo

Z-ocimenona (38-63 %) e E-ocimenona (1-37 %)
presentes no quimiotipo ocimenona;
dihidrocarvona (59-79 %) presente no quimiotipo
dihidrocarvona; limoneno (10-41 %) e
piperitenona (10-48 %) presentes no quimiotipo
limoneno/piperitenona

Timol (67 %)

L. junelliana

L. laxibracteata

L. lacunosa Mirceno (12-15 %) e mircenona (35-64 %)
terpinen-4-ol (41 %) no quimiotipo I; 1,8-cineol

0 i 0 [ _

L. lupulina (16 %), B-cariofileno (12 %) no quimitipo II;

germacreno D (15 %), B-cariofileno (13 %) e
biciclogermacreno (11 %) no quimiotipo 111

Rastrelli et al. (1998)

Obledo et al. (2002)

Lin et al (2007)

Arana-Sanchez et al.
(2010)

Martinez-Velazquez
etal. (2011)

Rivero-Cruz et al.
(2011)

Catalén, Lampasona,
Fenik (1993)

Coronel et al. (2006)

Limaet al. (2011)

Manenzhe, Potgieter,
Ree (2004)

Viljoen et al. (2005)

Mujovo et al. (2008)

Olivier et al. (2010)

Juliani Jr. et al.
(2002)

Juliani et al. (2000)
Leitdo et al. (2008)

Zoghbi et al. (2002)
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Espécie Constituinte* Referéncia
L mexicana Lippiolideo, acido lippiolidolico, acido lippiolico Maldonado et al.
' e cicloart-23-ene-33,25-diol (2010)
Timol (34 %) e y-terpineno (15 %) Rojas et al. (2009)

L. micromera i : _
p-Cimeno (13 %), y-terpineno (13 %), metil-timil-
éter (15 %), timol (29 %) Escobar et al. (2010)

L. myriocephala B-cariofileno (16 %), germacreno D (11 %) Vila et al. (2004)
Microphyllaguinona, tecomaquinona, 6-methoxy-
L. microphylla nafto[2,3-b]-furan-4,9-quinona e 7-metoxi- Santos et al. (2003)

nafto[2,3-b]-furan-4,9-quinona

. Chanh, Koffi, Chanh
Verbascosideo (1988)

p-Cimeno (24 %), timol (30 %) e timilacetate
0) presentes no quimiotipo A; E-tagentona amaty et al.
(15 %) imiotipo A; E L . (1990)
(22 %) e Z-tangentona (14 %)

Z-Tagentona (11 %) e E-tagentona (30 %) Pélissier et al. (1994)
6-Epoximirceno (70 %) Menut et al. (1995a)
Mirtenol (27 %), Ii(nlazl?)}o)(lz %) e 1,8-cineol Menut et al. (1995b)
Linalol (20 %) e Z-nerodilol (45 %) Valentin et al. (1995)
Neral, geranial, 1-cineol e linalol Kanko et a. (1999)
Limoneno (15 %), linalol (27 %) e geraniol Oladimeji et al.
(20 %) (2000)
L op s 0 -
o p-Cimeno (41 %), t|(r1n4o!)/§)19 %) e timilacetato Abena et al. (2003)
Timol (30 %) e p-cimeno (26 %) Bassole et al. (2003)
1,8-Cineol (34-41 %) e geranial (14-15 %) Kanko et al. (2004a)
n-Tritriacontano, acido ursolico e salvigenina Kanko et al. (2004b)

Ipsdienona (55 %), Z- e E-ocimenona (20 %), .
timol (42 %), timilacetato (21 %) Agnaniet et al. (2005)

1,8-Cineol (40 %), sabineno (11.1 %), linalool .
(11 %) and alpha-terpineol (10 %) Avlessi et al. (2005)

Linalol (29 %), germacreno D (28 %), p-eymeno
(14-19 %), timol (30-40 %), timilacetato (14- Juliani et al. (2008)
17 %), 1,8-cineol (43-47 %) e sabineno (12-15 %)

1,8-Cineol (61 %), sa(bllzeopot)) (17 %) e a-terpineol Owolabi et al. (2009)

p-Cimeno (21 %), t|(ﬁ£gl()§()1)4 %) e B-cariofileno Bassolé et al. (2010)
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Espécie Constituinte* Referéncia
B-Cariofileno (19 %), calameneno (20 %), 1- Elakovich, Stevens
octen-3-ol (15 %) e alcool 2-fenetilico (16 %) (1985)
: Balakrishnan et al.
L nodiflora Ciclopentanofenantrenol (2010)

y-Sitosterol

Timol (19 %) e carvacrol (39 %)

Carvacrol (44%) e timol (15%)

Timol (55-66 %)

L. origanoides _ _
p-Cimeno (11-16 %), y-terpineno (1,5-13 %),

timol (0-54 %), carvacrol (0-46 %)
p-Cimeno (8-14 %), y-terpineno (2-13 %), timol
(0,15-61 %) e carvacrol (0,12-46%)

Timol (35-60 %) e carvacrol (0-26 %)

L. polystachya a-Tujona (69 %) e carvona (12 %)

Linalol (0,1-46 %), neral (9-31 %) e geranial (17-
47 %)

Limoneno (8-26 %) e mirtenal (17-22 %)

L. rehmannii
L. rotundifolia

L. rugosa Nerol (19 %) e geraniol (52 %)
Naringenina, asebogenina, sakuranetina, 6-
hidroxiluteolina 7-O-B-D-glucosideo, (2R,S)-
eriodictiol 7-O-B-D-glucopiranosideo,
aromadendrina, floretina, forsitosideo B,
alissonosideo, verbascosideo, lariciresinol 4-O-3-
D-glucopiranosideo, (2R,S)-30,40,5,6-
tetrahidroxiflavanona 7-O-3-D-glucopyranosideo,
(2R,S)-30,40,5,8-tetrahidroxiflavanona 7-O-f3-D-
glucopiranosideo

Limoneno (38 %) e carvona (34 %)

L. salviaefolia

L. scaberrima

L

. -Ci 0
schomburgkiana 1,8-cineol (64 %)

Acido palmitico, &cido estedrico, cido beénico,
acido araquidico, &cido lignocérico, timol,
carvacrol, B-sitosterol, lapachenol, isocatalponol,
6-0x0-3,4,4a,5-tetrahidro-3-hidroxi-2,2-
dimetilnafto-1,2-pirano

L. sidoides

Balamurugan,
Duraipandiyan,
Ignacimuthu (2011)

Oliveira et al. (2007)

Stashenko et al.
(2008)

Olivero-Verbel,
Guette-Fernandez,
Stashenko (2009)

Escobar et al. (2010)

Stashenko et al.
(2010)

Vicufia, Stashenko,
Fuentes (2010)

Gleiser, Zygadlo
(2007)

Linde et al. (2010)

Leitdo et al. (2008)

Tatsadjieu et al.
(2009)

Funari et al. (2011)

Regnier et al. (2008)

Silva et al. (2009)

Macambira et al.
(1986)
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Espécie Constituinte* Referéncia

tectol e lippsidoquinona Costa et al. (2002)

Acetato do acido oleandlico, metil-3,4-
diidroxibenzoato, lapachenol, tecomaquinona I,
tectoquinona, tectol, tectol acetilado, quercetina, Costa et al. (2002)
luteolina, glucoluteolina, lippisidoquinona,
taxifolina e isolariciresinol

Timol (67 %) Girdo et al. (2003)
. Cavalcanti et al.
0,
Timol (81%) (2004)
Timol (44 %) e a-felandreno (22 %) Costa et al. (2005)
Timol (57 %) e carvacrol (17 %) Botelho et al. (2007a)
L. sidoides Camurca-
, 0 ¢a-Vasconcelos
Timol (60 %) et al. (2007)
. Fontenelle et al.
0,
Timol (60 %) (2007)
Timol (67 %) Monteiro et al. (2007)
Timol (68 %) e p-cimeno (14 %) Oliveira et al. (2009)
. Cavalcanti et al.
- 0, - 0,
Timol (7-70 %) e carvacrol (0,4-46 %) (2010)
Timol (78 %) Medeiros et al. (2011)
Timol (85 %) Mota et al. (2012)
Timol (85 %) Veras et al. (2012)
L. substrigosa Germacreno D (30 %), B-cariofileno (15 %) Silva, Sabino, Reyes

(2010)

eugenil B-glucosideo, 4-alil-2,6-dimetoxifenol
glucosideo, icarisideo Hj, apigenina, hispidulina,
jaceosidina, cirsilineol, eupatorina, hispidulina 7-
O-B-D-glucosideo, jaceosidina 7-p-glucosideo,
acteosideo, isoverbascosideo, leucosceptosideo A,
martinosideo, cismartinosideo, isolariciresinol,
L. triphylla lioniresinol, (+)-isolariciresinol 3a-O-f-D- Ono et al. (2008)
glucopiranosideo, (+)-lioniresinol 3a-O-B-D-
glucopiranosideo, (-)-lioniresinol 3a-O-B-D-
glicopiranosideo, 4$3,10a-
dihidroxiaromadendrane, 4,100~
dihidroxiaromadendrane, acido ursdlico, acido
oleanolico, e &cido betulinico

Gleiser, Zygadlo
(2007)

L. ukambensis Canfora (37 %) e 4-tujanol (19 %) Chogo, Crank (1982)

L. turbinata a-tujona (48 %) e carvona (17 %)

* Os percentuais representam a concentragdo do constituinte nos dleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo e
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa; 0s demais constituintes que ndo
apresentam percentual foram isolados através de técnicas fitoquimicas tradicionais a partir de extratos brutos.



43

2.2.2 Atividade farmacologica descrita para espécies de Lippia

H4 mais de uma década, Pascual et al. (2001b) destacaram que o0s estudos
farmacoldgicos das espécies de Lippia sdo focados, principalmente, na identificacdo de
atividade antimicrobiana, antifangica, larvicida e repelente, com preferéncia dada aos 6leos
essenciais. Considerando o que aparece atualmente nas principais bases de dados (Web of
Science e Pubmed), pouco foi acrescentado a farmacologia do género desde 2001, sendo
destacado estudos sobre atividade antiparasitéria, anti-helmintica, espasmolitica e sobre o
sistema nervoso central, com a concentracdo dos estudos em poucas espécies. A Tabela 4

destaca as principais atividades farmacologicas descritas para as espécies de Lippia.

L. alba tem sido a espécie que mais recebeu atencdo dos pesquisadores, provavelmente
pela larga distribuicdo e utilizacdo na medicina popular para tratar diversas enfermidades,
como dor no estbmago, diarreia, flatuléncia, bronquite, tosse, gripe, hipertensdo, anemia,
sendo também utilizada como sedativo (HENNEBELLE et al., 2008). Assim, com o intuito de
comprovar um dos usos popular dessa espécie, Zétola et al. (2002) demonstraram que L. alba
possui efeito sedativo em camundongos, sendo relacionado a componentes ndo-volateis
presentes no extrato obtido por percolagdo. Por outro lado, Hatano et al. (2012) demonstrou
que o Oleo essencial de L. alba apresenta efeito ansiolitico em ratos, provavelmente devido a
presenca da R-(-)-carvona presente como constituinte majoritario. A utilizacdo de L. alba para
o tratamento de distlrbios estomacais pode ser explicada pelo efeito antiulcerogénico que essa
espécie apresentou por reduzir, em ratos, lesdes gastricas de induzidas por indometacina, com
efeito semelhante a ranitidina (PASCUAL et al., 2001a). Com o intuito similar, Maynard et al.
(2011), investigaram o potencial do 6leo essencial de L. alba em relaxar o musculo liso de
artéria mesentérica de ratos, chegando & concluséo de que o 6leo influencia o influxo de Ca*?
nas células musculares lisas, o que explica a utilizacdo popular da planta no tratamento da
hipertensdo. Porém, a grande maioria dos estudos sobre os efeitos farmacol6gicos dessa
espécie foram direcionados as atividades antimicrobiana e antifungica (AGUIAR et al., 2007,
DUARTE et al., 2005; MESA-ARANGO et al., 2009; SHUKLA et al., 2009; VERAS et al.,
2011).

O extrato etandlico da espécie L. dulcis reduziu a inflamagao induzida por carragenina e
acetato de 12-O-decanoilforbol em ratos, um efeito que foi dependente da dose e sem
diferenca estatistica com a indometacina (PEREZ et al., 2005). O 6leo essencial dessa espécie

apresentou atividade antiespasmaédica em bronquios de porco, relaxando o musculo liso pre-
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contraido tanto com histamina quanto com carbacol (GORNEMANN et al., 2008). Esses
relatos explicam, em parte, a utilizacdo de L. dulcis na medicina popular para tratar
inflamacGes e bronquite (COMPADRE; ROBBINS; KINGHORN, 1986). Abe, Nagao e
Okabe (2002) testaram flavonas, feniletanoides e sesquiterpenos isolados de L. dulcis frente
as células neoplésicas B16-F10, MK-1 e Hela, observando vérios constituintes como

antiproliferativos.

A espécie L. gracilis, conhecida popularmente como alecrim-da-chapada, é encontrada
com facilidade no nordeste brasileiro e utilizada como medicinal por comunidades para tratar
gripe, tosse, bronquite, congestdo nasal e dor na cabeca (ALBUQUERQUE et al., 2007). As
atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva do o6leo essencial de L. gracilis foram
determinadas em ratos, sendo observado que o efeito esta relacionado com a inibicdo da
migracdo leucocitaria, bloqueio da via do 6xido nitrico (NO) e influéncia dos sistemas opidide
e colinérgico (GUILHON et al., 2011; MENDES et al., 2010). Vaérios relatos também
demonstraram o potencial do Oleo essencial dessa espécie contra diversas linhagens de
bactérias (ALBUQUERQUE et al., 2006; NETO et al., 2010; PESSOA et al., 2005).

A planta L. multiflora é muito utilizada na medicina popular dos paises africanos para o
tratamento de problemas respiratorios e gastrintestinais, hipertensdo, maléria, febre,
inflamacdo e como sedativo, sendo alguns desses usos validados cientificamente
(FOLASHADE; OMOREGIE, 2012). Abena et al. (2003) demonstraram que o0 6leo essencial
de L. multiflora apresenta atividade antipirética em ratos, porém ndo foi observado efeito anti-
inflamatdério em camundongos no modelo de formacdo de granuloma. O extrato metandlico
das folhas de L. multiflora mostrou um potente efeito hipotensivo em ratos, sendo atribuido a
um éster do &cido caféico (CHANH; KOFFI; CHANH, 1988). A utilizacdo da planta na
medicina popular para o tratamento da malaria foi comprovada através de estudos in vitro
contra o Plasmodium falciparum, sendo demonstrado que tanto a infusdo das folhas quanto o
6leo essencial apresentaram potente atividade sobre o parasita (BENOIT-VICAL et al., 1996;
VALENTIN et al., 1995). O extrato aquoso de L. multiflora também apresentou profundo
efeito calmante tanto em camundongos quanto em ratos, sendo atribuido a propriedade
relaxante muscular (NOAMESI; ADEBAYO; BAMGBOSE, 1985).

L. sidoides, conhecida popularmente como alecrim pimenta, € muito encontrada na
Regido Nordeste com uma grande utilizacdo nos programas de fitoterapia em satde publica,

aparecendo como a Unica espécie de Lippia na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
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Interesse a0 SUS (MATOS, 2007; RENISUS, 2009). O 6leo essencial dessa espécie ndo
apresentou toxicidade aguda em camundongos, mesmo na dose maxima de 500 mg/kg
testada, e mostrou-se eficaz na protecdo gastrica contra lesdes induzidas por etanol e como
anti-inflamatorio topico no modelo de edema induzido por acetato de 12-O-decanoilforbol,
podendo esses efeitos ter sido observado devido & atividade antioxidante do Oleo
(MONTEIRO et al., 2007). Como L. sidoides é utilizada na medicina popular como
antisséptico tépico de pele e mucosas, alguns trabalhos foram desenvolvidos no sentido de
comprovar a atividade antimicrobiana do éleo essencial contra Staphylococcus aureus obtidos
de amostras clinicas (OLIVEIRA et al., 2006), para o tratamento da gengivite em seres
humanos (RODRIGUES et al., 2009) e potencializando o efeito de gentamicina, amicacina e
neomicina contra Pseudomonas aeruginosa e S. aureus (VERAS et al., 2012). O oleo
essencial de alecrim pimenta também apresentou atividade antimalérica in vitro contra
P. falciparum e em camundongos infectados com P. berghei (MOTA et al.,, 2012) e
antileishmania contra Leishmania chagasi (OLIVEIRA et al., 2009) e L. amazonensis, neste
parasita tendo como alvos provaveis a membrana plasmatica e o metabolismo dos lipidios
(MEDEIROS et al., 2011). A utilizacdo popular de L. sidoides para o tratamento de desordens
gastrintestinais pode estar relacionada a atividade antihelmintica do ¢leo essencial,
demonstrada tanto in vitro quanto in vivo (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007,
CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008).

Tabela 4 — Atividade farmacoldgica descrita em espécies de Lippia.

Espécie Atividade Referéncia
Antinociceptiva em camundongos, nos modelos Makonnen et al.
de tail-flick e placa quente (2003)
L adoensis Antipirética em camundongos Debell et al. (2005)

Antimicrobiano in vitro contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas Tadeg et al. (2005)
aeruginosa e Trichophyton mentagrophytes

Antimicrobiana in vitro contra S. aureus,

. Caceres et al. (1991)
Streptococcus pneumoniae e S. pyogenes

Antiviral in vitro contra os virus Herpes Simplex
tipo 1 (HSV-1)

Antinociceptiva em camundongos nos modelos de
contorgdes abdominais induzidas por acido
acetico, placa quente e formalina; anti- Viana et al. (1998)
inflamatoria em ratos no modelos de edema
induzido por carragenina e dextrana

Abad et al. (1998)
L. alba
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Espécie Atividade

Referéncia

Ansiolitica em camundongos, nos modelos de
labirinto de cruz elevada e teste de campo aberto

Antifungica in vitro contra Ustilago scitaminea,
Colletotrichum falcatum e Curvularia lunata

Antiulcerogénica em ratos, no modelo de
ulceragdo gastrica induzida por indometacina

Sedativa em camundongos, nos modelos de sono
induzido por pentobarbital e rota-rod

Antioxidante in vitro nos ensaios de DPPH e
peroxidacdo lipidica

Reducdo da frequéncia cardiaca in vitro em
coracdo isolado de rato

Antiviral in vitro contra os virus HSV-1 e
poliovirus tipo 2 (PV-2)

Antifungica in vitro contra Candida albicans

Antimicrobiana in vitro contra S. aureus e
Klebsiela pneumonia

Antimicrobiana in vitro contra Acinetobacter
baumannii, Bacillus subtilis, E. coli, Lactobacillus
casei, S. intermedis e S. mutans

L. alba Antimicrobiana in vitro contra S. aureus, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus e C. albicans

Neurossedativa in vitro no ensaio de ligacdo dos
receptores benzodiazepinico e GABAA

Antiviral in vitro contra o virus da febre amarela

Citotoxica in vitro contra a célula HelLa dos
quimiotipos citral e carvona e antifingica in vitro
contra Aspergillus fumigatus do quimiotipo citral

Anticonvulsivante em camundongos, no modelo
de inducéo de convulsdes por pentilenotetrazol

Citotoxica contra Artemia franciscana

Antifungica e inibidora da producao de aflatoxina
B in vitro em A. flavus

Antiparasitaria in vitro contra Trypanosoma cruzi
e Leishmania chagasi

Antiviral in vitro contra o virus da dengue

Antigenotdxica in vitro contra bleomicina em E.
coli

Vale et al. (1999)
Rao et al. (2000)
Pascual et al. (2001a)
Zétola et al. (2002)
Ramos et al. (2003)

Gazola et al. (2004)

Andrighetti-Fréhner
et al (2005)
Duarte et al. (2005)

Sena Filho et al.
(2006)

Nogueira et al. (2007)

Aguiar et al. (2008)

Hennebelle et al.
(2008)

Meneses et al. (2009)

Mesa-Arango et al.
(2009)

Neto et al. (2009)

Olivero-Verbel,
Guette-Fernandez,
Stashenko (2009)

Shukla et al. (2009)

Escobar et al. (2010)
Ocazionez et al.
(2010)

Lopez, Stashenko,
Fuentes (2011)
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Espécie

Atividade

Referéncia

L. alba

L. alva

L. berlandieri

L. canescens

L. chevalieri

L. citriodora

Antioxidante no ensaio de DPPH

Vasorrelaxante em artéria mesentérica de rato in

vitro
Fumigante contra Callosobruchus chinensis
Sinergismo com eritromicina contra S. aureus

Ansiolitica em ratos, utilizando o modelo de
labirinto de cruz elevada

Anestésica em jundia

Potencializacdo dos antibi6ticos amicacina,
gentamicina e neomicina contra S. aureus

Inibidora da sinalizacdo celular do receptor de
quimiocina tipo 5

Antimicrobiana in vitro contra Vibrio
alginolyticus, V. cholerae, V. mimicus, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus

Antioxidante in vitro no ensaio do acido
tiobarbiturico e antimicrobiano in vitro contra
E. coli, S. aureus e Bacillus cereus

Antifungica in vitro contra Aspergillus niger e
Penicillium spp.

Antiproliferativa in vitro contra as células HeLa e
B16-F10

Antimicrobiano in vitro contra B. cereus,
Enterococcus faecalis, S. aureus e S. camorum

Antimicrobiano in vitro contra S. aureus,
Enterococcus hirae, Saccharomyces cerevisiae e
C. albicans

Antioxidante contra os radicais superdéxido e
hidroxil e acido hipocloroso

Antimicrobiana in vitro contra Helicobacter pylori

Antioxidante no ensaio de DPPH

Citotdxica contra Artemia franciscana

Fabri et al. (2011)
Maynard et al. (2011)

Shukla et al. (2011)
Veras et al. (2011)

Hatano et al. (2012)

Heldwein et al.
(2012)

Veras et al. (2012)
Hegde et al. (2004)

Paredes-Aguilar et al.
(2007)

Avila-Sosa et al.
(2010a)

Avila-Sosa et al.
(2010b)
Abe, Nagao, Okabe
(2002)

Bassole et al. (2003)

Mevy et al. (2007)

Valentdo et al. (2002)

Ohno et al. (2003)
Bilia et al. (2008)

Olivero-Verbel,
Guette-Fernandez,
Stashenko (2009)
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Espécie Atividade

Referéncia

Antiparasitaria in vitro contra Trypanosoma cruzi
e Leishmania chagasi

Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH e
antimicrobiana in vitro contra S. aureus, B.

L. citriodora subtilis, Micrococcus flavus, S. epidermidis e S.
haemolyticus
Antiviral in vitro contra o virus da dengue

Antiproliferativa in vitro contra as células HelLa e
B16-F10

Antiespasmadica in vitro em brénquios isolados
de porco

L. dulcis

Citotdxica contra Artemia franciscana

Antiparasitaria in vitro contra Trypanosoma cruzi
e Leishmania chagasi

Antimicrobiano in vitro contra Salmonella sp., S.
paratyphi, Serratia marcescens, Morganella
morganii, Proteus mirabilis, Klebsiela
pneumoniae, E. coli e S. aureus

Antimicrobiano in vitro contra S. choleraceuis-

diarizonae, Enterobacter asburiae, E. hormaechei,

B. thuringiensis, B. pumilus, B. cereus, K.
pneumoniae e A. nidulans

Inseticida contra as larvas de Aedes aegypti

. Antimicrobiano in vitro e em ratos infectados por
L. gracilis S. aureus

Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH;
antinociceptiva em camundongos no modelo de
contor¢bes abdominais induzidas por acido
acético; anti-inflamatdria em ratos no modelo de
edema de pata induzida por carragenina e em
camundongo pela inibicdo da migragéo de
leucécitos para a cavidade peritoneal
Antinociceptiva em camundongos nos modelos de

contor¢des abdominais induzidas por acido
acetico, placa quente e formalina

Escobar et al. (2010)

Mothana et al. (2010)

Ocazionez et al.
(2010)

Abe, Nagao, Okabe
(2002)

Gornemann et al.
(2008)

Olivero-Verbel,
Guette-Fernandez,
Stashenko (2009)

Escobar et al. (2010)

Pessoa et al. (2005)

Albuquergue et al.
(2006)

Santiago et al. (2006)

Neto et al. (2009)

Mendes et al. (2010)

Guilhon et al. (2011)
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Espécie Atividade

Referéncia

Antimicrobiana in vitro contra Erwinia carotovora e
Fusarium oxysporum

Antimicrobiana in vitro contra Bacilus subtilis,
Sarcina lutea e Vibrio cholerae

Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH

Anti-helmintica contra larvas de Haemonchus
contortus

Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH e
antimutagénica sobre S. typhimurium

Antifangica in vitro contra C. albicans e C.
dubliniensis

L. graveolens Antimicrobiana in vitro contra S. aureus, S.
epidermidis, B. subtilis, Sarcina lGtea, Shigella
boydii, V. cholerae, E. coli, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter aerogenes, Yersinia
enterocolitica e S. typhi

Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH e
antimicrobiano in vitro contra E. coli, P. aeruginosa
e S. aureus

Antiparasitaria in vitro contra Giardia lamblia
Acaricida contra Rhipicephalus microplus
Antiespasmddica in vitro em ileo isolado de cobaia e
in vivo em ratos, no modelo de trénsito gastrintestinal
L. Antioxidante no ensaio de DPPH e antimicrobiana in
hermannioides vitro contra Bartonella cereus

Antifangica in vitro contra Ascosphaera apis

] o Antiparasitaria in vitro contra T. cruzi
L. integrifolia L ) L
Colerética in vivo e antiespasmadica in vitro em

jejuno isolado de rato
Repelente contra Triatoma infestans

Antimicrobiano in vitro contra S. aureus e E. coli
Antimicrobiano in vitro contra K. pneumoniae e C.

neoformans

L. javanica Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH

Inibidora da transcriptase reversa do virus HIV-1

Acaricida contra Boophilus spp, R. evertsi evertsi, R.
appendiculatus, Hyalomma spp. e Amblyomma spp.

Obledo et al. (2002)
Hernandez et al.
(2003)
Guereca et al. (2007)

Lépez-Aroche et al.
(2008)

Martinez-Rocha et al.
(2008)

Pozzatti et al. (2008)

Hernandez et al.
(2009)

Arana-Sanchez et al.
(2010)
Machado et al. (2010)

Martinez-Velazquez
etal. (2011)

Rivero-Cruz et al.
(2011)

Fabri et al. (2011)
Dellacasa et al.
(2003)
Silsen et al. (2006)

Gorzalczany et al.
(2008)

Limaetal. (2011)
Manenzhe, Potgieter,
Ree (2004)
Viljoen etal. (2005)
Muchuweti et al.
(2006)
Mujovo et al. (2008)

Madzimure et al.
(2011)
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Espécie Atividade Referéncia
e : Dellacasa et al.
Antifangica in vitro contra Ascosphaera apis
L. junelliana J P P (2003)
Antiviral in vitro contra o virus Junin Garcia et al. (2003)
Olivero-Verbel,
Citotoxica contra Artemia franciscana Guette-Fernandez,
Stashenko (2009)
Antimicrobiano in vitro contra B. subtilis,
L micromera Enterococcus faecalis, E. coli, Pseudomonas sp.,
' S. aureus, S. typhimurium, Shigella sonnei, A. Rojas et al. (2009)
niger, C. albicans, Saccharomyces cerevisiae e
Kluyveromyces fragilis
Antiparasitaria in yltro co_ntra Tryp_anosoma cruzi Escobar et al. (2010)
e Leishmania chagasi
Citotoxica contra as células neoplésicas HL-60,
CEM. HCT8, MCF-7 & B16 Santos et al. (2003)
L. microphylla Antioxidante in vitro nos ensaios de DPPH e
oxidacdo induzida no 3-caroteno e toxica contra David et al. (2007)
Artemia salina
_ (_Dalmante em camgndon_gos, por reduzw_ a Noamesi, Adebayo,
atividade locomotora induzida por anfetamina, e
y : Bamgbose (1985)
relaxante muscular em diafragma isolado de rato
A . Chanh, Koffi, Chanh
Anti-hipertensiva em ratos (1988)
Antimalarica in vitro contra P. falciparum Valentin et al. (1995)
Abena, Ngondzo-
Tranquilizante e analgésica em ratos Kombeti, Bioka
(1998)
Antioxidante in vitro Agnaniet et al. (2005)
L. multiflora e
- : . Ajaiyeoba et al.
Toxicidade contra Artemia salina (2006)
VI . Benoit-Vical et al.
Antimalérica in vitro contra P. falciparum (2006)
Pediculicida contra Pediculus humanus corporis e .
. o - Oladimeji et al.
Pediculus humanus capitis e escabicida em (2000)

humanos com escabiose

Antinociceptiva em camundongos, no modelo de
contorgdes abdominais induzidas por acido
acetico, e antipirética em ratos, no modelo de
hiperpirexia induzida por levedura de cerveja

Abena et al. (2003)
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Espécie

Atividade Referéncia
Antimicrobiano in vitro contra B. cereus,
Enterococcus faecalis, E. coli, Listeria innocua,
Proteus mirabilis, Salmonella enterica, Shigella Bassole et al. (2003)
dysenteria, S. aureus e S. camorum
Antimicrobiano in vitro contra S.aureus, E. coli,
S. typhii, B. subtilis, C. albicans Kunle etal. (2003)
L. multiflora . L .
Antiparasitaria in \_/ltro contra_P. falc!parum, L. Okpekon et al. (2004)
donovani e T. brucei brucei
Antimicrobiana in vitro contr_a B. cereus, S. Owolabi et al. (2009)
aureus e E. coli
Antlmlcroblanq in vitro contra S aureus, S. Bassolé et al. (2010)
enterica e S. dysenteria
Antinociceptiva em camundongos, no modelo de
9qntor(;oes_a_bdom|na,|s_ induzidas por &cido Ahmed et al. (2004)
acetico, e anti-inflamatoria em ratos, no modelo
de edema de pata induzida por carragenina
Antioxidante in vitro em varios ensaios el TE Gl
(2008)
L. nodiflora Anti-inflamatdria in vitro via inibicdo da Balakrishnan et al.
fosforilagdo de MAPK e translocagéo de NF-kB (2010)

Antidiabética em ratos com diabetes mellitus
induzida com estreptozotocina

Sedativa, ansiolitica e anticonvulsivante

Antimicrobiana in vitro contra E. coli, S. aureus,
S. aureus, C. albicans e C. tropicalis

Antimicrobiana in vitro contra S. mutans,
Lactobacillus casei, S. aureus, Fonsecaea
pedrosoi, Trichophytum rubrum, Cryptococcus
neoformans, C. parapsilosis, C. guilliermondii e
C. albicans

Antimicrobiana in vitro contra S. aureus, K.
L. origanoides pneumoniae e Acinetobacter baumannii
Antioxidante in vitro

Antiviral in vitro contra o virus da febre amarela
Citotoxica contra Artemia franciscana

Antiparasitaria in vitro contra Trypanosoma cruzi
e Leishmania chagasi

Balamurugan,
Duraipandiyan,
Ignacimuthu (2011)

Thirupathy, Tulshkar,
Vijaya (2011)

Santos et al. (2004)

Oliveira et al. (2007)

Velasco et al. (2007)
Stashenko et al.
(2008)
Meneses et al. (2009)

Olivero-Verbel,
Glette-Fernandez,
Stashenko (2009)

Escobar et al. (2010)
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Espécie Atividade Referéncia
L orianoides Antigenotdxica in vitro contra inducéo por Vicuna, Stashenko,
- ong bleomicina Fuentes (2010)
Inseticida contra Culex quinquefasciatus T, ZgEnllE
L. polystachya (2007)

Inseticida contra larvas de Culex quinguefasciatus
Antifangica in vitro contra Rhizoctonia solani e

L. rehmannii Fusarium oxysporum
L. rubela Antioxidante no ensaio de DPPH
Inseticida contra Sitophilus zeamais
L. rugosa Antifangica e inibidora da producéo de aflatoxina

B in vitro em A. flavus

Antifungica in vitro contra Colletotrichum

L. scaberrima . :
gloeosporioides e Botryosphaeria parva

L

Co Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH
schomburgkiana

Citotoxica in vitro contra as células HL60,
SW1573 e CEM

Contra doenca gengival em cachorros
Inseticida contra as larvas de Aedes aegypti

Inseticida contra as larvas de Aedes aegypti e
Culex quinquefasciatus

Antimicrobiana in vitro contra S. aureus

Antimicrobiana in vitro contra S. mutans, S.
sanguis, S. salivarius, S. mitis e C. albicans

Antiplaca e antigengivite em humanos

L. sidoides Anti-inflamatéria e antimicrobiana contra micro-

organismos orais em ratos submetidos a
periodontite experimental

Antihelmintica in vitro contra Haemonchus
contortus e em camundongos infestados por
Syphacia obvelata e Aspiculuris tetraptera

Antiflngica in vitro contra Microsporum canis, C.

albicans e C. tropicalis

Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH e
antiulcerogénica em camundongos submetidos a
ingestéo de etanol

Antihelmintica em ovelhas infectadas por
Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp.

Kembro et al. (2009)
Linde et al. (2010)

Fabri et al. (2011)
Ngamo et al. (2007)

Tatsadjieu et al.
(2009)

Regnier et al. (2008)
Silva et al. (2009)

Costa et al. (2001)

Girdo et al. (2003)

Cavalcanti et al.
(2004)

Costa et al. (2005)
Oliveira et al. (2006)
Botelho et al. (2007a)

Botelho et al. (2007b)

Botelho et al. (2007c)

Camurca-Vasconcelos
et al. (2007)

Fontenelle et al.
(2007)

Monteiro et al. (2007)

Camurga-Vasconcelos
et al. (2008)



53

Espécie Atividade Referéncia
Antiparasitaria in vitro contra L. chagasi Oliveira et al. (2009)
. . Rodrigues et al.
Antigengivite em humanos (2009)
. . Cavalcanti et al.
Acaricida contra Tetranychus urticae (2010)
L sidoides Antmmdgntg no ensaio de DPPH e antimicrobiana Fabri et al. (2011)
in vitro contra Bartonella cereus
Antiparasitaria in vitro contra L. amazonensis Medeiros et al. (2011)
Antiparasitaria in vitro contra P. falciparum eem Mota et al. (2012)
camundongos infectados com P. berghei
Antimicrobiana in V|trc_) contra S. aureus e P. Veras et al. (2012)
aeruginosa
Antioxidante in vitro no ensaio de DPPH Ono et al. (2008)
L triphvila Antimicrobiana in vitro contra E. coli, S. aureus,  Hernadez, Tereschuk,
- tripny P. aeruginosa, Shigella sp. e Streptococcus sp. Abdala (2000)
Antifangica in vitro contra Ascosphaera apis Dellacasa et al. (2003)
. . : Gleiser, Zygadlo
Inseticida contra Culex quinquefasciatus ’
L. turbinata quing (2007)

Inseticida contra larvas de Culex quinquefasciatus ~ Kembro et al. (2009)

2.2.3 A espécie Lippia thymoides

A espécie L. thymoides (Figura 3) é um arbusto de 0,5 a 1,5 m de altura, ramos glabros,
quadrangulares. Folhas opostas nos ramos normais, fasciculadas nos braquiblastos, discolores,
coridceas, 0,5 a 1 cm de comprimento; pecioladas; peciolo com 05 a 0,8 mm de
comprimento, membranacea, oblanceolada a espatulada, apice arredondado, margem inteira,
base atenuada; venacdo hifédroma. Inflorescéncia até 6 mm de comprimento, axilares,
solitarias, subglobosas, compactas, cerca de 1 cm de comprimento; bracteas imbricadas, oval-
lanceoladas, apice agudo cimeira helicoidal. Flores pediceladas, pedicelo com 0,3 a 0,4 cm de
comprimento, calice, cilindrico, lacinios lanceolados, pubescentes externamente, glabros
internamente; corola salverforme, branca a amarelo-alaranjado, lobos 1,2 a 1,5 mm de
comprimento, arredondados, pubescentes externamente e glabros internamente; estames-6,
tetradinamos, filetes glabros, anteras lanceoladas; ovario glabro (MELO et al., 2010;
SALIMENA; SILVA, 2009). Corresponde a uma espécie nativa e endémica do Brasil,

podendo ser encontrada apenas na Bahia e Minas Gerais, em dominios fitogeograficos de
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caatinga e cerrado, sendo listada no banco de dados de plantas do Nordeste (SALIMENA et
al., 2010; GAMARRA-ROJAS et al., 2012). Popularmente conhecida como alecrim do mato
ou alecrim do campo, esta espécie € utilizada no banho para o tratamento de feridas e as
folhas sdo utilizadas como antipiréticas, no tratamento da bronquite e reumatismo (FUNCH et
al., 2004; http://www.liberherbarum.com/Minor/BZ/PN8182.htm). Em estudo realizado por

Almeida e Bandeira (2010) em comunidades quilombolas da Bahia, a espécie L. thymoides
apareceu dentre as mais citadas, sendo utilizada pelas comunidades locais como medicinal e

em rituais religiosos.

Em estudo realizado por Pinto (2008), seis espécies de Lippia coletadas na Bahia foram
utilizadas na tentativa de buscar espécies de interesse farmacologico. Nessa pesquisa,
identificou-se a presenca de terpenos, esteroides, cumarinas, acidos fenolicos e saponinas por
meio de triagem fitoquimica na espécie L. thymoides. Também, por meio de avaliacdo da
atividade antimicrobiana in vitro no método da difusdo em disco, observou-se que essa
espécie foi ativa contra diversos patdgenos, principalmente S. aureus. A autora enfatizou a
realizacdo de investigacGes posteriores visando reconhecer o potencial quimico e

farmacoldgico dessa espécie.

Figura 3 — Foto de L. thymoides em seu habitat.

A, planta inteira; B, detalhe ressaltando as folhas; C, detalhe ressaltando a flor.


http://www.liberherbarum.com/Minor/BZ/PN8182.htm

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e caules de L. thymoides foram coletados no Campus da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), nas coordenadas aproximadas de 12°11°45’" sul e
38°58°05” oeste (Google Earth v.6.0.3.2197), sempre no mesmo horério dos seguintes dias:
05 de fevereiro, 28 de abril, 24 de julho e 28 de outubro de 2009 e 28 de janeiro de 2010.
Exsicatas das duas primeiras coletas foram depositadas no Herbario da UEFS (HUEFS) sob
os codigos de, respectivamente, 135956 e 77554 (Figura 4) e identificadas pela Profa. Dra.
Tania Regina Santos Silva.

O material vegetal foi seco a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, até peso constante,
para estabilizacdo do material. Apds separacao das folhas e caules, estes foram pulverizados

em moinho de facas e destinados a metodologias extrativas especificas.

Figura 4 — Foto da exsicata de L. thymoides (esquerda) e destaque da ficha de identificacdo
(direita).
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3.2 PREPARACAO E PARTICAO DOS EXTRATOS

O material coletado no dia 05 de fevereiro foi utilizado para obtencéo dos extratos das
folhas (TF) e caules (TC). Assim, 706,8 g das folhas e 3.652,8 g dos caules foram macerados
em balbes de fundo chato em banho ultrassonico, a 37 °C, utilizando-se como solvente o
metanol. A intervalos de 30 minutos, o metanol era evaporado em rotaevaporador sob presséo
reduzida em temperatura inferior a 50 °C, sendo adicionado aos baldes novo solvente e
repetindo-se exaustivamente essa etapa até que a solucdo extrativa atingisse uma coloracao
semitransparente. O residuo do solvente foi retirado por evaporacdo em capela de exaustdo e a
agua foi retirada por liofilizacdo, para obtencdo dos extratos brutos TF (247,4g) e TC
(150,1 g), com rendimento de 35 % e 4,1 % a partir do material vegetal seco, respectivamente.

TF (126,4g) e TC (70,1 g) foram submetidos a particdo liquido-liquido utilizando-se
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano e acetato de etila. A

massa bruta das fracdes, assim como as respectivas codificagcdes sdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5 — Rendimento dos extratos metandlicos brutos e fragBes obtidas por particdo
liquido-liquido das folhas e caules de L. thymoides.

Extrato X oo . o
(c6digo) Fracéo (cédigo) Massa bruta (g) Rendimento (%)
Folhas Hexano (TFH) 6,8 54
(TF) Diclorometano (TFD) 11,0 8,7
126,49 Acetato de etila (TFA) 4,5 3,6
Caules Hexano (TCH) 2,1 3,0
(TC) Diclorometano (TCD) 9,6 13,7
019 Acetato de etila (TCA) 27 3,9

3.3 EXTRACAO E ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Apbs o periodo de secagem, as folhas de L. thymoides das outras quatro coletas, sendo
cada uma realizada ao final do primeiro més de cada estacdo do ano, foram submetidas a
andlise da umidade residual em balanca determinadora de umidade (Série ID Versdo 1.8
Marte, S&o Paulo, SP), que possui como fonte de calor o infravermelho. Esse determinador
provoca a desidratacdo de 1 g da amostra, num intervalo de tempo de dez minutos e sob
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temperatura de até 100°C. O percentual de umidade perdido pela amostra durante o
aquecimento é detectado e fornecido, assim como a massa vegetal remanescente.

Apbs a determinacdo da umidade, as folhas foram utilizadas para a extragdo dos 6leos
essenciais por hidrodestilagdo por arraste a vapor d’agua, em aparelho tipo Clevenger, durante
3 horas. Os 0leos essenciais obtidos foram secos com sulfato de sddio anidro e armazenados
em frascos de vidro hermeticamente fechados, a temperatura de cerca de -20 °C. O teor de
oleo essencial foi calculado usando-se a relacdo massa de folhas/volume de 6leo, levando-se
em  consideracdo a  biomassa  seca, de acordo com a  formula:
T={VI/[M - (M x U/100)]} x 100, onde T € o teor do 6leo essencial, em %; V é o volume do
6leo extraido, em mL; M é a massa vegetal bruta, em g; U é o teor de umidade presente na
massa vegetal bruta, em %. Na Tabela 6 estdo descritas as datas das coletas, massa vegetal

utilizada e codificacao dos 6leos.

Tabela 6 — Massa vegetal utilizada e codificacdo dos Oleos essenciais das folhas de

L. thymoides coletados nas quatro estacfes do ano.

Estacdes do ano

Informacoes :
Outono Inverno  Primavera  Verao
Caodigo da amostra TOO TOI TOP TOV
Data da coleta 28/04/09  24/07/09 28/10/09  28/01/10
Massa vegetal seca (g) 166,1 355,0 256,0 133,4

As andlises da composicdo quimica dos Oleos essenciais foram realizadas pela
combinacdo de cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama
(CG/DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

Nas analises por CG/DIC foi utilizado um cromatégrafo Varian CP-3380 (Palo Alto,
Califérnia, EUA), equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC) e coluna capilar
Chrompack CP-SIL 5 (30 m x 0,5 mm), com espessura do filme de 0,25 pm, temperatura do
injetor de 220 °C e do detector de 240 °C, hélio como gés de arraste na vazdo de 1 mL/min,
com programa de temperatura do forno de: 60 °C a 240 °C (3 °C/min), mantendo uma
isoterma de 240 °C durante 20 minutos.

As analises por CG/EM foram realizadas em cromatografo Shimadzu CG-2010 (Kyoto,
Japdo), acoplado a espectrometro de massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu, coluna capilar DB-

5ms (30m x 0,25mm), com espessura do filme 0,25 um, temperatura do injetor 220°°C, gés de
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arraste hélio na vazdo de 1 mL/min, temperatura da interface de 240 °C, temperatura da fonte
de ionizacdo de 240 °C, energia de ionizacgdo 70 eV, corrente de ionizagédo: 0,7 kV e programa
de temperatura do forno: 60 °C a 240 °C (3 °C/min), mantendo uma isoterma de 240 °C por 20
minutos.

Antes da injecdo, aproximadamente 0,01 g de cada amostra de 6leo essencial foi pesada
em balanca analitica e diluida em 500 pL do solvente trimetilpentano. Um volume de 0,2 pL
desta solucéo foi injetado, sob as mesmas condic¢des supracitadas, no CG/DIC e duas vezes no
CG/EM com razfes de split de 1:100 e 1:30. Para determinacdo do indice de Kovats, foi
efetuada uma analise no CG/DIC, onde um volume de 50 pL de uma solucdo a 5 % de n-
alcanos (Cg a C,4) foi adicionada as amostras de 6leo que haviam sido previamente diluidas
em trimetilpentano.

A identificacdo dos constituintes foi realizada através do calculo do indice de Kovats de
cada um dos picos, com a utilizacdo de cromatogramas obtidos pela co-injecdo da amostra
com uma série homologa de n-alcanos (Cg a Caq), de acordo com a formula: Iy = (100N +
100(logT rea) - 109T reny)/ (109T rn + 1) - 109T "rev)), ONde I € 0 indice de retencéo de Kovats;
N € o nimero de atomos de carbono do padrdo do alcano (Cg a Ca4); T'ra) € 0 tempo de
reten¢éo do pico calculado; T gy € 0 tempo de retencdo do alcano correspondente ao pico
calculado; T'renv + 1) € 0 tempo de retengdo do alcano que elui posteriormente ao pico
calculado.

Cada pico do cromatograma foi também identificado pelo seu espectro de massas, pela
comparacdo com a biblioteca do equipamento, pela consulta na literatura especializada
(ADAMS, 2007; JOULAIN; KONIG, 1998) e pela injecdo de padrdes. Ja a quantificacdo do
percentual relativo dos constituintes identificados foi obtida com base nas areas dos picos

cromatograficos correspondentes pelo método da normalizacéo.

3.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS NOS EXTRATOS E FRACOES

A determinagdo espectrofotométrica de fenois totais foi realizada utilizando-se o
reagente de Folin-Ciocalteau, com base no método descrito por Slinkard e Singleton (1977).
Em cubetas de vidro, foram adicionados 40 puL de uma solucdo com diluicdo entre 50 e
500 ug/mL dos extratos e fracBes das folhas e caules, 3,16 mL de agua destilada e 200 pL do
reagente de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich), com agitacdo por 6 minutos seguida de

repouso a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi adicionado 600 pL de uma solucao
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saturada de carbonato de célcio (Dindmica, Brasil), seguido de agitacdo e repouso por 2 horas
a 20 °C. Passado esse periodo, a absorbancia de cada solucdo foi determinada em
espectrofotdbmetro (Quimis, Diadema, Sdo Paulo, Brasil) a 765 nm. Para a construcdo da
curva de calibracdo, uma solucdo estoque de 5 mg/mL de acido galico (Vetec, Duque de
Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) foi diluida a solu¢des de concentracbes equivalentes a 50, 100,
150, 250 e 500 pg/mL, sendo submetidas as mesmas condi¢fes dos extratos e fraches
descritos anteriormente. O contetdo total de fendlicos totais foi calculado com a utilizagdo da
equacéo, obtida por regressao linear: A =0,001C - 0,0052, (R? = 0,9991), onde A corresponde
a absorbancia registrada a 765 nm; C corresponde a concentracdo de fendis, expressa como
miligrama de equivalentes de 4cido galico por grama de amostra (EAG/g de amostra); e R? é
o coeficiente de correlacéo linear. As determinacdes foram realizadas em triplicata e em trés

experimentos independentes.

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para avaliar a capacidade dos 0leos essenciais, extratos e fragdes das folhas e caules de
L. thymoides em sequestrar radicais livres, foi utilizado o método fotocolorimétrico in vitro do
sequestro do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), de acordo com o método descrito por Brand-Willians, Cuvelier,
Berset (1995) com algumas modificacdes. Inicialmente, preparou-se solugdes estoques de
1 mg/mL em etanol para cada amostra e 0s controles positivos &cido ascérbico (AcA),
comprado de Dinadmica (Diadema, S&o Paulo, Brasil), butil hidroxitolueno (BHT) e butil
hidroxianisol (BHA), ambos obtidos de Sigma-Aldrich, que foram diluidas para as seguintes
concentracdes: 243, 81, 27, 9, 3 e 1 pg/mL. A essas solucBes das amostras e controles
positivos (2,5 mL) adicionou-se 1 mL da solugdo de DPPH a 50 pg/mL. O meio reacional foi
mantido em temperatura ambiente durante 30 minutos, sendo a absorbancia mensurada em
seguida em espectrofotdmetro UV-visivel a 518 nm, para quantificar a variacdo da coloragéo
de violeta escuro para amarelo claro. Foram mantidos brancos para cada amostra e o DPPH,
com a adi¢do de 1 mL de etanol a 2,5 mL de cada amostra e 3,5 mL da solugédo de DPPH,
respectivamente. A determinacdo da atividade antioxidante de cada concentracdo das
amostras foi calculada de acordo com a formula: %Cppp = {[ABpppu] - [AFamostra -
ABamostra]/ABpppr} X 100, onde %Cpppy € 0 percentual de sequestro do DPPH; ABpppy € @
absorbancia do branco do DPPH; AFamostra € @ absorbancia final da amostra; e ABamostra € @
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absorbéncia do branco da amostra. O teste foi realizado em triplicata e em trés experimentos
independentes, sendo 0s resultados expressos em valores correspondentes a concentracdo
capaz de sequestrar 50 % do DPPH e reduzir sua absorbancia (CEszp).

Outro método de avaliacéo da atividade antioxidante realizado foi 0 método da inibigéo
da auto-oxidacdo do B-caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do acido
linoleico em uma emulsdo (MIGUEL, 2010). Foram preparadas solucdes estoques dos
extratos, fragdes, Oleos essenciais e controles positivos (quercetina, QUE, obtido de Sigma-
Aldrich; pirogalol, PIR, obtido de Dinamica; e &cido ascorbico, AcA) na concentracdo de
1 mg/mL em etanol. O B-caroteno foi dissolvido em cloroférmio (0,2 mg/mL) e a 2 mL dessa
solucdo foi adicionado 40 mg de acido linoleico (Vetec) e 400 mg de Tween 40 (Sigma-
Aldrich), sendo o cloroférmio evaporado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a
40 °C. Apos essa etapa, 100 mL de agua destilada foram adicionadas ao sistema sob agitacéo
vigorosa durante 2 minutos para a formacéo da emuls&o. A cada 3 mL desse sistema oxidante
formado, foi adicionado 120 pL das solugdes estoques de 1 mg/mL previamente preparadas.
O controle negativo foi realizado com a substituicdo das amostras por igual volume de etanol.
O teste foi realizado em triplicata e em trés experimentos independentes, sendo que a
determinacéo da atividade antioxidante foi quantificada pela medida da absorbancia (470 nm)
do sistema oxidante, imediatamente ap6s a adicdo das amostras e apds 120 minutos de
incubagdo do sistema a 50 °C, de acordo com a formula: %AA = {[1 - (Ao — A)I/(A — AL)}
x 100, onde %AA ¢é o percentual de atividade antioxidante; Ay e A, sdo as absorbancias
inicial e final das amostras, respectivamente; e A’ e AL sdo as absorbancias inicial e final do

controle negativo.

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
3.5.1 Microrganismos utilizados

Os testes antimicrobianos foram realizados em colaboracdo com o Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia (LAPEM) da UEFS. As amostras de extratos foram testadas
através do método da determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo
bactericida/fungicida minima (CBM/CFM), sendo utilizadas as metodologias descritas no
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2002; 2003), com algumas modificaces.
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Os micro-organismos utilizados nos testes, cedidos pela Colegdo de Cultura de Micro-
organismos da Bahia (CCMB), foram:

e Escherichia coli (CCMB 261) resistente a Sulfonamida e sensivel a
Trimetoprima;

e Pseudomonas aeruginosa (CCMB 268);

e Salmonella cholerasuis (CCMB 281);

e Staphylococcus aureus (CCMB 262) resistente a Estreptomicina e
Dihidrostreptomicina;

e Staphylococcus aureus (CCMB 263) resistente a Novobiocina;

e Micrococcus luteus (CCMB 283);

e Bacillus cereus (CCMB 282);

e Candida albicans (CCMB 286) resistente a Fluconazol e Anfotericina B;

e Candida parapsilosis (CCMB288).

3.5.2 Preparo da suspenséo de microrganismos

Com o auxilio de uma alca, 3 a 5 coldnias isoladas da placa de repicagem do micro-
organismo teste foram transferidas para um tubo contendo 1,8 mL de solugéo salina a 0,45%.
Apo6s a homogeneizacdo, a densidade do indculo foi padronizada com o auxilio de um
colorimetro (bioMérieux). Para bactérias, ajustou-se a turbidez Optica a uma solucdo padrédo
na escala 0,5 de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL, e para

leveduras, na escala 3 de McFarland, que corresponde a aproximadamente 5 x 10° UFC/mL.

3.5.3 Determinacgéo da CIM

As placas de 96 pocos estéreis, contendo 95 pL de Caldo Miieller-Hinton (CMH) duas
vezes concentrado em cada poco, foram adicionados 90 uL dos extratos, fracdes ou Gleos
essenciais de L. thymoides, em triplicata, na concentracdo inicial de 22 mg/mL, dissolvidos
em dimetilssufoxido (DMSO, obtido de VETEC) e filtrados em membrana de acetato de
celulose (0,22 pm) estéril. A partir da concentragdo inicial das amostras, foram feitas
dilui¢Bes sucessivas, no fator de 2, com todos os pogos contendo um volume final de 100 pL

apos a inoculacdo de 10 L da suspensdo do micro-organismo teste padronizado. Dessa
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forma, a faixa de concentracdo dos extratos, fracdes e Oleos essenciais estudada foi de
9,99 mg/mL (primeiro pogo) a 0,08 mg/mL (ultimo poco).

Depois de realizadas as diluicbes em todos os pocos, foram adicionados 10 pL da
suspensdo de micro-organismos padronizados como descrito no item anterior, porém, tanto
para as bactérias como para as leveduras a suspensao foi ajustada a uma solucdo padréo de
McFarland de 3, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL e 5 x 10° UFC/mL,
respectivamente. Para as leveduras, retirou-se 10 pL dessa suspensdo para inoculacdo nos
pocos, obtendo-se uma concentracéo final de 2,5 x 10° UFC por poco. Para as bactérias, foi
preparada uma segunda suspensdo retirando-se 10 pL da primeira e adicionando-se em
990 puL de solucdo salina a 0,45%, obtendo-se, portanto uma segunda suspensdo com
concentracdo final aproximada de 1,5 x 10° UFC/mL. Ao inocular 10 pL desta segunda
suspensdo no caldo, a concentracdo final de bactérias foi de aproximadamente 1,5 x 10* UFC
por pogo.

Foram feitos controles de esterilidade do meio de cultura (100 pL CMH), da viabilidade
microbiana (90 pL CMH [1x] + 10 pL de da suspensdo microbiana), e da esterilidade das
amostras (50 uL CMH [2x] + 50 pL da amostra). O controle do DMSO foi feito em placa
separada. Os controles positivos foram feitos com o antibidtico cloranfenicol (CLO, Sigma-
Aldrih) e o antifangico nistatina (NIS, Sigma-Aldrih), que foram mantidos em uma
concentracédo estoque de 10 mg/mL.

As placas com as bactérias foram incubadas a uma temperatura de 37 °C por 18 a 24h e
com as leveduras, a 28 °C por 48h. Apds o periodo de incubagdo para cada micro-organismo,
foi adicionado em cada poco 30 L do revelador resazurina (Sigma-Aldrih), para as bactérias,
e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC, Sigma-Aldrih), para os fungos. O revelador foi
preparado na concentracdo de 10 mg/mL em agua esterilizada. As placas foram colocadas de
volta a temperatura de incubacgdo, por um periodo de 3 horas e fez-se, entdo, a leitura da CIM.
Foram considerados, neste trabalho, valores de CIM menores ou iguais a 2,56 mg/mL, como

resultados representativos para inibi¢do do crescimento microbiano nas condicGes testadas.

3.5.4 Determinacéo da concentracéo bactericida/fungicida minima (CBM/CFM)

Para determinar a CBM/CFM, utilizou-se o conteudo de todos os pogos onde o teste de

CIM revelou inibi¢do do crescimento bacteriano e aqueles com concentragdo imediatamente
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superior a da CIM. Assim, adicionou-se 5 pL do contetdo a ser testado a placas de petri
previamente preparadas com Agar Mueller Hinton, no quadrante identificado correspondente
ao poco. Apds repetir esse procedimento para todos os pocos, incubaram-se as placas em
estufa por 24 e 48 horas, respectivamente, para as placas de bactérias e fungos.

Na identificacdo dos resultados, nos quadrante onde as aliquotas ndo resultaram em
crescimento microbiano, considerou-se a concentragdo do po¢o amostrado como bactericida
ou fungicida. Nos quadrantes onde as aliquotas resultaram em crescimento microbiano,
considerou-se a concentracdo do poco amostrado como bacteriostatico ou fungistatico.
Portanto, a CBM/CFM foi definida como a menor concentracdo do extrato, fragdo ou 6leo
essencial determinada pelo teste de CIM na qual ndo se observou qualquer crescimento

microbiano.

3.6 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS ANIMAIS UTILIZADOS

Antes do desenvolvimento dos experimentos, todos os protocolos utilizados foram
analisados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UEFS (CEUA/UEFS), obtendo
parecer favoravel, nimero 018/2009 (ANEXO I). Foram utilizados os seguintes animais nos
modelos experimentais: a) camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, com 4 a 8
semanas de idade e peso variando de 30 a 40 g, nos ensaios de atividade antinociceptiva; b)
ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, para 0os ensaios de cicatrizacdo de ferida
cuténea e avaliacdo da atividade espasmolitica in vitro em aorta (machos, com 6 a 10 semanas
de idade e peso variando de 250 a 350 g), avaliacdo da atividade espasmolitica in vitro em
utero (fémeas virgens, com 6 a 10 semanas de idade e peso variando de 150 a 250 g) e no
modelo de inducdo de febre (machos, com 27 a 30 dias de idade e peso variando de 60 a 90
0); e c) cobaias (Cavia porcellus), de ambos os sexos com peso variando de 400 a 500 g, para
0s ensaios de avaliacdo atividade espasmolitica in vitro em traqueia. Todos 0s animais foram
provenientes do Biotério Setorial da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco, sendo

mantidos em caixas adequadas, com ciclo claro escuro de 12 horas e agua e racdo ad libitum.
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3.7 ENSAIO DE CICATRIZACAO DE FERIDA CUTANEA DE RATOS

No modelo de cicatrizacdo de ferida cutanea foram utilizados ratos Wistar, divididos em
2 grupos de 30 animais cada, durante 14 e 21 dias de tratamento. Cada grupo foi separado em
subgrupos de 5 animais, sendo mantidos individualmente em caixas identificadas com o grupo
ao qual pertencia: controle negativo (CN), controle positivo (CP), extrato metanolico das
folhas (TF100 e TF200, tratados com 100 e 200 mg/mL, respectivamente) e caules (TC100 e
TC200, tratados com 100 e 200 mg/mL, respectivamente). Os extratos foram dissolvidos com
DMSO 10% em alcool etilico 96 °GL, para obtencdo da tintura; o grupo CP foi tratado com
sulfadiazina de prata 2 % (Unido Quimica, Brasilia, Distrito Federal, Brasil); o grupo CN
recebeu apenas a solugéo utilizada para dissolver os extratos.

Antes do procedimento cirdrgico, os animais foram isentos de alimentacdo por no
minimo quatro horas e anestesiados com mistura de xilazina (10 mg/kg) e cetamina
(75 mg/kg). ApGs o estado de anestesia cirargica instalado, os animais foram posicionados na
posicdo decubito ventral em prancha operatoria, depilados na regido dorsal e, no centro dessa
area, marcou-se com um punch metélico (diametro de 20 mm) o fragmento de epiderme para
ser retirado com tesoura cirdrgica Joseph, seguido de hemostasia com pressionamento no
local da lesdo com gaze. A lesdo provocada foi mensurada com paquimetro digital, sendo
registrado o maior e 0 menor diametro. Apds hemostasia, 100 uL da tintura dos extratos TF
ou TC, nas concentragdes 100 ou 200 mg/mL, sufadiazina de prata 2% ou DMSO 10 % em
alcool 96 °GL foram aplicados aos animais no local da ferida, sendo o tratamento repetido
diariamente durante 14 ou 21 dias, sempre no mesmo horario da realizacéo da cirurgia.

Apbs o tempo de tratamento para cada grupo, os animais foram anestesiados com
tiopental (25 mg/mL), sendo realizada a medicdo do maior e menor diametro do ferimento,
com o auxilio de um paquimetro digital, e retirada do tecido lesionado para analise
histopatoldgica, sendo em seguida sacrificados por deslocamento cervical.

O fragmento de pele retirado foi fixado em formol 4 % em NaCl 0,9 %, sendo
posteriormente processado para obtencdo de ldminas para andlise histopatologica. As laminas
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e tricromo de Masson, sendo esta coloragédo
utilizada para a quantificagdo do tecido fibroso por morfometria, utilizando um sistema
semiautomatico (Image Processing and Analysis System Leica Qwin plus v. 2.6, Leica,
Cambridge, England), sendo o percentual de tecido fibroso determinado em relacdo aos

campos microscopicos observados.
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3.8 ENSAIO DE FEBRE INDUZIDA POR HIPERPIREXIA

Para 0 modelo de inducdo de febre foram utilizados ratos Wistar jovens, de acordo com
metodologia estabelecida por Tomazetti et al. (2005). Foram divididos 9 grupos de 5 animais:
controle negativo (CN) que recebeu &gua destilada; controle positivo que recebeu paracetamol
150 mg/kg (PAR); controle positivo que recebeu dipirona 240 mg/kg (DIP); extrato
metanolico das folhas que receberam 300, 600 e 1.200 mg/kg de peso animal (TF300, TF600
e TF1200, respectivamente); e extrato metanolico dos caules que receberam 300, 600 e 1.200
mg/kg de peso animal (TC300, TC600 e TC1200, respectivamente). Os extratos metanolicos
TF e TC foram dissolvidos em &gua destilada, a dipirona (Sanofi Aventis, Sdo Paulo, Sdo
Paulo, Brasil) e paracetamol (Johnson & Johnson, Séo José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil)
foram diluidos em &gua destilada, no momento da administracdo, para solucbes de 50 e
100 mg/mL, respectivamente.

Dois dias anteriores ao procedimento experimental os animais passaram por uma
habituacdo, com a administracdo intraperitoneal de solucdo salina estéril (NaCl 0,9 %), para
que hipertermia por stress fosse minimizada ou inibida. Apds esse periodo, foi realizada a
inducdo da febre com a administracdo intraperitoneal de 135 mg/kg de peso animal de
levedura de cerveja (Saccharomyces cerevisiae, obtida de J. Macédo, Fortaleza, Ceara,
Brazil), suspensa em solugdo salina (NaCl 0,9%) estéril. Os animais identificados com marca
na orelha e a temperatura foi medida via retal com termdmetro digital lubrificado, inserindo
este 2,8 cm no anus, antes da inducdo da febre (T = 0 h) e a cada hora até completar 12 horas
(T =1 a 12 h) da aplicacdo da levedura. Apds 4 horas da inducdo da febre, os animais
receberam o veiculo de dissolucdo dos extratos, paracetamol, dipirona ou os extratos TF e TC,
sendo a variacdo da temperatura determinada individualmente de acordo com a férmula:
AT =Ty - Ton, ONde AT € a variacdo de temperatura; Ty, corresponde a temperatura aferida no
respectivo tempo (t = 1 a 12 h) ap6s a inducdo da febre; e Ton € a temperatura aferida
imediatamente antes da inducdo da febre. Ao final do experimento os animais foram

eutanaziados por deslocamento cervical.

3.9 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Para esse conjunto de experimentos foi utilizado o 6leo essencial de Lippia thymoides

coletado em 28 de outubro de 2009, referente & coleta da estacdo primavera (TOP), e foi
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dissolvido no dia do experimento com Cremophor EL 3 % em solucédo salina estéril. Como
controles positivos foram utilizados morfina (Neo Quimica, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil),
dissolvido em Tween 80 (Sigma-Aldrich), e indometacina (Sigma-Aldrich), dissolvido em
alcool etilico.

Em todos os experimentos de atividade antinociceptiva, os animais foram aclimatados
por 2 dias no Laboratorio de Fisiologia da UNIVASF, sendo submetidos a um jejum de 12
horas antes da realizacdo dos experimentos e sacrificados por deslocamento cervical ao final

dos ensaios.

3.9.1 Teste das contorcdes abdominais induzidas por acido acético

Empregando a metodologia descrita por Koster et al. (1959), animais dos grupos
experimentais contendo 6 camundongos receberam, por via intraperitoneal (i.p.), TOP (25, 50
e 100 mg/kg de peso animal), morfina (10 mg/kg de peso animal), indometacina (20 mg/kg de
peso animal) ou solucdo salina estéril. Apds 30 minutos, injetou-se 0,1 mL/10 g de peso do
animal da solucédo de &cido acético (Sigma-Aldrich), diluido a 0,9 % em solucéo salina estéril,
por via i.p. O numero de contor¢bes abdominais (consideradas como contracdes da parede
abdominal seguidas por extensdo das patas posteriores), foi contabilizado durante 10 minutos,
iniciando-se 5 minutos apds a injecdo do &cido acético. O potencial antinociceptivo de TOP
foi avaliado por comparacdo com o grupo de animais que recebeu a solucdo salina (controle
negativo). Os resultados foram expressos como o total de contor¢des observadas e percentual
de inibicdo das contorgdes, sendo este calculado pela formula: %inibicdo = 100 x (numero de
contorcbes do grupo controle negativo — ndmero de contorcdes do grupo

experimental)/nimero de contor¢des do grupo controle.

3.9.2 Teste da formalina

O teste da formalina foi realizado de acordo com o método descrito por Hunskaar e
Hole (1987), em que animais dos grupos experimentais contendo 6 camundongos receberam,
por via i.p., TOP (25, 50 e 100 mg/kg de peso animal), morfina (10 mg/kg de peso animal),
indometacina (20 mg/kg de peso animal) ou solucdo salina estéril. Apds 60 minutos, 20 uL de

uma solucdo de formalina 2,5 % em solucédo salina (0,92 % de formaldeido) foi injetada por
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via subcutanea na pata posterior direita dos animais, sendo esses colocados individualmente
em uma camara triangular contendo espelhos em dois lados, para observacdo do tempo de
lambida na pata que recebeu a formalina, sendo esse pardmetro considerado como estimulo
nociceptivo. Os animais foram observados nos tempos de 0-5 minutos (primeira fase, dor
neurogénica) e de 15-30 minutos (segunda fase, dor inflamatéria) apds a injecéo da formalina.
O potencial antinociceptivo de TOP foi avaliado por compara¢do com o grupo de animais que
recebeu a solucdo salina (controle negativo), sendo os resultados expressos como o tempo

total de lambida da pata, em segundos.

3.9.3 Teste da placa quente

Para a analise do efeito central de TOP, foi realizado o teste da placa quente, de acordo
com a metodologia estabelecida por Ankier (1974). Os camundongos foram pré-selecionados
no dia anterior ao da realizacdo do experimento, colocando-os, individualmente, sobre uma
placa de aluminio pré-aquecida a 55 = 1 °C (GUILHON et al., 2011). Os animais que
apresentaram o tempo de laténcia (tempo que o animal leva para lamber ou sacudir as patas
traseiras ap6s o contato com a placa aquecida) maior que 20 segundos foram descartados. No
dia seguinte ao da selecdo dos animais, grupos experimentais de 6 camundongos receberam,
por via i.p., TOP (25, 50 e 100 mg/kg de peso animal), morfina (10 mg/kg de peso animal) ou
solucdo salina estéril, sendo imediatamente avaliado o tempo de laténcia individual (T = 0
minuto). Os animais foram avaliados nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos apds os pré-
tratamentos. O potencial antinociceptivo de TOP foi avaliado por comparacdo com o grupo de
animais que recebeu apenas a solucdo salina (controle negativo), sendo os resultados

expressos como o tempo de laténcia observado nos intervalos 0, 30, 60 e 90 minutos.

3.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESPASMOLITICA IN VITRO EM ORGAOS
ISOLADOS

Os 0leos essenciais, extratos e fracGes de L. thymoides foram dissolvidos em Cremophor
EL 3 % em 4&gua destilada, na concentragdo de 10 mg/mL, sendo essa solucdo estoque

mantida a -20 °C, com a realizacdo da dilui¢cdo necessaria no momento do experimento. Todos
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0s agonistas e bloqueadores utilizados foram dissolvidos de acordo com a recomendacéo do
fabricante e mantidos em solugdes estoque a -20 °C, sendo a dilui¢do necesséria realizada em
agua destilada no momento do experimento.

Em todos os experimentos in vitro para avaliacdo da atividade espasmolitica de mdsculo
liso, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical seguido por sec¢do dos vasos
cervicais anteriormente a retirada do 6rgdo (aorta de rato, Utero de rata ou traqueia de cobaia),
sendo esse suspenso em cubas de vidro de 10 mL de um banho de 6rgdos modelo EFF-321
(INSIGTH®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), contendo solucdo nutritiva preparada no dia
do experimento, com composi¢do quimica descrita na Tabela 7, e aerados com mistura
carbogénica (95 % de O, e 5 % de COy).

As contracBes isométricas eram registradas através de transdutores de forca modelo
TRI201 (Panlab s.l.u., Barcelona, Espanha) conectados a um amplificador de sinais
(INSIGTH®), que por sua vez estava conectado a uma placa conversora analdgico/digital
instalada em um microcomputador executando o programa WinDaq (DATAQ Instruments,
Inc., Akron, Ohio, EUA).

Tabela 7 — Composicdo quimica das solugbes nutritivas utilizadas nos experimentos de
avaliacdo da atividade espasmolitica de musculos lisos, de acordo com o tecido utilizado.
Todos 0s sais possuiam grau analitico.

Solugéo Concentragéo dos sais na cuba Tecido utilizado

NaCl 118,0 mM
KCI 4,55 mM
MgSQO4.7H,0 5,70 mM
Krebs KH,PO,4.H,0 1,10 mM
CaCl,.2H,0 2,52 mM
NaHCO3; 25,0 mM
Glicose 11,00 mM
NaCl 154,0 mM
KCI 5,63 mM
Locke Ringer CaCl; 2,16 mM Utero isolado de rata
NaHCO3 5,95 mM
Glicose 11,0 mM

Aorta isolada de rato e
traqueia isolada de cobaia

Fonte: Adaptado de Ribeiro (2007) e Lima (2008)
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Os dados obtidos dos registros foram plotados em curvas concentragéo-resposta, sendo
ajustadas por regressdo ndo-linear utilizando o software Prism 5 for Windows (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA) para comparacdo da poténcia e eficacia entre as
amostras. A obtencdo do valor de CEsy (concentragdo do extrato, fragdo, oleo essencial ou
agonista em que sdo capazes de promover 50% de seu efeito méximo) serviu como parametro
de poténcia relativa e 0 Emsx (valor médio, em percentagem, do efeito méximo obtido pelo
extrato, fracdo ou 6leo essencial em relacdo ao maior valor possivel num dado tecido) como

parametro de eficacia relativa entre as amostra.

3.10.1 Avaliacao da atividade espasmolitica em aorta isolada de rato

O torax dos animais sacrificados foram abertos e dissecados, com a aorta torécica
retirada cuidadosamente e adicionada a uma placa de petri com solugdo de Krebs aerada com
mistura carbogénica. Os tecidos conjuntivo (tlnica adventicia) e adiposo foram retirados,
sendo o vaso subdividido em anéis medindo entre 3 e 5 mm de comprimento cada. Para
obtencdo das respostas isométricas, os anéis foram suspensos individualmente em cubas de
vidro, com o auxilio de hastes de ago inoxidavel conectadas a transdutores de forca através de
fios de algoddo. Os anéis aorticos foram deixados em repouso por 60 minutos, sob uma tenséo
de 1 g a 37 °C e aeracdo constante com mistura carbogénica, sendo a solucdo de Krebs
renovada a cada 15 minutos.

Apos o periodo de estabilizacdo, uma contracdo era induzida com fenilefrina (FEN,
Sigma-Aldrich) na concentracdo de 1 pM, sendo a integridade do endotélio vascular
verificada com a adicdo de acetilcolina (ACh, Sigma-Aldrich) a cuba na concentracdo de
1uM durante a fase tonica da contracdo anteriormente induzida (FURCHGOTT,;
ZAWADZKI, 1980). O endotélio vascular era considerado integro quando os anéis adrticos
apresentavam relaxamento induzido por ACh igual ou superior a 50% (em relacdo a forca
méaxima da contracdo inicial). Para a verificacdo da participagdo do endotélio sobre o
relaxamento induzido pelos 6leos essenciais de L. thymoides, também foram preparados anéis
com a remo¢do mecanica da camada endotelial, através do atrito provocado pela haste
metalica em contato com a parede interna do vaso, sendo a auséncia do endotélio confirmada
quando n&o havia relaxamento, ou esse era inferior a 10%. Apo6s a verificagdo da retirada ou
nédo do endotélio, as solugdes de banho eram trocadas, sendo as preparacdes lavadas a cada 15
minutos com solucgéo de Krebs durante um periodo total de 30 minutos.
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Estando o tecido estabilizado, uma segunda contracéo foi induzida com FEN (1 uM) e
durante o componente ténico dessa foram adicionados TOO, TOI, TOP ou TOV, de maneira
cumulativa em concentragdes crescentes (1 a 729 pug/mL). Os relaxamentos foram expressos
como a percentagem reversa da tensdo maxima obtida pela adicdo de FEN a cuba, onde o

relaxamento maximo era obtido quando a tensao registrada era reduzida aos niveis basais.

3.10.2 Avaliacgéo da atividade espasmolitica em Utero isolado de rata

As ratas foram tratadas de 18 a 24 horas antes da realizacdo do experimento com
dietilestilbestrol (Sigma-Aldrich), na dose de 1 mg/kg por via subcutéanea para inducdo do
estro. Apds esse tempo, foram eutanaziadas por deslocamento cervical, tendo a cavidade
abdominal aberta e dissecada para a retirada do Utero, sendo este adicionado a um béquer de
100 mL contendo a solucdo nutritiva Locke Ringer. Em seguida, os dois cornos uterinos
foram separados por meio de uma incisdo, abertos longitudinalmente e cortados em
fragmentos de 1 a 2 cm, sendo cada um suspenso individualmente em cubas de vidro com o
auxilio de fios de algoddo e conectados a transdutores de forca. Para estabilizacdo da
preparacdo, o 6rgdo era mantido em repouso por 45 minutos sob tensdo de 1 g a 32 °C, com a
renovacdo da solucdo realizada a cada 15 minutos.

Apos esse periodo, uma contragdo isométrica inicial foi induzida em cada fragmento do
utero com solucdo de KCI 60 mM sendo a solugdo nutritiva do érgdo substituida ap6s atingir
a contracdo maxima e ap6s 15 minutos de repouso (PONCE-MONTER et al., 2008). Passado
esse intervalo, novas contragbes foram induzidas com KCI 60 mM, sendo adicionados
cumulativamente as cubas TOO, TOIl, TOP ou TOV em concentracdes crescentes (1 a
729 ug/mL) durante o componente tonico da contracdo, para obtencdo de curvas
concentracdo-resposta. Os relaxamentos foram expressos como a percentagem reversa da
tensdo méxima obtida pela adicdo de KCI a cuba, onde o relaxamento maximo era obtido

guando a tensdo registrada era reduzida aos niveis basais.
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3.10.3 Avaliagdo da atividade espasmolitica em traqueia isolada de cobaia

Para todo esse conjunto de experimentos foram utilizadas cobaias, eutanaziadas por
deslocamento cervical, sendo o0 rgdo montado e estabilizado da mesma maneira nos itens a
seguir, com as variagOes especificas da investigacdo do mecanismo de agdo descritas nos
subitens a sequir.

O tdrax das cobaias foi aberto e dissecado, sendo a traqueia retirada e adicionada a uma
placa de petri com solucdo de Krebs aerada com mistura carbogénica, para a realizacdo da
limpeza de todo o tecido conjuntivo e adiposo. O 6rgéo foi dividido em segmentos contendo 4
a 5 anéis cartilaginosos, que foram suspensos individualmente em cubas de vidro, com o
auxilio hastes de aco inoxidavel conectadas a transdutores de forca através de linhas de
algoddo. Os tecidos foram deixados em repouso por 60 minutos, sob uma tensdo de 1 g a 37
°C e aeragdo constante com mistura carbogénica, sendo a solugdo de Krebs substituida a cada
15 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo uma primeira contracao era induzida pela adi¢éo
a cuba de 1 uM de carbacol (CCh, Sigma-Aldrich), sendo a solucdo nutritiva do 6rgdo
substituida apds atingir a contracdo maxima e ap6s 15 minutos de repouso (SHAH; GILANI,
2010).

Apos o tecido estar estabilizado, uma segunda contracédo foi induzida com 1 uM de CCh
e durante o componente tonico dessa foram adicionados TOO, TOI, TOP, TOV,TF, TFH,
TFD, TFA, TC, TCH, TCD ou TCA, de maneira cumulativa, em concentracdes crescentes (1
a 729 ug/mL). Os relaxamentos foram expressos como a percentagem reversa da tensdo
maxima obtida pela adicdo de CCh a cuba, onde o relaxamento maximo era obtido quando a

tensdo registrada era reduzida aos niveis basais.

3.10.3.1 Investigacdo da participacio de canais para K* no relaxamento induzido por TFD em

tragueia pré-contraida com CCh

A traqueia foi montada como descrito no item 3.10.3, sendo que 20 minutos
anteriormente a inducdo da segunda contracdo com CCh, as preparacdes foram expostas ao
inibidor dos canais para K* ativados por ATP (Katp) glibenclamida (GLI, Sigma-Aldrich), na
concentragio de 3 uM (CUNHA et al., 2001); inibidor ndo seletivo dos canais para K"

ativados pelo Ca™ (Kc,) tetraetilaméonio (TEA, Sigma-Aldrich), na concentracdo de 5 mM
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(JANSSEN et al., 2001); ou inibidor dos canais para K* abertos por voltagem (K,)
4-aminopiridina (4-AP, Sigma-Aldrich), na concentragdo de 2 mM (LI et al., 1997). Apos a
estabilizacdo da segunda contracdo, durante a sua fase ténica, TFD foi adicionada as cubas,
em diferentes preparacGes, de maneira cumulativa em concentragdes crescentes (21 a
243 ug/mL), sendo os efeitos relaxantes registrados. Foram realizados, concomitantemente,

experimentos na auséncia dos bloqueadores.

3.10.3.2 Investigacdo da participacdo da via do 6xido nitrico (NO) no relaxamento induzido

por TED em tragueia pré-contraida com CCh

A traqueia foi montada como descrito no item 3.10.3, sendo que 20 minutos
anteriormente a inducdo da segunda contracdo com CCh, as preparacdes foram expostas ao
inibidor da 6xido nitrico sintase N,-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, Sigma-Aldrich),
na concentracdo de 10 uM (ESTRADA-SOTO et al., 2012). Apo6s a estabilizacdo da segunda
contracdo, durante a sua fase ténica, TFD foi adicionada as cubas de maneira cumulativa em
concentracdes crescentes (21 a 243 ug/mL), sendo os efeitos relaxantes registrados. Foram

realizados, concomitantemente, experimentos na auséncia de L-NAME.

3.10.3.3 Investigacio da participacdo das prostaglandinas no relaxamento induzido por TFD

em tragueia pré-contraida com CCh

A traqueia foi montada como descrito no item 3.10.3, sendo que 20 minutos
anteriormente a inducdo da segunda contracdo com CCh, as preparacdes foram expostas ao
inibidor ndo seletivo da ciclo-oxigenase indometacina (IND, Sigma-Aldrich), na concentracéo
de 10 uM (SOUSA et al., 2010); ou ao inibidor da sintese proteica e da enzima fosfolipase A;
dexametasona (DEX, Sigma-Aldrich), na concentracdo de 10 uM (SCHLEMPER et al.,
2005). Apos a estabilizacdo da segunda contracdo, durante a sua fracdo ténica, TFD foi
adicionada as cubas de maneira cumulativa em concentragdes crescentes (21 a 243 pg/mL),
sendo os efeitos relaxantes registrados. Foram realizados concomitantemente experimentos na

auséncia de IND.
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3.10.3.4 Investigacdo da participacdo de receptores -adrenérgicos no relaxamento induzido

por TFD em traqueia pré-contraida com CCh

A traqueia foi montada como descrito no item 3.10.3, sendo que 20 minutos
anteriormente a inducdo da segunda contracdo com CCh, as preparacdes foram expostas ao
antagonista pB-adrenérgico ndo seletivo propranolol (PRP, Sigma-Aldrich) nas concentracGes
de 3 uM (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2007). Ap6s a estabilizacdo da segunda contracio,
durante a sua fase tonica, TFD foi adicionada as cubas de maneira cumulativa em
concentracdes crescentes (21 a 243 ug/mL), sendo os efeitos relaxantes registrados. Foram

realizados concomitantemente experimentos na auséncia do PRP.

3.10.3.5 Investigacdo da participacdo da via do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) no

relaxamento induzido por TFD em traqueia pré-contraida com CCh

A traqueia foi montada como descrito no item 3.10.3, sendo que 20 minutos
anteriormente a inducdo da segunda contracdo com CCh, as preparacdes foram expostas ao
TFD nas concentragdes de 50 ou 150 ug/mL. Apoés a estabilizacdo da segunda contragéo,
durante a sua fase tonica, isoprenalina (ISO), um agonista B.-adrenérgico, foi adicionada as
cubas de maneira cumulativa em concentracdes crescentes (0,001 a 1 uM), sendo os efeitos
relaxantes registrados (GILANI et al., 2009). Foram realizados concomitantemente

experimentos na auséncia do TFD.

3.10.3.6 Investigacdo da dessensibilizacdo das fibras C sobre o relaxamento induzido por TFD

em tragueia pré-contraida com CCh

A traqueia foi montada como descrito no item 3.10.3, sendo que antes da indugdo da
segunda contracdo foi adicionado as cubas o indutor da dessensibilizacdo das fibras C
capsaicina (CPS, Sigma-Aldrich), na concentracdo de 10 uM, durante 30 minutos (YANG et
al., 2003). Passado esse periodo e ap6s 15 minutos, a solucdo nutritiva das cubas foram

trocadas, com a segunda contracdo induzida com CCh quando o 6rgédo estava estabilizado.
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Durante a fase tdnica dessa contragdo, TFD foi adicionada as cubas de maneira cumulativa em
concentracdes crescentes (21 a 243 ug/mL), sendo os efeitos relaxantes registrados. Foram

realizados concomitantemente experimentos na auséncia de CPS.

3.10.3.7 Investigacdo do antagonismo muscarinico na contracdo induzida por CCh em

traqueia pré-incubada com TFD

A traqueia foi montada como descrito no item 3.10.3, sendo que 20 minutos
anteriormente a inducdo da segunda contracdo, as preparacdes foram expostas ao TFD, nas
concentracdes de 50 ou 150 pg/mL. Passado esse periodo e estando o 6rgdo estabilizado em
niveis basais, CCh foi adicionado de maneira cumulativa em concentragdes crescentes (0,001
a 30 uM), sendo os efeitos contracturantes registrados e considerado a primeira contracdo
induzida com 1 uM de CCh como o efeito maximo (MANS et al., 2004; SHAH; GILANI,

2010). Foram realizados concomitantemente experimentos na auséncia do TFD.

3.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados numeéricos obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(X £ e.p.m.) e n representa 0 numero de animais utilizados ou experimentos realizados em um
dado protocolo.

Os conjuntos de dados experimentais dos ensaios tanto in vitro quanto in vivo foram
comparados estatisticamente com 0 grupo controle negativo e/ou positivo do protocolo
correspondente, através da analise de variancia (ANOVA) e comparacGes multiplas da médias
(teste de Tukey). Diferencas entre as médias dos experimentos in vitro foram comparadas
estatisticamente usando o teste t de Student ndo-pareado.

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o programa Prism 5 for Windows,
sendo as diferencas consideradas significantes quando o valor calculado de p foi menor que
0,05.



4 RESULTADOS

4.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE L. thymoides

Para observar se ha variacdo na composicdo quimica do Oleo essencial das folhas
L. thymoides durante o ano, coletou-se a planta na ultima semana do primeiro més de cada
estacdo. Os dados climatolégicos da cidade de Feira de Santana-BA, onde a planta foi
coletada, apresentam caracteristicas tipicas do clima semiarido (Tabela 9), com altas
temperaturas médias, alta insolacdo e baixa pluviosidade, com as chuvas irregulares
concentradas em poucos meses. De acordo com os dados constantes na Tabela 9, observa-se
que nao houve grande variacdo do teor dos 6leos, com TOV tendo o menor valor com 2,14 %
no periodo de maior insolacdo (420,7 h) e temperatura média (28,9 °C), contrapondo-se a
TOP que obteve o maior teor com 2,93 %, que foi obtido em um periodo que a insolacédo foi a
segunda maior (382,4 h) e menor pluviosidade (74,1 mm). Com isso, pode-se notar que a
pluviosidade e a insolagéo, que variaram nos meses em que as coletas foram realizadas, néo

influenciaram no teor do éleo de L. thymoides.

Tabela 8 — Dados climatoldgicos mensais e teor dos 6leos essenciais das folhas de L.

thymoides obtidos nas quatro estacGes do ano.

Cddigo do oleo

Informacdes
TOO TOI TOP TOV
Data da coleta 28/04/09  24/07/09 28/10/09  28/01/10
Temperatura média (° C) 25,5 23,3 26,9 28,9
Coleta  Umidade relativa do ar (%) 82 84 70 72
Precipitagdo (mm) 281,1 107,4 74,1 119,3
Insolacdo total (h) 357,1 242,2 382,4 420,7
Massa vegetal seca () 166,1 355,0 256,0 133,4
Teor dos Umidade residual (%) 10,79 8,72 9,45 8,52
6leos  v/olume do 6leo (mL) 4,0 8,2 75 2,5
Teor do 6leo (%) 2,41 2,31 2,93 2,14

TOOQ, 6leo da planta coletada no outono; TOI, 6leo da planta coletada no inverno; TOP, 6leo da planta coletada
na primavera; TOV, dleo da planta coletada no verdo.
Fonte: Estagdo Climatolégica da UEFS.
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A andlise quimica dos Gleos essenciais proporcionou a identificacdo de 45 constituintes,
correspondendo entre 71 e 81 % do total presente nos 6leos, com TOI apresentando uma
maior variedade de composicdo (Tabela 9), Todos os constituintes identificados, destacados
na Figura 5, pertencem a classe dos terpenoides, sendo que o percentual de sesquiterpenos
predominou em comparagdo com 0s monoterpenos, com a maior diferenca observada em
TOI, apresentando duas vezes mais sesquiterpenos. Houve uma manutencdo de producéo de
monoterpenos oxigenados nos Oleos de todas as estacfes do ano, mantendo-se em torno de
metade do total de monoterpenos nao oxigenados produzidos. Por outro lado, a producédo de
sesquiterpenos ndo oxigenados predominou dentre o total de sesquiterpenos, com a menor
diferenca observada em TOV, com a producdo de 8 vezes mais sesquiterpenos nao
oxigenados.

Dentre todos os constituintes, houve predominancia do sesquiterpeno [-cariofileno
como constituinte majoritario em todos os 0leos, variando entre 17,22 % em TOO e 26,27 %
em TOI. Os constituintes que apareceram em maior propor¢do em seguida ao p-cariofileno
variaram de acordo com as estacdes do ano, sendo gque juntamente com esse, 0s constituintes
canfeno, canfora, borneol e o-cariofileno representam 41,65 % de TOO; com cénfora e
germacreno D representando 37,37 % de TOI; com canfeno e borneol tendo 34,22 % de TOP;
e com borneol, a-cariofileno e germacreno D representando 36,61 % de TOV.

Comparando-se os dados quimicos com as informacdes climatoldgicas, observa-se que
houve uma tendéncia de L. thymoides em sintetizar sesquiterpenos, com destaque para o B-
cariofileno, em periodos com baixas insolacdo e temperatura média e elevada umidade
relativa do ar, como no inverno. Da mesma maneira, observa-se reducdo da sintese do f-
cariofileno em periodos com alta insolagdo e baixa umidade relativa do ar, como no veréao.

Como foi realizada a coleta de varios individuos de L. thymoides que cresciam em um
mesmo local e em um periodo especifico, sendo o material total de cada coleta utilizado para
a obtencdo do Gleo de cada estacdo do ano, apenas obteve-se um Unico teor e composicao

quimica de cada dleo, sendo invidvel a analise estatistica.
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Tabela 9 — Composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de L. thymoides.

7

Formula  Constituinte IKL o0 ol TP Tov
IKe % IKe % IKe % IKe %
CioHis a-Tujeno 930 930 0411 930 009 930 027 @ - -
CioHis a-Pineno 932 938 181 938 094 938 238 931 1,42
CioH1s Canfeno 946 953 544 953 264 954 566 943 325
CioHi1s Sabineno 99 976 1,31 978 093 976 1,72 962 0,67
CioHis B-Pineno 974 980 1,16 980 064 980 143 965 1,70
CioHie B-Mirceno 988 991 094 991 049 991 094 - -
CioHis  g-Felandreno 1002 1007 0,08 1006 0,07 - - - -
CioH1s 3-Careno 1008 1013 0,27 1013 023 1013 026 - -
CioHis 0-Cimeno 1022 1026 047 1026 091 1027 2,69 1027 1,12
CioHie Limoneno 1029 1032 363 1032 242 1032 3,75 1032 1,67
C10H180 1,8-Cineol 1031 1034 3,04 1034 3,88 1034 450 1034 1,86
CioH1s y-Terpineno 1059 1061 0551 1061 0,65 1062 1,01 1062 0,74
CioHis Terpinoleno 1088 1090 0,86 1090 0,47 1090 046 - -
CioH160  pinocarveol 1139 - - 1141 012 1141 022 - -
C10H160 Canfora 1146 1146 8,61 1146 492 1146 322 1146 4,52
C10H180 Borneol 1169 1168 533 1168 445 1168 7,36 1168 6,46
CioH180  4-Terpinenol 1177 1178 0,83 1178 059 1179 085 - -
CioH180  ¢-Terpineol 1188 - - 1190 023 - - - -
C10H140 Verbenona 1205 - - 1203 0,79 - - - -
Ciohiz0;  ACCRO de g8 - . 1286 035 - i i i
ornil
C10H10 Timol 1290 - - 1290 0,12 1291 0,221 1290 0,27
CisHas 5-Elemeno 1338 - - 1340 038 - - - -
CisHz a-Cubebeno 1348 1352 0,63 1352 0,60 1353 0,77 1353 0,65
CisH2 Copaeno 1376 1378 2,47 1378 255 1379 338 1379 2,42
CisHasa  B-Burboneno 1388 - - 1386 0,28 1387 040 - -
CisHas B-Cubebeno 1388 - - - - 1392 0,28 - -
CisHz B-Elemeno 1390 - - 1392 024 - - - -
CasH24 a-Bergamoteno 1412 1406 0,54 1407 0,29 1407 0,40 - -
CisHaa  g-Gurjuneno 1409 - - 1411 034 1412 038 1412 0,82
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, - TOO TOl TOP TOV
Formula  Constituinte IKL
IKc % IKc % IKc % IKc %
CisH24 a-Cedreno 1411 1411 0,30 1414 0,52 1415 0,82 - -
CisHas [-Cariofileno 1419 1422 17,22 1423 26,27 1423 21,20 1423 19,28
CisHa4 a-Cariofileno 1454 1457 5,05 1456 3,99 1457 3,06 1457 5,48
CasHzs B-Farneseno 1456 - - 1463 044 - - - -
C.eH alo- i i i i
15124 Aromadendreno 1460 1469 0,04 1465 0,57
CisH24 GermacrenoD 1485 1483 4,80 1483 6,18 1484 4,72 1484 5,39
CisHas  g-zZingibireno 1493 - - 1493 143 - - - -
CisHa4 a-Muuroleno 1500 1506 0,57 1498 1,67 1507 1,06 1509 2,00
CisHaz Cupareno 1504 - - 1506 0,78 1510 088 - -
CisHas  p-Bisaboleno 1505 - - 1509 089 @ - - - :
CisHas  Z-g-Bisaboleno 1507 1509 1,12 - - - - -
CisHz2 Calameneno 1529 1525 4,30 1525 3,53 1526 4,75 1526 3,83
CisHas  GermacrenoB 1561 - - - 000 1561 0,88 1561 1,04
CisH260  trans-Nerolidol 1561 1564 157 1564 359 1565 1,52 1565 1,69
CisH240  Espatulenol 1578 - - 1579 043 - - 1580 1,28
C.=H-,0 OXidO de _ )
15124 cariofileno 1582 1585 1,99 1585 2,11 1586 2,64
Monoterpenos 34,40 25,93 36,93 23,68
Monoterpenos oxigenados 17,81 15,45 16,36 13,11
Sesquiterpenos 40,56 56,55 44,50 47,09
Sesquiterpenos oxigenados 3,56 6,13 1,52 5,61
Total de identificados % 74,96 82,48 81,43 70,77
Na&o identificados % 25,04 17,52 18,57 29,23

TOO, 6bleo essencial da planta coletada no outono; TOI, 6leo essencial da planta coletada no inverno; TOP, 6leo
essencial da planta coletada na primavera; TOV, 0Oleo essencial da planta coletada no verdo; 1K, indice de
Kovats da literatura; IKc, indice de Kovats calculado; %, percentual relativa.
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Figura 5 — Estruturas quimicas dos constituintes dos Oleos essenciais das folhas de
L. thymoides.
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4.2 FENOIS TOTAIS DOS EXTRATOS E FRACOES DE L. thymoides

Para determinar o teor de fendis totais foi utilizado o reagente de Folin-Ciocalteau,
utilizando o acido galico como composto fenolico padrdo. A partir da curva de calibracéo
construida por regressédo linear (Figura 6), o conteudo de fendlicos nas amostras foi expresso
como mg de equivalentes de acido galico por g de material (EAG/g).

O conteudo total de fenois dos extratos e fracGes das folhas e caules de L. thymoides
estd apresentado na Tabela 10. Através da analise dos dados por ANOVA, seguido pelo teste
de Tukey, comparando-se os valores encontrados para TF com TFH, TFD e TFA, e TC com
TCH, TCD e TCA, observou-se que todos, excetuando TC e TCD, apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05). Utilizando-se o teste t de Student, observou-se que o
conteddo de fendis de TF (1155 = 1,7 EAG/g) e TC (855 = 4,4 EAG/g) foram
significativamente diferentes (p < 0,05). As fracdes hexanicas dos extratos das folhas (TFH) e
dos caules (TCH) foram as que apresentaram menor conteudo de fendis, apresentando,
respectivamente, 155 = 0,7 e 145 = 2,0 EAG/g, sendo que ndo foram diferentes
estatisticamente. Os conteldos de fenodis das fracdes TFD (90,5+ 1,0 EAG/g) e TCD
(84,2 £ 6,1 EAG/g) ndo diferiram entre si, assim como o que foi observado entre as fracoes
acetato de etila dos extratos das folhas (TFA) e dos caules (TCA), que apresentaram 0s
maiores valores de fendlicos, com 182,8 + 2,4 e 213,6 + 6,1 EAG/g, que ndo foram

significativamente diferentes.

Figura 6 — Curva de calibracdo do acido Tabela 10 — Contetdo de fendlicos totais
galico obtida por regressao linear a partir dos extratos e fracbes das folhas e caules de
da determinacdo  colorimétrica  das L. thymoides. Os resultados estdo expressos

soluc@es entre 50 e 500 pg/mL utilizando o como média * e.p.m. de EAG/g (n = 3).

reagente de Folin-Ciocalteau. Amostra Fendlicos totais (EAG/g)
TF 1155+1,7
0.6001
TFH 155+0,7
£ oan0 TFD 90,5+ 1,0
§ TFA 182,8 + 2,4
é 0.200 y = 0,001x - 0,0052 TC 85 5+44
R? = 0,999 D
TCH 145+2,0
0.000 T T 1
0 200 400 600 TCD 84,2+6,1

Concentracéo de acido galico (pg/mL)

TCA 2136 +6,1
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4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE L. thymoides

A determinacdo da atividade antioxidante dos Gleos, extratos e fracdes de L. thymoides
foi realizada pelos métodos de sequestro do radical livre DPPH e inibicdo da auto-oxidagéo
do B-caroteno em emulsdo. Conforme mostrado na Tabela 10 e ilustrado na Figura 7, todos
os 0leos apresentaram fraca atividade antioxidante em ambos os ensaios, tanto que TOO, TOI
e TOP ndo chegaram a efetuar 50 % de sequestro de DPPH na concentracdo de 243 ug/mL,

explicando a ndo convergéncia dos dados na regressdo ndo linear e obtengéo do valor de CEsy.

Tabela 11 — Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de L. thymoides. Os resultados estdo

expressos como media + e.p.m. de trés determinacdes independentes.

N T Sequestro de DPPH Inibic&o da oxidac&o do B-caroteno
(CEso, pg/mL) (%)
TOO > 243,0 10,8+0,9
TOI >243,0 32%02°"
TOP >243,0 32+10°
TOV 236,5+3,5 0,3+0,3
AcA 38+138 15,1+6,7
BHT 18,0+ 1,0 NT
BHA 1,8+0,2 NT
QUE NT 454+127°
PIR NT 25+13

NT, ndo testado; TOO, 6leo essencial da planta coletada no outono; TOI, 6leo essencial da planta coletada no
inverno; TOP, 6leo essencial da planta coletada na primavera; TOV, 6leo essencial da planta coletada no verdo;
AcA, &cido ascérbico; BHT, butilhidroxitolueno; BHA, butilhidroxianisol; QUE, quercetina; PIR, pirogalol.
Todos os 6leos essenciais diferiram significativamente dos controles positivos utilizados no ensaio de DPPH e
QUE na inibicdo da oxidagéo do B-caroteno; ® apresentou diferenca estatisticamente significante comparado com
TOI, TOP e TOV (ANOVA, pés-teste de Tukey, p < 0,05); ” ndo difere significativamente de AcA (teste t,
p > 0,05).
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Figura 7 — Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de L. thymoides.
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A, corresponde aos dados do ensaio de DPPH e B, demonstra a inibicdo da oxidagdo do P-caroteno em
emulsdo.Os dados estdo apresentados como média = e.p.m. (n = 3). TOO, éleo da planta coletada no outono;
TOI, 6leo essencial da planta coletada no inverno; TOP, 6leo essencial da planta coletada na primavera; TOV,
Oleo essencial da planta coletada no verdo; AcA, é&cido ascorbico; BHT, butilhidroxitolueno; BHA,
butilhidroxianisol; QUE, quercetina; PIR, pirogalol.
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Por outro lado, os extratos e frag0es das folhas e caules mostraram potencial
antioxidante em ambos 0s ensaios, variando a poténcia, principalmente, de acordo com a
polaridade das fracdes (Tabela 12 e Figura 8, 9 e 10). Neste ensaio, quanto menor o valor de
CEsp, maior € a atividade antioxidante da amostra. TFH e TCH apresentaram 0s maiores
valores de CEsp no ensaio de captagdo do radical DPPH, com 333,7 + 92,6 e 585,1 + 186,6
ug/mL, respectivamente, diferindo significativamente (ANOVA, pos-teste de Tukey, p <
0,05) dos valores obtidos de seus respectivos extratos metandlicos TF (15,4 £ 1,6 pug/mL) e
TC (18,4 + 2,4 ug/mL).

Tabela 12 — Atividade antioxidante dos extratos e fragdes das folhas e caules de L. thymoides.
Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. de trés determinacdes independentes.

Amostra Seq(geé:or’ou(;(;n[])l_P)PH Inibigdo da auto-oz(oi/((:ll;igéo do B-caroteno
TF 15,4 +1,6 *°° 9,3+26
TEH 333,7+92,6° 31,7+£3.2"
TED 22,1 +25%0¢ 29,3+6,0"9
TEA 5,7 +0,4%°° 37,9+4,1"
TC 18,4 £2,4 "¢ 3,725
TCH 585,1 + 186,6 © 94+1,0°
TCD 14,5 1,4 2P¢ 12,8+0,4 "

TCA 4,5+0,2%"° 0
ACA 51+1,1 17,8 £5,6
BHT 13,3+1,0 NT
BHA 4,0+0,6 NT
QUE NT 36,2+ 11,6
PIR NT 49+17

NT, ndo testado; TF, extrato metandlico das folhas; TFH, fragdo hexano de TF; TFD, fracdo diclorometano de
TF; TFA, fracdo acetato de etila de TF; TC, extrato metandlico dos caules; TCH, fragcdo hexano de TC; TCD,
fracdo diclorometano de TC; TCA, fracdo acetato de etila de TC; AcA, é&cido ascdrbico, BHT,
butilhidroxitolueno; BHA, butilhidroxianisol; QUE, quercetina; PIR, pirogalol. As comparagdes foram
realizadas por ANOVA, seguido pelo teste de Tukey; ® ndo difere significativamente de AcA (p > 0,05) no
ensaio de DPPH; ° ndo difere significativamente de BHT, (p > 0,05); © ndo difere significativamente de BHA, (p
> 0,05); ¢ difere significativamente de TF, (p > 0,05); © difere significativamente de TC, (p > 0,05); " ndo difere
significativamente de QUE (p > 0,05); ?ndo difere significativamente de AcA no ensaio do B-caroteno/acido
linoleico(p > 0,05).



Figura 8 — Potencial antioxidante dos extratos e frag0es das folhas de L. thymoides.
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A, corresponde aos dados do ensaio de DPPH e B, demonstra a inibi¢do da oxidacdo do -caroteno em emulséo.
Os dados estdo apresentados como média = e.p.m. (n =3); * representa grupos que apresentaram diferenca
estatisticamente significante (ANOVA, pos-teste de Tukey, p < 0,05). TF, extrato metandlico das folhas; TFH,
fracdo hexano de TF; TFD, fracdo diclorometano de TF; TFA, fracdo acetato de etila de TF;
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Figura 9 — Potencial antioxidante dos extratos e fragdes dos caules de L. thymoides.
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A, corresponde aos dados do ensaio de DPPH e B, demonstra a inibicdo da oxidacdo do -caroteno em emulséo.
Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n=3). TC, extrato metanolico dos caules; TCH, fracao

hexano de TC; TCD, fragdo diclorometano de TC; TCA, fragdo acetato de etila de TC.
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Figura 10 — Atividade antioxidante dos controles positivos utilizados.
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A, corresponde aos dados do ensaio de DPPH e B, demonstra a inibi¢do da oxidacdo do -caroteno em emulséo.

Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 3); AcA, éacido ascdrbico; BHT, butilhidroxitolueno;
BHA, butilhidroxianisol; QUE, quercetina; PIR, pirogalol.
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As fragbes mais potentes foram a TFA e TCA, com valores de CEsy de,
respectivamente, 5,7 + 0,4 e 4,5 + 0,2 ug/mL, que diferiram significativamente entre si
(teste t, p < 0,05). N&o houve diferenca significativa entre os valores de CEsp obtidos para TF,
TFD e TFA e TC, TCD e TCA. Comparando-se o0s extratos e fragdes equivalentes entre si
utilizando o teste t, observou-se que ndo houve diferenca significante em relacdo as poténcias
de TF e TC, TFH e TCH e TFD e TCD. Ainda, TF, TFA, TC, TCD e TCA apresentaram
valores de CEsp no ensaio de DPPH que nédo foram diferentes estatisticamente dos controles
positivos AcA, BHT e BHA.

No ensaio de inibicdo da auto-oxidacdo do P-caroteno, os valores obtidos por TF
(9,3+2,6%)eTC (3,7 £2,5%) ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Comparando-
se 0s extratos metanolicos com suas fragcdes organicas, observou-se que apenas TFA diferiu
de TF (ANOVA, pos-teste de Tukey, p < 0,05) e entre TC e suas fracbes ndo houve diferenca
significativa. As fragbes TFH (31,7 = 3,2 %), TFD (29,3 £ 6,0 %) e TFA (37,9 = 4,1 %)
foram as mais potentes, apresentando percentuais inibitorios que ndo foram estatisticamente
significantes daquele obtido pelo controle positivo quercetina (QUE, 36,2 + 11,6 %). Nesse
mesmo ensaio, TFH foi trés vezes mais potente que TCH, a fracdo equivalente do extrato do
caule; da mesma maneira, TFA foi cerca de 38 vezes mais potente que TCA.

Somando-se todos os resultados obtidos, tanto para o ensaio de DPPH quanto para o de
B-caroteno/acido linoleico, pode-se observar que os extratos e fracdes das folhas de
L. thymoides sdo mais eficazes que os seus equivalentes dos caules. Assim, com destaque para
as fracdes TFD e TFA, ambas apresentaram baixos valores de CEsg para o0 ensaio de DPPH e
elevado percentual de inibicdo da oxidacdo do p-caroteno, sem diferenca estatistica quando
comparados aos controles positivos utilizados.

Correlacionando-se com os dados dos fendis totais, pode-se observar que as fragdes que
apresentaram maior conteddo de fendlicos possuiram maior eficacia em pelo menos um dos
ensaios de atividade antioxidante, como TF, TFD, TFA, TC e TCA. Porém, a fracdo TFH néo
seguiu 0 mesmo padrdo, apresentando um dos menores valores de fendis totais
(15,5 + 0,7 EAG/g), mas com atividade antioxidante no sistema [-caroteno/acido linoleico
(31,7 + 3,2 %).
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4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE L. thymoides

Os oOleos essenciais, extratos e fragdes das folhas e caules de L. thymoides foram
testados in vitro contra diversos micro-organismos pelo método da CIM, seguido pela
determinacdo da CBM. Conforme descrito anteriormente, foram consideradas ativas as
amostras que apresentarem valores de CIM menores ou igual 2,56 mg/mL.

Conforme descrito na Tabela 14, houve variacdo na atividade antimicrobiana de acordo
com o micro-organismo testado, com TOO (CBM de 0,53 mg/mL) e TOP (CBM de
0,26 mg/mL) possuindo atividade bactericida contra S. aureus, enquanto TOV
(CIM < 0,004 mg/mL) foi apenas bacteriostatico e TOI ndo apresentou atividade significativa;
TOO, TOP e TOV, mas ndo TOI, apresentaram efeito bacteriostatico contra M. luteus e
fungistatico contra C. albicans. Os valores de CIM de TOO, TOP e TOV foram semelhantes
ao controle positivo cloranfenicol (CLO). Os micro-organismos E. coli, P. aeruginosa,
B. cereus e S. cholerasuis foram resistentes a todos os 6leos essenciais.

Correlacionando a composi¢do quimica com a atividade antimicrobiana, observa-se que
os Oleos que apresentaram maior poténcia e eficacia foram os que possuiam maior teor de
monoterpenos e menor de sesquiterpenos. Além disso, o dleo TOI foi o Unico ineficaz contra
todos 0s micro-organismos e 0 que apresentou maior concentracdo do sesquiterpeno
cariofileno, sugerindo, portanto, que a atividade antimicrobiana de L. thymoides parece nédo
estar relacionada a esse constituinte.

Em relacdo ao extrato metandlico das folhas e suas respectivas fracGes organicas,
observou-se variacdo da atividade antimicrobiana de acordo com a polaridade da fracdo e
micro-organismo testado, conforme descrito na Tabela 14. A fracdo TFD foi a que apresentou
maior espectro de acao, sendo bactericida contra as duas linhagens de S. aureus e B. cereus e
fungicida contra C. parapsilosis, enquanto que contra M. luteus e C. albicans apenas
provocou inibi¢do do crescimento. TFA também foi bactericida contra S aureus, B. cereus,
além de S. cholerasuis, porém contra M. luteus apenas inibiu o crescimento e ndo apresentou
atividade antifingica. O extrato bruto, TF, foi ineficaz contra todos os micro-organismos
testados, enquanto que TFH foi apenas bacteriostatico contra S. aureus e fungistatico contra
C. parapsilosis.

Mantendo um perfil similar ao apresentado por TF e suas fracOes, o extrato metanolico
dos caules e suas fracdes organicas foram mais eficazes contra as bactérias Gram-positivas do
gue as Gram-negativas e os fungos (Tabela 12). TC apresentou atividade antimicrobiana

contra todas as bacterias testadas, mas foi ineficaz contra os fungos. Quando se compara o
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Tabela 13 — Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, extratos e fragdes das folhas e caules de L. thymoides.

Microrganismos (CIM e CBM em mg/mL)

Amostra E. coll . aureus . aureus aerugi.nosa cholesrlasuis B. cereus o (U C. albicans parap();.ilosis
CCMB 261 CCMB 262 CCMB263  ~cMB268 CCMB281 CCMB282  CCMB 283 CCMB 286 CCMB288
CiIMm CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM CIM CFM
TOO R <0,004 0,53 NT R 8,43 >8,43 R 0,03 >8,43 <0,004 4,21 NT
TOI R 10,19 5,09 NT NT NT NT NT R NT
TOP R <0,004 0,26 NT R R R 0,07 >8,43 <0,004 4,21 NT
TOV R <0,004 >8,43 NT R R R 0,03 >8,43 <0,004 >8,43 NT
TF 504 504 504 504 504 504 NT 504 994 497 497 504 504 994 994 497 497
TFH 555 <111 139 2,77 2,77 2,77 NT 555 11,1 2,77 2,77 555 <111 994 994 248 497
TFD 277 555 03 069 017 1,39 NT 277 555 017 017 069 <111 248 497 062 1,28
TFA 277 2,77 035 069 03 0,69 NT 139 139 069 069 069 <11,1 447 994 497 994
TC 256 512 062 256 256 5,12 NT 256 248 248 248 256 512 <994 <994 994 994
TCH 277 111 2,77 555 2,77 555 NT 555 11,1 2,77 2777 2,77 <111 994 994 248 497
TCD 277 555 03 069 069 1,39 NT 277 2,77 069 069 069 139 994 994 497 994
TCA 500 10,00 031 125 0,62 1,25 NT 128 248 062 128 125 125 994 497 497 497
CLO 0,675 - 0,003 - 0,084 - 0,084 - 0,005 - 0,005 - 0,003 - NT - NT -
NIS NT NT NT NT NT NT NT 1,25 - 2,50 -
DMSO 5,55 - 5,55 - 11,1 - NT - 5,55 - 5,55 - 5,55 - NT - NT -

NT, ndo testado; R, resistente; TOO, 6leo essencial da planta coletada no outono; TOI, 6leo essencial da planta coletada no inverno; TOP, dleo essencial da planta coletada na
primavera; TOV, oleo essencial da planta coletada no verdo; TF, extrato metandlico das folhas; TFH, fragdo hexano de TF; TFD, fracdo diclorometano de TF; TFA, fracdo
acetato de etila de TF; TC, extrato metanolico dos caules; TCH, fracdo hexano de TC; TCD, fragdo diclorometano de TC; TCA, fragdo acetato de etila de TC; CLO,
cloranfenicol; NIS, nistatina.
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perfil de atividade das fracGes, observa-se que também houve variacdo de acordo com a
polaridade, com TCH apresentando efeito fungistatico apenas contra C. parapsilosis; TCD foi
bactericida contra todas as Gram-positivas (as duas linhagens de S.aureus, B. cereus e
M. luteus); e TFA, além de apresentar o mesmo perfil que TFD, foi a Unica fracdo de TC que
apresentou atividade bactericida contra S. cholerasuis.

De maneira geral, observa-se que L. thymoides apresenta potente atividade
antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas e € ineficaz contra as Gram-negativas e 0s

fungos, explicando o uso dessa espécie na medicina popular para o tratamento de feridas.

4.5 EFEITO DOS EXTRATOS DE L. thymoides SOBRE A CICATRIZACAO DE FERIDA
CUTANEA EM RATOS

Como a espécie L. thymoides é utilizada na medicina popular para o tratamento de
feridas, testou-se também o efeito cicatrizante dos extratos metandlicos das folhas (TF) e
caules (TC) utilizando-se o modelo de cicatrizacdo de ferida cutanea em ratos. Para tanto, 0s
animais submetidos ao procedimento cirdrgico foram tratados topicamente com TF e TC, nas
concentracdes de 100 e 200 mg/mL, por 14 e 21 dias. O efeito de L. thymoides sobre a
cicatrizacdo foi verificado pela analise histopatoldgica dos fragmentos de pele retirados da
regido do ferimento, com a mensuracdo morfométrica do conteldo de colageno. Assim,
conforme mostrado na Figura 11, TF e TC ndo estimularam a deposicdo de colageno quando
se compara o percentual fibroso dos grupos tratados com o controle negativo, tanto ap6s 14
dias quanto ap6s 21 dias. Os grupos tratados com os extratos das folhas e caules, nas
concentracdes de 100 e 200 mg/mL, respectivamente TF100 e TC200, apresentaram
deposicdo de tecido fibroso superior ao grupo controle positivo tratado com sulfadiazina de
prata 2 %. A Figura 12 ilustra alguns cortes histoldgicos dos fragmentos de pele dos animais
tratados e néo tratados.

Assim, comparando-se o0s resultados da atividade antimicrobiana in vitro com o efeito
de L. thymoides sobre a cicatrizagéo in vivo, pode-se inferir que a utilizacdo popular dessa
espécie no tratamento de feridas pode estar relacionada a atividade antisseptica e ndo ao

estimulo na deposicao de colageno, que é o efeito esperado para substancias cicatrizantes.
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Figura 11 — Efeito dos extratos metanolicos das folhas e caules de L. thymoides sobre a
deposicéo de tecido fibroso em ratos.
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A, animais tratados por 14 dias e B animais tratados por 21 dias. Os dados estdo apresentados como média +
e.p.m. (n =5); * representa grupos que apresentaram diferenca estatisticamente significante (teste t, p < 0,05).
CN, controle negativo; TF100, animais que receberam o extrato metanolico das folhas (TF) na concentracdo 100
mg/mL; TF200, animais que receberam TF na concentragdo 200 mg/mL; TC100, animais que receberam o

extrato metandlico dos caules (TC) na concentragdo 100 mg/mL; TC200, animais que receberam TC na
concentragdo 200 mg/mL.
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Figura 12 — Avaliacdo histopatoldgica da area onde foi realizado o ferimento nos ratos. Os
cortes histologicos dos fragmentos de pele dos animais ap6s 14 dias da cirurgia indicam
aumento da atividade dos fibroblastos, tanto em CN (A) quanto em TF200 (B) e TC100 (C).
Apos 21 dias, observou-se uma completa re-epitelizacdo, com a substituicdo do tecido de
granulacdo por tecido conjuntivo denso ndo modelado, tanto CN (D) quanto em TF200 (E) e
TC200 (F). Em todos os cortes a coloracéo foi realizada utilizando o tricromo de Masson.

CN, controle negativo; TF100, animais que receberam o extrato metandlico das folhas (TF) na concentracdo 100
mg/mL; TF200, animais que receberam TF na concentragdo 200 mg/mL; TC100, animais que receberam o
extrato metandlico dos caules (TC) na concentracdo 100 mg/mL; TC200, animais que receberam TC na
concentragdo 200 mg/mL.
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4.6 ATIVIDADE ANTIPIRETICA DOS EXTRATOS DE L. thymoides

A atividade antipirética dos extratos metanolicos das folhas e caules de L. thymoides foi
avaliada através do modelo de inducdo de febre por hiperpirexia em ratos jovens. Assim,
quatro horas apo0s a injecdo da levedura Saccharomyces cerevisiae os animais foram tratados
com TF e TC, uma Unica vez, nas doses 300, 600 e 1.200 mg/kg, sendo a temperatura retal
aferida a cada hora e nas oito horas seguintes. De acordo com o apresentado na Figura 13, TF
e TC reduziram a temperatura retal dos animais de maneira dependente da dose, com TF
sendo mais eficaz que TC.

A reducéo da temperatura retal foi mais pronunciada em TF1200 (Figura 13A), com as
menores temperaturas registradas apés duas e sete horas da administracdo do extrato,
podendo-se observar uma manutencdo do efeito por um longo periodo, diferente do observado
nos grupos tratados com paracetamol e dipirona. Comparando-se com 0 grupo que recebeu
apenas agua (CN), observa-se que a reducao da temperatura foi significativa (teste t, p < 0,05)
em TF600 no tempo 7 horas e TF1200 nos tempos 5, 6, 7, 8 e 11 horas, sendo que nesses trés
primeiros tempos ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao grupo que recebeu dipirona.

Nos grupos que receberam TC (Figura 13B), a variacdo de temperatura foi menor do
que a apresentada por TF, sendo significativa a diferenca em relacdo a CN (teste t, p < 0,05)
apenas em TC300 no tempo 8 horas e TC1200 nos tempos 7 e 8 horas. Comparando-se com 0
grupo que recebeu dipirona, a reducdo da temperatura dos animais do grupo TC1200 nao foi

estatisticamente significante apenas apds trés horas da administracdo do extrato.

4.7 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO OLEO ESSENCIAL DE L. thymoides

Para avaliar a atividades antinociceptiva do dleo essencial de L. thymoides obtido na
estacdo primavera (TOP), foram utilizados os ensaios de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético, teste da formalina e teste da placa quente, todos desenvolvidos em
camundongos. O éleo TOP foi escolhido por ser 0 que se tinha em maior volume dentre 0s

demais no momento da realizagéo dos experimentos.
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Figura 13 — Efeito dos extratos metanolicos das folhas e caules de L. thymoides sobre a febre

induzida por hiperpirexia em ratos jovens.
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A, B e C representam os grupos de animais tratados com TF, TC e controles positivos, respectivamente. Os
dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 5); * representa variagdes da temperatura que apresentaram
diferenca estatisticamente significante (teste t, p < 0,05) quando comparados com o controle negativo (CN). TF,
extrato metandlico das folhas; TC, extrato metandlico dos caules.
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De acordo com o apresentado na Figura 14, TOP reduziu as contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético, de maneira dependente da dose, sendo que 0s grupos que
receberam 50 e 100 mg/kg do 6leo apresentaram diferenca estatistica (ANOVA, p < 0,05) em
relacdo ao grupo controle negativo (CN), que recebeu apenas solucdo salina. Porém, quando
comparado com 0s grupos que receberam morfina e indometacina, nenhum dos grupos
tratados com TOP apresentou diferencga significativa (ANOVA, p > 0,05). A reducdo das
contorcdes abdominais dos grupos que receberam TOP foi de 55,2 + 14,1 % para 0s animais
tratados com 25 mg/kg; 79,8 £ 7,0 % nos que receberam 50 mg/kg; e 71,8 £ 7,9 % para 0s
tratados com 100 mg/kg.

Devido ao resultado apresentado no ensaio das contor¢es abdominais induzidas pelo
acido acético, camundongos foram submetidos ao teste da formalina para distinguir se o efeito
de TOP ocorre sobre o componente neurogénico ou inflamatério do estimulo nociceptivo.
Dessa maneira, pode-se observar na Figura 15A que os camundongos que receberam 50 e
100 mg/kg do 6leo essencial de L. thymoides reduziram o tempo de lambida na primeira fase
(dor neurogénica) do teste de formalina, que foi estatisticamente significante (ANOVA, p <
0,05) em comparacdo com CN. Na segunda fase desse ensaio (dor inflamatoria), a reducdo do
tempo de lambida foi mais pronunciada do que na primeira fase , com todos 0s grupos que
receberam TOP apresentando diferenca estatistica (ANOVA, pés-teste de Tukey, p < 0,05)
em relacdo ao CN (Figura 15C). Assim, pode-se destacar que TOP foi mais eficaz na redugéo
do estimulo nociceptivo na segunda fase, com 82,9 + 3,1 % de inibicdo nos animais tratados
com 50 mg/kg e 95,5 + 2,4 % na dose 100 mg/kg (Figura 15D), do que na fase neurogénica,
com esses mesmos grupos apresentando 43,3 £ 3,0 e 35,1 + 9,4 % de inibicdo (Figura 15B).
Ainda, TOP foi mais eficaz que a morfina na segunda fase e n&o foi estatisticamente diferente

da indometacina.
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Figura 14 — Atividade antinociceptiva do 6leo essencial TOP obtido de L. thymoides sobre a

as contorcBes abdominais induzidas por acido acético em camundongos.
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A representa nimero de contor¢cdes abdominais durante 10 minutos, ap6s a injecdo do &cido acético; B
corresponde ao percentual de inibicdo apresentado pelos grupos, quando comparados com o CN. Os dados estéo
apresentados como média + e.p.m. (n=6); * representa grupos que apresentaram numero de contorcGes
abdominais com diferenca estatisticamente significante (ANOVA, poés-teste de Tukey, p <0,05) quando
comparados com o controle negativo (CN). TOP, 6leo essencial da planta coletada na primavera.
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Figura 15 — Atividade antinociceptiva de TOP sobre os componentes neurogénico e

inflamatorio do estimulo nociceptivo do teste da formalina.
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A e B representam o tempo de lambida e o percentual de inibicdo do estimulo nociceptivo, respectivamente,
durante a primeira fase (dor neurogénica); C e D representam o tempo de lambida e o percentual de inibicdo do
estimulo nociceptivo, respectivamente, durante a segunda fase (dor inflamatéria). Os percentuais de inibicdo
foram determinados em comparagdo com o grupo CN. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m.
(n =6); * representa grupos que apresentaram resposta nociceptiva com diferenca estatisticamente significante
(ANOVA, pos-teste de Tukey, p < 0,05) quando comparados com o controle negativo. TOP, 6leo essencial da
planta coletada na primavera; CN, grupo controle negativo.
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Devido ao resultado apresentado no teste da formalina, grupos de camundongos foram
submetidos ao teste da placa quente para verificar se o efeito de TOP esta relacionado as vias
centrais de nocicepc¢do. Conforme observado na Figura 16, os animais que receberam TOP,
em quaisquer das doses testadas, ndo aumentaram o tempo de laténcia quando comparados
com o grupo que recebeu apenas salina (CN), confirmando o observado no teste da formalina.
Apenas o grupo tratado com morfina apresentou diferenca significativa (ANOVA, pos-teste
de Tukey, p < 0,05) quando comparado a CN.

Figura 16 — Efeito de TOP sobre o tempo de laténcia dos camundongos submetidos ao
estimulo nociceptivo no teste da placa quente.
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Os dados estdo apresentados como média = e.p.m. (n = 6); * representa 0S grupos que apresentaram tempo de
laténcia com diferenca estatisticamente significante (ANOVA, p < 0,05) quando comparados com o controle
negativo. TOP, 6leo essencial da planta coletada na primavera.

4.8 ATIVIDADE ESPASMOLITICA IN VITRO DE L. thymoides

Atendendo a um dos objetivos propostos, foram realizados varios protocolos
experimentais in vitro para determinar o perfil farmacoldgico de L. thymoides, testando tanto
0s Oleos essenciais quanto os extratos e fracGes das folhas e caules, sobre diversos tipos de
musculos lisos. A amostra que apresentou maior poténcia e relaxou 100 % determinado
masculo liso na concentracdo de 243 pg/mL, teve uma investigagdo mais detalhada para
identificar o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo relaxante. Nas subse¢des a seguir, estdo
descritos os efeitos dos Oleos essenciais, extratos e fracdes das folhas e caules de L. thymoides

em cada 6rgdo estudado.
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4.8.1 Efeito dos 0leos essenciais de L. thymoides sobre as contragdes tdnicas induzidas
por fenilefrina em aorta isolada de rato

Os oOleos essenciais de L. thymoides relaxaram, de maneira dependente da concentragédo
(1 a729 ug/mL), os anéis de aorta isolada de rato com endotélio funcional pré-contraidos com
FEN (1 uM), conforme observado na Figura 17A. Os valores de CEsp obtidos de TOO
(462,8 £8,9 pg/mL), TOI (511,1 + 957 pg/mL), TOP (543,9+73,9 pg/mL) e TOV
(305,2 £126,0 pg/mL) ndo diferiram significativamente entre si. Nenhum dos 6éleos
essenciais reduziu a contracdo induzida por FEN aos valores basais, sendo 0 Ensx obtido para
TOO, TOI, TOP e TOV, na concentracdo de 729 ug/mL, 86,8 + 55 %, 62,2 + 7,0 %,
64,2+ 7,1% e 84,4 £ 10,5 %, respectivamente.

Da mesma maneira que na presenca de endotélio, TOO (CEsg = 246,9 + 43,7 ug/mL),
TOl (CEsy = 2826 + 30,8 pg/mL), TOP (CEs; = 150,3+26,3 pg/mL) e TOV
(CEsp = 193,1 £ 57,4 pg/mL) relaxaram os anéis de aorta sem endotélio funcional de maneira
dependente da concentracdo (Figura 17B). A comparacdo dos valores de CEsp obtidos nesse
conjunto de experimentos por ANOVA, seguido do teste de Tukey, ndo mostraram diferenca
significativa. O relaxamento maximo obtido dos anéis aorticos a 729 ug/mL foram para TOO
90,9 £3,2%, TOI182,8+4,9%, TOP 985+ 1,1% e TOV 93,9 + 3,8 %.

Comparando-se os valores de CEsp sobre o relaxamento de aorta pré-contraida com
FEN na presenca e auséncia de endotélio funcional (Figura 17C), observou-se que TOO e
TOP apresentaram poténcia maior em relaxar o musculo liso na auséncia do endotélio do que
na presenca desse, com valores de CEs significativamente menores (teste t, p < 0,05). Ainda,
0 Ema alcancado por TOIl e TOP a 729 ug/mL na auséncia de endotélio foram
significativamente superiores, quando comparados aos valores observados na presenca desse
(teste t, p < 0,05), conforme mostrado na Figura 17D.
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Figura 17 — Efeito vasorrelaxante dos 6leos essenciais de L. thymoides sobre as contracdes

tonicas induzidas com 1 uM de felinefrina em anéis de aorta isolada de rato.
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A, contragBes induzidas na presenca de endotélio funcional, B, A, contra¢Ges induzidas na auséncia de endotélio
funcional; C, valores de CEsy na presenca (E+) ou auséncia (E-) do endotélio; D, valores de E obtidos na
presenca (E+) ou auséncia de endotélio (E-). Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n=5); *
representa valores de CEsy ou Eps que apresentaram diferenca estatisticamente significante (teste t, p < 0,05)
guando comparados os valores de um mesmo 6leo na presenca (E+) ou auséncia (E-) de endotélio funcional.
TOO, 6leo essencial da planta coletada no outono; TOI, 6leo essencial da planta coletada no inverno; TOP, 6leo
essencial da planta coletada na primavera; TOV, éleo essencial da planta coletada no verao.
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4.8.2 Efeito dos 0leos essenciais de L. thymoides sobre as contragdes tonicas induzidas
por KCI em Utero isolado de rata

Os 06leos essenciais de L. thymoides relaxaram o Gtero de rata pré-contraido com solugéo
despolarizante de KCI 60 mM, de maneira dependente da concentracdo (Figura 18A). Apenas
os valores de CEsp de TOI (257,4 £ 26,4 ug/mL) e TOP (74,3 £ 39,2 ug/mL) diferiram
significativamente (ANOVA, pos-teste de Tukey, p < 0,05), sendo este Gltimo o valor mais
baixo dentre os 6leos essenciais, com TOO apresentando CEsp de 141,6 + 30,1 ug/mL e TOV
com CEsg de 174,4 + 39,7 ug/mL (Figura 18B). Os valores de Ensx a 729 ug/mL de TOO
(94,4 + 2,6 %), TOl (88,0+2,6 %), TOP (94,0+2,6%) e TOV (89,2 + 2,5%) nédo
apresentaram diferenca estatistica entre si (ANOVA, p > 0,05).

Figura 18 — Efeito espasmolitico dos 6leos essenciais de L. thymoides sobre as contracdes
tonicas induzidas com KCI 60 mM em utero isolado de rata.
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A, curvas concentracdo-resposta dos 6leos essenciais; B, valores de CEs, dos 6leos essenciais. Os dados estdo
apresentados como média = e.p.m. (n=5); * representa valores de CEs, que apresentaram diferenca
estatisticamente significante (ANOVA, p < 0,05). TOO, 6leo essencial da planta coletada no outono; TOI, dleo
essencial da planta coletada no inverno; TOP, dleo essencial da planta coletada na primavera; TOV, 6leo
essencial da planta coletada no verao.
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4.8.3 Efeito dos 0leos essenciais, extratos e fracbes das folhas e caules de L. thymoides

sobre as contracgdes tonicas induzidas por carbacol em traqueia isolada de cobaia

Os 06leos essenciais de L. thymoides relaxaram o musculo liso traqueal de cobaia pré-
contraido com CCh (1 uM) de maneira dependente da concentracdo (Figura 19), porém os
valores de Ensx obtidos a 729 ug/mL ndo foram estatisticamente diferentes entre TOO
(40,6 £9,2 %), TOI (49,7 + 8,6 %), TOP (56,0+9,5%) e TOV (53,9 £ 9,1 %). N&do foi
possivel determinar os valores de CEsp dos 6leos para esse conjunto de experimentos, pois 0s
percentuais de relaxamento obtidos para cada concentragédo foram muito baixos, dificultando

a convergéncia dos dados na regresséo ndo linear.

Figura 19 — Efeito dos 6leos essenciais de L. thymoides sobre as contra¢des tonicas induzidas

com carbacol 1 uM em anéis de traqueia isolados de cobaia.
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Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n =5). TOO, 6leo essencial da planta coletada no outono;
TOI, ¢6leo essencial da planta coletada no inverno; TOP, 0leo essencial da planta coletada na primavera; TOV,
oleo essencial da planta coletada no verao.

Devido ao uso de L. thymoides na medicina popular para o tratamento de bronquite, foi
realizado um estudo comparativo do efeito espasmolitico dos extratos e fracGes das folhas e
caules sobre as contragdes tonicas induzidas por CCh 1 uM em anéis de traqueia isolados de
cobaia. Como pode ser observado na Figura 20A, TF (CEsy = 398,7 £ 88,1 pug/mL), TFH
(CEs, = 986 + 178 ng/mL), TFD (CEs, = 69,3 + 98 png/mL) e TFA
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(CEsp = 211,7 £ 16,8 ug/mL) induziram relaxamento do musculo liso traqueal, de maneira
dependente da concentracdo. Comparando-se os valores de CEsy por ANOVA seguido do
teste de Tukey, observa-se que todas as fragOes organicas foram mais potentes que TF
(Figura 20B). A fracdo TFD foi a unica que reduziu a contracdo induzida por CCh aos
valores basais, alcancando o Ems de 100% a 243 ug/mL, destacando-se de TF
(Emax = 77,6 £ 6,7 %), TFH (Emsx = 87,6 £ 3,9 %) e TFA (Emax = 99,5 £ 0,5 %), que atingiram
0 Enmax @ 729 pg/mL.

Figura 20 — Relaxamento dos anéis de traqueia isolada de cobaia, contraidos com carbacol

1 uM, induzidos pelo extrato e frac6es das folhas de L. thymoides.
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A, curvas concentracdo-resposta do extrato e fracdes; B, valores de CEs, do extrato e fragdes das folhas. Os
dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 5); * representa valores de CEg, que apresentaram diferenca
estatisticamente significante (ANOVA, p <0,05) em compara¢cdo com TF; a comparacdo entre as fragdes ndo
apresentou diferenca estatistica. TF, extrato metandlico das folhas; TFH, fracdo hexano de TF; TFD, fracdo
diclorometano de TF; TFA, fracdo acetato de etila de TF.

Da mesma maneira que o extrato e fragbes da folha, TC (CEsp =502,9 + 102,4 ug/mL e
Emax =47,1£6,1%), TCH (CEsy=606,5%1059 pg/mL e Enex=57,6+12,2%), TCD
(CEso = 217,3 + 46,0 ug/mL € Ems =86,1+6,6 %) e TCA (CEso = 565,8 + 123,4 pug/mL e
Emax = 54,4 = 11,3 %) relaxaram os aneis de traqueia de maneira dependente da concentragdo
(Figura 21A), porém com poténcia e eficacia inferior. Quando se compara os valores de CEsg

obtidos para o extrato e fragdes dos caules, observa-se que TCD destaca-se como mais potente
(Figura 21B).
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Figura 21 — Efeito espasmolitico do extrato e fracBes dos caules de L. thymoides sobre as

contracgdes tonicas induzidas com carbacol 1 uM em traqueia isolada de cobaia.
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A, curvas concentracdo-resposta do extrato e fracdes; B, valores de CEs, do extrato e fragcdes dos caules. Os
dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 5); * representa valores de CEs, que apresentaram diferenca
estatisticamente significante (ANOVA, p <0,05). TC, extrato metandlico dos caules; TCH, fracdo hexano de
TC; TCD, fracéo diclorometano de TC; TCA, fracdo acetato de etila de TC;

Por meio da analise pelo test t de Student, observou-se que TFH, TFD e TFA foram
significativamente (p < 0,05) mais potentes do que as fracdes equivalentes do extrato dos
caules. Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os valores de CEsy das fragdes das
folhas (ANOVA, p > 0,05), TFD foi a Gnica amostra que relaxou 100 % os anéis de traqueia
pré-contraidos com CCh, na concentracdo de 243 pg/mL, sendo esta fracdo escolhida para
uma investigacdo do possivel mecanismo de ac¢do que induz relaxamento do musculo liso de
traqueia. Pelo fato de TFD promover 100 % do relaxamento da traqueia numa faixa estreita de
concentracdes, nos experimentos a seguir utilizou-se as concentracfes 21, 32, 48, 72, 108, 162
e 243 pg/mL.

4.8.3.2 Investigacio da participacio de canais para K no relaxamento induzido por TFD em

tragueia pré-contraida com CCh

A fracdo TFD relaxou, de maneira dependente da concentracdo, os anéis de traqueia
isolada de cobaia pré-contraidos com CCh 1 uM na auséncia (CEsp = 97,2 + 13,0 ug/mL) e
presenca dos bloqueadores dos canais para potassio GLI (CEsp = 127,5 + 14,5 pg/mL), 4-AP
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(CEsp =68,2 £ 9,9 ug/mL) e TEA (CEsp = 76,9 = 2,4 ng/mL), como pode ser observado na
Figura 22, porém sem diferenca significativa (teste t, p > 0,05) entre os valores de CEsp. Em
todos os casos, a eficAcia de TFD foi mantida, sendo obtido o relaxamento de 100 % na

concentracdo 243 pg/mL.

Figura 22 — Relaxamento dos anéis de traqueia, pré-contraido com carbacol 1 uM, induzido
por TFD na auséncia ou presenca de glibenclamida (GLI, A), 4-aminopiridina (4-AP, B) e
tetraetilaménio (TEA, C). D, comparacdo entre os valores de CEsy de TFD obtidos na

auséncia ou presenca dos bloqueadores GLI, 4-AP e TEA.
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Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n =5). TFD, fragdo diclorometano do extrato metandlico das
folhas.
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4.8.3.3 Investigacdo da participacio da via do NO no relaxamento induzido por TFD em

traqueia pré-contraida com CCh

A fracdo TFD promoveu um relaxamento dependente da concentracdo em aneis
traqueais isolados de cobaia pré-contraidos com CCh 1 uM, na auséncia
(CEsp = 97,2 £ 13,0 ug/mL) e presenca (CEsp = 96,0 = 15,4 ug/mL) de L-NAME, um inibidor
da enzima oOxido nitrico sintase (NOS), com a obtencdo de valores de CEsy que ndo foram
estatisticamente diferentes (teste t, p > 0,05) entre si (Figura 23). Também, TFD manteve
sua eficacia induzindo 100 % do relaxamento na presenca de L-NAME a concentracdo de
243 pg/mL.

Figura 23 — Efeito espasmolitico de TFD sobre as contracdes tonicas de anéis de traqueia pré-

contraido com carbacol 1 uM, na auséncia ou presenca de L-NAME.
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Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 5). TFD, fragdo diclorometano do extrato metandlico das
folhas; L-NAME, N€ -nitro-L-arginina metil Ester.

4.8.3.4 Investigacio da participacdo das prostaglandinas no relaxamento induzido por TFD
em tragueia pré-contraida com CCh

O relaxamento do musculo liso traqueal induzido por TFD, de maneira dependente da
concentragéo, ndo alcangcou 100 % a 243 ug/mL em contragdes induzidas por CCh 1 uM na
presenca de indometacina (IND), com Ena = 81,4 £ 5,8 %, diferentemente do observado na

auséncia desse inibidor ndo seletivo da ciclo-oxigenase (Figura 24A). Da mesma maneira,
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houve uma reducéo significativa (teste t, p < 0,05) da poténcia de TFD, com o CEs passando
de 97,2+ 13,0 ug/mL na auséncia, para 185,2 £ 9,6 ug/mL na presenca de IND. Porém,
quando se induziu a contracdo dos anéis de traqueia na presenca de dexametasona (DEX),
sequido da adicdo cumulativa de TFD (21 a 243 ug/mL) na fracao tdnica, houve relaxamento
total do musculo liso traqueal a 243 pg/mL, com o valor de CEsp (138,2 + 4,8 ug/mL) néo

sendo diferente estatisticamente (teste t, p > 0,05) do observado na auséncia de DEX
(Figura 24B).

Figura 24 — Relaxamento dos anéis de traqueia, pré-contraido com carbacol 1 uM, induzido

por TFD na auséncia ou presenca de indometacina (A) e dexametasona (B).
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Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 3 a 5). TFD, fracdo diclorometano do extrato metandlico
das folhas; IND, indometacina; DEX, dexametasona.

4.8.3.5 Investigacdo da participacdo de receptores B-adrenérgicos no relaxamento induzido

por TFD em traqueia pré-contraida com CCh

A fragdo TFD induziu o relaxamento do musculo liso traqueal pré-contraido com
CCh 1 uM, de maneira dependente da concentragdo, na presenca do antagonista [3-
adrenérgico ndo seletivo propranolol (PRP, CEsy=132,5% 13,1 ug/mL), conforme
apresentado na Figura 25, que ndo foi diferente estatisticamente (teste t, p > 0,05) do
relaxamento observado na auséncia do bloqueador (CEsy = 97,2 + 13,0 ug/mL). Ainda, 0 Emsx

n&o foi alterado na presenca de PRP, alcangando 100 % de relaxamento a 243 ug/mL.
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Figura 25 — Efeito espasmolitico de TFD sobre a fracdo ténica da contracdo induzida por

carbacol 1 uM na presenca ou auséncia de propranolol.
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Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n =5). TFD, fracéo diclorometano do extrato metandlico das
folhas; PRP, propranolol.

4.8.3.6 Investigacdo da participacdo da via do AMPc no relaxamento induzido por TFD em
traqueia pré-contraida com CCh

O relaxamento do musculo liso traqueal, ap6s contracdo induzida com CCh 1uM,
provocado pela adicio cumulativa de isoprenalina (10°a10°M), com CEs, de
14,7 +5,3 x 10® M, apresentou diferenca significativa (teste t, p < 0,05) das preparaces pré-
incubadas com TFD 50 e 150 upg/mL, com valores de CEsp de 58+0,6x10% e
1,4 +0,7 x 10® M, respectivamente (Figura 26). Ainda, obseva-se um claro deslocamento da
curva contracdo-resposta de 1SO pré-incubada com TFD 150 pg/mL para a esquerda,

indicando potencializacdo do efeito de relaxante de isoprenalina.
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Figura 26 — Relaxamento dos anéis de traqueia, pré-contraido com carbacol 1 uM, induzido

por isoprenalina na auséncia ou presenca de TFD 50 ug/mL e 150 ug/mL.
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A, curvas concentracdo resposta de 1SO e B, comparagdo entre os valores de CEs, obtidos, ambos sendo plotados
na presenca ou auséncia de TFD. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 3). * representa valores

de CEsq que apresentaram diferenca estatisticamente significante (teste t, p < 0,05) em comparagdo com 1SO.
TFD, fracéo diclorometano do extrato metandlico das folhas; 1SO, isoprenalina.

4.8.3.7 Investigacdo da dessensibilizacdo das fibras C sobre o relaxamento induzido por TFD
em tragueia pré-contraida com CCh

A contracdo induzida por CCh 1 uM nos anéis de traqueia dessensibilizados pela
incubacdo prévia com 10 uM de capsaicina (CPS), um agonista de receptores vanildides,
reduziu aos valores basais com a adi¢cdo cumulativa de TFD (21 a 243 ug/mL), de maneira
dependente da concentragdo (Figura 27). Porem, houve um aumento do valor de CEsy de
97,2 + 13,0 ug/mL na auséncia de CPS, para 173,6 + 22,2 ug/mL na presenca, que foram

significativamente diferentes (teste t, p < 0,05).
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Figura 27 — Relaxamento dos anéis de traqueia, pré-contraido com carbacol 1 uM, induzido

por TFD na auséncia ou presenca de CPS.
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Os dados estdo apresentados como média £ e.p.m. (n =3 a5). TFD, fracdo diclorometano do extrato metanolico
das folhas; CPS, capsaicina.

4.8.3.8 Investigacdo do antagonismo muscarinico na contracdo induzida por CCh em traqueia

pré-incubada com TFD

A adicdo cumulativa de CCh (10° a 3 x 10° M) as preparacdes de anéis de traqueia
isolada de cobaia provocou contragfes do musculo liso, dependente da concentracdo, que
foram antagonizadas com a prévia adicdo de TFD as cubas, sendo evidenciado no
deslocamento das curvas concentracdo-resposta para a direita (Figura 28A). Houve reducéo
da poténcia do CCh quando as contragcdes eram induzidas na presenca de TFD 50 pg/mL
(CEsp=412+78x10°M) e 150 pg/mL (CEso=172,2+34,8x10%M), com ambos
apresentando diferenca estatistica (teste t, p < 0,05) em relacdo ao valor de CEs
(6,2 + 1,1 x 10 M) obtido na auséncia da fracdo diclorometano (Figura 28B). Pelo fato de
ndo haver reducéo do efeito maximo do CCh, sendo obtido contragdo de 100 % na auséncia

ou presenca de TFD, pode-se inferir que possivelmente houve um antagonismo competitivo.
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Figura 28 — Contracdo dos anéis de traqueia induzida por carbacol na auséncia ou presenca
de TFD 50 ug/mL e 150 pg/mL.
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A, curvas concentragdo resposta de CCh e B, comparagéo entre os valores de CEs, obtidos, ambos sendo plotado
na presencga ou auséncia de TFD. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. (n = 4); * representa valores
de CEs, que apresentaram diferenga estatisticamente significante (teste t, p <0,05) em comparagdo com CCh.
TFD, fracéo diclorometano do extrato metandlico das folhas; CCh, carbacol.



5 DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrado, através de estudos quimicos e farmacoldgicos, o
potencial biotecnoldgico da espécie Lippia thymoides, tendo como objeto de estudo os dleos
essenciais e 0s extratos metanolicos e fracBes das folhas e caules.

Os oOleos essenciais das folhas, obtidos nas quatro estagdes do ano, tiveram como
constituinte majoritario o sesquiterpeno p-cariofileno e pequenas variaces nos demais
constituintes. Estudos in vitro demostraram que esses 6leos ndo possuem atividade
antioxidante, tém seletividade na atuagdo como antimicrobiano em bactérias Gram-positivas e
induzem relaxamento dependente da concentra¢do em aorta isolada de rato, utero isolado de
rata e, em menor extensdo, traqueia isolada de cobaia. Através de modelos animais de
nocicepcdo, ficou evidenciado um possivel efeito antinociceptivo e/ou anti-inflamatério do
6leo essencial coletado na primavera.

Estudos in vitro mostraram que os extratos metandlicos e fraces das folhas e caules de
L. thymoides possuem potente atividade antioxidante, seletividade de acdo antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e tem a capacidade de relaxar o musculo liso traqueal de
cobaia, com um possivel efeito anticolinérgico da fracdo diclorometano do extrato metandlico
das folhas, corroborando com o uso popular para o tratamento da bronquite. Ainda, em
modelos animais relacionados ao uso da planta na medicina popular, foi evidenciado que
L. thymoides ndo possui efeito cicatrizante nas concentragdes e via de administracdo testados
e 0 extrato metanolico das folhas apresenta atividade antipirética, este sendo relacionado ao
uso comum para o tratamento da febre.

Como acontece com uma grande parte das espécies do seu género, L. thymoides € uma
planta com folhas aromaéticas, rica em 6leo essencial composto primordialmente por terpenos.
Estes metabolitos secundarios tém sua estrutura variada de acordo com a adigdo das unidades
de isopreno (CsHg), sendo sintetizados nas plantas a partir de precursores da via do
mevalonato, piruvato ou gliceraldeido 3-fosfato (PALLARDY, 2008). Os substratos iniciais
para a biossintese dos terpenos sdo dimetilalil difosfato, geranil difosfato, farnesil difosfato e
geranilgeranil difosfato que dardo origem, respectivamente, aos hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos ou diterpenos, por acdo de enzimas pertencentes a familia terpeno sintases.
Inducbes na variagdo da expressdo dessas enzimas sdo responsaveis pela variacdo do
conteudo de terpenos das plantas (THOLL, 2006).
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Assim, varios estudos tém sido realizados na tentativa de identificar a variabilidade sazonal da
composic¢do quimica dos Oleos essenciais de diversas espécies, na tentativa de estabelecer
relacBes entre a composi¢do quimica e variacdo ambiental (BARROS et al., 2009; CORONEL
etal., 2006; MULLER-RIEBAU et al., 1997; SAYURI et al., 2010).

Os Oleos essenciais de espécies do género Lippia sdo constituidos quase que
exclusivamente por terpenos e considerando-se que pode haver variagdo da constituicdo de
acordo com as condi¢fes ambientais, procedeu-se a avaliagdo sazonal da composi¢cdo quimica
de L. thymoides, através de coletas em quatro periodos distintos, correspondendo as quatro
estagBes climatoldgicas. Observou-se que em todas as amostras de Oleo analisadas, o
constituinte majoritario foi o sesquiterpeno B-cariofileno, com variagdes na concentracéo de
acordo com a época da coleta, sendo encontrado em maior quantidade em TOI, que foi obtido
no inverno.

Esta bem estabelecido na literatura de que fatores abioticos, como incidéncia de chuvas,
disponibilidade de agua, radiacdo solar e stress induzido por ozénio, e bioticos, como
presenca de insetos, fungos e coexisténcia com outras plantas, podem alterar a producéo e
emissdo dos componentes volateis das plantas (LINDSKOG; POTTER, 1995; MAFFEI, M.
E., 2010; ORMENO; FERNANDEZ; MEVY, 2007). Com essa avaliacdo, observou-se que
houve uma tendéncia de L. thymoides em sintetizar uma maior quantidade do sesquiterpeno [3-
cariofileno no inverno, enquanto que a producdo desse composto foi menor no verdo.
Possivelmente, ndo s6 os fatores climéticos influenciaram a sintese desse constituinte, mas a
inter-relacdo da planta com varios organismos em seu ambiente de sobrevivéncia.

De acordo com Barros et al. (2009), a biossintese do B-cariofileno acontece pela
ciclizacdo do cation difosfato de nerolidila entre C11-C1, associado a desprotonagdo do C9,
levando a formacdo do a-humuleno; este, por sua vez, sofre ciclizagdo, formacdo de uma
ligacdo adicional entre C2-C10 e, por fim, desprotonacdo do C15. A enzima [B-cariofileno
sintase, isolada de Artemisia annua, é responsavel pela ciclizazacdo do farnesil difosfato a 8-
cariofileno, sendo o a-humuleno formado em menor quantidade. A atividade dessa enzima é
dependente de cation divalente, preferencialmente 0 Mg*?, e a expressdo ocorre na maioria
dos tecidos, exceto nas raizes (CAl et al., 2002).

A regulagdo da expressdo da B-cariofileno sintase foi associada a vérios fatores,
principalmente os relacionados a defesa indireta da planta. Em Mikania micrantha, uma erva
daninha invasiva, a expressdo dessa enzima foi acentuada pelo aumento da concentracdo de

CO, e quando a planta foi lesada, sendo ainda o B-cariofileno associado a efeito alelopatico

113
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sobre a germinacdo de sementes de varias espécies (WANG et al., 2010; WANG et al., 2010).
Em diversas variedades de milho, a expressao de p-cariofileno sintase é induzida, de maneira
independente, pela presenca de insetos herbivoros tanto nas raizes quanto em demais partes da
planta, sendo o B-cariofileno associado a atracdo de nematoides entomopatogénico e vespas
(KOLLNER et al., 2008). Dessa forma, a maior producdo do p-cariofileno em L. thymoides
pode estar relacionada & defesa contra insetos herbivoros ou & competicdo com outras plantas
em seu habitat.

O padréo de constituicdo quimica dos 6leos essenciais de L. thymoides, mesmo com as
variagcdes encontradas de acordo com a época da coleta, condiz com o observado nas espécies
de Lippia. Os monoterpenos canfora, borneol, 1,8-cineol e limoneno, presentes nos 6leos em
concentracdes maiores que 4%, aparecem como majoritarios, respectivamente, em L. dulcis
(GORNEMANN et al., 2008), L. integrifolia (LIMA et al., 2011), L. lupulina (ZOGHBI et al.,
2002) e L. multiflora (AVLESSI et al., 2005; MENUT et al., 1995b) e L. rotundifolia
(LEITAO et al., 2008), L. scaberrima (REGNIER et al., 2008) e L. alba (ZOGHBI et al.,
1998).

Dentre as espécies de Lippia que possuem sesquiterpenos em meio aos constituintes
majoritarios dos 0leos essenciais, o0 B-cariofileno aparece com percentual maior que 15 % em
L. chevalieri (MEVY et al., 2007), L. dulcis (MORENO-MURILLO et al., 2010),
L. graveolens (RIVERO-CRUZ et al., 2011), L. myriocephala (VILA et al., 2004),
L. nodiflora (ELAKOVICH; STEVENS, 1985) e L. substrigosa (SILVA; SABINO; REYES,
2010).

Diante disso, percebe-se que os resultados da composicdo quimica dos 6leos de L.
thymoides apresentados neste trabalho corroboram com a quimiossisteméatica do género
Lippia, cujas espécies poderdo ser correlacionadas genotipicamente de acordo com o
expressao das terpeno sintases através de estudos de biologia molecular.

Os poucos estudos que identificaram constituintes fixos de espécies de Lippia
evidenciaram um padrdo na presenca de acidos fenolicos, flavonoides e fenilpropanoides.
Essas classes de metabdlitos secundarios pertencem a um dos grupos mais numerosos e
largamente distribuidos de substancias das plantas, que sdo os compostos fendlicos ou
polifendis, sendo provenientes das vias biossintéticas do chiquimato e acetato (BRAVO,
1998).

Uma das formas de quantificar o contetudo total de fendis nos extratos das plantas € a
determinacdo fotocolorimétrica utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. O mecanismo

guimico envolvendo esse método ndo esta totalmente compreendido, mas acredita-se que ha
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uma reducdo do molibdénio, do estado superior de oxidacdo (Mo*®), a estados inferiores de
oxidagdo (Mo* ou Mo**), com a coloracdo da solucéo passando de amarelo para a azul e
sendo acompanhado espetrofotometricamente e a intensidade da cor azul proporcional ao teor
de compostos fenolicos (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927; HUANG; OU; PRIOR, 2005).
Possivelmente, a alteracdo da oxidacdo do Mo*® acontece devido & presenca de grupos
fendlicos ou outros componentes potencialmente oxidaveis presentes nos extratos (MIGUEL,
2010a).

Em L. thymoides constatou-se que o conteido de fenolicos totais foi significativamente
maior nos extratos das folhas (115,5 + 1,7 EAG/g) do que dos caules (85,5 + 4,4 EAG/Qg).
Ainda, houve concentracdo dos constituintes fenolicos nas fracBes organicas mais polares,
como as obtidas com a parti¢do liquido-liquido dos extratos metandlicos com acetato de etila
(TFA =182,8 + 2,4 EAG/g e TCA = 213,6 £ 6,1 EAG/g). Os valores totais de fenolicos nas
fragdes obtidas com diclorometano (TFD = 90,5 + 1,0 EAG/g e TCA = 84,2 £ 6,1 EAG/Q)
podem refletir a presenca de fendis menos polares. Esses valores do contetdo de fenois totais
sdo similares ou superiores a reconhecidas fontes de compostos fendlicos, como o chéa verde,
cha preto, repolho, cenoura, brocolis, macd, amora e uva (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006).

Apesar do conteudo de fendlicos totais do extrato das folhas ser superior ao encontrado
para o dos caules, relatos tém indicado que os compostos incluidos nesse grupo podem estar
presentes em quaisquer dos orgdos das plantas (FALLEH et al., 2008; RIIHINEN et al.,
2008).

Levando-se em consideracdo as caracteristicas quimicas dos compostos fendlicos, a
natureza hidrofilica dessas moléculas indica que podem ser concentradas em extratos obtidos
com solventes polares. (TSAO, 2010). Um estudo comparativo entre solventes utilizados para
extracdo e o conteudo total de fendlicos de Camellia sinensis e llex paraguariensis, foi
verificado que os extratos obtidos a partir de solventes mais polares tinham o contetdo total
de fendlicos superior (TURKMEN; SARI; VELIOGLU, 2006). No processo de
fracionamento e purificacdo de compostos fendlicos Dai e Mumper (2010) recomendam o
tratamento do extrato bruto com solventes menos polares, como hexano, diclorometano ou
cloroférmio, para a retirada de constituintes apolares e extracdo em fracdo sélida para a
eliminacdo de compostos polares nao fendlicos.

Através da comparacdo do contetdo total de fenolicos apresentados nesse estudo com
os metabdlitos secundarios presentes em outras espécies de Lippia, pode-se deduzir que

L. thymoides pode conter flavonoides, é&cidos fenolicos ou fenilpropanoides, com
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concentracdo nas fragdes acetato de etila dos extratos metandlicos das folhas e caules.

O metabolismo regular das plantas, principalmente durante a fotossintese, tem sido
associado a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente o H,O, formado
pela enzima superoxido dismutase a partir do anion superoxido (O2*"). A neutralizacdo desses
radicais livres geralmente é realizada nos cloroplastos, utilizando o ciclo de oxidacdo-reducao
do ascorbato. Porém, as plantas podem sofrer uma série de stress bidticos e abioticos e
promover uma descompensagdo na neutralizagdo dos ERO. Nesse ponto, 0s constituintes
fenolicos tém sido associados a defesa das plantas no sentido de promover atividade
antioxidante sobre o excesso de ERO produzido (SAKIHAMA et al., 2002).

Com essa consideragdo, varios trabalhos tém sido realizados na tentativa de
correlacionar o conteudo total de fendlicos, determinado através da utilizacdo do reagente
Folin-Ciocalteau, com a atividade antioxidante de extratos vegetais. O teor de fendlicos dos
extratos obtidos com solventes polares apresentam valores mais elevados e estes sdo mais
potentes como antioxidantes (ALMEIDA et al., 2011; LIANG; YUE; LI, 2010; STANKOVIC
etal., 2012; TAWAHA et al., 2007).

Outros trabalhos, contudo, demonstraram que a atividade antioxidante pode ndo estar
relacionada aos compostos fendlicos, tendo outros componentes, como Oleos essenciais,
vitaminas, carotenoides, etc., uma participacdo significativa do potencial antioxidante das
espécies vegetais testadas (JAVANMARDI et al., 2003; KAHKONEN et al., 1999; TERPINC
et al., 2012). Por isso, além dos extratos metandlicos e fracdes das folhas e caules de L.
thymoides, foi analisada a atividade antioxidante in vitro dos 6leos essenciais obtidos.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que os 6leos essenciais da planta em
estudo ndo apresentaram atividade antioxidante significativa, ao contrario do que foi
demonstrado com os extratos e fracdes das folhas e caules. Com excecdo das fracbes TFH e
TCH, que apresentaram baixo teor de fendlicos, os extratos metandlicos e demais fragcdes das
folhas e caules tiveram a atividade antioxidante no ensaio de DPPH que nédo foi diferente
estatisticamente dos controles positivos BHT, BHA e acido ascorbico e foi diretamente
relacionada aos valores de fendis totais obtidos.

Na avaliagcdo da capacidade antirradicalar, amostras sdo deixadas reagir com o radical
estavel DPPH-, que apresenta coloracdo violacea intensa e forte absor¢do a 515 nm. Caso as
amostras contenham substancias capazes de sequestrar radicais livres pela doacdo de prétons
ou elétrons ao radical DPPH-, a absorbancia é reduzida de maneira estequiométrica em

relacdo ao numero de elétrons retirados ou estabilizados, promovendo descoloracdo da
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solugdo (BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Na presenca de uma molécula com capacidade de sequestrar o radical DPPH*, a doacao
de prétons a esse pode promover a formagdo de um novo radical proveniente do composto
antioxidante (A*). Se A- ndo é totalmente estabilizado, inUmeras outras reacdes podem
acontecer, sendo necessaria uma nova reacdo para estabilizacdo desse novo radical formado
(BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997).

Considerando os mecanismos quimicos envolvidos no sequestro do radical DPPH-,
supde-se que a atividade antioxidante de extratos vegetais pode estar relacionada a presenca
de substancias com grupos hidroxila livres, como compostos fendlicos (MENSOR et al.,

2001). A reagdo do DPPH- com os fendis (ArOH) ocorre através da doacdo do préton H ou a

transferéncia de elétrons de ArOH ou seu anion fendxido (ArO’) ao DPPH-. A contribuicéo de
uma ou outra via depende da natureza do solvente e/ou potencial redox das espécies
envolvidas, sendo que na presenca de solventes apolares a primeira reagdo é favorecida
enquanto que a segunda € potencializada por solventes capazes de formar ligacbes de
hidrogénio com ArOH e grande nimero de hidroxilas nos compostos fendlicos (VILLANO et
al., 2007).

A partir da analise quimica dos Gleos essenciais de L. thymoides e correlacionado com
as caracteristicas quimicas do ensaio de sequestro de DPPH-, pode-se explicar a baixa
poténcia e eficacia antirradicalar daqueles pelo fato da escassez de constituintes fendlicos.
Apesar dos monoterpenos oxigenados estarem em maior proporcao do que 0s ndo oxigenados,
as estruturas quimicas dos primeiros ndo favorecem a doa¢do de protons ou a transferéncia de
elétrons para o DPPH-, sendo que o Unico composto fendlico, o timol, possui apenas uma
hidroxila livre e aparece com menos de 1 % nos em todos os 6leos.

O 6leo essencial de L. gracilis, de maneira similar, apresentou atividade antioxidante
relativamente baixa, com Clso de 162.2 pg/mL no ensaio de DPPH-, que pode ser explicado
pelo fato de que timol, metil timol e carvacrol, que sdo fenois, apenas representaram cerca de
50 % da constituicdo do 6leo (MENDES et al., 2010). Relatos envolvendo 06leos essenciais de
espécies distintas de Lippia corroboram com a explicacdo de que hidroxilas fendlicas,
presentes dos constituintes dos 6leos essenciais, sdo importantes para o sequestro de radicais
DPPH- (BOZIN et al., 2006; KULISIC et al., 2004; SACCHETT!I et al., 2005).

Correlacionando o contetdo de fenolicos dos extratos e fracOes das folhas e caules da

planta estudada com a capacidade de sequestro do DPPH-, pode-se inferir que possivelmente
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a poténcia e eficicia antioxidante das fracbes mais polares, como TFA e TCA, estdo
relacionadas a presenca de constituintes fenélicos, como &cidos fendlicos e flavonoides.

Esses achados foram semelhantes ao descrito para L. graveolens, em que o potencial
antioxidante dessa espécie foi condizente com alto teor fendlico dos extratos metandlicos
testados (MARTINEZ-ROCHA et al., 2008). Da mesma maneira, Hennebelle et al. (2008)
identificaram flavonoide e feniletanoides, mas n&o iridoides, como constituintes de L. alba
que apresentaram capacidade em sequestrar o DPPH-. Em L. triphylla, a atividade
antioxidante foi mais potente entre os acidos fenolicos, isolados a partir do extrato metandlico
(ONO et al, 2008). Outras espécies com atividade antioxidante no ensaio do DPPH* relatada
foram L. citriodora (MOTHANA et al., 2010), L. hermannioides, L. rubella e L. sidoides
(FABRI et al., 2011) e L. microphylla (DAVID et al., 2007).

Outro método que foi utilizado para avaliar o potencial antioxidante de L. thymoides
referiu-se a capacidade dos Oleos essenciais, extratos ou fragdes organicas da planta em
sequestrar ou neutralizar os radicais peréxido formado do &cido linoleico em emulsdo. Esses
radicais atacam as ligacdes duplas do B-caroteno e, consequentemente, induzem a perda de
sua coloracgdo laranja, mas a presenga de um agente antioxidante pode prevenir este ataque e
manter a colocacédo do carotenoide (MIGUEL, 2010b).

Como a realizacdo dessa técnica envolve a formacdo de uma emulsdo 6leo em agua, a
capacidade de uma substancia em evitar a oxidacdo do B-caroteno deveria ser mais eficaz
entre os antioxidantes menos polares, seguindo a teoria do paradoxo polar (KOLEVA et al.,
2002). Essa teoria parte do principio em que a oxidacao lipidica acontece nas interfaces dos
sistemas, com os antioxidantes ndo polares sendo acumulados nas goticulas lipidicas e/ou na
interface Oleo-4gua e 0s que apresentam caracteristicas mais polares sdo mais efetivos em
oleos, pelo fato de acumularem-se na interface Gleo-ar onde ha uma alta concentracdo de
oxigénio (MCCLEMENTS; DECKER, 2000).

Contrariando a teoria do paradoxo polar, varios trabalhos tém demonstrado que as
caracteristicas fisico-quimicas dos antioxidantes, que determinam a inibicdo ou estabilizagédo
da oxidagdo lipidica, ndo dependem apenas da polaridade, mas uma série de fatores como
concentracdo do constituinte, temperatura, caracteristicas do sistema teste, dentre outros
(CHAIYASIT; MCCLEMENTS; DECKER, 2005; SCHWARZ et al., 2000; ZHONG;
SHAHIDI, 2012).

A demonstracdo de que as fragdes menos polares TFH (31,7 = 3,2 %) e TFD

(29,3 + 6,0 %) apareceram dentre as mais efetivas na inibigdo da auto-oxidagéo do 3-caroteno
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atende ao disposto na teoria do paradoxo polar. Caso os 0leos essenciais tivessem algum
constituinte com atividade antioxidante, nesse ensaio apareceria com maior eficacia, o que
nédo foi obervado. Um fato surpreendente foi a inibicdo da auto-oxidacdo do B-caroteno pela
fracdo TFA (37,9 £ 4,1 %), j& que esta deve, teoricamente, possuir uma maior concentracdo
de constituintes polares.

A combinacdo dos resultados de fendis totais, sequestro dos radicais DPPH-" e inibicao
da oxidacdo do B-caroteno demonstra que a fracdo TFA pode conter constituintes fendlicos
que sdo capazes de estabilizar radicais ja formados e prevenir a oxidacdo provocada por
peroxidos lipidicos. Levando-se em consideracdo apenas o fator polaridade, pode-se deduzir
que o(s) constituinte(s) antioxidante(s) de TFA pode(m) apresentar caracteristica anfifilica,
interagindo tanto com a parte apolar quanto polar do agente emulsificante Tween 40 utilizado
para formar a emuls&o.

Pelo fato de haver um crescente interesse na identificagdo de antioxidantes de origem
natural para utilizagdo em produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios (NUNES et al.,
2012), ressalta-se a importancia desse trabalho na identificacdo de L. thymoides, uma espécie
nativa e endémica da caatinga, como uma possivel fonte de metabdlitos secundarios de
interesse econdmico.

A associacao entre a funcdo de defesa que os metabdlitos secundarios desempenham
com a necessidade da identificacdo de novas moléculas com potencial antimicrobiano, indica
que as plantas podem se tornar fontes de substancias de interesse médico. A confirmacéo
dessa observacdo reside no fato de que varios constituintes provenientes de plantas utilizadas
na medicina popular sio empregados no tratamento de infeccbes (DOMINGO; LOPEZ-
BREA, 2003; SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2008). Varios metabdlitos tém sido
indicados como fontes de agentes antimicrobianos, como alcaloides, compostos fendlicos,
terpenos e Gleos essenciais (COWAN, 1999; BURT, 2004).

A utilizagdo de informagdes obtidas na medicina popular tem sido utilizada como uma
forma de rastrear possiveis plantas de interesse farmacoldgico na terapéutica antimicrobiana,
especialmente quando se refere aos dados obtidos de pesquisas brasileiras (SOUZA et al.,
2004). Nesse sentido, como a espécie L. thymoides é utilizada popularmente no tratamento de
feridas, foi realizado uma investigacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais,
extratos e fragGes das folhas e caules frente a bactérias e fungos.

Neste trabalho foi demonstrado que os 6leos essenciais TOO e TOP foram os mais

eficazes contra Staphylococcus aureus CCMB 262, apresentando efeito bactericida, enquanto
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que contra Micrococcus luteus CCMB 283 apenas inibiram o crescimento, sendo esse efeito
observado também com TOV.

Como o sesquiterpeno B-cariofileno é o constituinte majoritario em todos os éleos,
provavelmente esse constituinte parece ndo ser o principal responsavel pelo efeito
antimicrobiano, ja que TOI néo foi eficaz em quaisquer dos micro-organismos testados e esse
6leo é o que apresenta maior concentracdo do B-cariofileno. O contrario foi observado para
TOV, ja que este foi 0 Unico a apresentar efeito em dois micro-organismos e possui a menor
concentracdo do [-cariofileno. Porém, relatos tém demonstrado a importancia desse
constituinte para atividade antimicrobiana, como o 6leo essencial de Zingiber nimmonii, que
contém aproximadamente 70 % de uma mistura de a- e B-cariofileno e foi eficaz na inibicdo
de fungos e bactérias Gram-positiva e negativa (SABULAL et al., 2006). Outro estudo
demonstrou que o [B-cariofileno pode atuar na defesa das plantas que o produz, pois
apresentou atividade antimicrobiana contra o fitopatdgeno Pseudomonas syringae (HUANG
etal., 2012).

Como houve diferenca de atividade antimicrobiana entre os 6leos de L. thymoides, a
possivel explicacdo pode esta na variagdo na composicdo e concentracdo dos constituintes dos
6leos. Essa afirmacdo pode ser corroborada com os resultados obtidos a partir de Oleos
essenciais ricos em germacreno D, canfora, borneol e canfeno, que demonstraram serem
eficazes contra fungos e bactérias Gram-positivas e negativas (ALVA et al.,, 2012;
CARDENAS et al., 2012; WANG; KONG; ZHANG, 2006).

O mecanismo pelo qual os 6leos essenciais podem inibir o crescimento ou eliminar o0s
micro-organismos envolvem diferentes formas de acdo, sendo em parte devido as suas
caracteristicas hidrofobicas. Como resultado disso, os constituintes dos o6leos podem
atravessar a membrana plasmaética e se ligar a componentes celulares essenciais para a vida
dos micro-organismos (EDRIS, 2007). Estudos tém demonstrado que alguns monoterpenos
promovem desorganizacdo da membrana lipidica das bactérias, sendo dependente da
diferenca de carga da membrana bacteriana, 0 que sugere que o mecanismo envolve a
interacdo com componentes criticos (CRISTANI et al., 2007; TROMBETTA et al., 2005). Da
mesma maneira, 0s sesquiterpenoides sdo sugeridos como compostos que causam aumento na
permeabilidade da membrana, facilitando que outros agentes antimicrobianos penetrem na
célula e provoque o efeito biocida (KURODA; NAGASAKI; OHTA, 2007).

Os Oleos essenciais de varias espécies de Lippia tém sido relatados como potenciais

fontes de compostos antimicrobianos, apresentando tanto efeitos bacteriostaticos quanto
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bactericidas em micro-organismos Gram-positivos e negativos (ALBUQUERQUE et al.,
2006; BASSOLE et al., 2003; MEVY et al., 2007; OHNO et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2006). Outro aspecto relevante de Oleos volateis de Lippia ricos em monoterpenos
corresponde a Potencializagdo de farmacos antimicrobianos, provavelmente devido a
desorganizacdo da membrana plasmatica das bactérias, permitindo que aqueles a atravessem
com maior facilidade (VERAS et al., 2011; VERAS et al., 2012).

O extrato TF ndo apresentou efeito considerado significativo e TC apenas inibiu
crescimento de S. aureus CCMB 262. Diferentemente, as fracbes TFD, TFA, TCD e TCA
foram potentes contra as duas cepas de S. aureus (CCMB 262 e 263) e Bacillus cereus CCMB
282. Apenas TFD apresentou consideravel atividade fungicida contra Candida parapsilosis
CCMB288.

As fracBes que apresentaram significativa atividade antimicrobiana foram as que
demonstraram maior teor de fendis totais, indicando uma correlacdo entre a presencga dessas
classes de metabolitos secundarios com o efeito sobre micro-organismos. Os compostos
fenolicos possuem um amplo espectro de acdo sobre bactérias e fungos, apresentando como
alvos de acdo desde a membrana plasmatica dos micro-organismos a inativacdo de enzimas
essenciais em processos metabdlicos essenciais (COWAN, 1999).

Os flavonoides, que sdo os constituintes fixos encontrados em espécies de Lippia,
apresentam variados mecanismos de acdo como inibicdo da sintese de &cidos nucleicos,
alteracdo da funcdo da membrana plasmatica e inibicdo do metabolismo energético
(CUSHNIE; LAMB, 2005). As naftoquinonas, outra classe de metabdlito de importancia no
género Lippia, tém sido demonstradas como moléculas com atividade antimicrobiana,
provavelmente formando complexo com enzimas citoplasmaticas ou adesinas presentes na
parede celular bacteriana (MACHADO et al., 2003).

Devido ao género Lippia se constituir de plantas aromaticas, ricas em 0leos essenciais,
h& uma concentracdo dos estudos de atividade antimicrobiana nesses compostos. Os poucos
estudos que visaram a avaliagcdo do potencial dos constituintes fixos sobre bactérias e fungos
demonstraram que ndo s6 0s 6leos essenciais apresentam atividade antimicrobiana, mas
também extratos obtidos de técnicas fitoquimicas convencionais, como os obtidos de L. alba e
L. sidoides (AGUIAR et al., 2008; FABRI et al., 2011).

Os dados apresentados nesse trabalho identificam a espécie L. thymoides como uma
possivel fonte de compostos com atividade antimicrobiana, principalmente contra bactérias
Gram-positivas. S. aureus é um patdgeno oportunista que coloniza a pele e mucosas de

maneira assintomatica em humanos normais e é a principal causa de infeccdes de feridas
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cuténea, quando as barreiras fisicas sdo violadas (O’RIORDAN; LEE, 2004). M. luteus
também é uma bactéria que vive na pele humana e raramente provoca doencas infecciosas
como artrite séptica, meningite ou endocardite (MILTIADOUS; ELISAF, 2011). B. cereus é a
mais comum bactéria formadora de esporos que esta presente em solos e ambientes de
producdo de alimentos. Dentre as infecgfes que pode provocar, encontram-se meningite,
infeccOes do trato respiratdrio, cutaneas, intestinais, urinarias entre outras (BOTTONE, 2010).
C. parapsilosis € um fungo comensal da pele humana, com patogenicidade limitada na pele
intacta. Esta entre os principais fungos que causam infec¢fes invasivas, como endocardite,
meningite, peritonite dentre outras, mas também pode provocar onicomicoses (TROFA;
GACSER; NOSANCHUK, 2008).

Assim, a atividade antimicrobiana in vitro de L. thymoides condiz com a utilizacdo
popular da espécie no tratamento de infeccdes cutaneas provocadas principalmente por
bactérias. A seletividade de acdo dos Oleos e fracbes dos extratos testados sobre bactérias
Gram-positivas indica que a morfologia dos micro-organismos influencia drasticamente a
atividade antimicrobiana e, provavelmente, a presenca da membrana externa exclusivamente
nas bactérias Gram-negativas influenciou a acdo de L. thymoides sobre essas.

Seguindo o objetivo de correlacionar o uso popular de L. thymoides com dados
experimentais, testou-se o potencial dos extratos TF e TC em estimular a cicatrizacdo de
feridas cutaneas em ratos. Observou-se que, nas concentragdes testadas, ndo houve diferenca
significativa entre os animais tratados com a tintura dos extratos e 0s que receberam apenas o
veiculo.

O processo de cicatrizacdo de feridas agudas, como lesbes traumaticas, queimaduras ou
feridas criadas cirurgicamente, envolve trés fases: (1) fase inflamatdria, com duracdo de
minutos a dias, envolve a resposta vascular caracterizada pela coagulacdo sanguinea e
hemostasia, incluindo também as repostas celulares como a infiltracdo leucocitéaria e liberacéo
de citocinas; (2) fase proliferativa, com duragdo de dias a semanas, envolve a formagéo do
epitélio para cobrir o ferimento e do tecido de granulagcdo, com proliferacdo dos fibroblastos,
deposicao de matriz extracelular e desenvolvimento de novos vasos sanguineos; e (3) fase de
remodelamento, com duracdo de semanas a meses, envolve a restauracdo da integridade
estrutural e funcional do tecido (KISSELEVA; BRENNER, 2008; LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

Como o interesse estava em avaliar a influéncia dos extratos de L. thymoides em
acelerar o processo cicatricial, decidiu-se investigar a acdo desses sobre a fase proliferativa,

através da determinacdo da deposicdo de colageno apos 14 e 21 dias de tratamento dos
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animais. A anélise dos cortes histolégicos e comparagdo dos grupos tratados com o0s extratos e
controle negativo ndo evidenciou diferenca estatistica, demonstrando que L. thymoides néo
possui efeito indutor sobre os fibroblastos na deposicdo da matriz extracelular.

Contrariamente, varias espécies que sdo utilizadas na medicina popular para o
tratamento de feridas apresentaram efeito sobre modelos experimentais in vitro e in vivo.
Schmidt et al. (2009) mostraram que espécies popularmente usadas influenciam pelo menos
um dos processos envolvidos na cicatrizacdo de feridas, como apoptose, migracdo de
fibroblastos, liberacdo do fator de necrose tumoral-o. (TNF-c), dentre outros. A confirmacéo
experimental do uso popular de Arrabidaea chica foi determinada pelo estimulo da producéo
de colageno e da migracdo de fibroblastos in vitro, sendo sustentado pelo aumento da area de
deposicao de colageno in vivo (JORGE et al., 2008).

Por outro lado, a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por neutrdfilos
durante a fase inflamatdria tem funcdo primordial na defesa contra micro-organismos. Porém,
0 excesso de ERO pode oprimir os inibidores de protease que normalmente protegem as
células e matriz extracelular. Por isso a utilizacdo de agentes que atuem como antioxidantes
podem auxiliar o processo cicatricial, pela reducdo dos danos provocados pelas ERO
(HOUGHTON et al., 2005).

A partir da correlacdo dos dados obtidos do ensaio de DPPH com a cicatrizacdo de
ferida cutanea em ratos, pode-se observar que, apesar da poténcia de TF e TC em sequestrar
radicais livres, ndo houve acentuacdo da deposicdo de colageno. Isso indica que a atividade
antioxidante de L. thymoides ndo influencia na cicatrizacdo de feridas ou ndo é suficiente, na
concentracdo testada, para neutralizar o excesso de ERO formado pela infiltracdo de
neutrofilos.

Outro aspecto que pode melhorar a cicatrizacdo é a diminui¢do ou eliminacdo de micro-
organismos nas feridas. Os extratos TF e TC ndo apresentaram atividade antimicrobiana
significativa, mas suas respectivas fracbes diclorometano (TFD e TCD) e acetato de etila
(TFA e TCA) foram eficazes contra patdgenos que comumente provocam infec¢des cutaneas.
Diante disso, pode-se inferir que a utilizacdo de L. thymoides na medicina popular, indicada
para o tratamento de feridas, pode estar relacionada ao efeito antisséptico ou inibidor da
proliferacdo de micro-organismos no local do ferimento e ndo ao estimulo da cicatrizagdo pela
inducdo dos fibroblastos e deposicao de colageno.

A espécie L. thymoides também é indicada na medicina popular para tratar estados
febris. Levando-se em consideragdo essa informacdo, desenvolveu-se o modelo de febre

induzida por levedura de cerveja (Saccharomyces cerevisiae) em ratos jovens e comparou-se
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0 efeito de TF e TC em reduzir a temperatura retal dos animais. Os resultados desse ensaio
demonstraram que ambos o0s extratos reduziram a temperatura dos ratos de maneira
dependente da dose, porém TF foi mais eficaz do que TC.

A parede celular do fungo S. cerevisae é composta por glicanos, quitina e
manoproteinas. Estas moléculas correspondem a polipeptideos altamente glicosilados,
principalmente através de ligacdes covalentes com residuos de asparagina (LIPKE; OVALLE,
1998). As manoproteinas intactas induzem febre em ratos, ap0s injecdo intraperitoneal ou
intracerebroventricular, que parece ser iniciado pela producdo de oxido nitrico (NO) ou
inducdo de citocinas. Como o tratamento prévio dos animais com indometacina inibiu a
elevacdo da temperatura, acredita-se que as prostaglandinas estdo diretamente envolvidas na
reposta fisiopatologica (ATAOGLU et al., 2000; DOGAN et al., 1999).

Neste estudo, 0 modelo de inducdo de febre utilizado foi o estabelecido por Tomazetti et
al. (2005), em que a levedura de cerveja foi aplicada por via i.p. em ratos jovens. Este modelo
experimental foi escolhido pelo baixo custo apresentado, sensibilidade aos farmacos
antipiréticos convencionais e menor tempo de instalacdo da febre, que atingiu o pico de
temperatura entre 3 e 4 horas ap6s a inoculacdo da levedura.

A reducdo da temperatura retal dos ratos ocorreu com a aplicacdo oral de TF nas doses
de 600 e 1.200 mg/kg, sendo que os animais tratados com essa dose apresentaram uma
reducdo semelhante ao observado pela administracdo da dipirona. Apesar da dose necessaria
de TF para reduzir a temperatura dos animais com febre foi cinco vezes maior do que a da
dipirona, deve-se considerar que 0s extratos brutos de plantas constituem em uma mistura
incalculavel de metabdlitos secundarios, com variadas concentragcdes na mistura. Observando
o fato de que o efeito de TF foi dependente da dose, pode-se considerar que o(s) principio(s)
ativo(s) de L. thymoides responsaveis pela atividade antipirética estd(do) em concentracdo
muito baixa no extrato metandlico, sendo necessario uma elevacdo da dose para observacéao
do efeito.

Além disso, a via de administracao oral foi escolhida pelo fato de a utilizagédo da planta
se d& com a preparagdo de cha para o tratamento da febre. A via oral de administragdo do
extrato pode ter ocasionado reducdo dos niveis plasmaticos necessarios para a reducdo da
febre, ja que o efeito de primeira passagem que ocorre no figado pode ter proporcionado a
metabolizacdo de uma fracdo significativa da(s) substancia(s) ativa(s).

A atuacdo de substancias antipiréticas pode esta relacionada tanto a efeitos periféricos
quanto a nivel do sistema nervoso central (SNC). Assim, a reducdo da producgdo de citocinas

pirogénicas, como interleucina-13 e TNF-a, e a interferéncia sobre a adesdo leucocitaria
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perifericamente e reducdo dos niveis de prostaglandina E, (PGE,) por inibicdo da ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) na &rea pré-optica do hipotdlamo anterior (POHA), sdo considerados 0s
principais alvos de acdo dos farmacos antipiréticos disponiveis na terapéutica (ARONOFF;
NEILSON, 2001). Contudo, para o estabelecimento do estado febril é necessario que os
mediadores periféricos alcancem a POHA e induzam uma desregulardo da temperatura
corporal (BLATTEIS; SEHIC; LI, 2000).

Com essa consideracdo, L. thymoides pode atuar em dois niveis: (1) reduzindo a
producdo de mediadores inflamatdrios periféricos que atuam como pirdgenos enddgenos; e/ou
(2) inibindo a producdo de PGE; na POHA por inibi¢cdo da COX-2. Neste ultimo caso, ha a
necessidade da(s) substancia(s) ativa(s) atravessar(em) a barreira hematoencefalica, o que
justifica a necessidade de uma dose maior de TF para que alcance a concentracdo adequada no
local de acdo e reduzir os niveis de PGE,. Assim, os dados obtidos com o modelo
experimental de febre induzida por hiperpirexia valida a utilizagdo de L. thymoides na
medicina popular.

Resultados similares foram observados com as espécies L. adoensis e L. multiflora,
confirmando a utilizacdo na medicina popular dessas plantas. O 6leo essencial desta Gltima,
rico em monoterpenos, apresentou atividade antipirética em ratos com febre induzida por
levedura de cerveja, mas ndo apresentou atividade anti-inflamat6ria (ABENA et al., 2003). Os
extratos aquoso e etandlico de L. adoensis reduziram a temperatura de camundongos ap6s
inducdo de pirexia, de maneira dependente da dose (DEBELLA et al.; 2005).

A importancia histérica das plantas tradicionalmente utilizadas para o tratamento da dor
de diversas etiologias, pde a determinacdo do perfil antinociceptivo de espécies com esse uso
popular como uma importante estratégia na identificacdo de constituintes de interesse
farmacoldgico. Nesse contexto, os 6leos essenciais de plantas aromaticas tém despertado
interesse para serem utilizados em produtos farmacéuticos no tratamento da dor (SOUSA,
2011).

Assim, como um dos objetivos na determinacédo do perfil farmacoldgico de L. thymoides
foi a determinacdo da atividade antinociceptiva, testou-se o potencial de TOP em
camundongos submetidos a trés modelos experimentais de nocicepc¢do. Os dados apresentados
mostraram que TOP reduziu as contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético e a
resposta nociceptiva apés injecdo subcutanea de formalina, mas ndo foi capaz de aumentar o
tempo de laténcia dos camundongos submetidos ao estimulo térmico no teste da placa quente.

A dor corresponde a uma resposta subjetiva que o organismo apresenta quando é

submetido a algum estimulo potencialmente nocivo. Em tecidos normais, esse estimulo
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corresponde a um aviso que ativa reacdes fisioldgicas adequadas para evitar uma possivel
lesdo. Em tecidos ou 6rgdos que sofreram lesdo, a instalagdo de um processo inflamatorio
provoca sensibilizacdo de nociceptores a responderem a estimulos que normalmente sdo
inbcuos ou ndo provocam sensacdo dolorosa (SCHAIBLE; EBERSBERGER; NATURA,
2011).

A transmissdo dessas informacgdes acontece por meio dos nociceptores, que s&o
terminacfes nervosas aferentes presentes em varias partes do corpo, com variado grau de
densidade, que gera impulsos para a medula espinhal. A transmissdo desses impulsos
acontece atraves das fibras A-6 mielinizadas de conducdo rapida, fibras C ndo mielinizadas de
conducéo lenta ou fibras A-f altamente mielinizada que transmite apenas propriocepcao e
toque. Esse nociceptores reagem ao dano celular em resposta a uma grande variedade de
moléculas inflamat6rias como trifosfato de adenosina (ATP), fator de crescimento do nervo
(NGF), TNF-a, bradicinina, PGE,, serotonina (5-HT) e prétons (H"), que atuam provocando
sensibilizagdo e reduzindo o limiar dos nervos (VOSCOPOULOQS; LEMA, 2010).

Dessa forma, os modelos animais de nocicep¢do indicam quais possiveis vias
nociceptoras estdo envolvidas e a participacdo ou ndo de mediadores inflamatérios, de tal
forma que os candidatos a drogas analgésicas podem influenciar diretamente a via de
transmissao da dor ou reduzir a producdo de mediadores inflamatérios que sensibilizam os
nociceptores.

A nocicepcao induzida pela injecdo i.p. de &cido acético corresponde a um modelo
experimental largamente utilizado na pesquisa de novos agentes anti-inflamatérios e/ou
analgésicos. As reacdes estereotipadas de camundongos submetidos a esse ensaio sao
provocadas pela rapida difusdo do acido acético na cavidade peritoneal, onde os prétons
ativam os canais receptores de potencial transiente vaniloide 1 (TRPV1) polimodais nas
fibras C, além de induzir a liberacdo de bradicinina e PGE, que atuam sensibilizando a
nocicepcdo (IKEDA et al., 2001; MIYAMOTO et al., 2009).

Com a constatacdo de que TOP reduziu consideravelmente as contor¢des abdominais
induzidas pelo 4&cido acético em camundongos, propde-se que o Oleo essencial de
L. thymoides pode atuar tanto como antagonista dos receptores TRPV1 ou inibindo de alguma
maneira a atuacdo de bradicinina, PGE; e NO. Porém, nesse modelo experimental ndo ha
distingéo entre o estimulo nociceptivo direto e 0 componente inflamatorio da nocicepgéo.

A partir dessa observacgéo, considerou-se relevante a realizacdo do teste da formalina,

que é considerado como um dos mais preditivos modelos experimentais de dor aguda (BARS;
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GOZARIU; CADDEN, 2001). A nocicepg¢éo induzida pela formalina apresenta duas fases
caracteristicas: a fase neurogénica ou primeira fase, correspondendo a ativacdo direta de
nociceptores que sdo sensiveis a farmacos analgésicos centrais; e a fase inflamatdria ou
segunda fase, onde ha sensibilizacdo dos nociceptores devido a liberacdo de mediadores
inflamatorios, sendo a resposta reduzida na administracdo de farmacos anti-inflamatorios n&o
esteroidais ou esteroidais (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Os dados obtidos no teste da formalina mostram que TOP reduziu a resposta
nociceptiva significativamente nas duas fases, porém com maior eficacia na fase inflamatoria.
Nesta, houve uma redugdo de 95 % do estimulo nociceptivo nos animais tratados com
100 mg/kg de TOP. Quando se compara os animais tratados com indometacina (20 mg/kg),
um inibidor ndo seletivo da COX, com os que receberam 25 mg/kg TOP, observa-se que
houve uma eficacia e poténcia semelhantes, indicando um possivel efeito anti-inflamatorio de
L. thymoides. Durante a fase neurogénica de ensaio, observou-se um pequeno efeito
antinociceptivo, que pode ser correlacionado pela variagéo de constituintes presentes em TOP,
possivelmente com alguns apresentando efeito sobre o SNC e outros inibindo de alguma
forma a sensibilizacdo dos nociceptores provocada pelos mediadores inflamatorios liberados.
Para confirmar se o efeito de TOP esta relacionado ou ndo com a inibicdo das vias centrais da
transmisséo nociceptiva, realizou-se o teste da placa quente.

O estimulo térmico captado pelos nociceptores periféricos em tecidos intactos é
transmitido pelas fibras C e A-3, apds ativacdo de receptores TRPV1 e contribuicdo dos
receptores P2Y, ativados pelo ATP, ao corno dorsal da medula espinhal. A partir dai, o
estimulo nociceptivo é transmitido por via glutamatérgica aos centros superiores no cérebro
por neurdnios ascendentes, que expressam o receptor NK1 para a substancia P, chegando ao
tdlamo, substdncia cinzenta periaquedutal e area parabraquial. Do tdlamo, o estimulo
nociceptivo € transmitido a vérias areas do cortex cerebral, referida como a “matriz da dor”
gue pode ou ndo ser ativadas durante uma experiéncia dolorosa particular. As vias
descendentes partem do tronco cerebral, com funcdo de facilitar, via transmisséo
serotoninergica, ou inibir, via transmissdo noradrenérgica e GABAérgica, 0 estimulo
nociceptivo (D’MELLO; DICKENSON, 2008; MALIN et al., 2008).

Assim, quando um droga apresenta atividade antinociceptiva no teste da placa quente,
provavelmente atua promovendo inibicdo da transmissdo ascendente do estimulo nociceptivo
para 0 SNC, através da ativacdo de receptores opidides ou inibicdo da transmissao
glutamatérgica; inibicdo da facilitacdo do estimulo nociceptivo na via descendente, através do

bloqueio dos receptores 5-HT; ou estimulagdo da via inibitoria descendente, atuando sobre 0s
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neurbnios GABAérgicos ou adrenérgicos. Como ndo houve aumento da laténcia dos
camundongos tratados com TOP, sugere-se que 0 mecanismo antinociceptivo de L. thymoides
esta relacionado a inibicao de alguma via periférica de nocicepcao.

Dentre os constituintes presentes em TOP, 0s que apareceram como majoritarios foram
0s monoterpenos canfeno (5,66 %), 1,8-cineol (4,50 %) e borneol (7,36 %) e os
sesquiterpenos B-cariofileno (21,20 %), germacreno D (4,72 %) e calameneno (4,75 %), que
podem estar diretamente relacionados aos efeitos observados.

O canfeno € um monoterpeno biciclico que demonstrou inibir a producdo de NO em
macrofagos ativados in vitro, um importante efeito ligado a nocicepgdo, j4 que 0 esse
mediador inflamatério liberado durante o processo inflamatorio pode sensibilizar o0s
nociceptores (TIWARI; KAKKAR, 2009). O dleo essencial das partes aéreas de Rosmarinus
officinalis, em que o canfeno é um dos constituintes majoritarios, apresentou atividade
antinociceptiva em ratos (MARTINEZ et al., 2009).

A acdo antinociceptiva do 1,8-cineol foi demonstrada no modelo de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético e teste da formalina, sendo que neste 0 monoterpeno
inibiu as resposta nociceptiva nas duas fases e ndo foi revertido pelo antagonista de receptores
opioides naloxona (SANTOS; RAO, 2000). Liapi et al (2007) demonstrou que o 1,8-cineol
apresenta efeito antinociceptivo a nivel da medula espinhal ou supraespinhal, pois reduziu a
nocicepc¢do de ratos submetidos aos testes da placa quente e tail flick, que ndo foi revertido
pela naloxona. Essas informagGes indicam que o 1,8-cineol pode atuar tanto a nivel periférico
quanto a nivel central, de maneira independente dos receptores opidides.

Através de estudos sobre receptores GABAAa recombinantes, foi demonstrado que o
borneol acentuou a acdo do GABA e apresentou efeito direto na ativacdo desse mesmo
receptor, com atuacdo superior ao diazepam em baixas concentragbes do GABA
(GRANGER; CAMPBELL; JOHNSTON, 2005). Em outro estudo, a atividade do borneol foi
demonstrada pela inibicdo ndo competitiva dos receptores nicotinicos em células bovina in
vitro, acdo que foi similar a lidocaina (PARK et al., 2003). Correlacionando esses dados com
as vias de nocicepcdo, provavelmente o borneol pode acentuar a inibicio GABAEérgica e
alterar a transmissdo sinaptica por influenciar na atividade dos receptores nicotinicos.

O sesquiterpeno p-cariofileno é uma reconhecida substancia com efeito anti-
inflamatorio, que atua inibindo a liberacdo ou ativagéo de diversos mediadores inflamatorios,
como TNF-a, PGE,, IL-1B e histamina, além de inibir a expressdo de enzimas que sdo

induzidas por processo inflamatério, como COX-2 e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS).
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Todos esses efeitos provavelmente estdo relacionados com a inibicdo da ativacdo do fator
nuclear-«B (NF-xB) (FERNANDES et al., 2007). Uma possivel vantagem terapéutica do p-
cariofileno é a protecdo gastrica devido a sua atividade antiulcerogénica, j& que um dos
grandes problemas relacionados a utilizacdo dos anti-inflamatérios é o dano estomacal
(TAMBE et al., 1996). Ainda, estudos moleculares indicam que o B-cariofileno é um agonista
seletivo do receptor canabinoide CB,, cuja ativagdo reduz a expressao de TNF-a e IL-1p e
pode reduzir a hiperalgesia provocada pela inflamacdo (BURSTEIN; ZURIER, 2009;
GERTSCH et al., 2008; QUARTILHO et al., 2003)

Ndo foram encontrados relatos de atividade antinociceptiva do germacreno D e
calameneno isoladamente, porém O&leos essenciais de varias espécies contendo esses
sesquiterpenos reduziram a nocicepg¢ao em distintos modelos animais (ESTEVES et al., 2005;
FRANCO et al., 2011; SOUSA et al., 2008).

Mesmo com a observacao de que 0s constituintes majoritarios apresentam algum tipo de
acdo antinociceptiva ou anti-inflamatdria, ndo se deve desconsiderar a possibilidade do efeito
sinérgico que a mistura de todos 0s componentes possam apresentar. 1sso pode ser ratificado
pelo fato de que cada constituinte pode influenciar, mesmo em pequenas concentracoes,
quaisquer das vias periféricas e/ou central de nocicep¢do. Ainda, convem destacar que este € 0
primeiro relato de atividade antinociceptiva de L. thymoides que corrobora com a utilizagdo
popular da espécie no tratamento do reumatismo.

Os 6leos essenciais obtidos de espécies de Lippia vém demonstrando a capacidade de
relaxar diferentes musculos lisos em preparagdes de o6rgdos isolados. L. alba induziu o
relaxamento de artéria mesentérica isolada de rato, possivelmente por inibi¢do do influxo de
Ca*? (MAYNARD et al., 2011) e L. graveolens apresentou efeito espasmolitico sobre
contracdes induzidas por histamina e carbacol em ileo isolado de cobaia (RIVERO-CRUZ et
al., 2011). Dentre os constituintes majoritarios presentes nos 6leos, o B-cariofileno inibiu o
tonus basal e apresentou efeito antiespasmaédico em ileo isolado de rato (LEONHARDT et al.,
2010) e o borneol relaxou os anéis de aorta isolada de rato, provavelmente por reducdo do
influxo de Ca*? (SILVA-FILHO et al., 2011).

Considerando essas observacdes e que a identificacdo de espécies com atividade
relaxante de musculos lisos é estratégica na pesquisa em produtos naturais, procedeu-se a
avaliacdo farmacologica in vitro dos 6leos essenciais de L. thymoides sobre preparacGes de
orgdos isolados. Os resultados demonstraram que os TOO, TOIl, TOP e TOV induziram

relaxamento nos musculos lisos de aorta de rato, Utero de rata e traqueia de cobaia de maneira
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dependente da concentracdo, porém houve uma significativa seletividade de acdo desses 6leos
sobre a aorta e Utero.

Os musculos lisos estdo largamente distribuidos no corpo dos mamiferos,
principalmente nos vasos sanguineos, vias aéreas e sistemas gastrintestinal, reprodutivo e
urinério, desempenhando importantes fungdes no controle da pressdo arterial, peristalse
gastrintestinal, motilidade uterina e fluxo de ar para os pulmdes. Anormalidades na
contratilidade desses musculos podem provocar véarias enfermidades, como hipertensao, asma
e dismenorreia, sendo necessario um rigoroso controle (RUAN; ZHOU; CHAN, 2011).

A contracdo dos musculos lisos é regulada por mudancas na concentracdo do Ca'*?
intracelular ([Ca*’])), possuindo uma enorme variacdo dos mecanismos moleculares que
podem levar a isso. De maneira geral, 0 aumento do [Ca*’]; acontece por dois principais
mecanismos: entrada de Ca*® proveniente do meio extracelular e liberacdo de Ca™ dos
estoques intracelulares. Os canais para Ca™ sensiveis a voltagem (Cay), receptores de
potencial transiente (TRP), receptores purinérgicos (P2X), canais para Ca*? ativados por
receptor (ROC), canais para Ca*? ativados pelo esvaziamento dos estoques intracelulares
(SOC) e canais para Ca*? ativados por estiramento (SAC), todos presentes na membrana
plasmética das fibras musculares lisas, sdo o0s principais meios de entrada desses ions
(GUIBERT; DUCRET; SAVINEAU, 2008; HILL-EUBANKS et al., 2012).

O principal reservatério intracelular de Ca*® corresponde ao reticulo sarcoplasmético
(SR), que possui em sua membrana duas proteinas responsaveis pela liberacdo do Ca*™:
receptores do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) e receptores de rianodina (RyR). Estes sdo
ativados pelo aumento do [Ca*?);, tendo a sensibilidade variada de acordo com a isoforma da
proteina. A ativagdo de receptores acoplados a proteina G4 promove a ativagdo da enzima
fosfolipase C (PLC), que hidrolisa especificamente o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) a
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), com o IP3 ativando o IP3R e estimulando
a liberacdo do Ca*? armazenado no SR (FLOYD; WRAY, 2007; WRAY; BURDYGA, 2010).

A elevacdo do [Ca*®]; permite a interacdo desse fon com quatro dominios seletivos ao
Ca*? na proteina calmodulina, formando o complexo Ca*?/calmodulina (CaM). A CaM reverte
0 estado de autoinibicdo da cinase da cadeia leve de miosina (MLCK), induzindo uma
mudanga conformacional que desloca a sequéncia autoinibitoria da superficie do centro
catalitico e ativando a enzima. A MLCK, por sua vez, realiza fosforilacdo da cadeia leve da
miosina (RLC), promovendo a estimulagdo da atividade ATPase do dominio globular da
miosina e a interacdo actina-miosina, sendo essa etapa o apice da contracdo muscular (HONG
etal., 2011; WAYMAN et al., 2011).
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Essas etapas correspondem aos mecanismos gerais que levam a contracdo do musculo
liso, podendo haver variagdo de acordo com o tecido envolvido. Dentre essas etapas, 0
aumento do [Ca*?]i é crucial para o prosseguimento do desenvolvimento da contracdo
muscular, sendo o principal alvo direto ou indireto de farmacos com atividade espasmolitica.

Na aorta, a contracdo induzida pela fenilefrina ocorre devido a ativacdo do receptor oy-
adrenérgico, que pertence a classe dos receptores acoplados a proteina G. Nesse caso, a
ativagdo da proteina G4 promove 0 aumento do [Ca*?]; mediado pelo IPs, ativacdo da MLCK
pela CaM e estimulo & interacdo actina-miosina. A presenca do endotélio integro pode
constituir um dos mecanismos de relaxamento, ja que a ativacdo dos receptores muscarinicos
M3 nas células endoteliais promove a elevacdo do [Ca*?]; e ativacdo da enzima NOS via CaM.
O NO produzido pela NOS difunde facilmente através das membrana plasmatica da célula
endotelial e ativa a enzima guanilato ciclase solivel (sGC) na fibra muscular lisa,
promovendo a sintese do segundo mensageiro monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) que
ativa a proteina cinase dependente de GMPc (PKG). Esta, por sua vez, promove a fosforilagcdo
de varios alvos intracelulares provocando o relaxamento do musculo liso vascular
(PRIVIERO; WEBB, 2010).

Nesse trabalho, foi demonstrado que os 6leos essenciais de L. thymoides atuaram de
maneira independente do endotélio, ja que todas as amostras testadas apresentaram CEsg
substancialmente menores na auséncia de endotélio. Como o B-cariofileno foi o componente
majoritario em todos os Oleos, pode-se inferir que esse constituinte ndo é o principal
responsavel pelo mecanismo espasmolitico de L. thymoides sobre o muasculo liso vascular, ja
que TOP, o 6leo essencial mais potente, ndo foi o0 que apresentou maior concentracdo do p-
cariofileno. Dentre os outros constituintes majoritéarios, o borneol (7,36 %) apresentou efeito
vasorrelaxante in vitro em aorta isolada de rato (SILVA-FILHO et al., 2011).

Os valores mais elevados de CEsp dos Oleos essenciais, principalmente TOP, nas
preparacOes de aorta com endotélio funcional integro podem ser explicados pelo fato de que
uma parte da mistura dos constituintes esteja induzindo a producao de fatores contracturantes
derivados do endotélio (EDCF), como anions superoxido, endoperoxidos, tromboxano A; e
endotelina-1, antagonizando o efeito espasmolitico de outros constituintes. Pode-se descartar
a possibilidade de ativacao direta de receptores nas fibras musculares vasculares que induzam
a contracdo, pelo fato de que na auséncia do endotélio funcional ha relaxamento do masculo
liso, com valores menores de CEsy do que na presenca de endotélio.

A presenca de EDCF foi evidenciada em ratos espontaneamente hipertensos, sendo
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demonstrado que a ativacdo de receptores M3 promove a producdo de espécies reativas de
oxigénio que ativam a COX-1 e ha aumento da producdo de endoperoxidos, especialmente
prostaglandina H, (PGHy), que ativam receptores para tromboxano nas fibras musculares lisas
(VANHOUTTE; BOULANGER, 1995; YANG et al., 2003). Esses indicios propde um efeito
duplo dos constituintes dos 6leos de L. thymoides, estimulando ou antagonizando o
relaxamento muscular.

A utilizacdo de substancias espasmoliticas em contracdes indesejadas de musculo
uterino pode ser considerada como uma importante ferramenta terapéutica. No caso de Utero
ndo gravidico, a liberacdo de prostaglandinas durante a descamacdo do endométrio pode
provocar espasmos dolorosos, decorrentes das contragdes fasicas. Por outro lado, contracdes
similares a essas, ocorridas fora do tempo esperado em mulheres gravidas, pode expulsar
prematuramente o feto e provocar danos a salde desse e da mae (YOUNG, 2007).

Quando preparacdes de Utero isolado de rata sdo postas em contato com solugdes
despolarizantes, como KCI 60 mM, ha o desenvolvimento de um acoplamento
eletromecanico, principalmente controlado pelo influxo de Ca*? através de canais Cay. O
aumento do [Ca*?)i induz a ativacéo dos receptores RyR, dos canais SOC e de CI” ativados por
Ca*? presentes na membrana plasmatica. A elevacéo do Ca*? citosélico promove a ativacéo da
MLCK e facilitagdo da interagdo actina-miosina, enquanto que o CI" participa na manutencéao
da despolarizagéo das fibras musculares uterinas (BERRIDGE, 2008).

Os Oleos essenciais de L. thymoides induziram relaxamento de preparacdes de muasculo
liso de Gtero de rata pré-contraido com KCI 60 mM, de maneira dependente da concentracao,
com TOP apresentando maior poténcia em relacdo aos demais 6leos. Como o acoplamento
eletromecanico esta diretamente relacionado ao aumento do [Ca*’];, pode-se propor que a
atuacdo de L. thymoides sobre o relaxamento do musculo liso uterino esta relacionado,
provavelmente, ao bloqueio do influxo de Ca*? ou ativacido de componentes hiperpolarizantes,
como os canais para K* de grande condutancia (BKc,) e pequena condutancia (SKc,) ativados
pelo Ca*? (AGUILAR; MITCHELL, 2010).

Como a espécie L. thymoides apresenta indicacdo popular no tratamento de bronquite,
utilizou-se de preparactes de traqueia isolada de cobaia para a avaliagdo do potencial
espasmolitico dos 0Oleos essenciais, extratos metandlicos e fragdes das folhas e caules dessa
especie. Apesar dos 6leos essenciais promoverem o relaxamento de maneira dependente da
concentracdo, o mais eficaz em relaxar o masculo liso traqueal foi TOP, que atingiu 0 Enx de
56 % a 729 ug/mL. Esse resultado indica que os 6leos essenciais de L. thymoides ndo estdo

relacionados a indicacao da planta no tratamento de problemas respiratorios.
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A obstrucdo das vias aéreas provocada por doencas inflamatdrias, como a asma,
constitui um problema de salde puablica que eleva os indices de morbidade da populag&o.
Devido a caracteristica multifacetada dessa doenca, o tratamento pode envolver desde
farmacos anti-inflamatorios esteroidais a broncodilatadores que atuam diretamente sobre a
arvore respiratoria para aumentar o didmetro necessario ao fluxo de ar para os pulmdes.

Diferentemente dos dleos essenciais, foi demonstrado que os extratos e fragbes das
folhas e caules relaxaram eficientemente o musculo liso em preparacdes de traqueia isolada de
cobaia apoOs contracdo induzida por carbacol (CCh), porém com variacdo da poténcia e
eficacia. As fragcBes de TF foram significativamente mais potentes que o extrato metandlico
bruto, enquanto que apenas a fragdo TCD foi mais potente que TC, mas sem diferencga
significativa.

A indicacdo na medicina popular de L. thymoides para o tratamento de bronquite,
encorajou a tentativa de desvendar o mecanismo responsavel pelo relaxamento do musculo
liso traqueal. Diante da variacao de resultados apresentados pelos extratos e fases das folhas e
caules, procedeu-se uma analise comparativa e TFD foi escolhido para prosseguir com as
analises por ser a Unica amostra que apresentou 0 Ems de 100% na concentracdo de
243 ng/mL.

A instalacdo do processo inflamatério € um evento crucial no desenvolvimento
fisiopatolégico da asma. Como consequéncia reacional na adaptacdo cronica, ha um
remodelamento induzido pelos mediadores inflamatorios liberados, que dentre alguns efeitos
destaca-se a acentuacdo da neurotransmissdao colinérgica, confirmada pela hiper-
responsividade do musculo liso na presenca de agonistas muscarinicos (JOHNSON; KNOX,
1997; KISTEMAKER et al., 2012).

Devido a importancia da via colinérgica sobre a resposta do masculo liso das vias
aéreas, 0 agonista muscarinico carbacol (CCh) foi escolhido para indugdo das contracdes em
traqueia isolada de cobaia. A contracdo do musculo liso traqueal induzida pelo CCh é
decorrente da ativacéo dos receptores M3 acoplados a proteina G4 presentes nessa células, que
ativa a PLC para a geragéo de IP3, que, por sua vez, ativa os IP3R no reticulo sarcoplasmatico
e libera 0 Ca* dos estoques intracelulares. Porém, ha também a entrada de Ca*® do meio
extracelular, provavelmente por canais de cations ndo seletivos e/ou ROC, com pouca
participacao dos Cay, sendo este fato demonstrado pela ineficacia dos blogueadores de canais
de Ca*? em tratar a broncoconstriccdo (JANSSEN et al., 2001; MEURS et al., 1989).

Os principais mecanismos pelos quais drogas espasmoliticas provocam relaxamento do

masculo liso traqueal em cobaia, apds contracdes induzidas por CCh, envolvem: (1) ativacdo
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de canais para K*, promovendo repolarizacdo ou hiperpolarizagdo da fibra muscular lisa; (2)
estimulacdo da producéo de NO e subsequente ativacdo da PKG; (3) estimulacdo da liberagdo
de prostaglandinas, principalmente PGE,, a partir do epitélio intacto; (4) ativacdo dos
receptores P-adrenérgicos; (5) estimulacdo da via do monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc); (6) inibicdo da liberacdo de neuropeptideos pelas fibras C; e (7) antagonismo do
receptor muscarinico Ms.

Os canais especificos para K* correspondem a um grupo de canais idnicos que exercem
efeito fundamental na modulacdo da excitabilidade celular. No estado de repouso tanto das
células excitaveis quanto das ndo excitaveis, a concentragio de K" intracelular é pelo menos
25 vezes maior do que no fluido extracelular. Consequentemente, o efluxo de K* contribui
diretamente na repolarizagdo e ou hiperpolarizacdo das células em contrapartida a
despolarizacéo ocasionada pela entrada de Na* e Ca*? e efluxo de CI" (LAWSON, 1996).

Os principais canais para K" envolvidos na repolarizacio ou hiperpolarizagio das fibras
musculares lisas da traqueia sio os canais para K" sensiveis a voltagem (Ky), ativados pelo
ATP (Karp) e ativados pelo Ca™ (Kc,). Os Ky correspondem & maior familia de canais
ibnicos sensiveis a voltagem, atuando diretamente na repolarizacdo das células apds a
deflagracdo do potencial de acdo ou hiperpolarizando-as, caso estejam em repouso (YU;
CATTERALL, 2004). Os K¢, estdo presentes tanto nas fibras musculares lisas quanto no
epitélio das vias aéreas, sendo ativados fisiologicamente pelo aumento do [Ca*?]; e induzem
hiperpolarizacdo e/ou despolarizacdo das fibras e estimulacdo da producdo de fatores
relaxantes derivados do epitélio (EpDRF) nas células epiteliais (TAMAOKI et al., 1997). Os
Katp exercem papel crucial na regulacdo do ténus muscular em diversos tipos de musculo
liso, sendo sensiveis ndo s6 pelo ATP, mas também pela proteina cinase dependendo de
AMPc (PKA) e PKG. Além disso, agentes contracturantes podem estimular a PKC e esta
inibir os Katp (FLAGG et al., 2010).

A participacdo dos canais para K* na acdo de L. thymoides foi verificada com a
construcdo de curvas concentracdo-resposta, através da adicdo cumulativa de TFD em
preparacdes de musculo liso de traqueia isolada de cobaia contraido com CCh na presenca ou
auséncia de 4-aminopiridina (blogueador dos Ky), tetraetilaménio (blogueador dos Kc,) e
glibenclamida (bloqueador dos Katp). Como ndo houve diminuicdo significativa da CEs de
TFD na presenca de todos os bloqueadores, os dados sugerem que a atividade espasmolitica
dessa fracdo nio esta relacionada a ativacio de canais para K.

A producdo de NO no epitélio é semelhante ao ocorrido do endotélio vascular, sendo

que o efeito final da via de sinalizacdo é a ativacdo da PKG na fibra muscular lisa, que
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fosforila véarios alvos intracelulares e promovem o relaxamento. A utilizagdo da ferramenta
farmacoldgica L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NOS, permitiu a verificacdo da
influéncia dessa via no relaxamento provocado por L. thymoides em musculo liso traqueal
pré-contraido com CCh. Observou-se que 0 CEsy de TFD néo sofreu alteracdo com a presenca
do L-NAME, indicando que a producdo de NO pelo epitélio ndo esta relacionado com a
atividade espasmolitica dessa fracéo.

Hay et al. (1986) demonstraram que a camada epitelial da traqueia de cobaia
desempenha importante papel na regulacdo do tonus e relaxamento do musculo liso, com a
participacdo direta dos derivados prostanoides nesses controles. A cascata enzimatica para a
formacdo das prostaglandinas € iniciada pela ativacdo da enzima fosfolipase A, (PLA,), que
cliva fosfolipidios na face intracelular da membrana plasmatica e libera o acido araquidonico,
substrato da COX e lipo-oxigenase (LOX). Essas enzimas sdo responsaveis pelos mediadores
derivados do epitélio responsaveis tanto pela contracdo quanto relaxamento do masculo liso
(ALBERGHINA, 2010; HOLTZMAN, 1992).

Estudos tém demonstrado que a PGE; é o principal produto da COX que atua sobre o
musculo liso das vias aéreas, atuando principalmente sobre os receptores EP, e EP4, com a
ativacdo desses levando a ativagdo da proteina Gs que, por sua vez, ativa a ciclase de adenilil a
catalisar a formacdo de AMPc a partir do ATP (SPINA, 1998; SUGIMOTO; NARUMIYA,
2007). A ablacdo dos receptores EP, em camundongos prejudicou significativamente o
relaxamento do musculo liso traqueal em resposta a PGE,, enquanto que a ativacdo dos
receptores EP, em traqueia de cobaia inibiu a producdo e/ou secrecdo da endotelina, com
ambas as evidéncias indicando que o PGE, atua protegendo a arvore respiratoria contra
estimulo contracturantes (FORTNER; BREYER; PAUL, 2001; PELLETIER et al., 2001).

Diante disso, para verificar se a acdo de TFD sobre o musculo liso traqueal pré-
contraido com CCh é dependente da producdo de prostaglandinas, construiu-se as curvas
concentracdo-efeito apos a adicdo cumulativa de TFD na presenca de indometacina (IND), um
inibidor néo seletivo da COX. Foi observado que neste protocolo experimental houve reducéo
do Emax, passando de 100 % a 81,4 % na concentracdo de 243 ug/mL, e elevagédo da CEso, de
97,2 + 13,0 ug/mL na auséncia, para 185,2 + 9,6 ug/mL na presenca de IND. Isso indicou
que, de alguma maneira, TFD estava induzindo a sintese e/ou liberacdo de PGE; a partir do
epitélio e que esse mediador era parcialmente responsavel pelo relaxamento do musculo liso
traqueal pré-contraido de traqueia.

Para confirmar a participacdo da PGE; no relaxamento do musculo liso traqueal,

incubou-se também na presenca de dexametasona (DEX). Essa substancia pertence a classe
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dos anti-inflamatérios esteroidais, atuando na inibicdo da PLA, de maneira indireta, através
da estimulacdo da producdo da anexina | e pela inibicdo do NF-kB que induz a expresséo da
PLA; (MURAKAMI; KUDO, 2004; RHEN; CIDLOWSKI, 2005). Foi demonstrado que a
presenca da DEX em preparacOes de vias aéreas de cobaia in vitro por pelo menos 10 minutos
é suficiente para a estimulacdo da producdo da anexina I, que inibe a PLA; e evita a liberacdo
do &cido araquiddnico a partir de lipidios da membrana plasmética (BLACKWELL et al.,
1978; FILEP et al., 1993; FLOWER, 1988;)

Dessa forma, se o efeito espasmolitico de L. thymoides fosse dependente de PGE,, na
presenca de DEX haveria alteracdo da poténcia e eficacia de TFD e confirmaria o resultado
apresentado na presenca de IND. Porém, ndo houve alteracdo significativa no valor de CEs
de TFD na presenca de DEX e 0 Ena foi de 100 % a 243 ug/mL. Assim, a reducdo do efeito
relaxante de TFD na presenca de IND pode ser explicado pelo direcionamento do &cido
araquidénico liberado fisiologicamente para a producdo de derivados da LOX, como
leucotrienos, que induziram contracdo do musculo liso traqueal e, assim, potencializaram o
efeito de CCh e antagonizaram TFD (MARTIN et al., 1997).

Outro mecanismo envolvido no relaxamento do musculo liso traqueal é a ativacdo dos
receptores P,-adrenérgicos e como sdo receptores acoplados a proteina Gs, 0s eventos
posteriores envolvem a ativacdo da ciclase de adenilil, formacdo do AMPc e ativacdo da
PKA. O relaxamento provocado pela PKA é ocasionado pela fosforilacdo de proteinas
celulares especificas, regulando a expressdo de diversos genes, provocando a inibicdo de
agentes estimuladores da contracdo, como a enzima MLCK, e ativando proteinas relacionadas
a repolarizacdo e/ou hiperpolarizacdo das fibras musculares lisas, como o0s canais Kc,
(BILLINGTON; PENN, 2003; KOTLIKOFF; KAMM, 1996).

Os receptores P,-adrenérgicos sao ativados por catecolaminas enddgenas, como
adrenalina e noradrenalina, que induzem relaxamento do musculo liso das vias aéreas em
resposta as contracBes induzidas por diversos mediadores. Devido a esse antagonismo
funcional e a grande expressdo desses receptores nas vias aéreas, farmacos agonistas .-
adrenérgicos sdao amplamente utilizados em individuos que sofrem de asma, porém o0 uso
continuo dessas drogas podem induzir a dessensibilizagdo dos receptores B, e diminuir a
eficacia das respostas (BARNES, 1998).

Nesse estudo foi demonstrado que a presenca de propranolol (PRP), um antagonista -
adrenérgico ndo seletivo, em preparacfes de traqueia isolada de cobaia pré-contraida com

CCh ndo influenciou significativamente o relaxamento provocado por TFD. Essa observacgéo
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indica que o mecanismo de L. thymoides sobre o musculo liso traqueal corresponde a um
relaxamento que ndo envolve a ativacdo dos receptores P.-adrenérgicos presentes nesse
tecido.

Além da ativacdo do receptor, a transducdo de sinal da via do AMPc pode ser
estimulada de maneira independente de receptor. Ribeiro (2007) realizou um estudo do
mecanismo de acdo do &cido 8(17),12e,14-labdatrieno-18-oico, fornecendo evidéncias de que
essa substancia age provavelmente ativando diretamente a enzima ciclase de adenilil, da
mesma forma que a forscolina o faz. A inibicdo da enzima fosfodiesterase, que atua
hidrolisando e inativado AMPc, corresponde a outra forma de estimular o relaxamento do
musculo liso traqueal, j que os niveis desse segundo mensageiro permanecem elevados, com
continua ativagdo da PKA e fosforilacdo de proteinas especificas (RAHIMI et al., 2010).

Com essa consideragdo, construiu-se curvas concentracdo-resposta da isoprenalina
(ISO), um agonista p,-adrenérgico seletivo, em preparacdes de traqueia isolada de cobaia pré-
contraidas com CCh na presenca ou auséncia de TFD. Observou-se um claro deslocamento da
curva concentracdo-resposta para a esquerda de ISO na presenca de 150 ug/mL de TFD,
indicando potencializacdo da via do AMPc.

As fibras C sdo vias aferentes com importante funcdo na nocicepgdo, sendo
responsaveis pela liberacdo de diversos mediadores periféricos como peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) e as taquicininas neurocinina A, neurocinina B e substancia P. A
principal forma de estimulacao das fibras C é a ativacdo dos receptores TRPV1, sendo que em
cobaias estdo largamente distribuidas no sistema respiratério (WATANABE et al., 2005). O
papel dos mediadores liberados a partir das fibras C sobre a fisiologia do trato respiratério é
controverso, com as observacgdes de que os efeitos protetores ou prejudiciais variam de acordo
com a espeécie (SPINA et al., 1998).

Em camundongos, a substancia P promove o relaxamento do musculo liso traqueal de
maneira dependente dos receptores EP, (FORTNER; BREYER; PAUL, 2001). Em ratos, a
estimulacdo das fibras C promove liberacdo da substancia P, que ativa os receptores NK; no
epitélio e induz formacdo de PGE,, o qual promove relaxamento do musculo liso das vias
aéreas (SZAREK et al., 1998). Em cobaias, a estimulacdo dos receptores NK; e NK; induz
despolarizacdo do masculo liso traqueal, sendo também atribuido a manutencdo do ténus
basal (GIRARD et al., 1997; SKOGVALL; ARNER; GRAMPP, 1998). Porem, Figini et al.
(1996) encontraram evidéncias farmacoldgicas da existéncia de dois subtipos de receptores

NK; na traqueia de cobaia, sendo um responsavel pela contragdo, que € ativado pelo agonista
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seletivo septide, e outro pelo relaxamento mediado pela estimulacédo da liberagcdo de NO, que
é insensivel ao agonista seletivo septide.

A ferramenta farmacoldgica mais utilizada para avaliar a participacdo das fibras C e os
neuropeptideos por elas liberadas sobre a contracdo do musculo liso das vias aéreas
corresponde a dessensibilizacdo provocada pela capsaicina (CPS). Estudos in vitro e in vivo
tém demonstrado que tratamentos especificos com a CPS provocam deplecdo dos
neuropeptideos liberados pelas fibras C, tendo como efeito principal a acentuacdo da resposta
colinérgica em musculo liso das vias aéreas de cobaia, através do acoplamento dos receptores
NK; e/ou NK; aos muscarinicos M3 (STRETTON; BELVISI; BARNES, 1992; VAN HOOF
etal., 1998)

Diante disso, a pré-incubacdo das preparacfes de tragueia isolada de cobaia com CPS
por 30 minutos promoveu reducdo significativa da poténcia de TFD, com o CEsy passando de
97,2 + 13,0 ng/mL na auséncia de CPS, para 173,6 + 22,2 ng/mL na presenca, mas 0 Emsx Ndo
foi alterado. Isso demonstra que a exacerbacdo da resposta colinérgica mediada pelos
receptores das taquicininas influenciou o relaxamento do masculo liso traqueal induzido por
TFD, levando a suposicdo de que o efeito de L. thymoides pode ser antagonizado, pelo menos
parcialmente, pelos mediadores liberados pelas fibras C. Como ndo houve reducdo do Emsx de
TFD, provavelmente o antagonismo pode ser competitivo entre os sistemas envolvidos na
reposta contratil desse protocolo experimental. Além disso, pode-se afirmar que a agdo de
TFD nédo esta relacionada a ativacdo direta do receptor NK; insensivel ao septide, nem a
liberacdo de taquicininas que ativam esse receptor, ja que foi demonstrado anteriormente que
0 bloqueio da producdo de NO por L-NAME néo influenciou o relaxamento induzido por
TFD e o NK;j insensivel ao septide atua por essa via.

A identificacdo de substancias que atuem inibindo a acdo colinérgica sobre a excitacao
do masculo liso das vias aéreas € de extrema importancia para o tratamento de condicdes
patoldgicas em que ha exacerbacdo desse efeito. A acetilcolina ndo s6 induz contracéo
muscular através da ativagdo dos receptores M3, mas também agem sobre a producéo de muco
remodelamento tecidual em individuos com asma. Porém, os farmacos anticolinérgicos
disponiveis atualmente na terapéutica, aléem de serem eficazes no bloqueio da contracdo
muscular lisa das vias aéreas, apresentam uma série de problemas relacionados a dose eficaz,
efeitos adversos e seletividade dos receptores muscarinicos (GOSENS et al., 2006;
MOULTON; FRYER).

Assim, a avaliacdo do efeito anticolinérgico de L. thymoides foi realizada através da

pré-incubagdo das preparacdes de traqueia isolada de cobaia com TFD, seguida da adicdo
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cumulativa CCh as cubas. Os resultados demonstram que houve uma elevagdo significativa da
CEsp do CCh de 6,2 + 1,1 x 10® M na auséncia de TFD, para 41,2 + 7,8 x 10® M na presenca
de 50 ug/mL de TFD e 172,2 + 34,8 x 10® M com 150 pg/mL de TFD. Numericamente, CCh
foi 6 vezes menos potente na presenca de 50 ug/mL de TFD e teve a poténcia reduzida por 27
vezes na presenca de 150 pg/mL de TFD. A analise das curvas concentracdo-resposta
observa-se um deslocamento da curva de CCh para a direita quando TFD foi incubado
previamente a adi¢cdo do agonista, comportamento referente a um antagonismo competitivo de
TFD, ja que ndo houve reducdo do Ensx do CCh.

O antagonismo competitivo € caracterizado quando um farmaco ndo possui atividade
intrinseca, mas tem afinidade pelo mesmo local de agdo do agonista em um determinado
receptor. A caracteristica padrdo de tal antagonismo é o deslocamento paralelo, de maneira
dependente da concentracdo, da curva concentracdo-resposta do agonista sem alteracdo da
resposta maxima, refletindo deslocamento do antagonista do receptor pelo agonista. Por outro
lado, quando um farmaco antagonista desloca-se do sitio de ligagdo muito lentamente,
observa-se reducdo do efeito maximo do agonista ap06s adi¢do de concentragdes crescentes do
antagonista e, por isso, esse evento é referido como antagonismo ndo competitivo
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

A fracdo TFD do extrato das folhas de L. thymoides provavelmente contém
metabdlito(s) secundario(s) que tem a capacidade de interagir com os receptores muscarinicos
M3 sem ativa-lo, sendo essa afirmacdo confirmada pelo fato de que a simples adicdo de TFD
as cubas em todos os protocolos utilizados ndo induziu contracdo do musculo liso traqueal.
Além disso, a interacdo desse(s) constituinte(s) com o receptor Ms acontece de maneira
reversivel, com a observacdo de que a adi¢cdo cumulativa de CCh as cubas pré-incubadas com
TFD promoveu contracdo do musculo liso traqueal de maneira dependente da concentracédo
com a obtencdo do efeito maximo de CCh.

Diante do exposto, constata-se mais uma validacdo da utilizacdo popular de L.
thymoides, nesse caso indicada para o tratamento da bronquite. A correlacdo dos dados
apresentados indica que o relaxamento do mdusculo liso traqueal induzido por TFD é,
provavelmente, proveniente de competicdo de constituinte(s) presente(s) nessa fracdo pelo
mesmo receptor do CCh, sendo corroborado pelos seguintes fatos: (1) o deslocamento do CCh
do receptor Ms reduziu a formacdo de IP; e consequente liberacdo de Ca*™® a partir dos
estoques intracelulares, o que provocou potencializacdo dos efeito de ISO através do

antagonismo funcional da PKA ativada pelo AMPc; e (2) o acoplamento entre os receptores
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M3 e NK; e/ou NK; induzido pela deplecédo de taquicininas das fibras C, reduziu a poténcia
mas ndo a eficacia de TFD.

Os dados apresentados nesse trabalho revelam o grande potencial farmacoldgico da
espécie Lippia thymoides, planta endémica da caatinga, através de relatos inéditos de varias
formas de agcdo em diversos modelos experimentais in vitro e in vivo. Essa diversidade
farmacoldgica esta diretamente relacionada com a variedade de metabdlitos secundérios que
0s Oleos essenciais e extratos das folhas e caules podem apresentar, sendo L. thymoides

exposta como uma fonte imensuravel de substancias de interesse farmacéutico.



6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os dados apresentados neste trabalho indicam que a espécie Lippia thymoides Mart. &
Schauer € uma possivel fonte de substancias com diversas atividades farmacologicas,
validando seu uso na medicina popular para o tratamento de feridas, febre, reumatismo e
bronquite.

A avaliacdo da composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos de L. thymoides,
coletada nas quatro estacdes do ano, evidenciou gque o constituinte majoritario em todas as
amostras foi o sesquiterpeno B-cariofileno, variando entre 17 e 26 %.

A determinacdo do conteudo de fendis totais mostrou que L. thymoides é uma espécie
rica em constituintes fendlicos, com uma concentracdo maior dessas substancias nas fracdes
mais polares, como a acetato de etila, obtidas a partir dos extratos metandélicos das folhas e
caules.

A avaliacdo da atividade antioxidante evidenciou que L. thymoides possui substancias,
presentes nos extratos e fracdes das folhas e caules, mas ndo nos 6leos essenciais, capazes de
sequestrar radicais livres, como o DPPH, mas nédo de prevenir oxidagdo de compostos em
meios oxidaveis, como o -caroteno na presenca do &cido linoleico.

Os Oleos essenciais foram efetivos contra as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus e a levedura Candida albicans. Por outro lado,
as fracdes diclorometano e acetato de etila dos extratos metandlicos das folhas e caules foram
0s mais efetivos contra S. aureus, Bacillus cereus e M. luteus.

A aplicacdo tdpica dos extratos metandlicos das folhas e caules de L. thymoides nédo
estimulou a cicatrizacdo das feridas cutaneas. Esse dado indica que o uso popular dessa
espécie provavelmente esta relacionado ao efeito antisséptico, como evidenciado nos ensaios
de atividade antimicrobiana.

O extrato metanolico das folhas de L. thymoides reduziu, quando administrados por via
oral, a temperatura retal de ratos com hipertermia induzida pela injecdo intraperitoneal de
Saccharomyces cerevisae. Como essa planta é utilizada na medicina popular para o
tratamento da febre, esse resultado indica as folhas de L. thymoides é uma possivel fonte de
substancias antipiréticas.

O oOleo essencial de L. thymoides coletado na primavera apresentou efeito

antinociceptivo em camundongos submetidos ao ensaio das contor¢des abdominais induzidas
141



142

pelo &cido acético e no teste da formalina, mas ndo no teste da placa quente. Isso indica um
provavel efeito anti-inflamatério do oleo testado, provavelmente devido a presenca do [3-
cariofileno, canfeno, borneol e 1,8-cineol, explicando o uso popular dessa espécie no
tratamento do reumatismo. Para confirmar essa observagdo é necessaria a avaliagdo desse 6leo
em modelos animais de inflamacao.

Os 0leos essenciais de L. thymoides induziram relaxamento do masculo liso de utero de
rata e aorta de rato (de maneira independente do endotélio), mas ndo de traqueia de cobaia.
Essa seletividade de acdo pode estar relacionada a mecanismos de relaxamento em comum do
Utero e aorta, sendo necessaria uma investigacdo mais detalhada, tanto do 6leo bruto quanto
dos constituintes isolados, para identificar os possiveis locais de acdo.

A avaliacdo do potencial espasmolitico dos extratos e fracbes de L. thymoides em
traqueia isolada de cobaia identificou a fracdo diclorometano do extrato metandlico das folhas
como a mais potente. Os resultados revelaram que o efeito relaxante pode estar relacionado ao
antagonismo muscarinico dessa fracdo, o que possibilita uma possivel explicacdo para
utilizacdo popular de L. thymoides no tratamento da bronquite.

Diante de todas essas evidéncias, a espécie L. thymoides destaca-se como uma planta
medicinal de grande interesse farmacéutico, sendo uma possivel fonte de candidatos a
farmacos. Os dados apresentados nesse estudo guiardo novas pesquisas na tentativa de isolar e
identificar os possiveis constituintes ativos, sendo a fracdo diclorometano do extrato
metandlico das folhas a mais promissora fonte de metabdlitos secundarios de interesse.
Depois de identificados os constituintes, estudos in vitro de inducdo do metabolismo
secundario de L. thymoides determinard as condi¢Ges ideais em que essas possiveis
substancias de interesse s@o sintetizadas, com a consequente otimizacdo do processo de
purificacdo desses metabdlitos.
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