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RESUMO

O uso de extratos vegetais e fitoquimicos com finalidade medicinal é uma das mais
antigas formas de aplicacdo medicinal da humanidade, e atualmente, a utilizacdo de
medicamentos fitoterapicos tem aumentado na populacdo brasileira. Considerando a
utilizacdo popular de Lippia origanoides no tratamento de doencas respiratorias e
gastrointestinais e a acdo antisséptica de seu 6leo essencial, o presente trabalho teve
como objetivo testar, por meio do Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracédo
Microbicida Minima, a atividade antimicrobiana, dos 6leos essenciais de L. origanoides
resultantes de plantas apds tratamentos com os reguladores do metabolismo vegetal:
acido acetilsalicilico, é&cido jasménico, 6-benzilaminopurina, acido giberélico,
Stimulate® e agua destilada (controle), dando continuidade a um trabalho anterior de
nosso grupo. Os resultados relativos ao potencial antimicrobiano da espécie estudada
variaram de acordo com o tratamento recebido, periodo de coleta e 0 micro-organismo
testados. Em geral, 0s 12 dleos essenciais testados apresentaram atividade contra os sete
micro-organismos teste utilizados. Os oOleos resultantes do tratamento com &cido
acetilsalicilico, acido jasmonico e acido giberélico apresentaram valores de MIC
consideravelmente baixos, evidenciando a alta eficacia dos mesmos, sendo evidente que
a época de coleta das amostras interferiu nestes resultados. Os 6leos resultantes da
primeira coleta de plantas foram, em geral, mais eficientes que os da terceira. Houve
diferenca significativa entre os valores de MIC para as cepas de C. albicans CCMB 266
e CCMB 286, sendo a ultima mais sensivel aos 6leos de ambos os periodos de coleta.

Palavras Chave: Acao Antimicrobiana, Fitoterapia, Semiarido, Lippia origanoides.



ABSTRACT

The use of plant extracts and phytochemicals with medicinal purpose is one of the
oldest forms of medical applications of humanity, and currently, the use of herbal
medicines has increased in population. Considering the popular use of Lippia
origanoides in the treatment of respiratory and gastrointestinal diseases and antiseptic
action of its essential oil, this study aimed to test, through of the Minimum Inhibitory
Concentration and Minimum Microbicidal Concentration, the antimicrobial activity of
the essential oils of L. origanoides resulting from plants after treatment with plant
metabolism regulators: acetylsalicylic acid, jasmonic acid, 6-benzylaminopurine,
gibberellic acid, Stimulate ® and distilled water (control), continuing earlier work by
our group. The results for the antimicrobial activity of the studied species varied
according to the treatment received, collection period and the microorganism tested. In
general, the 12 essential oils tested showed activity against the seven test
microorganisms used. Oils resulting from treatment with acetylsalicylic acid, jasmonic
acid and gibberellic acid had significantly lower MIC values, highlighting their high
efficacy; being evident that the time for collecting the samples interfered in these
results. The oil resulting from the first collection of plants were in general more
efficient than the third. There was significant difference between the MIC values for
strains of C. albicans CCMB 266 and CCMB 286, the latter being more sensitive to the
oils from both collection periods.

Keywords: Antimicrobial Action, Phytotherapy, Semiarid, Lippia origanoides.
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1 INTRODUCAO

As plantas sempre desempenharam um papel de grande importancia para a
humanidade, sejam para a producdo de alimentos para homens e animais, abrigos, roupas,
fertilizantes, aromas e fragrancias, ou para o tratamento de suas doengas. As mesmas tém sido
a base de sofisticados sistemas de medicina tradicionais existentes hd milhares de anos e que
continuam a dar a humanidade novos medicamentos (GURIB-FAKIM, 2006).

Conforme relatado pelos autores Almeida e colaboradores (2005), Berlin e Berlin
(2005), Johnson (2006) e Albuquerque (2010) o conhecimento sobre plantas medicinais de
uma dada sociedade reflete as condic6es especificas do lugar e do tempo, devido a interacdo e
complexidade de fatores sociocultural, ecoldgico e/ou ambiental, epidemioldgico e cognitivo.
De fato, esse conhecimento etnofarmacoldgico acumulado ao longo de geracfes tem servido
como base para o desenvolvimento de farmacos de grande importancia, tais como: digoxina,
quinina, morfina, acido salicilico e artemisina (JUNIOR, LADIO e ALBUQUERQUE, 2011).

Segundo Gurib-Fakim (2006), os primeiros registros do uso de plantas medicinais
escritos datam de cerca de 2600 a.C. na Mesopotamia, entre as substancias utilizadas estavam
0s Gleos de espécies Cedrus (cedro) e Cupressus sempervirens (Cipreste), Glycyrrhiza glabra
(alcaguz), espécies de Commiphora (Mirra) e Papaver somniferum (papoula), todos ainda em
uso hoje para o tratamento de doencas que variam de tosses e resfriados a infecgdes
parasitarias e inflamacao.

Atualmente, os fitoterapicos constituem importante fonte de inovacdo em saude, sendo
objeto de interesse e fator de competitividade do complexo produtivo da saide (BRASIL,
2006). Durante os ultimos 40 anos, pelo menos uma ddzia de drogas potentes foram derivadas
de plantas com flores, incluindo reserpina e outros alcaldides anti-hipertensivos e
tranquilizantes derivados das espécies de Rauwolfia. Um quarto de todas as prescricdes
médicas é composto de formulacBes a base de substancias derivadas de plantas ou de
analogos sintéticos derivados de plantas e, de acordo com a OMS, 80% da populacao
mundial, principalmente os de paises em desenvolvimento, dependem de medicamentos
derivados de plantas para a sua salde (GURIB-FAKIM, 2006). Além disso, o
desenvolvimento do setor de plantas medicinais e de fitoterapicos pode se configurar como
importante estratégia para o enfrentamento das desigualdades regionais existentes em todo
mundo, podendo prover a necessaria oportunidade de insercdo socioecondmica das
populacbes de territorios caracterizados pelo baixo dinamismo econdmico e indicadores
sociais precarios (BRASIL, 2006).
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Planta medicinal é definida pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), através da
R.D.C. 48 publicada em 16 de margo de 2004, como qualquer planta que possua em um ou
em varios de seus orgdos, substancias usadas com finalidade terapéutica, ou que estas
substancias sejam ponto de partida para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos. A
estas substancias é dado o nome de principios ativos (BRASIL, 2004).

Os compostos presentes em plantas medicinais responsaveis pela acdo terapéutica
resultam do seu metabolismo secundario. Embora este nem sempre seja necessario para que
uma planta complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel importante na interagcdo das
plantas com o meio ambiente. Desse modo, produtos secundarios atuam contra fatores
bidticos como a herbivoria, ataque de patégenos, competicdo entre plantas e atracdo de
organismos benéficos como polinizadores, dispersores de semente e micro-organismos
simbiontes. Contudo, produtos secundarios também possuem acdo protetora em relacdo a
estresses abidticos, como aqueles associados com mudancas de temperatura, conteldo de
agua, niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes minerais (PERES, 2008).

O Brasil é detentor de rica diversidade cultural e étnica que resultou em um actmulo
consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de geracdo a geracdo,
entre 0s quais se destaca 0s conhecimentos sobre manejo e uso de plantas medicinais. Além
disso, é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade mundial, em torno de 15 a 20%,
com destaque para as plantas superiores, nas quais detém aproximadamente 24% da
biodiversidade (BRASIL, 2006).

Veiga Junior e colaboradores (2005) relatam que no Brasil, as plantas medicinais da
flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades
farmacoldgicas. Muitas vezes essas plantas sdo empregadas para fins medicinais diferentes
daqueles utilizados pelos silvicolas. A toxicidade de plantas medicinais e dos fitoterapicos
pode parecer trivial quando comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais. Isto, entretanto, segundo esses autores ndo é verdade e pode ser considerado
um problema sério de satde publica. Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, identificacdo
errbnea da planta (pelo comerciante e pelo fornecedor), possibilidades de adulteragdo,
interacOes entre plantas medicinais e medicamentos alopéticos, efeitos de superdosagens,
reacOes alérgicas ou toxicas ocorrem com frequéncia.

A regido do semiérido brasileiro corresponde basicamente a delimitacdo do bioma das
caatingas e esta em grande parte incluida no Nordeste do pais, compreendendo 969.589,4 km?
e reunindo 1.113 municipios dos Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas Gerais, Paraiba,

Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (BRASIL, 2005). A caatinga é o unico
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bioma exclusivamente brasileiro, isto significa que grande parte do patrimonio bioldgico
dessa regido ndo é encontrada em outro lugar do mundo além de no Nordeste do Brasil. No
entanto, poucos trabalhos sdo desenvolvidos, principalmente estudos quimicos e
farmacologicos das espécies encontradas, sendo a Floresta Amazénica e a Mata Atlantica, os

biomas mais conhecidos e discutidos do ponto de vista da sua biodiversidade.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana, através das Concentragdes Inibitorias e
Microbicidas Minimas de Gleos essenciais da espécie Lippia origanoides Kunth, encontrada

no semiarido do estado da Bahia, tratadas com compostos reguladores do crescimento vegetal.

1.1.2 Especificos

I.  Verificar o potencial antimicrobiano de 6leos essenciais obtidos a partir das folhas e
inflorescéncias de Lippia origanoides de plantas tratadas com é&cido acetilsalicilico
(AAS); acido jasmonico (AJ); 6-benzilaminopurina (BAP); acido giberélico (GAs);
4gua destilada (H,0) e o composto comercial Stimulate® (STM), por meio da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) e da determinacdo de
concentra¢do microbicida minima (MMC), contra bactérias e leveduras patogénicas ao
homem;

Il.  Relacionar a atividade antimicrobiana encontrada no MIC e MMC aos 6leos essenciais

resultantes dos tratamentos com os compostos reguladores do crescimento vegetal.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

As plantas tém provido o homem com todas as suas necessidades em termos de abrigo,
roupas, alimentos, aromas e fragrancias, além de medicamentos. Tém sido a base de
sofisticados sistemas de medicina tradicional entre os quais estdo Ayurveda, Unani, chinés,
entre outros. Estes sistemas de medicina deram origem a algumas das drogas importantes
ainda em uso hoje (GURIB-FAKIM, 2006).

2.1 PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL: CONTEXTO HISTORICO E UTILIZACAO

Plantas medicinais tradicionais, também conhecidas como medicamentos botanicos ou
fitoterapicos, referem-se aos medicamentos produtos de raizes, caules, folhas, cascas,
sementes, frutos e flores que podem ser usadas para promover a saude geral e tratar doencas
(TANG e HALLIWELL, 2010). Podem ser classificadas por categorias, de acordo com sua
acao sobre o organismo: estimulantes, coagulantes, diuréticas, sudoriferas, hipotensoras, de
funcdo reguladora intestinal, coletérica, depurativas, remineralizantes e reconstituintes
(LORENZI e MATOS, 2002).

A descoberta humana das propriedades Uteis ou nocivas dos vegetais tem suas raizes
no conhecimento empirico. A observacdo do comportamento dos animais e a verificacdo
empirica dos efeitos da ingestdo deste ou daquele vegetal no organismo humano teve um
importante papel (GOFF, 1997). Acredita-se que o conhecimento de ervas medicinais em
culturas tradicionais tenha sido desenvolvido por meio de tentativa e erro ao longo de muitos
séculos, e que as curas mais importantes foram verbalmente transmitidas de uma geracéo para
outra. Assim, a medicina alopatica moderna tem sua origem na medicina antiga, e é provavel
gue muitos novos medicamentos serdo descobertos e comercializados no futuro seguindo as
pistas fornecidas pelo conhecimento e experiéncia tradicionais (GURIB-FAKIM, 2006).

A utilizacdo de recursos naturais provavelmente antecede 0 Homo sapiens moderno.
Evidéncias encontradas em escavagdes do Paleolitico mostram que o conhecimento das
plantas medicinais existe hd pelo menos 60.000 anos (SUMNER, 2000). Arqueblogos
encontraram poélen e fragmentos de flores de diversas plantas medicinais no sitio arqueologico
do homem de Neandertal no Irague. Ephedra, Centaurea, Senecio, Athea e Achillea estavam
entre as espécies identificadas, comprovando o uso de varias plantas pelos antepassados
(TYLER et al., 1988).
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Teofrasto (371-287 a.C.), considerado o “pai da botanica”, foi estudante de Platdo e
escreveu extensivamente sobre plantas. Ele determinou as peculiaridades e qualidades
médicas das ervas, observando cuidadosamente os aspectos farmacéuticos e farmacoldgicos
da mirra, do incenso, da cassia, mentrasto, da beladona, do timo, etc. Seu trabalho Historia
Plantarum englobava a coleta e o preparo de plantas medicinais, condimentos e perfumes e
com isso foi utilizado como uma confiavel fonte de referéncia durante 2000 anos (SUMNER,
2000).

Segundo Calixto (2000) e Bieski (2005) até meados do século XX, as plantas
medicinais e seus derivados constituiam a base da terapéutica medicamentosa, quando a
sintese quimica, que teve inicio no final do século XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento
vertiginosa representada pelo avango dos antibidticos e da vacinacdo em massa. Nos anos 80,
o desenvolvimento da pesquisa cientifica resultou na identificacdo de 121 compostos de
origem vegetal, provenientes de 95 espécies de plantas. Grande parte deles esté incluida na
atual terapéutica dos paises ocidentais. No periodo 1983-1994, 6% dos medicamentos
aprovados foram extraidos diretamente de espécies vegetais; outros 24% foram de produtos
derivados e 9% foram desenvolvidos através de modelagem molecular, onde as estruturas
moleculares dos compostos serviram como precursores de processos de sintese quimica
(ALVES, 2001).

Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados € de origem sintética e cerca
de 30% de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-sintese, sendo que durante 0s
ultimos 20 anos, os farmacos de origem natural que apareceram no mercado Sdo quase que na
totalidade, oriundos das pesquisas cientificas de paises como China, Coréia e Japao, sendo a
contribuicdo dos outros paises bem menor (FOGLIO, 2006).

No Brasil, o uso das plantas medicinais teve grande influéncia da colonizacédo
portuguesa nos séculos XVI e XVII, que deixou profundas marcas nas praticas médicas
populares do Brasil de hoje. A medicina era exercida pelos fisicos, cirurgides e barbeiros,
além de padres da Companhia de Jesus, que tinham noc¢des de primeiros socorros e botanica.
Esses profissionais praticavam uma medicina impregnada de espirito de religiosidade
marcada pela a crenga nas curas milagrosas através da intercessdo de santos catolicos junto
aos poderes de Deus, tal como era em Portugal (CAMARGO, 1998).

As terapias daquele periodo historico do Brasil eram praticamente as mesmas adotadas
em Portugal, onde as plantas desempenhavam importante papel na preparacdo dos remédios
(FRANCA, 1926). Com as dificuldades em trazer plantas de Portugal, estas passaram a serem

substituidas por plantas indigenas, uma vez que através do contato com 0s nativos, muito foi
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sendo aprendido e assim, diversas plantas nativas foram incorporadas a colegdo mantida nas
boticas. (CAMARGO, 1997).

Com a chegada ao Brasil dos primeiros africanos de origem banto, oriundos de regides
localizadas abaixo do Equador, comecgaram 0s contatos destes com os indigenas, que foram
passando seus conhecimentos sobre as plantas nativas e 0s papéis que as mesmas
desempenhavam em seus rituais religiosos e de cura. A partir dai os africanos passaram a usa-
las, também, em suas reunides religiosas (CAMARGO, 1998).

Nas ultimas décadas observou-se o ressurgimento do interesse acerca das diversas
aplicabilidades das plantas medicinais, evidenciado pelo grande nimero de publicacBes
voltadas para a fitoterapia. Alguns fatores tém contribuido para este aumento de interesse e
entre eles esta a grande eficacia de algumas substancias antitumorais obtidas de plantas, como
os alcaloides extraidos da espécie vegetal Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae),
origindrio do Madagascar, descobertos no final dos anos 60, ainda considerados
indispensaveis para o tratamento de leucemia, assim como os taxdides extraidos das espécies
Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) (teixo do Pacifico) e T. baccata L. para canceres
ginecologicos (HOSTETTMANN, 2003; CRAGG et al., 1993). Outro fator que incentiva o
estudo com plantas é a complexidade na descoberta de novas drogas; atualmente sdo
necessarios de sete a dez anos para o desenvolvimento completo. O volume de recursos
envolvidos nesses estudos explica a concentracdo da pesquisa e desenvolvimento destes novos
farmacos nos paises ditos do primeiro mundo, detentores de tecnologia e recursos
(MONTARI, 1995).

O Brasil € um pais rico em diversidade e endemismo, com um territorio que inclui
cinco biomas principais: a Floresta Amazonica, o Cerrado, a Mata Atléantica, o Pantanal e a
Caatinga (GIORGETTI; NEGRI e RODRIGUES, 2007). Essa riqueza biolédgica torna-se
ainda mais importante porque esta aliada a uma sociodiversidade que envolve varias
comunidades tradicionais e grupos étnicos, tais como etnias indigenas, comunidades
quilombolas e outras populagbes tradicionais, com visdes, saberes e praticas culturais
proprias. Na questdo do uso terapéutico das plantas, esses saberes e praticas estdo
intrinsecamente relacionados aos territorios e seus recursos naturais, como parte integrante da
reproducdo sociocultural e econdmica desses povos e comunidades (BRASIL, 2006).

Neste sentido, compreende-se que o Brasil tem em maos a oportunidade para
estabelecer um modelo de desenvolvimento préprio e autbnomo na area de saude e uso de
plantas medicinais e fitoterapicos, que prime pelo uso sustentdvel dos componentes da

biodiversidade e respeite 0s principios éticos e compromissos internacionais assumidos,
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notadamente a convencao sobre diversidade biologica (CDB), e assim, promover a geracao de
riquezas com inclusdo social. Esse contexto impde a necessidade de uma agéo transversal
voltada ao fortalecimento da base produtiva e de inovagdo local e a competitividade da

industria nacional.

2.2 A FAMILIA VERBENACEAE NA MEDICINA TRADICIONAL

O género Lippia (Verbenaceae) inclui cerca de 200 espécies de ervas, arbustos e
arvores de pequeno porte. As espécies estdo distribuidas em paises da América do Sul e
Central, e os territorios da Africa tropical (TERBLANCHE e KORNELIUS, 1996).

O uso mais comum de espécies de Lippia é para o tratamento de doencas respiratorias,
na América Central e do Sul (Guatemala, Venezuela, Brasil) também é empregado como um
remédio para resfriado, gripe, bronquite, tosse e asma (PASCUAL et al., 2001). L.
origanodides H.B.K. (MORTON, 1981; DE VINCENZI et al., 1995), é utilizada como
tempero para preparacdes alimentares. Na Venezuela, a decoccdo de L. origanoides HBK é
tomado para estimular o apetite (MORTON, 1981).

Além disso, a decoccdo e infusdo destas plantas é tomado como remédio
gastrointestinal em toda América do Sul e Central, Africa Tropical e alguns paises europeus.
Algumas delas sdo consideradas muito Uteis no tratamento de dor de estdmago e indigestéo,
como L. alba (Mill.) NE Brown, L. citriodora H.B.K. ou L. triphylla (L He'r.) Kuntze, L.
dulcis Trevir., L. micromera Schau, L. origanoides HBK, L. reptans HBK, L. stoechadifolia
HBK e L. concha Griseb. (PARIS e MOYSE, 1971; BANDONI et al., 1972; MORTON,
1981; GIRON e CACERES, 1994; NAKAMURA et al., 1997; BALLERO; POLI e SANTUS,
1998).

No Brasil e na Guatemala, varias espécies Lippia sdo aplicados externamente para
tratar doencas cutaneas, queimaduras, feridas, febre e no tratamento da gonorreia e da sifilis.
(MORTON, 1981; GIRON et al., 1991; LEMOS et al., 1992; ZAMORA MARTINEZ-NIETO
e DE PASCUAL, 1992, GIRON e CACERES, 1994; FORESTIERI et al., 1996).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais de muitas das espécies de Lippia foi
investigada por meio de técnicas cromatograficas, sendo carvacrol, limoneno, B-cariofileno,
p-cimeno, canfora, linalol, a-pineno e timol os componentes encontrados com mais alta
frequéncia (PASCUAL et al., 2001). Compostos fendlicos adicionais encontrados em espécies
de Lippia sdo derivados de acido p-cumarico e &cido ferulico (SLOWING BARILLAS,
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1992). A maioria dos flavonoides identificados sdo flavonas, frequentemente 6-hidroxilados
flavonas e metoxiflavonas, mas alguns sulfatos flavondides tém sido relatados em algumas
espécies de Lippia (mono e disulfatos) (TOMAS-BARBERAN; HARBORNE e SELF, 1987).

A triagem in vitro tem demonstrado uma atividade inibitoria reprodutivel contra
muitas das bactérias Gram-positivas mais frequentemente responsaveis por infecgdes
respiratérias em seres humanos (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e
Streptococcus pyogenes). (CACERES et al., 1991). Os 6leos essenciais L. sidoides mostra
uma atividade inibitdéria contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Mycobacterium smegmatis, uma baixa atividade contra Pseudomonas aeruginosa (LEMOS et
al., 1990), e contra alguns micro-organismos que vivem na pele dos pés e axilas (LACOSTE
etal., 1996).

A Lippia origanoides Kunth, popularmente chamada de alecrim-de-tabuleiro, € nativa
do semiarido nordestino e apresenta elevado potencial para producdo de dleo essencial com
propriedades antissépticas. Segundo Govaerts e Atkins (2012), tem como sindnimos Lippia
berteroi Spreng. (1825), Lippia microphylla Benth. (1840), Lippia schomburgkiana Schauer
(1847) e Lippia origanoides var. sampaionis Herter (1916). O oOleo essencial Lippia
origanoides Kunth possui acdo antimicrobiana contra bactérias e leveduras causadoras de
diversas doencas nos seres humanos (OLIVEIRA et al., 2007), antiprotozoarios e citotdxica
contra células cancerigenas (ESCOBAR et al., 2010). Além do 6leo essencial, foram isolados
e identificados no extrato da raiz dessa espécie dois compostos com a¢do citotoxica contra
células cancerigenas (SANTOS et al., 2003).

Além de outros compostos com acao citotdxica contra células neoplasicas (SANTOS
et al., 2003), antioxidantes e inibidoras da acetilcolinesterase (MORAIS et al., 2008), este
arbusto aromatico é produtor de éleo essencial, composto principalmente por carvacrol, timol,
p-cimeno ¢ y-terpineno (OLIVEIRA et al., 2007), compreendendo de 1,0% (OLIVEIRA et al.,
2007) a 4,6% (CAVALCANTE et al., 2009) da matéria seca das folhas, com acéo contra
bactérias, fungos (OLIVEIRA et al., 2007) e protozoarios patogénicos e células neoplasicas
humanas (ESCOBAR et al., 2010).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS E A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os vegetais respondem a estimulos ambientais bastante variaveis, de natureza fisica,

quimica ou biologica. Fatores tais como fertilidade e tipo do solo, umidade, radiagdo solar,
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vento, temperatura e poluicdo atmosférica, dentre outros, podem influenciar e alterar a
composi¢do quimica dos vegetais. Além do metabolismo primario, responsavel pela producéo
de celulose, lignina, proteinas, lipidios, acucares e outras substancias que realizam suas
principais funcgdes vitais, as plantas também apresentam o chamado metabolismo secundario,
do qual resultam substancias de baixo peso molecular, as vezes produzidas em pequenas
quantidades (ALVES, 2001). O metabolismo secundario ndo € essencial para o crescimento e
desenvolvimento do individuo, mas essencial para a sobrevivéncia e continuidade da espécie
dentro do ecossistema. Considera-se que uma das principais funcdes do metabolismo
secundario nas plantas seja a biossintese de estruturas complexas como alcaloides,
terpendides e derivados de fenilpropandides (ALVES, 2001). Segundo Montanari (2002) a
funcdo fisiologica desses principios ativos nas plantas associa-se a defesa da mesma contra
doencas, pragas, radiacdo solar, entre outros.

A presenca de varios principios ativos nos extratos vegetais € explicada pelo fato das
plantas normalmente desenvolverem uma série de metabdlitos com fungbes complementares
na defesa contra pragas e doencas. Essa estratégia impede o desenvolvimento de resisténcia
por parte dos organismos prejudiciais. Muitos desses compostos, apesar de serem suficientes
para matar insetos ou mesmo vertebrados de grande porte, quando utilizados em doses
adequadas convertem-se em medicamentos. Desse modo, produtos secundarios envolvidos na
defesa através de atividade citotdxica contra patdgenos podem ser Uteis como agentes
antimicrobianos na medicina. Além disso, aqueles envolvidos na defesa contra herbivoria
através de atividade neurotdxica podem ter efeitos benéficos no homem atuando como
antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (BRISKIN, 2000).

Os Oleos essenciais e 0s extratos de diversas espécies da planta podem controlar o
crescimento dos micro-organismos relacionados a pele, a carie dental, incluindo as bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (SARTORATTO et al., 2004). Em 2000, Rauha e outros
demonstraram a atividade antimicrobiana de extratos de 29 espécies de diversas familias,
comercializadas ou coletadas em diferentes locais da Finlandia, ricos em flavonoides, frente a
nove micro-organismos, sendo esses efetivos contra Gram-positivos, como Staphylococcus
aureus e S. epidermidis, Bacillus subtilis; e Gram-negativos como Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa; e também fungos filamentosos, como Aspergillus niger, e
leveduras como Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.

Do ponto de vista econdmico, podem-se mencionar os alcaldides inddlicos
terpenoidicos vincristina (utilizado no tratamento de leucemia) e vimblastina (usado na terapia

de corio-carcinomas e na doenca de Hodgkin) de Catharanthus roseus, 0s quais tiveram seus
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valores de mercado estimados em US$ 6.000 e 12.000/g, respectivamente (HEGNAUER,
1997). Todavia, além do alto valor agregado que algumas drogas de origem vegetal
apresentam, esta area demonstra um grande potencial no que concerne ao desenvolvimento de
novos medicamentos, uma vez que a diversidade quimica associada a diversidade biologica
encontrada em ecossistemas terrestres e aquaticos € um importante aspecto a ser considerado
em processos e diretrizes de desenvolvimento de novos biofarmacos. Como estimativa, cerca
de 110.000 compostos tém sido identificados até o presente, sendo que deste total, os
terpendides constituem o maior grupo (~33.000 compostos), seguidos pelos alcaldides
(~16.000 compostos) (HEGNAUER, 1997).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais sdo formados por varios
caminhos biossintéticos que produzem moléculas dotadas de grande diversidade de esqueletos
e grupamentos funcionais, como, entre outros, acidos graxos (gorduras) e seus ésteres,
hidrocarbonetos, alcodis, aldeidos e cetonas, compostos acetilénicos, alcaloides, compostos
fendlicos e cumarinas (ALVES, 2001).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos
fenolicos e alcaloides. Os fendlicos sdo um grupo de compostos bastante presentes no nosso
dia a dia, embora nem sempre nos demos conta disso. Desse modo, muito do sabor, odor e
coloracdo de diversos vegetais que apreciamos sdo gerados por compostos fenolicos. Alguns
desses compostos, como o aldeido cindmico da canela (Cinnamomum zeyllanicum) e a
vanilina da baunilha (Vanilla planifolia), sdo inclusive empregados na industria de alimentos.
Além disso, esse grupo de compostos € importante na protecdo das plantas contra os raios
UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Ha inclusive, certas espécies vegetais que
desenvolveram compostos fendlicos para inibir o crescimento de outras plantas competidoras
(acdo alelopatica) (PERES, 2008).

Pode-se dizer que as plantas possuem dois tipos basicos de polimeros: os acidos
nucleicos (DNA e RNA) e as proteinas. Contudo existe uma terceira classe de compostos que
se assemelham aos polimeros. Trata-se dos terpenos. Os monoterpenos, devido ao seu baixo
peso molecular, costumam ser substancias volateis, sendo, portanto denominados Gleos
essenciais ou esséncias. A fungdo dos 6leos essenciais nas plantas pode ser tanto para atragdo
de polinizadores (principalmente os noturnos) quanto para repeléncia de insetos (PERES,
2008). Muitos sesquiterpenoides também sdo volateis e, assim como 0s monoterpenos, estao
envolvidos na defesa contra pragas e doencas. Dois exemplos sdo o gossypol (dimero de

C15), o qual estad associado a resisténcia a pragas em algumas variedades de algodao, e as
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lactonas, presentes na familia Compositae e responsaveis pelo gosto amargo de suas folhas
(PERES, 2008).

Os alcaldides sdo uma classe de compostos do metabolismo secundario famosa pela
presenca de substancias que possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas delas
largamente utilizadas como venenos ou alucindgenos. J& na antiguidade ha referéncia ao uso
dessa classe de compostos. O caso mais famoso de seu uso trata-se da execucdo do filésofo
grego Socrates, condenado a ingerir cicuta (Conium maculatum), uma fonte do alcaldide
coniina. Os romanos também faziam uso de alcaloides em homicidios, sendo os principais a
hiosciamina, a atropina e a baladonina, todos derivados de Atropa belladonna (PERES, 2008).
Além dos gregos e romanos, muitas outras culturas antigas usavam e ainda usam alcaloides
como venenos, principalmente para o envenenamento de setas empregadas em cacadas e
guerras. Exemplos disso sdo o extrato seco do curare (Chondodendron tomentosum),
contendo o alcaldide tubocurarina, utilizado pelos indios da Bacia Amazénica, e a famosa
estricnina extraida de Strychnos nux-vomica por nativos asiaticos. As sociedades modernas
continuam fazendo largo uso dos alcaloides, inclusive em aplicagdes néo licitas como é o caso
das drogas comercializadas no narcotrafico. Dois casos notaveis sdo o Dietilamida do Acido
Lisérgico (LSD) e a cocaina (PERES, 2008).

E possivel proceder a analise dos constituintes ativos (metabdlitos secundarios)
mediante testes de reacdes de caracterizagdo quimica. Deste modo é confirmada a presenca e
guantificados os grupos de substancias tais como alcaldides, flavondides, taninos,
antraquinonas e heterosideos. Sdo analisados os caracteres individuais de producédo (inibicao
dos constituintes quimicos) e reacdes quimicas como Mayer na detec¢do de compostos como
alcaloides ou de Liebermann-Bouchard na deteccdo de esteroides cardiotdnicos, dentre outras.
Pode-se também proceder a deteccdo dos constituintes ativos nas amostras em analise por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), pela comparacdo dos vegetais-testes com padrdes
de identidade e constituig&o conhecidos (COSTA e PROENCA DA CUNHA, 2000).

2.3.1 Timol e Carvacrol

Carvacrol e timol estdo presentes como compostos principais em 0leos essenciais de
tomilho e orégano (AL-BANDAK e OREOPOULOQU, 2007). Estes dois compostos séo
monoterpenos fenolicos e os isdmeros de posigdo (Figura 1) que exercem um amplo espectro

de atividade antimicrobiana contra bactérias tanto Gram-positivas e Gram-negativas.
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Geralmente reconhecido como um aditivo de alimento seguro, o carvacrol é usado como um
agente aromatizante em produtos assados, doces e bebidas (BURT, 2004). Também exibe
acOes antifungica, inseticida, antiparasitaria, anti-inflamatéria, anti-leishmaniose,
antioxidante, hepatoprotetora e antitumorais (ROBLEDO et al., 2005; VELDHUIZEN et al.,
2006). Por outro lado, o timol tem recebido uma atencdo considerdvel como um agente
antimicrobiano que mostra atividade antifangica muito elevada, sendo também um
antioxidante excelente (YOUDIM e DEANS, 2000, SANCHEZ-GARCIA et al., 2008). A
atividade antimicrobiana de ambos os compostos ja foi estudada e relatada contra varias
estirpes de bactérias, incluindo agentes patogénicos de origem alimentar como B. cereus, E.
coli, e Listeria monocytogenes (HALLIWELL et al., 1995).

Carvacrol - [ Thymol

OH

OH

Figura 1 Estrutura molecular do timol e do carvacrol.

Guarda e colaboradores (2001) testaram a atividade antimicrobiana do timol e
carvacrol através da determinacdo do MIC, e perceberam que ambos exibiram atividade
contra todos 0s micro-organismos testados (Staphylococcus aureus, Listeria innocua,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger) e que embora sejam
isdbmeros os valores de MIC encontrados foram diferentes, sendo o carvacrol mais eficiente.
Além disso, houve um efeito sinérgico entre o carvacrol e timol para a inibicdo do
crescimento de todos 0s micro-organismos em todas as combinagdes de concentragOes
testadas (50% Timol — 50% Carvacrol; 25% Timol — 75% Carvacrol; e 75% Timol — 25%
Carvacrol).

Estudos revelaram que o carvacrol suprimire a proliferacdo e promove o inicio da
apoptose das células melanomas B16 de rato in vitro (HE et al., 1997) e inibe a sintese do
DNA em mioblastos de rato contendo um oncogene N-ras humano, sugerindo que este
composto pode atuar como um agente anticancerigeno (ZEYTINOGLU; INCESU e BASER,

2003). Além disso, mais tarde foi descrito que o carvacrol possui atividade antiplaquetaria ex
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vivo atraves da inibicdo da producdo do tromboxano A2 (TXA2) e expressao do receptor GP
I1b/1lla. Essa propriedade parece estar relacionada a sua atividade antioxidante, haja vista a
capacidade de inibicdo da cicloxigenase plaquetaria pelos agentes antioxidantes
(KARKABOUNAS et al., 2006).

Com base nas componentes principais encontrados nos oOleos essenciais de L.
origanoides, diferentes quimiotipos foram relatados no Brasil, Venezuela e Coldémbia.
Embora tenha sido mostrado que os métodos de extracdo e os fatores ambientais podem afetar
a producdo de metabdlitos secundarios em espécies de Lippia; pelo menos trés diferentes
quimiotipos podem ser diferenciados para L. origanoides, dois quimiotipos cujos compostos
principais sdo carvacrol e timol, respectivamente, e um quimiotipo raro caracterizado pela
auséncia ou teor muito baixo destes compostos (VICUNA, STASHENKO e FUENTES,
2010).
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3 METODOLOGIA

Os testes antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia (LAPEM) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais utilizados neste estudo foram cedidos pela Me. Gabriela
Carinhanha Silva, discente do Programa de Pds-Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais
(PPGRGV) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia, Brasil, cujo
trabalho objetivou a avaliacdo do efeito de substancias reguladoras do metabolismo vegetal
sobre o crescimento de plantas de Lippia origanoides Kunth, além da sua influéncia na
producdo de 6leo essencial e na sua composi¢cdo quimica. Para tanto, plantas propagadas
vegetativamente cultivadas em casa de vegetacdo, receberam trés pulverizacdes, sendo que na
primeira delas, as plantulas tinham 137 dias de cultivo (Figura 2). As pulverizacGes tiveram
um intervalo de 14 dias entre elas, com os seguintes tratamentos: acido acetilsalicilico (AAS)
a 90,08 mg.Lt; &cido jasménico (AJ) a 0,105 mg.L™; 6-benzilaminopurina (BAP) a 100
mg.L%; &cido giberélico (GA3) a 100 mg.L™; agua destilada (H,0); bioestimulante comercial
Stimulate® (STM, composto por 0,09 g L™ de cinetina, 0,05 g L™ de acido indolbutirico e
0,05 g L™ de GA3) a 2% (SILVA, 2012) (Figura 2). Ao final de cada tempo de coleta, houve a
separagdo dos Orgaos para secagem e pesagem, para posterior extracao dos 6leos (Figura 2-L).
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Figura 2 A - Plantas de Lippia origanoides da colecdo de plantas aromaticas da Unidade Experimental Horto
Florestal - UEFS; B - Estaca de L. origanoides. C — Estacas de L. origandides cultivadas em bandejas de
poliestireno; D - Mudas de L. origanoides; E — Plantas transplantadas para sacos de muda; F - Medig8o das
plantas para a “poda de padronizacdo”; G - Grupo de plantas constituinte de uma parcela (estimulador); H -
Isolamento das parcelas para aplicagdo dos estimuladores; | - Aplicacdo dos estimuladores através de
pulverizador manual; J - Medicdo da altura da planta; K - Medicdo da maior raiz da planta; L — Separa¢do dos
Orgdos para secagem e pesagem (SILVA, 2012).

No trabalho de Silva (2012) foram realizadas trés coletas, todas elas sete dias depois
de cada aplicacédo, sendo que para a realizagcdo dos testes antimicrobianos foram utilizados os
Oleos essenciais resultantes das plantas da primeira e terceira coletas, devido a maior
diferenca na composicdo quimica dos mesmos (SILVA, 2012), totalizando 12 amostras
testadas [AAS; AJ; H,O (controle); GAs; STM e BAP da primeira coleta e AAS; AJ; H,0O
(controle); GAsz; STM e BAP da terceira coleta] (Tabela 1) no presente trabalho. O
experimento de Silva (2012) foi conduzido na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia, Brasil, entre 0s meses de outubro e
dezembro de 2010. Os resultados da concentracdo dos seis principais componentes
majoritarios do Oleo essencial de folhas e inflorescéncias de plantas cultivadas de Lippia
origanoides Kunth submetidas a trés pulverizacGes foliares sdo mostrados no Anexo deste
trabalho.

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Diferentes concentracfes das 12 amostras de 0leos essenciais (1% e 32 coletas) (Tabela
1) foram individualmente testadas contra micro-organismos através da determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Microbicida Minima (CMM),

descritas a seguir.
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Tabela 1. Concentracdo dos 0leos testados extraidos das plantas da primeira e terceira coletas de folhas e
inflorescéncias de Lippia origanoides apds tratamento com horménios reguladores do metabolismo vegetal e
agua de acordo com 0 micro-organismo testado.

Micro-organismos testados

Oleo - Concentragéo testada no MIC (uL.mL™)

12 coleta 32 Coleta
AAS 20 AAS 20
S. aureus CCMB 262 2'22 58 zﬁz ;8
H,0 20 H,O 20
STM 20 STM 20
AAS 20 AAS 20
Al 20 Al 20
BAP 20 BAP 20
S. aureus CCMB 263 GA; 20 GA; 20
H,0 20 H,O 20
STM 30 STM 20
AAS 40 AAS 20
Al 30 Al 40
_ BAP 40 BAP 30
E. coli CCMB 261 GA, 40 GA; 30
H,0 30 H,0 40
STM 30 STM 40
AAS 40 AAS 20
Al 30 Al 40
. BAP 40 BAP 30
E. coli CCMB 284 GA; 40 GA; 30
H,0 30 H,0 40
STM 40 ST™M 40
AAS 40 AAS 20
Al 30 Al 40
BAP 40 BAP 40
B. cereus CCMB 282 GA 40 GA; 30
H.0 30 H,0 40
STM 40 STM 40
AAS 15 AAS 20
. BAP 20 BAP 20
C. albicans CCMB 266 GA; 20 GA; 20
H,0 20 H.0 20
STM 15 STM 20
AAS 20 AAS 20
. BAP 20 BAP 20
C. albicans CCMB 286 GA; 20 GA; 20
H,0 20 H.0 20
STM 20 STM 20

AAS — Acido Acetilsalicilico; AJ — Acido Jasménico; H,O — Agua Destilada (Testemunha); GA3 — Acido
Giberélico; STM — Stimulate® e BAP — 6-Benzilaminopurina.
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3.2.1 Micro-organismos Teste

Os micro-organismos utilizados neste estudo foram: Escherichia coli (CCMB 261),
sensivel a trimetoprima e resistente a fluconazol, Escherichia coli (CCMB 284), resistente a
sulfonamida, Staphylococcus aureus (CCMB 262) resistente a estreptomicina e
dihidrostreptomicina, Staphylococcus aureus (CCMB 263), resistente & novobiocina, Bacillus
cereus (CCMB 282), Candida albicans (CCMB 286) e Candida albicans (CCMB 266). As
bactérias foram cultivadas em Agar Mueller-Hinton (AMH) a 37°C por 24 h, e as leveduras
foram cultivadas em AMH a 28°C por 48 h. Estes micro-organismos foram obtidos da
Colecédo de Culturas de Micro-organismos da Bahia (CCMB) da Universidade Estadual de
Feira de Santana-BA.

3.2.2 Determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada utilizando-se a metodologia, com modificacdes,
descrita na CLSI (2002; 2003), para as leveduras, e na CLSI (2003), bactérias, para os 6leos
essenciais da espécie estudada. Os testes foram realizados em Caldo Miieller-Hinton (CMH).

Em microplacas estéreis com 96 pocos de poliestireno foram inicialmente distribuidos
90 puL do CMH duas vezes concentrado (CMH [2X]) nos pocos de nimeros 1A a 9A e dos
pocos 1B a 1H (demais pogos), foram distribuidos 90 uL do CMH uma vez concentrado
(CMH [1X]) (Figura 2).

Os 6leos testados foram utilizados nas concentracdes de 40, 30, 20 e 15 pL.mL™ de

acordo com o descrito na Tabela 1.
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Figura 3 Esquema da placa de 96 pogos para determinacdo da CIM. M.O 1; M.O 2 e M.O 3: Controle dos
micro-organismos 1, 2 e 3. Oleo: Controle do 6leo testado (50 pL de éleo + 90 pL CMH [1x]). CMH [1x] e [2x]:
Controle do meio de cultivo (Caldo Miieller-Hinton) concentrado 1x e 2x, respectivamente.
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A cada pogo de 1A a 9A, além dos 90 uL do CMH [2X], foram adicionados 90 uL do
6leo (Figura 3). Em seguida, foram feitas dilui¢cGes seriadas retirando-se 90 pL dessa mistura
(meio liquido de cultivo e 0leo), transferindo-a para os pogos seguintes que continham 90 pL
do CMH [1X]. Ao chegar aos ultimos pogos (linha H) foram descartados 90 uL da mistura
caldo/6leo para que todos 0s pogos tivessem o mesmo volume de 90 uL. Depois de realizadas
as diluicdes em todos os pocos, foram adicionados 10 uL da suspensdo do micro-organismo-
teste na concentracdo de 1,5 x 10® UFC.mL™ para bactérias e 1,5 x 10° UFC.mL™ para
leveduras, tendo cada pogo agora um volume final de 100 pL. Foram feitos os controles da

esterilidade do meio de cultura, viabilidade microbiana e esterilidade dos extratos.

Figura 4 Esquema da execucao da dilui¢do seriada para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima dos
6leos essenciais das folhas e inflorescéncias de Lippia origanoides Kunth. Foto: A autora (2013).

Apbs o periodo de incubagdo foi adicionados 30 pL do revelador Resazurina 0,01%,
preparado de acordo com o fabricante. As placas foram colocadas de volta a temperatura de
incubacdo, por um periodo de 3 horas apds o qual fez-se, entdo, a leitura da CIM.

Para avaliagdo da Concentracdo Microbicida Minima (CMM), as concentragdes que
inibiram o crescimento dos micro-organismos foram semeadas em &gar Mdueller Hinton e
incubadas em estufas por 24 h a 37 °C para bactérias, e por 48 h a 28°C para leveduras, para
posterior observacdo do crescimento dos indculos. Foi considerada como CMM a menor
concentracdo do Oleo testado capaz de exercer efeito microbicida (bactericida ou fungicida),

ou seja impedir o crescimento microbiano na placa contendo meio AMH.
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3.2.3 Avaliacdo da Atividade Citotdxica

O bioensaio com Artemia salina foi baseado na tecnica descrita por Meyer et al.
(1982) com algumas modificacBes. Foram utilizados 10 mg de cistos viaveis de A. salina em
1000 mL de agua preparada com 30 g de sal marinho sintético. Os ovos de A. salina foram
incubados a temperatura ambiente por 48 h em sistema de aquario (25 x 24 x 12 cm) para que
houvesse a eclosdo das larvas. Com o auxilio de uma fonte de luz, as larvas foram atraidas e
coletadas. Foram realizadas dilui¢des seriadas dos Oleos essenciais da espécie estudada, por
adicéo de solucdo salina (NaCl a 0,45%) de modo a possibilitar a obtencéo das concentracGes
finais de 40, 20 e 10 pL.mL™ de 6leo, bem como concentracdes referentes aos menores
valores de MIC (0,62 pL.mL™?, 0,31 pL.mL™ e 0,15 pL.mL™). Com auxilio de uma pipeta
graduada, foram transferidas 10 larvas para cada tubo de ensaio. Apds 24 h em contato com a
suspensdo dos Oleos, realizou-se a contagem do nimero de larvas sobreviventes através da
observacdo em lupa estereoscopica (Figura 4). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata para as amostras contendo os 0leos essenciais e amostras controle. O calculo da
concentracdo letal média (CL50) dos 6leos foi feito a partir das trés concentracBes estudadas
utilizando o teste dos Probitos usando o programa SPSS 9.0.

Figura 5: Observacdo das artemias em lupa estereoscépica. Foto: A autora (2013).
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados obtidos foi realizada a Andlise de Variancia (ANOVA) pelo
teste F, utilizando o software Statistica 7.0.0. Em seguida realizou-se o Teste de Comparagao

Multipla de Tukey para avaliar a diferenca entre as médias dos dados obtidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELA
CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM/MIC)

A Figura 6 mostra placa de 96 pocos com resultados do teste antimicrobiano realizado
frente a E. coli CCMB 261; B. cereus CCMB 282 e E. coli CCMB 284 utilizando o 6leo
resultante da primeira coleta de folhas e inflorescéncias de Lippia origanoides Kunth ap6s
recebido o tratamento com agua destilada, cujo valores de MIC s&o 1,87 uL.mL™ (colunas 1-
3); 0,93 uL.mL™ (colunas 4-6)e 1,87 pL.mL™ (colunas 7-9), respectivamente.
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Figura 6 Placa de determinacdo da concentracdo inibitoria minima, representando a diluicdo em série do dleo
essencial da folha de Lippia origanoides Kunth. Tratamento recebido: H,O - 12 coleta. Colunas 1-3 contra E. coli
CCMB 261, CIM 1,87 puL.mL™; Colunas 4-6 contra B. cereus CCMB 282 CIM 0,93 pL.mL™" e Colunas 7-9
contra E. coli CCMB 284 CIM 1,87 pL.mL*; CMH 1X e CMH 2X: Controles do meio de cultura (CMH) [1x] e
[2x], respectivamente; Oleo: Controle do 6leo testado e M.O. 1; M.O. 2 e M.O. 3: controle do crescimento dos
micro-organismos-teste E. coli CCMB 261, B. cereus CCMB 282 e E. coli CCMB 284, respectivamente.

A Tabela 2 apresenta os resultados da concentracio inibitéria minima (uL.mL™) dos
Oleos extraidos das plantas da primeira e terceira coletas apds tratamentos com diferentes
compostos reguladores do metabolismo vegetal (AAS, AJ, BAP, GA3 e STM) e agua
destilada (controle) frente as cepas bacterianas Gram-positivas: S. aureus CCMB 262, S.
aureus CCMB 263, B. cereus CCMB 282; Gram-negativas: E. coli CCMB 261, E. coli
CCMB 284, e as leveduras: C. albicans CCMB 266 e C. albicans CCMB 286.
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Tabela 2 Concentrages Inibitérias Minimas (uL.mL™) dos 6leos essenciais de Lippia origanoides Kunth,
resultantes das plantas da primeira e terceira coletas apds tratamentos com diferentes compostos reguladores do
metabolismo vegetal.

- S.a. | S.a. E.c. | E.c. | B.c. C.a| Ca
Espécie Coleta | Tratamentos o62* | 263% | 261% | 284* | 282* | 266* | 286*
AAS 125 | 031 | 062 | 062 | 0,62 | 0,93 1,25

Al 031 | 031 | 093 | 093 | 093 | 1,25 1,25

1a BAP 0,62 125 | 062 | 062 | 0,62 5,0 1,25

GA3 0,15 | 0,62 | 062 | 0,62 | 0,62 1,0 0,62

Lippia H,O 0,62 125 | 1,87 | 187 | 0,93 5,0 1,25
origanoides STM 031 | 023 | 3,75 | 0,62 | 0,62 7,5 0,62
Kunth AAS 031 | 015 | 125 | 0,62 | 0,62 2,5 1,25
Al 1,25 2,5 1,25 | 1,25 | 0,62 2,5 1,25

32 BAP 2,5 2,5 1,87 | 093 | 0,62 5,0 1,25

GA3 2,5 5,0 7,5 7,5 1,87 | 031 1,25

H,O 1,25 2,5 1,25 | 1,25 1,25 2,5 1,25

STM 2,5 2,5 125 | 1,25 | 0,62 2,5 1,25

* ndmero de identificacdo dos micro-organismos pela Colecdo de Cultura de Micro-organismos da Bahia
(CCMB); B. c.- Bacillus cereus, C. a. — Candida albicans, E. ¢. — Escherichia coli e S. a. — Staphylococcus
aureus. Acido Acetilsalicilico — AAS; Acido Giberélico — GA3; Acido Jasmonico — AJ; 6-Benzilaminopurina —
BAP; Stimulate®— STM; Agua Destilada (Testemunha) — H,0.

Os resultados obtidos mostraram a presenca da acdo antimicrobiana dos 6leos testados
frente a todos 0s micro-organismos teste, porem em diferentes intensidades. Nota-se que 0s
resultados pelo método MIC foram, em geral, melhores (menores valores de MIC) com os
6leos da primeira coleta, exceto para C. albicans CCMB 266. As duas cepas de S. aureus
testadas foram as mais sensiveis aos 6leos da primeira coleta. Para os 6leos da terceira coleta
as cepas de B. cereus CCMB 282 e C. albicans CCMB 286 foram a mais sensivel aos 6leos
testados (Tabela 2).

Considerando os 6leos, na primeira coleta os Oleos que, em geral, apresentaram
melhores efeitos antimicrobianos, quando comparados com o controle (H,O), foram GAS3,
AAS e AJ. Na terceira coleta o 6leo resultante do tratamento com o AAS foi o que apresentou
os menores valores de MIC, sendo assim considerado o mais efetivo. Portanto foi observado
que o Oleo resultante do tratamento com o AAS apresentou 0 melhor resultado antimicrobiano
considerando as duas coletas. O dleo resultante do tratamento GA3 da terceira coleta foi a
amostra que apresentou o maiores resultado de MIC, sendo seus valores, em geral, mais que
duas vezes maiores que o controle (H,O) (Tabela 2).

A Figura 7 ilustra os resultados obtidos através da analise de variancia dos valores de
MIC (uL.mL™) em relacdo aos 6leos essenciais de Lippia origanoides obtidos apds
tratamento com agentes reguladores do metabolismo vegetal (AAS, AJ, BAP, GA3 e STM) e

agua, da primeira e terceira coletas.
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Figura 7 Andlise de variancia dos valores de MIC em relacdo aos 6leos essenciais de Lippia origanoides obtidos
apos tratamento com agentes reguladores do metabolismo vegetal e dgua, da primeira e terceira coletas. As
barras verticais indicam intervalo de confianca de 0,95. Acido Acetilsalicilico — AAS; Acido Giberélico — GA3;
Acido Jasménico — AJ; 6-Benzilaminopurina — BAP; Stimulate®— STM; Agua Destilada (Testemunha) — H,O.

Na Figura 7 foi observado que, quando avaliadas as duas coletas conjuntamente,
houve diferenca estatistica do 6leo obtido ap6s tratamento com o AAS em relacdo aos dleos
obtidos apds tratamento com o BAP, GA3, H,O e STM, porém esta ndo houve esta diferenca
do AAS em relacdo ao 6leo obtido apos tratamento com o AJ. Assim, ndo se pode inferir qual
tratamento foi 0 mais efetivo frente aos micro-organismos testados, quando analisadas as duas
coletas conjuntamente.

A Figura 8 mostra os valores de MIC (uL.mL™) em relacdo aos micro-organismos
testados com os 6leos essenciais de Lippia origanoides obtidos apds tratamento com agentes
reguladores do metabolismo vegetal (AAS, AJ, BAP, GA3 e STM) e &gua, para os dois

periodos de coleta.
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Figura 8 Anélise de variancia dos valores de MIC em relacdo aos micro-organismos testados com os 6leos
essenciais de Lippia origanoides obtidos apds tratamento com agentes reguladores do metabolismo vegetal e
agua, da primeira e terceira coletas. As barras verticais indicam intervalo de confianca de 0,95. B. c.- Bacillus
cereus, C. a. — Candida albicans, E. c. — Escherichia coli e S. a. — Staphylococcus aureus.

Na Figura 8 foi possivel observar uma diferencga significativa entre as cepas de C.
albicans CCMB 266 e CCMB 286, sendo possivel notar que a cepa de C. albicans CCMB
266 foi mais resistente aos Gleos testados do que a cepa de C. albicans CCMB 286, tanto da
primeira quanto da terceira coleta, indicando uma diferenca no perfil de sensibilidade destas
cepas (Tabela 2). Alguns autores (SANGLARD, 2003; PRASAD e SMRITI, 2002) afirmam
que existem diversos mecanismos pelos quais as leveduras se tornam resistentes aos
antifangicos. A resisténcia pode resultar da (a) super expressdo do gene ERG11, que codifica
uma enzima envolvida na desmetilacdo de 14-a-lanosterol; (b) uma diminuicdo da afinidade
do mutante Ergllp por azéis; (c) incapacidade de células em acumular antifingicos devido a
super expressao dos genes MDR1, CDR1 e CDR2 que codificam grandes bombas de efluxo
de drogas que utilizam a forga préton-motiva e ATP para o transporte de drogas através da
membrana plasmatica, e finalmente (d) uma alteracdo da via de biossintese de ergosterol,
decorrentes da inativacdo do esterol Cb5,6-dessaturase codificada pelo gene ERGS.
Considerando essa informacdo, pode-se supor que talvez esses mecanismos estejam
envolvidos na discrepancia de resposta encontrada nesse estudo para as cepas de C. albicans.

Por outro lado, ndo houve diferenga estatistica significativa entre os valores de MIC
encontrados para as cepas de E. coli CCMB 261 e CCMB 284, bem como entre as cepas de S.
aureus CCMB 262 e CCMB 263 (Figura 8). Indicando que houve semelhanga no perfil de

sensibilidade entre as cepas de cada micro-organismo para os 0leos testados, ainda que tenha
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prevalecido maior sensibilidade dos micro-organismos aos Oleos resultantes da primeira
coleta (Figura 8).

Foi também realizada a andlise de variancia dos valores de MIC em relacdo ao periodo
de coleta das plantas ap0s tratamento com agentes reguladores do metabolismo vegetal e

agua, da primeira e terceira coletas (Figura 9).
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Figura 9 Andlise de variancia dos valores de MIC em relagéo ao periodo de coleta das plantas apds tratamento
com agentes reguladores do metabolismo vegetal e agua, da primeira e terceira coletas. As barras verticais
indicam intervalo de confianga de 0,95. a — primeira coleta; b — terceira coleta.

Na Figura 9 notou-se que a variacao nos valores de MIC necessarios para a inibicao do
crescimento microbiano estd associada a época de coleta da planta (1* ou 3?2 coleta),
provavelmente devido as variagdes na composicao quimica do 6leo essencial entre as duas
coletas. Diversos autores (KOENEN, 2001; LOPES et al., 1997; DUSCHATZKY et al., 1999;
MOUDACHIROU et al., 1999 e DE VASCONCELOS SILVA et al., 1999) afirmam que a
época, e até mesmo o numero de horas que as plantas recebem de luz solar, podem influenciar
a fitoquimica e a produtividade do 6leo essencial das mesmas, uma vez que alguns compostos
podem ser acumulados em um determinado periodo para responder as mudangas ambientais.
Entretanto, no trabalho de Silva (2012) foi observado que os compostos majoritarios (p-
cimeno, carvacrol, y-terpineno, (E)-cariofileno, timol e biciclogermacreno) encontrados em
todos os Oleos das plantas submetidas aos tratamentos com agentes reguladores do
metabolismo vegetal (AAS, AJ, BAP, GA3 e STM) e &gua ndo diferiam com relacdo a

concentragdo dos mesmos em todos 0s tratamentos (Anexo).
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Foram observadas diferencas também no tipo de inibi¢cdo (bacteriostatico ou
bactericida) que os micro-organismos testados sofreram, sendo 0,62 pL.mL™ o menor valor
de Concentracdo Microbicida Minima (CMM) obtido para alguns 0leos contra as bactérias E.
coli CCMB 261, E. coli CCMB 284 e B. cereus CCMB 282. Os resultados da CMM dos 6leos
resultantes da primeira coleta, mais uma vez, apresentaram melhores resultados (menores
valores de CMM), reafirmando a maior eficiéncia dos mesmos também como microbicidas
(Tabela 3), especialmente contra as bactérias anteriormente citadas.

Tabela 3 Concentragdes Microbicidas Minimas (uL.mL™) dos 6leos essenciais de Lippia origanoides Kunth,

resultantes das plantas da primeira e terceira coletas ap6s tratamentos com diferentes compostos reguladores do
metabolismo vegetal.

Espécie Coleta | Tratamentos S.a S.a E.c. E.c. B.c. ca C.a
262* | 263* | 261* | 284* | 282* 266* | 286*
AAS N N 0,62 0,62 0,62 N N
Al 2,5 N 3,75 3,75 N N N
1 BAP N N 0,62 5,0 0,62 N N
GA3 5,0 N 1,25 1,25 0,62 N N
- H,O N N 1,87 1,87 0,93 N N
Lippia
origanoides STM N 3,75 3,75 1,25 0,62 N N
Kunth AAS N N N 0,62 1,25 N N
Al N N 1,25 2,5 0,62 N N
3 BAP N N 3,75 1,87 0,62 N N
GA3 N N N 7,5 3,75 N N
H,O N N 2,5 1,25 1,25 N N
STM N N 1,25 1,25 0,62 N N

* ndmero de identificagdo dos micro-organismos pela Cole¢do de Cultura de Micro-organismos da Bahia (CCMB);
N: amostra sem atividade microbicida; B. c.- Bacillus cereus, C. a. — Candida albicans, E. c. — Escherichia coli e S.
a. — Staphylococcus aureus. Acido Acetilsalicilico — AAS; Acido Giberélico — GA3; Acido Jasmonico — AJ; 6-
Benzilaminopurina — BAP; Stimulate®— STM; Agua Destilada (Testemunha) — H,0.

Considerando os resultados de MMC (Tabela 3), foi observado que as cepas de E. coli
CCMB 261 e 284 e a de B. cereus CCMB 282 foram as mais sensiveis aos 6leos testados, ja
que houve acdo bactericida sobre as mesmas da maioria dos 6leos testados, com excecdo dos
oleos resultantes dos tratamentos AJ da primeira coleta, e AAS e GA3 da terceira coleta.

Segundo Betancur-Galvis et al. (2011) é dificil atribuir a atividade antimicrobiana de
uma mistura complexa como um Oleo essencial a algum componente particular e para
determinar a contribuicdo de cada componente principal a atividade do Oleo de L.
origanoides, estes autores avaliaram a atividade antifingica do timol, carvacrol, p-cimeno e
gama-terpineno. Nesse estudo, apenas timol e carvacrol foram ativos contra os fungos
avaliados (Candida parapsilosis ATCC 22019), C. krusei ATCC 6258, Aspergillus flavus
ATCC 204304 e A. fumigatus ATCC 204305), no entanto, os valores de MIC foram

superiores aos encontrados para 0s Oleos. Nesse estudo, assim como no realizado por
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Cosentino e outros (1999), ndo houve atividade para o p-cimeno e o0 gama-terpineno. Ja
Tampieri et al. (2005) relataram que monoterpenos como gama-terpineno, p-cimeno e
carvacrol apresentaram boa atividade antiftingica, na concentragdo de 100 mg.mL™, contra C.
albicans.

Costa (2005) estudou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. origanoides
através da metodologia de difusdo em disco e observou atividade contra Pseudomonas
aeruginosa (13,5 mm de halo de inibigcdo), valor préximo ao obtido com o antibiético
novobiocina (16 mm), e Candida albicans (9 mm), tendo melhor resultado que o antibiotico
nistatina (8 mm). Estes metabolitos também se mostraram ativos contra cepas de Candida
parapsilosis, Candida guilliermondii, Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum,
Fonsecaea pedrosoi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus, Lactobacillus casei e
Streptococcus mutans (OLIVEIRA et al., 2007).

Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2010) ap6s testarem o carvacrol e o cimeno
contra V. cholerae perceberam que embora o cimeno néo iniba o crescimento das bactérias,
ele pode melhorar a atividade antimicrobiana de carvacrol, e independentemente da estirpe
bacteriana a atividade antimicrobiana de carvacrol aumentou com o aumento da concentracdo
de cimeno. O mecanismo do efeito sinérgico do cimeno sobre a atividade antimicrobiana do
carvacrol ainda € desconhecido, embora o mecanismo de a¢do de ambos 0s compostos tenha
sido extensivamente estudado. O carvacrol pode causar a morte celular, uma vez que danifica
a membrana citoplasmatica levando ao colapso da bomba de prétons e esgotamento do pool
de ATP. Por outro lado, o cimeno tendo uma alta preferéncia pelas membranas
citoplasmaticas, pode causar a tumefacdo da membrana. Assim, é possivel que o efeito
sinérgico do cimeno sobre a atividade do carvacrol se dé porque o acumulo do cimeno
causando a expansdo da membrana plasmatica, aumente o transporte de carvacrol para dentro
da célula (ULTEE, BENNIK e MOEZELAR, 2002).

Para confirmar a correlacdo entre a atividade do 6leo com a percentagem dos seus
componentes principais, Betancur-Galvis et al. (2011) avaliaram a composicao percentual dos
componentes principais do 6leo pelo modelo de regressdo de Cox. Timol e carvacrol foram os
principais componentes, associados a atividade antifngica do 6leo para espécies de Candida.

Os trabalhos de Bakkali et al. (2008), Guarda et al. (2011) e Kurek (2013) mostraram
que o timol e carvacrol, componentes majoritarios dos 6leos esséncias de Lippia origanoides
Kunth, foram altamente eficientes frente a micro-organismos enteropatdgenos (E. coli,

Bacillus, S. aureus e Salmonella).
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No presente trabalho, em todos os oéleos testados, os componentes majoritarios
apresentaram concentragfes com valores muito proximas, tanto na primeira quanto na terceira
coletas (Anexo). Estes resultados poderiam estar indicando que, provavelmente, o0s
componentes majoritarios aqui testados ndo sejam os Unicos ou principais responsaveis pela
acdo antimicrobiana encontrada. E provavel que eles atuem de forma sinérgica na presenca
dos outros componentes minoritarios mais ativos dos 6leos.

Geralmente, os componentes majoritarios refletem muito bem as caracteristicas
biofisicas e biologicas dos 6leos essenciais a partir dos quais eles foram isolados (IPEK et al.,
2005), a amplitude do seu efeito sendo apenas dependente da sua concentragdo, quando foram
testados isoladamente ou em 0leos essenciais (BAKKALI et al., 2008). No entanto, é possivel
que a atividade dos componentes principais seja modulada por outras moléculas pequenas
(BAKKALI et al.,, 2008; HOET et al., 2006). Além disso, é provavel que os varios
componentes dos Oleos essenciais desempenhem um papel na definicdo da fragrancia,
densidade, textura, cor e, acima de tudo, penetracdo celular, atracdo lipofilica ou hidrofilica e

de fixacao nas paredes celulares e membranas, e distribuicdo celular (CAL, 2006).

4.2  AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Com o objetivo de analisar a toxicidade de novos produtos naturais, pode-se utilizar o
ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina, desenvolvido inicialmente para a
deteccdo de compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et al., 1982; NICK, RALI e
STICHER, 1995; RUIZ et al., 2005; LHULLIER et al., 2006; SILVA et al., 2007), e que
também pode ser utilizado para expressar a toxicidade de produtos naturais, como extratos de
plantas e de produtos marinhos (SHOEB et al., 2007; MOTA et al., 2008).

A utilizagdo de bioensaios para 0 monitoramento da bioatividade de extratos, fragdes e
compostos isolados de plantas vem crescendo consideravelmente nos laboratérios de pesquisa
em nivel mundial como método alternativo para o uso de animais de laboratério (NUNES et
al., 2008). Adicionalmente, alguns trabalhos (MCLAUGHLIN et al., 1995; CARBALLO et
al., 2002) mostram boa correlacdo entre o ensaio de letalidade com larvas de A. salina e a
citotoxicidade em linhagens de celulas humanas, além das atividades antitumoral, inseticida
(MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN et al., 1995) e anti-Trypanosoma cruzi (ALVES et al.,

2000) para esses produtos.
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De acordo com o bioensaio realizado, os dleos resultantes das plantas da primeira e
terceira coletas ap0Os tratamentos com diferentes compostos reguladores do metabolismo
vegetal (acido giberélico (100 mg.L™); 6-benzilaminopurina (100 mg.L™); acido jasmonico
(0,105 mg.L™); 4cido acetilsalicilico (90,08 mg.L%); Stimulate® (2%) e &gua destilada,
apresentaram 100% de letalidade nas concentragdes de 40 uL.mL™, 20 pL.mL? e 10 pL.mL™,
bem como nas concentragOes referentes aos menores valores de MIC, 0,62 pL.mL™, 0,31
pL.mL?e 0,15 pL.mL™.

Observaram-se 0s mesmos resultados para as amostras contendo somente o controle
do agente dispersante Tween 80, o que permite inferir que o efeito encontrado se deve a a¢ao
do mesmo e ndo dos Oleos essenciais testados no experimento, assim ndo sendo possivel

determinar e avaliar a existéncia de acdo citotoxica destes.
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CONCLUSAO

Os resultados relativos ao potencial antimicrobiano de Lippia origanoides variaram de
acordo com o tratamento recebido (&cido giberélico; 6-benzilaminopurina; &cido jasmonico;
4cido acetilsalicilico; Stimulate® e 4&gua), periodo de coleta e o micro-organismo,
demonstrando a variedade quimica presente nas amostras testadas, suas possiveis interacdes,
além da suscetibilidade dos micro-organismos testados.

Quanto aos microrganismos testados, foi observada uma variagdo na
sensibilidade/resisténcia dos mesmos, sendo que diferentes cepas de C. albicans apresentaram
diferentes comportamento.

Os 6leos resultantes da primeira coleta de plantas foram, em geral, mais eficientes que
os da terceira. Na primeira coleta, os 6leos resultantes dos tratamentos GA3, AAS e AJ que
apresentaram maior efeito inibitério sobre os micro-organismos testados, quando comparados
com o controle (tratamento das plantas com agua). Na terceira coleta das plantas, o 6leo
resultante do tratamento com AAS foi 0 que se destacou, apresentando os melhores resultados
de MIC. Assim, considerando-se ambas as coletas, o 6leo resultante das plantas que
receberam o tratamento com o AAS, foi 0 que apresentou melhor atividade inibitéria frente
aos microrganismos testados.

Portanto, o presente estudo demonstrou a presenca de atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais de Lippia origandides testados, demonstrando seu potencial como base para
novos farmacos e fundamentando o uso da mesma pela medicina tradicional. Além disso,
evidencia a necessidade da realizacdo de outros trabalhos para a complementacdo e
aprofundamento dos estudos e aplicagdes, como isolamento dos possiveis agentes

antimicrobianos e atividades citotéxicas.
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Anexo 1: Concentracdo dos seis principais componentes majoritarios do éleo essencial de folhas e inflorescéncias de
plantas cultivadas de Lippia origanoides Kunth submetidas a trés pulverizagdes foliares com &cido giberélico (GAs), 6-
benzilaminopurina (BAP), &cido acetilsalicilico (AAS), acido jasmdnico (AJ), Stimulate® e &gua destilada
(testemunha), e avaliadas em trés épocas de colheita. Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

Tratamento Epocas de coleta Média Tratamento Epocas de coleta Média
12 28 3 18 2a 3
p-cimeno Carvacrol
GA; 7,85 8,21 9,12 8,392  GA; 47,23 47,02 42,06 45,44b
BAP 6,18 8,55 8,91 7,882  BAP 52,31 46,52 43,75 47,53a
AAS 7,33 7,82 8,93 8,038 AAS 49,14 45,40 44,85 46,46a
Al 7,23 8,77 9,09 8,371% Al 48,11 47,97 46,39 47,49a
Stimulate® 6,26 7,56 8,63 7,49 Stimulate® 5320 47,80 43,12  48,04a
Testemunha 8,12 9,46 8,68 8,758  Testemunha 45,73 42,52 41,92 43,39
Média 7,16B 8,40A  8,89A Média 49,29A  46,21B  43,68C
CV 1 (%) 11,17 CV 1 (%) 5,44
CV 2 (%) 11,22 CV 2 (%) 5,77
y-terpineno (E)-cariofileno
GA; 9,61 9,57 10,34 9,84* GA; 4,58 4,97 5,09 4,88a
BAP 7,75 10,99 11,36 10,03a BAP 4,29 4,56 4,49 4,453
AAS 9,07 11,33 10,94 10,45a AAS 4,33 4,88 4,56 4,592
Al 8,13 9,92 10,19 9,422 Al 4,89 4,44 4,72 4,68a
Stimulate® 8,63 10,94 10,57 10,05a  Stimulate® 4,42 4,23 5,06 4,57a
Testemunha 10,16 10,17 10,14 10,16a Testemunha 4,85 5,18 5,35 5,12a
Média 8,89B 10,49A 10,59A Média 4,56A 471A 4,88A
CV 1 (%) 9,47 CV 1 (%) 9,67
CV 2 (%) 9,36 CV 2 (%) 9,29
Timol Biciclogermacreno
GA; 3,72 3,75 3,19 3,56b GA; 4,84 5,04 511 4,99a
BAP 4,39 3,90 3,39 3,908 BAP 4,06 4,35 4,79 4,40b
AAS 3,94 3,84 3,72 3,842 AAS 4,59 5,02 4,52 4,71b
Al 3,90 3,93 3,66 3,832 Al 5,17 4,89 4,53 4,60b
Stimulate® 508 4,32 353  43la Stimulate® 4,09 4,36 5,46 4,64b
Testemunha 3,65 3,33 3,19 3,39b  Testemunha 4,91 4,87 5,34 5,04a
Média 411A 3,84A 3,45B Média 4,61A 4,62A 4,96A
CV 1 (%) 9,33 CV 1 (%) 7,22
CV 2 (%) 9,29 CV 2 (%) 11,56

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas ndo apresentam diferenca
significativa segundo os testes estatisticos Scott-Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de probabilidade de erro. CV 1:
referente as parcelas (biorreguladores vegetais), CV 2: referente as subparcelas (época de coleta). (SILVA, 2012)



