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RESUMO

As plantas medicinais vém sendo usadas pelos seres humanos como 0s principais
agentes curativos desde a medicina antiga, e esse uso reflete até os dias de hoje. O
Brasil € considerado um pais rico em biodiversidade, tanto no ambito da flora, como
da fauna. A Caatinga é um local altamente propicio para estudos quimicos e
farmacoldgicos das espécies vegetais. Entretanto, estudos voltados para as espécies
do bioma sao muito limitados a citar, Lippia grata Schauer um arbusto, que pode medir
entre 1-3 m de altura cuja distribuicdo é dada em todo nordeste brasileiro, e Lantana
pohliana € um arbusto que pode atingir entre 1-3 metros e no Nordeste esta distribuida
nos estados de Pernambuco, Paraiba, Sergipe e Bahia. Assim, objetivou-se com este
trabalho realizar um estudo fitoquimico do extrato etandlico bruto das espécies Lippia
grata Schauer. e Lantana cf. pohliana Schauer e suas atividades biologicas. Para
tanto, as espécies foram coletadas no IFSertaoPE, campus Zona Rural, secas,
pulverizadas e os extratos etandlicos brutos obtidos por sonificagdo seguido de
destilagcdo em evaporador rotativo. Posteriormente, cada extrato foi submetido a
triagem fitoquimica, ensaios in vitro de atividade antioxidante (DPPH e [(3-caroteno),
fendis totais, flavonoides totais, toxicidade preliminar frente a Artemia salina,
fingerprint por CLAE-DAD bem como ensaios de atividade antibacteriana frente a
cepas de Staphylococcus aureus e Aeromonas hydrophila. As principais classes
identificadas pela triagem fitoquimica em ambas espécies foram triterpenos e
esteroides. Lippia grata apresentou teores consideraveis de fenois e flavonoides
totais, moderada atividade antioxidante, e alta atividade antibacteriana frente aos
patogenos testados. O método cromatografico utilizado possibilitou a identificagado do
flavondide naringenina na espécie L. grata. Conclui-se que Lippia grata e Lantana cf.
pohliana sdo espécies promissoras e de elevado potencial antibacteriano, entretanto
sugere-se que estudos mais aprofundados sejam realizados.

Palavras-chave: quimica de produtos naturais; atividade bioldégica de produtos
naturais; Staphylococcus aureus; Aeromonas hydrophila
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1 INTRODUGAO

Apesar da medicina moderna esta cosmopolitamente distribuida, o uso da
medicina tradicional ainda € explorado em muitas partes do mundo, a Organizagao
Mundial de Saude estima que cerca de 80% da populagdo de paises em
desenvolvimento, dependem ainda da medicina tradicional, sendo que desse total
85% recorrem as plantas ou preparagdes delas para o cuidado basico de saude
(BRASIL, 2016).

Cada vez mais as pessoas vém recorrendo a tratamentos alterativos de
doengas, e isso se tornou ainda mais pertinente apos a implementagao da fitoterapia
e plantas medicinais na Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) do SUS (MELRO et al., 2020).

Entende-se por planta medicinal, qualquer vegetal, seja ele cultivado ou ndo,
gue possua em sua composicao quimica, moléculas com atividade terapéutica, sendo
essas moléculas utilizadas na fabricagcao de farmacos semissintéticos, uso in natura,
ou ser utilizadas como modelos para sintese de moléculas farmacologicamente ativas
(BRASIL, 2016).

As plantas produzem inumeras substancias quimicas que caracterizam seu
fitocomplexo, estando presente nele inumeras moléculas que serao responsaveis pelo
efeito farmacologico desejado, entretanto, estardo presentes outras moléculas que
poderdo desencadear efeitos toxicoldgicos no organismo (SOUZA & RODRIGUES,
2016).

O conhecimento sobre a composi¢ao quimica de plantas de uso tradicional é
de extrema importéncia, LEE et al., (2019), apontam que apesar de ser datado o uso
tradicional das plantas medicinais mundialmente, sendo muitas dessas informacgdes
compartilhadas a geragdes, é necessario que a populagdo tenha informacdes e
orientagdes suficientes sobre sua administragdo, pois algumas plantas possuem alto
potencial téxico, e seu uso errbneo pode desencadear uma seérie de complicagdes no
organismo, podendo causar até obito.

JAMSHIDI-KIA et al., (2018), relatam que devido o constante aumento da
demanda e aceitagao das plantas medicinais, € importante que a divulgagéo sobre o
conhecimento nessa area seja difundida em todas as camadas da sociedade,

garantindo o uso seguro das mesmas.
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O Brasil € um pais rico em biodiversidade, pelo qual estima-se que cerca de
20% da biodiversidade mundial esteja em terras brasileiras (SIMOES et al., 2003)

A familia Verbenaceae no Brasil, compreende cerca de 16 géneros e 286
espécies, sendo 187 endémicas do Brasil, e se encontram distribuidas em todo
territorio natural (SALIMENA et al., 2015).

No Brasil, 0 género mais representativo é Lippia L., com 82 espécies, sendo 61
endémicas. O género Lantana L. esta representado por 21 espécies, sendo 21
endémicas (Salimena & Mulgura, 2014; SILVA, 2015).

O potencial farmacologico de espécies da familia Verbenaceae é explorado
mundialmente, sua atividade antimicrobiana e potencial terapéutico € comprovado por
diversos especialistas, COSTA et al., (2017) mencionam que seu alto poder biolégico
€ dado através de seus diversos compostos quimicos como carvacrol, timol, citral,
sesquiterpendides e terpendides. Além disso, afirmam que o isolamento de novos
principios ativos a partir de espécies da familia € de grande importancia cientifica,
para a validacdo dos seus usos populares e desenvolvimento de fitofarmacos e
fitoterapicos.

Dentre a lista de 84 espécies de plantas medicinais da colegao do professor
Francisco José de Abreu Matos, a Lippia grata ocupa a 44° posi¢ao, sendo seu uso
muitas vezes realizado como antimicrobiano (MAGALHAES, 2019).

Apesar do uso recorrente e do potencial farmacolégico de espécies de Lippia,
em ambito nacional, foi encontrada uma unica patente depositada no INIPI pela qual
a espécie Lippia grata esta incluida, com IPC A61K 36/85. Apenas 614 relatos foram
encontrados na base de dados do US National Library of Medicine do National
Institutes of Health, e isso € mais escasso quando se trata de espécies nativas
conhecidas popularmente como Alecrim-Pimenta, como é o caso de Lippia sidoides,
Lippia origanoides e Lippia grata. Sendo a quantidade de relatos encontrados: 82, 40
e 4 para as espécies, respectivamente.

Espécies do género Lantana também s&o estudadas por seu grande potencial
farmacoldgico, Patil et al. (2017), realizaram estudos onde comprovaram a atividade
antioxidante, citotoxica e antibacteriana de extratos de folhas de Lantana camara L.

Triterpenoides obtidos de Lantana camara demonstraram alto potencial
antinflamatoério em ensaios in vivo e in vitro (WU et al., 2020).

Além disso, outras espécies do género, como Lantana fucata, encontrada

amplamente na regido nordeste, é usada de forma tradicional para o tratamento de
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inflamacgéo de garganta, tosse, gripe, bronquite e asma (AZEVEDO & SILVA, 2006;
GUARIM NETO & MORAES, 2003; SILVA, 2012; SOUZA & FELFILI, 2006).

Tendo em vista a escassez de estudos, os potenciais biolégicos e
farmacoldgicos das espécies pertencentes aos géneros Lippia e Lantana, o presente
trabalho possui como objetivos avaliar a atividade bioldgica in vifro e o estudo

fitoquimico dos extratos das espécies Lippia grata e Lantana cf. pohliana.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Recorrer as plantas medicinais para o tratamento de doengas € uma pratica
observada desde a antiguidade nas mais diversas culturas, e ainda é praticada e
perpetuada na sociedade atual, principalmente em paises em subdesenvolvimento
(MATTOS et al., 2018).

O uso de plantas medicinais no Brasil € proveniente da miscigenagéao cultural,
tanto de africanos, europeus e indigenas, sendo assim, o brasileiro utiliza-se desse
conhecimento empirico passado entre geragdes. (MARTELLI & CARVALHO et al.,
2019; MELRO, 2019).

A partir da Declaragao de Alma-Ata, publicada em 1998, a Organizagao Mundial
de Saude (OMS) realizou reunides e destacou a importédncia e necessidade da
valorizagado da utilizagcdo de plantas medicinais para fins terapéuticos. Em ambito
nacional, é notorio o interesse popular e institucional pela utilizagao de fitoterapicos e
plantas medicinais (ANVISA, 2021).

SILVA & SILVANA (2018) e MENEZES FILHO & CASTRO (2019) justificam
essa alta aceitacdo das plantas medicinais pela populacédo devido ao facil acesso e
baixo custo de tratamento, além disso, muitas pessoas partem da premissa de que os
produtos naturais sdo menos nocivos a saude quando comparados aos medicamentos
sintéticos.

Entretanto, os riscos relacionados a toxicidade pelo uso de plantas medicinais
sdo tdo usuais quanto imaginamos, CAMPOS et al. (2016) mencionam que 0 uso
tradicional, ou popular, das plantas ndo garante sua efetividade ou segurancga, pois
dependendo da quantidade, modo de preparo, bem como parte da planta utilizada,

pode apresentar riscos toxicologicos.



13

2.2 POTENCIAL TERAPEUTICO DA CAATINGA

O Brasil € considerado um dos paises mais ricos em biodiversidade no mundo,
onde acredita-se que cerca de 20% do numero total de espécies vegetais encontradas
no mundo estdo em terras brasileiras. Dentre as 550.000 espécies estimadas, apenas
55.000 estdo catalogadas, sendo que ndo ha registro de atividade terapéutica para
boa parte destas espécies (SIMOES et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009; CARTAXO
et al., 2010).

E dentre os biomas brasileiros que apresentam maior taxa de biodiversidade e
endemismo, destaca-se a Caatinga.

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro, representando cerca de 13%
do territorio nacional, ocupando uma area de cerca de 912.000 km?, sendo descrita
por uma vegetagcdo arbustivo-arborea, com folhas caducas no verdo, com clima
semiarido-quente, denominando assim, o semiarido nordestino. Tais mecanismos
possibilitam que as espécies que estdo inseridas neste bioma sobrevivam as
condicbes de semiaridez durante boa parte do ano. O bioma € riquissimo em
diversidade de espécies vegetais e possui elevada incidéncia de endemismo, como
mostra o levantamento floristico realizado, onde das 4.322 espécies encontradas na
Caatinga, 744 sao endémicas da mesma (SILVA, 2020).

Estes fatores, tornam a Caatinga um local altamente propicio para estudos
quimicos e farmacoldgicos das espécies vegetais. Entretanto, estudos voltados para
as espécies do bioma sdo muito limitados, principalmente aqueles que abordam o seu
potencial no fornecimento de compostos bioativos. (FERNANDES et al. 2018)

Pesquisadores estimam que apenas 8% da composi¢ao vegetal da Caatinga
possui seus compostos bioativos caracterizados, sendo apenas 1.100 espécies
avaliadas em relac&o aos seus potenciais medicinais (BRITO et al., 2015).

Isso é ainda mais escasso quando se trata de espécies da familia
Verbenaceae, BARROS et al. (2021) realizaram o levantamento da frequéncia de
familias botanicas encontradas em artigos com espécies da caatinga, e mostrou que
dentre as familias listadas, a Verbenaceae era a que possuia menor frequéncia,
apesar de demonstrar alto potencial antiparasitario e antibacteriano. Como mostra os
trabalhos realizados por SOUZA et al. (2011) e FENALTI et al. (2016) onde
confirmaram o potencial antiparasitario de Lippia sidoides frente Haemonchus,
Trichostrongylus e Oesophagostomu.
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Portanto, a valorizacdo e realizacdo de estudos voltados para espécies da
Caatinga ndo s6 deve ao alto potencial terapéutico do bioma, mas também a
conservagao do mesmo. SILVA et al (2017) enfatizaram o efeito da degradacéo
ambiental como um grande fator de risco a perda de planas com potenciais
terapéuticos na Caatinga, principalmente devido as constantes devastagdes por agdes

antropicas de desmatamento, urbanizagao indevida, agropecuaria e queimadas.

2.3 Lippia grata Schauer

Lippia grata Schauer € um arbusto, que pode medir entre 1-3 m de altura,
aromatico, com ramos cilindricos, estrigosos e glandulosos. Possui folhas pecioladas,
ldamina ovulada com apice agudo ou obtuso e margem crenada e densamente coberta
por tricomas glandulares sésseis em ambas as faces. Consiste em uma planta nativa
do Brasil, cuja distribuicdo € dada em todo nordeste brasileiro e & geralmente
encontrada em solos arenosos, calcareos ou rochosos a 350-1600 m de elevagao
(SALIMENA et al., 2015; O'LEARY et al., 2012).

Figura 01: Exemplar de Lippia grata Schauer coletada no Campus Petrolina Zona
Rural do IF Sertdo. Fonte: Autoria propria.
A espécie pode ser comumente confundida com Lippia origanoides Kunth pelo
habito, formato das folhas e aroma, entretanto, as bracteas em L. origanoides séo
livres ao passo que em L. grata sédo fundidas (CARDOSO et al., 2018).



Figura 02: Lippia grata Schauer: A. Aspectos gerais da planta; B. Detalhes da
inflorescéncia; C. Bracteas apicais da inflorescéncia fundidas; D. Face adaxial da
folha; E. Face abaxial da folha; F. Pubescéncia da face adaxial da folha; G.

Distribuigdo geografica da espécie. Fonte: O'LEARY et al., 2012.

15
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A espécie é amplamente estudada pelo potencial do seu dleo essencial, um
estudo realizado por FELIX et al. (2020) mostraram que o 6leo essencial de L. grata
coletada em épocas chuvosas apresenta maior variabilidade de constituintes quimicos
e melhor atividade larvicida contra Aedes aegypti, isso devido a presenga em maiores
concentracéo de 1,8 cineol e timol.

O d6leo essencial também €& conhecido por suas grandes potencialidades
farmacoldgicas, principalmente no quesito de dor orofacial, SIQUEIRA-LIMA et al.
(2014;2016) complexaram o 6leo essencial de L. grata com [3-ciclodextrina (um agucar
amplamente utilizando para aumentar a solubilidade em agua e biodisponibilidade de
moléculas como terpenos) e concluiram que o uso complexado do 6leo essencial com

B-ciclodextrina resultou na produgao de uma atividade antinoceptiva maior.

E apesar dos Oleos essenciais serem em boa parte parte das vezes o foco de
estudos com plantas do género Lippia, e principalmente da espécie em questado, os
extratos aquosos e etanolicos de L. grata também possuem grandes potencialidades
antimicrobianas, MACEDO (2019) realizou um experimento e concluiu que o extrato
hidroalcoolico de partes aéreas de Lippia grata apresenta atividade bactericida frente
a isolados de Pseudomonas aeruginosa, enquanto nos ensaios biomonitorados o OE
da espécie nao apresentou nenhuma atividade bactericida, concluindo que o extrato
de L. grata pode possuir importante aplicagcado na implementagao de estratégias como
agentes de suporte aos antimicrobianos e agao antibiofilme, sendo bastante promissor

no combate de microrganismos patogénicos.

O extrato hidroalcéolico das folhas de Lippia grata também demonstrou alto
potencial antimicrobiano, devido a presenca de flavonas, flavonoides e flavondis,
estes compostos conseguem formar complexos com proteinas extracelulares e com
a parede celular bacteriana, acarretando assim, na ruptura da membrana (ARAUJO,
2014).

Pouco ainda é estudado acerca dos potenciais bioldgicos do extrato da espécie,
sendo estudos como este de suma importancia para a compreensao e entendimento
de quais moléculas estdo possivelmente envolvidas nos mecanismos de agao

relacionados as atividades que sao reportadas na literatura para Lippia grata.
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2.4 Lantana pohliana Schauer

Lantana pohliana (Figura 03) € um arbusto que pode atingir entre 1-3 metros
de altura, possui ramos inermes longos, ramos e peciolos glandulosos e hirsutos.
Folhas decussadas, cartaceas, deciduas, base subcordada a cordada, margens
serreadas, com face adaxial hirsuta e glandular com tricomas simples e glandulares,
face abaxial vilosa, tricomas simples e nervuras adpressas. Fruto ovoide, vinaceo e
com mesocarpo suculento. A espécie € endémica do Brasil e no Nordeste esta
distribuida nos estados de Pernambuco, Paraiba, Sergipe e Bahia (SILVA, 2020).

Nao ha relatos de estudos fitoquimicos e etnofarmacoldgicos voltados para L.
pohliana, reforgando ainda mais a importancia do conhecimento das potencialidades
da flora da Caatinga. Entretanto, o género Lantana é amplamente estudado por seus
efeitos terapéuticos.

Figura 03: Aspectos florais e dos frutos de Lantana pohliana Schauer coletada no
Campus Petrolina Zona Rural do IF Sertdo. Fonte: Autoria propria.

NEA et al. (2021) investigaram a fitoquimica e a atividade bioldgica de Lantana
rhodesiensis, espécie utilizada vastamente no tratamento de doengas como
reumatismo, diabetes e malaria pela medicina tradicional. Foi observado a presenca
majoritamente de compostos fendlicos incluindo flavonoides no extrato das folhas da
espécie, foram também detectados de forma moderada a presenca de triterpenos e

esterdides no extrato. Ensaios antimalarico e antioxidante foram também realizados e
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foram observados resultados muito satisfatérios da atividade biologica, isso devido a
presenca de compostos polifendlicos no extrato.

Outra espécie do género Lantana que € bastante utilizada na medicina
tradicional brasileira € a Lantana canescens, conhecida como “cidreirinha”, usada
principalmente no tratamento de dor e inflamag&o. Estudos in vivo realizados por
LENCINA et al (2021) avaliaram a fitoquimica e o potencial anti-inflamatorio do extrato
hidroalcoolico das partes aéreas da espécie, e observou a presenca de iridoides
glicosilados, verbacosideo e flavonoides. Nos ensaios toxicoldgicos e farmacologicos,
o extrato hidroalcoolico de L. canescens nao apresentou toxicidade aguda na dose
utilizada (200mg/kg) e o mesmo foi capaz de reduzir a formagéo de edema de pata
em camundongos.

A espécie Lantana camara também & amplamente estudada pelas suas
inumeras atividades farmacoldgicas, e é a principal representante do género. Analises
fitoquimicas mostraram a presenca de alcaldides, flavonoides, compostos fendlicos,
esteroides e glicosideos cardiotonicos (ETUH et al., 2021).

Estudos voltados a realizagdo de investigacbes fitoquimicas e ensaios
farmacolégicos dos extratos de Lantana cf. pohliana é de suma importancia, uma vez
que a planta € endémica do Brasil, e estudos prévios realizados com outras espécies

do mesmo género demonstraram resultados promissores.

2.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE PRODUTOS NATURAIS

A resisténcia bacteriana a diferentes classes de antibidticos é algo pertinente e
de grande preocupacdo na atualidade. Acredita-se que a resisténcia por estes
microrganismos surge quando uma bactéria sensivel a um tipo de medicamento é
exposta a antibiéticos num organismo hospedeiro de forma prolongada,
desencadeando assim, processos de mutagdes (ANDERSSON et al., 2020).

Além do uso desnecessariamente prolongado a prescrigdo de antibioticos
visam o tratamento de infecgbes leves. A prescricdo as vezes acontece de forma
errbnea, e casos como estes contribuem para a poluicdo global por antibiéticos e
principalmente a resisténcia (BAQUERO et al., 2015).

Mundialmente muitas moléculas oriundas de plantas, algas, fungos etc. sdo
estudadas visando o seu potencial antibacteriano. Desde do descobrimento da
penicilina nos anos 90, os produtos naturais vém sendo vistos como uma grande fonte

de desenvolvimento de drogas antibidticas. Dentre as 9 classes de antibioticos
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conhecidas, 6 sao representadas por compostos oriundos de forma natural, onde
apenas 3 foram concedidas através da quimica sintética (Figura 04). E possivel
observar a complexidade e diversidade molecular dos compostos antibiéticos oriundos
de produtos naturais quando comparados com as classes sintéticas (ROSSITER et
al., 2017).

CLASSES DE ANTIBIOTICOS ORIUNDOS DE FORMA NATURAL. CLASSES DE ANTIBIOTICOS ORIUNDOS DA QUIMICA SINTETICA.
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Figura 04: Classes representativas dos antibioticos da era moderna. Fonte: Autoria
prépria.

A necessidade pela descoberta por novos antibioticos esta aumentando de
forma drastica atualmente, pois além do uso humano, os antibidticos sdo também
utilizados na pecuaria de forma profilatica no aumento de peso dos animais e
prevencdo de doencas (VENTOLA, 2015). Cepas de Salmonella resistentes a
antibioticos vém sendo identificadas em carnes moidas (WHITE, 2001) e acredita-se
que isto esteja diretamente relacionado ao uso de antibioticos de forma constante pela
industria agropecuaria.

Tendo em vista isso, diariamente os cientistas procuram incansavelmente
novas moléculas com alto potencial antibacteriano e seguras para o uso em animais
e humanos. Visando evitar o uso da antibioticoterapia em casos de infecgdes leves.

ROSSITER et al (2017) mencionam que os produtos naturais apresentam altos
indices de atividade biologica, e estes, podem ser utilizados em combinagdo com a
quimica de sintese visando criar novas moléculas que consigam agir sob os mais

diferentes mecanismos de resisténcia bacteriana.
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Muitos estudos mostram que a combinacgao de produtos naturais e antibioticos
podem efetivamente prolongar a vida util dos medicamentos ja existentes e minimizar
o impacto e o surgimento de novas bactérias resistentes. Um exemplo claro seria a
combinagao de constituintes de dleos essenciais como carvacrol, ferruginol e uvaol e
antibiéticos, uma vez que esta combinagcao se demonstrou extremamente eficiente na
inibicgdo da bomba de efluxo. Compostos derivados de plantas como o acido galico e
acido tanico sdo também grandes potencializadores de antibidticos, aumentando em
até 4 vezes a poténcia de farmacos como novobiocina e rifampicina (SADEER et al.,
2021).

Sendo assim, a descoberta de novas moléculas, ou combinacgdes destas se faz
de grande importancia, uma vez que as espécies da familia Verbenaceae sé&o

amplamente estudadas pelo seu grande potencial antimicrobiano.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
e Realizar um estudo fitoquimico do extrato etandlico bruto das espécies Lippia

grata Schauer. e Lantana cf. pohliana Schauer e suas atividades bioldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as principais classes de compostos presentes nos extratos a partir
dos testes preliminares;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos pelos métodos DPPH e -
caroteno;

e Realizar a toxicidade preliminar dos extratos frente a Artemia salina;

e Efetuar a avaliagdo antibacteriana dos extratos frente a Staphylococcus aureus
e Aeromonas hydrophila;

¢ |dentificar os marcadores quimicos dos extratos pelo método de CLAE-DAD.
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4 METODOLOGIA

As analises laboratoriais foram realizadas no laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), localizado na Av. José
de Sa Manigoba, s/n - Centro, Petrolina - PE, 56304-205.

4.1 COLETA E PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO

As partes aéreas de Lippia grata e Lantana cf. pohliana foram coletadas no IF
Sertdo Campus Petrolina Zona Rural (Figura 05) no més de maio de 2021, sob as
seguintes coordenadas geograficas, 9°20'13,51”S 40°41°36,96°0 e 9°20'22,57”S
40°41°38,37”0, respectivamente. Posteriormente foram devidamente identificadas
seguindo as normas de taxonomia vegetal da familia Verbenaceae. O material
botanico fresco foi seco em estufa de aquecimento com circulagédo de ar continua na
temperatura de 45 °C até a estabilizacdo da massa, obtendo massa final de 172 g e
123 g, respectivamente, para L. grata e L. cf. pohliana. Em seguida, as drogas vegetais

foram pulverizadas em moinho de facas utilizando uma malha fina.
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Flgura 05: Pontos de coleta das espécies no IF Sertdo Campus Petrolina Zona
Rural. Fonte: Google Earth.

ApOos pulverizados, os materiais foram submetidos a extragcédo por sonificagéao
em etanol >95%, utilizando um banho ultrassénico. Foram realizados 10 ciclos com
10 minutos de duragao cada foram realizados ao total, a fim da obtengao da solucao
extrativa, que foi filtrada em filtro de papel e concentrada em rotaevaporador na
temperatura de 50 °C.
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Figura 06: Processos de extragao por sonificagao e filtragem da solugao extrativa

etandlica. Fonte: Autoria prépria

Em seguida, os extratos etandlicos bruto das espécies foram armazenados em
potes de vidro e levados a estufa de circulagao de ar continuo a 35 °C por trés dias
visando a evaporacgao total do solvente, e posteriormente armazenados em freezer

até a realizagao dos ensaios previstos.

4.2 ESTUDO FITOQUIMICO

4.2.1 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica dos extratos etandlicos brutos de ambas espécies foi
realizada utilizando placas de cromatografia delgada Silicycle TLC — Aluminum F254,
no tamanho de 4 cm de comprimento e 5 cm de altura. As amostras foram
solubilizadas de acordo com sua polaridade, e uma aliquota de cada extrato foi
aplicado, com um auxilio de um capilar de vidro, a 1 cm da borda inferior,
posteriormente as placas foram eluidas utilizando diferentes sistemas de solventes
(Tabela 01), visando a identificagdo das principais classes de metabdlitos especiais,
seguindo a metodologia descrita por WAGNER e BLADT (1996).
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Tabela 01 - Sistemas de solventes, padrdes, reveladores, e forma de detec¢do dos

compostos na triagem fitoquimica por CCDA.

Classe de Sistema Padrao Revelador Deteccao (A)
metabdlitos eluente
UV-254: mancha
Sem escura sobre a
laca
revelador P
UV-365: azul
(eleuterosideo)
Lignanas Cloroférmio: -
metanol: agua > .
el Vanilina Vis: violeta e
(70:30:4) sulfurica marrom
5-10 min a UV-365: azul e
100 °C violeta
UV-254: mancha
escura (minimo
Mono, sesqui Tolueno: Timol Sem ura ( _I I
. . duas C=C)
e diterpenos  acetato de etila revelador
(93:7)
Vanilina Vis: Azul, violeta,
sulfarica laranja, verde,
vermelho e
5-10 min a
100 °C marrom
Sem UV-254: mancha
revelador escura
\ . Vis: violeta e
Naftoquinonas Tolueno: acido Lapachol marrom
férmico (99:1) KOH
etandlico UV-365: Amarelo
10% € marrom
Sem UV-254: mancha
revelador escura sobre a
placa
Vis: verde, azul,
Saponinas Cloroférmio: Saponina Vanilina violeta e

acido acético:

sulfarica 5-
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metanol: agua 10 min a vermelho-
(64:32:12:8) 100 °C marrom
UV-365: verde,
escuro, azul,
violeta
Acetato de etila: Vanilina
Taninos aCId-O a.c’etllco Catequina sulfurica Vis: vermelho
Cond d glacial: acido 5-10 mi
ondensados  fs5rmico: agua -1OOn1|8 a
(100:11:11:26)
Sem Vis: vermeho,
butanol: revelador marelo-marrom
n-butanol. ou verde
Taninos acetona: Acido galico
hidrolisavei tampao fosfato 9 Sulfato UV-365: azul,
idrofisaveis pH 5,0 ferroso violeta
(40:50:10) amoniacal
(XAVIER,2001) (1%)
Vis: cinza a
lho-
Tolueno: Liberman- V(r;r?r?on‘?
Tri cloroférmio: St terol Burchard 5-
rltirpe_r:jos e etanol Igmastero 10 min a UV-365: azul,
esteroides (40:40:10) 110 °C azul-violeta
Cafeina
. extrato .
Anizgcﬁoﬁeégﬂlaa: c(ontendo Dragendorf Vis: marrom
i . ha t
Xantinas (100:13,5:10) ~ ChaPpreto)
UV-254: mancha
escura sobre a
placa
S‘T”; UV-365: azul,
Tolueno: - revelador verde, violeta e
Alcaléid acetato de etila: amarelo
caloides dietilamina
(70:20:10)
Dragendorff ~ Vis: marrom,
laranja-

amarronzado
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Vis: Azul-violeta,

vermelho e
S‘Tn; amarelo
Acetato de etila: revelador
.. acido formico:
Antocianinas .4, acético Azul de Vanilina Vis: amarelo.
glacial: agua metileno sulfurica vermelho-violeta
(100:11:11:26) . e azul-violeta
5-10 min a
100°C
Vis: amarelo
Eter de Sem UV-254: mancha
. petréleo: . revelador escura
Antraquinonas acetato de etila: Antraquinona
acido férmico
(75:25:1) Vis: amarelo
H2SO4 UV-365: Amarelo
etandlico e laranja-
10% amarronzado —
Azul (estilbenos
agliconas)
uVv-254:
fluorescéncia
escura
Ac_((ajtato ?,e efulaf UV-365:
Compostos ZE:dS c;rcrgﬁzcoo. Acido galico Sem amarelo, laranja.
fendlicos glacial:  agua revelador A,y (cumarinas
(100:11:11:26) e
fenilpropandides)
Folin VIS: mancha
ciocalteu escura
UV-254:
manchas
escuras
Sem

revelador
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Tolueno: éter
(1:1 saturado

UV-365: azul,
verde, amarelo e
violeta-azulado

Cumarinas com acido Cumarina UV-365: azul, -
acético 10%) Vanilina azul—esve_rdeado
sulfirica 5. \cumarinas
10 min a simples)
. amarelo, azul e
100°C marrom
(derivados)
Vis: vermeho,
Sem marelo
revelador UV-254:
manchas
escuras
UV-365: azul,
amarelo e
laranja
Acetato de etila: Antraquinona
. metanol: agua
De”Vf‘d_Os (100:13,5: 10) Antraquinonas:
antracénicos vermelho
(Vis/UV-365)
KOH Antrona e
etan(gllco antranol:
10% amarelo (Vis/UV-
365)

Aloe-resina: azul
(Vis/UV-254/UV-
365)
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Os resultados foram expressos de acordo com a intensidade da coloragao das
manchas obtidas apds a eluicdo utilizando os critérios estabelecidos na tabela 02.

Tabela 02 - Método de avaliagao da presenca de metabdlitos especiais.

GRAU DE INTENSIDADE CRITERIOS
Fortemente positivo (+++)
Moderadamente positivo (++)
Fracamente positivo (+)
Ausente (-)

4.2.2 ENSAIO DE QUANTIFICAGAO DE FENOIS TOTAIS

A metodologia utilizada neste experimento foi sugerida por ALMEIDA e
colaboradores (2011) onde no dia anterior a analise, foi preparado uma solucéo de
carbonato de sédio a 20%, para tal solugao foi pesado 40 g de Na>CO3 e adicionado
160 mL de agua e homogeneizado, esta solugdo foi aquecida até fervura, e mantida
durante 5 minutos. Em seguida, a mistura ficou em temperatura ambiente durante 24h
até precipitagao. Apds o tempo estimado, foi realizado a filtragao utilizando papel filtro
e o volume completado para 200 mL.

No dia da analise, foi realizado o preparo de solugdes estoque a 5 pg/mL, para
isto foi pesado 6 mg dos extratos e do acido galico e solubilizado em 120 pL de etanol
absoluto, em seguida, para diluir a solugédo, foi adicionado 1080 yL de agua destilada
para a obteng&o da solugé&o na concentragao desejada.

Apos o preparo das solugcdes estoque, foi preparado 6 concentragcdes com
volume final de 2,5 mL, sendo elas 50, 100, 150, 250, 500, 1000 mL/L. O preparo das
cubetas foi realizado adicionando 40 pL das solugbes nas concentragcoes
mencionadas, 3,16 mL de agua destilada, 600 yL do reagente Folin-Ciocalteu, e 200
ML da solugéo de carbonato de sddio. Para o branco foi adicionado todos os reagentes
na cubeta de vidro, substituindo as amostras por agua destilada. Todo o experimento
foi realizado em triplicata.

Em seguida, as misturas reacionais permaneceram em repouso por 2 horas no
escuro em temperatura ambiente, a leitura foi realizada em espectrofotémetro UV-Vis
no comprimento de onda de 765 nm e o resultado foi expresso como mg equivalentes
de acido galico por g de extrato (mg.EqAG/g) utilizando a equac&o obtida na
elaboracao da curva de calibracio.
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4.2.3 ENSAIO DE QUANTIFICAGAO DE FLAVONOIDES TOTAIS (QUERCETINA)

O presente ensaio foi realizado seguindo a metodologia sugerida por
MARQUES et al (2012) com modificagdes. Inicialmente, uma solugdo estoque de
quercetina a 5 mg/mL foi preparada, sendo assim, foi pesado 30 mg de quercetina e
realizado a solubilizagdo em 6 mL de etanol absoluto. Em seguida, uma solugao
hidroalcoolica do reagente colorimétrico, AICI3 a 2,5%, foi preparada.

Em seguida, uma curva de calibragdo foi preparada a partir da mistura de
aliquotas de diferentes volumes da solucao estoque de quercetina e um volume fixo
0,4 mL do agente colorimétrico, que permaneceram em repouso durante 30 min no
escuro.

Apos o tempo de reagdo, as solugdes foram novamente diluidas para a
obtencdo das concentracdes finais da solugcdo padrdo de quercetina: 20; 15; 10; 5 e
2,5 yg/mL e com volume final de 5 mL, para isso uma aliquota de 100 yL de cada
concentragéo foi adicionado a um tubo de ensaio contendo 4900 pL de etanol. O
branco foi preparado adicionando 70 uL da solug¢ao de AICIz e 3,430 mL de etanol.

As solugdes dos extratos foram preparadas numa concentracéo final de 0,2
mg/mL. Em seguida, 1000 yL de cada solugéo foram transferidos para tubos de ensaio
juntamente com 200 pL da solugéo de cloreto de aluminio e 3,8 mL de etanol absoluto.
Decorridos 30 minutos de reacgdo, as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro
a 408 nm. Um branco, para cada amostra foi preparado, substituindo-se o volume do
reagente colorimétrico por etanol absoluto. Todo experimento foi realizado em
triplicata.

O resultado foi obtido através da equagao da reta da curva de calibracdo da

quercetina, sendo expresso em mg equivalentes de quercetina por grama de extrato.

4.2.4 ANALISE POR CLAE-DAD.

A analise cromatografica dos extratos etandlico bruto de Lippia grata e Lantana
cf. pohliana foi realizada na Central Analitica de Farmacos, Medicamentos e Alimentos
(CAFMA) da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF). As amostras
e os padrdes foram analisados no cromatégrafo Shimadzu® LC-20 equipado com um
sistema quaternario de bombas modelo DGU-20A DVP, degaseificador modelo DGU-
20A, detector PDA modelo SPD-20ASVP, injetor automatico modelo SIL-20ADVP e
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controlador modelo SLC-20AVP e acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD).
Os dados obtidos foram tratados através do software Shimadzu® LC solution 1.0
(Japao).

Para obtengado de solu¢des mées, 25 mg de cada extrato foram solubilizado em
acetonitrila 99,8% grau HPLC para obtencédo de solugdes de 5 mg/mL para Lippia
grata e 1 mg/mL para Lantana cf. pohliana. As amostras foram filtradas utilizando um
filtro para seringa de nylon PTFE 0,22 pym. As condigbes cromatograficas foram
escolhidas seguindo a metodologia sugerida por VALERIO (2018) com adaptagdes.
Para a fase estacionaria foi utilizada uma coluna C18 Supelco® Ascentis 25 cm x 4,6
mm x 5 ym com pré-coluna acoplada. A fase mével foi composta por 2 solugdes:
Solvente A (agua ultrapurificada acidificada com acido formico 0,1%) e solvente B
(acetonitrila acidificada com acido formico 0,1%), obedecendo o gradiente descrito na
tabela 03. O fluxo foi de 0,6 mL/min e volume de injegao de 2 pL para Lippia grata e 5
WL para Lantana cf. pohliana e padrbes analiticos. A temperatura do forno foi mantida
constante em 30 °C durante toda a analise e as amostras foram realizadas em
triplicata.

Tabela 03 - Sistema gradiente utilizado nas analises por HPLC-DAD

Tempo (min) Solugao A (%) Solugdo B (2%)
0,01 95 5
37,0 50 50
50,0 0 100
55,0 0 100
60,0 95 5
65,0 95 5

Fonte: Autoria propria

Os padrdes analiticos utilizados nesta metodologia foram: acido cafeico,
acido clorogénico, acido elagico, acido galico, acido tanico, apigenina, catequina,
crisina, cumarina, epigalocatequina, fisetina, galocatequina, harmana, harmina,
lupeol, hesperitina, estigmasterol, kaempfenol, narigenina, friedelina, quercetina di-
hidratada, quercetina 33, resveratrol, rutina e vitexina. Apds o tempo de corrida das
amostras e dos padroes, foi realizado a comparagao analisando o tempo de retengao
(RT) e o espectro de UV dos picos encontrados nas amostras, com o RT e espectro
de UV dos padrdes analiticos. Lippia grata foi analisada no comprimento de onda de
270 nm e Lantana cf. pohliana 320 nm.
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4.3 ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO
4.3.1 TOXICIDADE PRELIMINAR FRENTE A Artemia salina.

O ensaio de toxicidade preliminar foi realizado utilizando a metodologia
sugerida por MEYER et al (1982), onde inicialmente foi preparado uma solug¢ao salina
com sal marinho para a eclosdo dos ovos, na concentragdo de 38 g.L™.
Posteriormente 40 mg de ovos de artémia foram colocados para eclodir, e colocados
para eclodir por 48h em uma cuba de vidro dividida por uma placa perfurada, onde em
um dos lados foi criado um ambiente escuro, ao passo que no lado oposto foi utilizado
uma luminaria de mesa com luz branca visando a obtencdo de um ambiente claro

(Figura 7). Os ovos de A. salina foram dispostos no ambiente escuro e mantidos a 25

°C durante todo o periodo até a migragéo total dos nauplios para a parte clara da cuba.
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Figua 7: Cuba de vidro ﬂtilizada para a eclosao dos ovos de Artemia salina.
Fonte: Autoria propria.

ApOs a eclosao dos ovos, foram transferidos 10 nauplios de artémias para tubos
de ensaios, contendo uma solug¢ao dos extratos. 30 mg de cada extrato foram diluidos
em 15 mL de agua salina. Em seguida foram realizadas as diluicbes a fim de obter 6
concentragdes nos valores de 1, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL em solugéo salina.
Para controle negativo foi utilizado apenas a solugéo salina e o controle positivo foi
realizado utilizando Paracetamol 750 mg/L.

Os tubos de ensaio foram mantidos a 25 °C com incidéncia de luz constante, e
a quantidade de nauplios mortos foram avaliados durante o periodo de 24 e 48h. Os
resultados estado expressos em CLsg e foi obtido utilizando uma regress&o nao linear
com intervalo de confianga de 95% utilizando o programa estatistico GraphPad Prism
8.0.
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4.3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO SEQUESTRO DO RADICAL
LIVRE DPPH*

Foi utilizada a metodologia sugerida por BRAND-WILLIAMS et al., (2010), onde
inicialmente foi preparada uma solugéo etandlica na concentragdo de 1 mg/mL com
volume final de 10 mL das amostras e padrdes. Os patrdes utilizados neste
experimento foram BHA, BHT e acido ascorbico.

As amostras e os padrbes foram diluidos em etanol até a obtencdo das
solugdes com volume final de 10 mL nas concentragdes 1,3,9,27,81 e 243 ug/mL.

Posteriormente foi elaborada uma solugao padrao do radical livre DPPH. Foram
pesados 5 mg de DPPH e solubilizado o mesmo em etanol com o auxilio do banho
ultrassénico, completando seu volume para 100 mL em baldo volumétrico. A solugéo
foi preparada no dia do experimento e mantida ao abrigo da luz para evitar a
degradacéao do radical e foi padronizada para que possuisse absorbéancia média em
torno de 0,460-0,470 no comprimento de onda de 518 nm.

Apos a padronizagao da solucdo do radical, foram adicionadas 2,5 mL das
solucdes das amostras e dos padrdes, e 1,0 mL da solu¢gdo de DPPH em cubetas de
vidro. Para cada concentracdo foi preparado um branco para zerar o
espectrofotometro, sendo este obtido pela adicdo de 2,5 mL das amostras e 1,0 mL
de etanol. O controle negativo foi obtido através da adi¢gao de 2,5 mL de etanol e 1,0
mL da solugcéo de DPPH. Apds o preparo e homogeneizagao das cubetas, as solugbes
ficaram em repouso por 30 minutos no escuro, e sua leitura foi realizada no
espectrofotometro UV-Vis a 518 nm. Os resultados da atividade antioxidante foram

expressos em CEsg com auxilio do programa estatistico GraphPad Prism 8.0.
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4.3.3 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: INIBICAO DA AUTO-
OXIDAGAO DO B-CAROTENO.

Foi adotada a metodologia sugerida por DUARTE-ALMEIDA et al. (2006), onde
inicialmente foi preparado uma solug&o na concentragao de 1 mg/mL com volume final
de 10 mL dos extratos e dos padrdes, os padrdes utilizados para as avaliagdes foram
BHA, BHT e acido ascorbico.

Posteriormente, foi obtido a solugdo mae de [3-caroteno a 0,2 mg/mL, para isto
foi pesado 2 mg de B-caroteno e solubilizado em 10 mL de cloroférmio.

Para a obtencdo do meio oxidante de B-caroteno foi adicionado em um baléo
200 pL da solugéao de B-caroteno, 44 pL (40 mg) de acido linoleico e 380 pL (400 mQ)
de Tween 40. Todos os componentes foram devidamente homogeneizados e a
mistura foi levada ao rotaevaporador na temperatura de 50 °C e rotacdo de 47RPM
ateé total eliminagao do cloroférmio. Apds a eliminagéo foi adicionado 100 mL de agua
destilada a este mesmo baldo e realizado uma agitac&do vigorosa durante 2 minutos
visando promover a aeragéo do meio.

Para o preparo das cubetas, foram adicionados 120 uL da solugcado dos extratos
e dos padrdes e 3000 pL do meio oxidante. O branco foi obtido através da adi¢cao de
120 pL de etanol e 300 yL do meio oxidante, todas as amostras foram analisadas em
triplicata.

A leitura inicial foi realizada em espectrofotobmetro UV-Vis no comprimento de
onda de 470 nm e foi utilizado etanol para zerar o equipamento. Apds a realizagao da
leitura inicial, as cubetas foram submetidas a banho maria a 50 °C por 2 horas, e
realizada a leitura final das amostras no mesmo comprimento de onda.

O percentual da atividade antioxidante foi calculado utilizando a férmula

matematica seguinte:

"~ A°0 — A°1
Onde: A0 = Absorbancia inicial da amostra; A1= Absorbancia final da amostra; A°0=

Atividade Antioxidante (%) = |1 X 100

Absorbancia inicial do controle negativo (branco); A°1= absorbancia final do controle

negativo (branco).
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4.3.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A Aeromonas
hydrophila e Staphylococcus aureus.

A cepa bacteriana de A. hydrophila foi cedida pelo laboratério de microbiologia
e imunologia animal da UNIVASF. A cepa foi isolada a partir de rim de peixe Pacaméa
(Batrachoides surinamensis) localizados na CODEVASF, Projeto Bebedouro em
Petrolina-PE. A espécie foi identificada por testes bioquimicos e sequenciamento
genético.

A cepa de S. aureus foi obtida do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS/FIOCRUZ - Brasil), sob cédigo de ATCC 13880.

Visando a avaliagédo da atividade antimicrobiana dos extratos, foi determinada
a concentragéo inibitoria minima (CIM) e a concentragédo bactericida minima (CBM)
pelo método da microdiluigdo como sugere SANTOS et al (2012) com adaptagdes.

Inicialmente, foi preparado uma solugéo a 25 mg/mL dos extratos e controle
positivo. Para o controle positivo foram utilizados os farmacos Gentamicina e
Cloranfenicol. Foi pesado 25 mg dos extratos e dos controles positivos, onde os
extratos foram solubilizados em uma solugcdo aquosa de DMSO 3% com volume final
de 1 mL, seguindo a metodologia de SANTOS (2021).

Posteriormente, 100 pyL de caldo estéril Brain Heart Infusion (BHI) foram
adicionados nas microplacas de 96 pogos e em seguida 100 pL das solugdes das
amostras e dos farmacos foram adicionados nos primeiros pogos, logo apds foi
realizada diluicbes seriadas para a obten¢do das concentragdes 500, 250, 125, 62,5,
33, 12,5 e 6,25 pg/mL.

Apés a realizagdo da diluicdo seriada, foram obtidas duas suspensdes
bacterianas de A. hydrophila e S. aureus contendo aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL. Para obter essa solugcdo foi realizada o repique de ambas as cepas
bacterianas em meio BHI e Agar 24h antes da analise. Uma aliquota da colénia das
bactérias foi retirada com o auxilio de uma alca estéril e transferidas para um tubo de
ensaio contendo uma solucdo salina a 0,9% até a obtencdo de uma suspengao
bacteriana com absorbancia entre 0,08 e 0,1, a 625 nm, em espectrofotdmetro UV-
Vis, o que corresponde a 0,5 na escala de McFarland. Foi utilizado somente a solugéo
salina para zerar o espectro.

Em seguida, 100 pL dessa suspenséao foi transferida para um tubo de ensaio
contendo 9,90 mL de meio de cultura BHI estéril, para obtencéo do indculo bacteriano.
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Logo apos, foram transferidos 10 yL do inéculo para cada pogo da microplaca
contendo o meio de cultua e amostras recém diluidas, os ultimos pogos foram
reservados para o controle negativo e controle de esterilidade do meio (Figura 14). As
microplacas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 24h. Apés este
periodo 100 uL de solugdo de Cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazdlio a 1% foram
adicionados a cada pocgo, a alteragado de coloragéo do reagente de incolor para um
tom roseo, indica a presengca de bactérias metabolicamente ativas. A menor

concentragdo da amostra capaz de inibir o crescimento bacteriano foi determinado

como a CIM.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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250pL.ML

125pL.ML

62,5uL.ML

33,0pL.ML

12,5uL.ML

6,25pL.ML
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SENDO: . Lippia grata ‘Cloranfenicol O Controle negativo

.Lantana pohliana ‘Gentamicina OControIe de esterilidade
do meio

Figura 08: Esquema de microdiluigdo seriada na placa de 96 pogos para

determinacao de CIM e CBM. Fonte: Autoria prépria.

Ja a determinacao da CBM foi realizada retirando 10 yL de cada pogo antes da
adicdo do CTT, com o auxilio de um replicador e transferindo para placas de Petri
contendo o meio BHI e Agar, em seguida, incubadas durante 24h em estufa
bacteriologica a 37 °C. A auséncia de col6nias bacterianas no meio de cultura, indica
a capacidade das amostras testadas em matar 99,9% ou mais do inéculo bacteriano
utilizado, correspondendo esse dado assim a CBM. Todas as amostras foram testadas
em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. TRIAGEM FITOQUIMICA

Ap0s a realizagdo da Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), as
placas foram avaliadas no visivel e em camaras de luz ultravioleta no comprimento de
onda de 365 e 254 nandmetros, sendo os resultados expressos na intensidade da
coloragdo comparado com o padrao analitico de cada classe de compostos. Os
resultados estao expressos na Tabela 04.

Tabela 04 - Resultado qualitativo da triagem fitoquimica realizada pelo método da

cromatografia em camada delgada — 2021.

Triagem Fitoquimica por CCDA

Classes de metabdlitos Lippia grata Lantana cf. pohliana
Lignanas - -
Mono, Sesqui e Diterpenos ++ ++
Naftoquinonas - -
Saponinas - ++
Taninos condensados - -
Taninos hidrolisaveis + +
Triterpenos e esteroides +++ +++
Xantinas - -
Alcaloides - +
Antocianinas - -
Antraquinonas +++ +++
+ +
Compostos Fendlicos (Fenilpropanoides) (Fenilpropanoides)
Cumarinas + (Derivados) -
Derivados Antracénicos + + (Antrona/Antranol)

Fonte: Autoria propria.

A triagem fitoquimica dos extratos etandlicos de ambas as espécies apontou a
presencga em forte grau de positividade triterpenos e esteroides e antraquinonas, onde
em apenas Lantana cf. pohliana foi possivel detectar a presenca de saponinas e
alcaloides. Ja em Lippia grata foi possivel identificar a presenga em niveis baixos de
derivados cumarinicos.

Em espécies do género Lippia como Lippia javanica foram identificados a
presenca de compostos como alcaloides, flavonoides, iridoides, cumarinas e
triterpenos no extrato das partes areas da espécie (MARQY!I et al., 2017).
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A variagao das classes de compostos e suas concentragdes esta diretamente
relacionada a fatores endégenos como a espécie a ser estudada, bem como fatores
exdgenos como o meio ambiente pelo qual o individuo esta inserido.

PEREZ et al (2021) identificaram a presenca de outros compostos como
alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, quinonas, cumarinas e carotenoides no
extrato etandlico bruto da espécie Lippia graveolens.

Apesar dos poucos estudos voltados a fitoquimica da espécie, em L. grata
também foi identificado a presengca de compostos fendlicos, cumarinas, quinonas
(antraquinonas), taninos, triterpenos, mono, sesqui e diterpenos como menciona a
literatura para o género Lippia (MAKONNEN et al., 2003; PESSOA et al., 2005;
MENDES et al., 2010; GUILHON et al., 2011). Esses compostos possuem diferentes
atividades no metabolismo da planta, sendo responsaveis boa parte das vezes pela
defesa do vegetal a ataques de pragas, doengas, estresses bidticos e abioticos,
podendo ser também correlacionados as inumeras atividades bioldgicas que sao
descritas na literatura para o género.

Em Lantana cf. pohliana foi identificado a presenga de mono, sesqui e
diterpenos, saponinas, taninos hidrolisaveis, triterpenos, esteroides, alcaloides,
atraquinonas, compostos fendlicos e derivados antracénicos. Assim como em L. grata,
os estudos voltados para a fitoquimica da espécie sdo extremamente escassos,
entretanto, PEREIRA et al (2008) identificou um fenilpropanoide glicosideo, extraido
de Lantana lilacina denominado actosideo.

Em Lantana camara foi também identificado a presenca de triterpenos, como o
acido oleanoico, lantadeno e o lancamarolideo, todos com alta atividade nematicida
(BEGUM et al., 2015). A espécie € amplamente estudada por ser rica em triterpenos,
assim como mostra também os resultados de Lantana cf pohliana. Os triterpenos de
L. camara ja demonstraram potentes atividades leishimanicidas e filaricida
(NGWEWONDO et al., 2018; DELGADO-ALTAMIRANO et al., 2019).

BHAKTA & GANJEWALA (2009) reportaram que flavonoides, alcaloides,
glicosideos, saponinas, taninos, esteroides e triterpenos sdo os grupos fitoquimicos
majoritarios encontrados em espécies do género Lantana.

A presenca destes compostos esta correlacionada com a atividade bioldgica
que é encontrada na literatura de ambas espécies do género Lippia e Lantana,
sugerindo que Lippia grata e Lantana cf. pohliana sao possiveis fontes de compostos

bioativos
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS METODOS DO
SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE DPPH E INIBIGAO DA AUTOXIDAGAO DO -
CAROTENO

O método da avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais pelo
método do sequestro do radical livre DPPH™ consiste na medida da capacidade
antioxidante de uma determinada substancia sequestrar o radical DPPH (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil), reduzindo-o a hidrazina. Se as substéncias testadas possuirem a
capacidade de doar protons, ao serem adicionadas a uma solucdo de DPPH, a
hidrazina sera obtida com a mudanca simultdnea na coloragao violeta para amarelo
(Figura 09) (ALVES et al., 2010).
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ON__ l:\ VIOLETA [ o + A
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Figura 09: Mudancga de coloragao de violeta para amarelo devido a formagao de
hidrazina Fonte: Adaptado de OLIVEIRA (2014).

O método da inibicdo da auto oxidagado do B-caroteno consiste na capacidade
que produtos naturais possuem e inibir os radicais livres gerados durante a
peroxidagdo do acido linoleico, preservando a molécula do (B-caroteno (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006), sendo que o menor descoramento da solugédo de [3-caroteno
significa que o extrato foi capaz de proteger o mesmo (Figura 10).

Figura 10: Estrutura quimica do -caroteno, evidenciando suas inumeras ligagdes

duplas. Fonte: Autoria propria.
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O ANTIOXIDANTE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POSITIVA
INDICADOR: MANUTENGAO DA COLORACAO
e ALARANJADA
”~ o -
> \‘ -<
=9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NEGATIVA
g g INDICADOR: PERDA DA COLORAGAD
SOLUCAO DE SOLUCAO DE INICIAL.
B-CAROTENO B-CAROTENO

Figura 11: Ensaio da atividade antioxidante pelo método do [3-caroteno. Fonte:
Autoria prépria
Foi considerado como valor de referéncia para avaliar a atividade antioxidante
dos extratos, a concentracao efetiva que causa 50% do efeito antioxidante (CEsp) para
a metodologia do DPPH e Atividade Antioxidante (%) para a metodologia do [3-
caroteno.
Os resultados quantitativos da atividade antioxidante dos extratos etandlicos

bruto pelo método DPPH e B-caroteno estao expressados na tabela 09.

Tabela 09 - Atividade antioxidante de Lippia grata e Lantana cf. pohliana pelas
metodologias do sequestro do radical livre DPPH e inibicdo da autoxidagdo do [3-

caroteno.
Atividade Antioxidante
AMOSTRAS DPPH B-Caroteno
CEso (pg/mL) AA%

BHA (Butil Hidroxianisol) 5,8810,238 89,09+0,57
BHT (Butil Hidroxitolueno) 157,4+3,32 88,97+0,90
Lippia grata 33,59+1,24 80,99+0,68
Lantana cf. pohliana 64,55+1,69 32,1+14,36

Os valores de CEsp foram obtidos por regressao linear com intervalo de confianga de 95%. Os
valores s&o apresentados como média + desvio padrdo da média (n = 3). AA = atividade antioxidante.

Fonte: Autoria prépria.

Os resultados da atividade antioxidante em ambas metodologias mostram que
Lippia grata foi a espécie que apresentou melhores resultados nos ensaios realizados,
obtendo valores de CEso e AA% de 33,59 ug/mL e 80,99%, ao passo que Lantana cf.
pohliana apresentou 64,55 pg/mL e 32,1% respectivamente.

A atividade antioxidante in vitro de extratos vegetais sdo, em sua grande

maioria, relacionadas a presenca de compostos fendlicos na amostra, entretanto, os
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terpenos em sua forma geral, também sao responsaveis por esta atividade biolégica
(SANTOS, 2021).

Lippia grata demonstrou apresentar maior atividade antioxidante quando
comparada com outras espécies do mesmo género, como é o caso de Lippia cf.
microphylla, onde o extrato das partes aéreas da espécie apresentou atividade
antioxidante pelo método da inibicdo da autoxidagdo do B-caroteno de 50,1%, ao
passo que L. grata conseguiu atingir valores de 80,9% (DAVID, 2007).

O mesmo acontece quando comparamos os valores da atividade antioxidante,
pela metodologia do [B-caroteno, para espécies do género Lantana, DAVID e
colaboradores (2007) avaliaram a atividade antioxidante de Lantana canescens, e a
espécie apresentou valores de AA% de 36,9%.

A atividade antioxidante de espécies do género Lantana e Lippia é algo
bastante explorado na literatura. Essa atividade esta relacionada a presenca de
fendis, flavonoides, fenilpropanoides, triterpenos e outros compostos no extrato. Como
mostra o estudo realizado por MAHDI-POUR et al. (2012), onde avaliaram a atividade
antioxidante do extrato metandlico de Lantana camara, obtendo valor de CEso de
16,02 pg/mL. Os autores correlacionaram tal atividade a presenga de polifendis no
extrato metandlico da espécie, uma vez que estes compostos atuam reduzindo
agentes antioxidantes devidos a sua capacidade de doar hidrogénios dos seus
grupamentos hidroxilas (ABEROUMAND et al., 2007).

KUMAR et al., (2014) também realizaram o ensaio da avaliagdo antioxidante
de diferentes variedades de Lantana camara, onde o mesmo observou que as
variedades PRV e CYP foram a que apresentaram melhores valores de CEso, sendo
eles 40,32 yg/mL e 33,30 ug/mL, consequentemente, essas variedades foram a que
apresentaram teores maiores de fendis e flavonoides, confirmando novamente a
atividade bioldgica destes compostos.

Os extratos aquosos de Lantana montevidensis e Lippia multiflora também
apresentaram valores de CEso bastante promissores, 29,1 upg/mL para L.
montevidensis e 7,56 ug/mL para L. multiflora. Esse baixo valor de CEso de L.
multiflora € correlacionado pelos autores devido a presenga do composto
verbacosideo no extrato aquoso da espécie, (KAPEPULA et al., 2016; ARTHUR et al.,
2011).

O potencial antioxidante do género Lippia também €& observado em outras
espécies. O estudo realizado por MARCIAL et al. (2014) com a espécie Lippia
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integrifélia apresentou valores de 1Cso e AA% de 18,8 ppm/mL e 58,4%
respectivamente.

Lippia adoensis também é bastante estudada por seu grande potencial
antioxidante, um estudo realizado em 2020 com diversas espécies de plantas
medicinais utilizadas na etidpia, mostrou que dentre as espécies selecionadas, L.
adoensis foi a que apresentou melhor valor de ICsp 20,99 ug/mL, devido ao seu grande
teor de compostos fendlicos, que chegava a 720 mgEq.A.G./100g (SASIKUMAR et
al., 2020).

Sendo assim, assim como mostra a literatura, Lippia grata e Lantana cf.
pohliana possem grande potencial antioxidante, podendo ser possiveis agentes
substitutos dos antioxidantes sintéticos utilizados na industria como BHA e BHT ou

associados com eles.

5.3 ENSAIO DE QUANTIFICAGAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

O ensaio de quantificagcdo de fendis totais consiste na quantificagdo dos
compostos fendlicos pela redugdo do reagente Folin-Ciocalteu. O reagente é
constituido de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotungistico, no qual o
molibdénio encontra-se na forma complexada Na:MoO4.H20 e de coloragdo amarela
devido estar no estado de oxidacdo 6% Quando este composto esta na presenga de
agentes redutores e em meio basico, estes metais formam os complexos molibdénio-
tungsténio azuis, cujo estado de oxidagdo médio € entre 5* e 6™ (Figura 12). A mudancga
de coloragado amarela para azul (Figura 13) permite a quantificacdo destes compostos

redutores por métodos espectrofotométricos (OLIVEIRA, 2014).

COOH COo0~
Na,CO,
—_—

HO OH HO OH

OH OH

CoO~ Co0”~

+ _— = + 2Mo™ + 2H*

HO OH o OH

OH o)

Figura 12: Reacao do acido galico com molibdénio. Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.



42

EXTRATO
O\ % PRESENGA DE COMPOSTOS FENOLICOS
— — INDICADOR: FORMACAD DOS COMPLEX0S
N MOLIBDENIO-TUNGSTENIO AZUIS
& - -
~
.j \\
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- - MANUTENCAO DA COLORACAO INICIAL

REAGENTE  SOL. BASICA COM 0 REAGENTE
FOLIN-CIOCALTEU  FOLIN-CIOCALTEU

Figura 13: Alteragdo da colorag&o da solugdo devido a formagao do complexo
molibdénio-tungsténio azul. Fonte: Autoria propria
O ensaio de quantificagdo de flavonoides totais consiste da analise
espectrofotométrica do complexo gerado entre o aluminio e os flavonoides presentes

em uma determinada amostra (Figura 14), utilizando quercetina como padrao.

Figura 14: Formagao do complexo gerado entre o cloreto de aluminio e quercetina.
Fonte: SANTOS et al., 1998.
Os resultados dos ensaios de quantificacdo de fenadis e flavonoides totais estao
expressos na tabela 05.
Tabela 05 - Teores de fendis totais e flavonoides totais encontrados nos extratos

etandlicos bruto de Lippia grata e Lantana cf. pohliana.

Teor
Amostras Fendis Totais Flavonoides Totais
MgEq.AG/g MgEq.Quercetinal/g
Lippia grata 102,5+13,26 13,69+0,52
Lantana cf. pohliana 90,14+36,73 18,55+1,91

Os valores de fendis totais e flavonoides totais foram obtidos a partir da equacao da reta de
calibragdo do acido galico e quercetina respectivamente, com intervalo de confianga de 95%. Os

valores sdo apresentados como média * desvio padrdao da média (n=3). Fonte: Autoria prépria.



43

No ensaio de fendis totais a espécie Lippia grata apresentou maior teor,
chegando a valores de 102,5 mgEq.AG/g, ao passo que Lantana cf. pohliana
apresentou teor de 90,14 mgEq.AG/g.

Ja no ensaio de flavonoides totais, Lantana cf. pohliana apresentou teores de
18,55 mgEq.Quer/g e Lippia grata 13,69 mgEq.Quer/g.

O género Lippia é conhecido por apresentar teores consideraveis de compostos
fendlicos, um estudo realizado por SINGULANI (2012) com diversas espécies do
género, concluiu que os teores de fendis totais variam desde 105,5 mgEq.AG/g para
Lippia pseudo-thea até 234,1 mgEq.AG/g para Lippia corymbosa.

Apesar de apresentar teor de fendis totais menor do que os encontrados por
SINGULANI (2012) em diversas espécies do género, Lippia grata ainda consegue
superar outras espécies. Um estudo realizado por DESSALEGN et al. (2020), avaliou
os teores de fendis totais presentes nas folhas de Lippia adoensis var. Koseret
Sebsebe, onde foi encontrado 67,6+9,9 mgEq.AG/g. Entretanto, os teores de
flavonoides em Lippia grata sdo menores quando comparados com esta mesma
espécie. O mesmo estudo quantificou 22,8+0,3 mgEqg.Quercetina/g para Lippia
adoensis var. Koseret Sebsebe ao passo que em L. grata foi quantificado 13,69+0,52
mgEq.Quercetina/g.

MAROYI et al. (2017) quantificaram 12,46+4,31 mgEq.AG/100g para a espécie
Lippia javanica. A espécie na literatura € conhecida por apresentar teores de
compostos fendlicos superiores ao de C. sinensis, espécie utilizada cosmopolitamente
por seu grande potencial antioxidante, que muitas das vezes é relacionado ao teor de
compostos fendlicos (BHEBHE et al., 2016).

Lippia grata e Lantana cf. pohliana também tem demostrado teores superiores
de compostos fendlicos e flavonoides quando comparado com C. sinensis, PEREIRA
et al. (2014) determinaram os teores de compostos fendlicos dos chas verde, preto e
branco de Camellia sinensis, cujo variavam de 30,55-60,85 mgEq.AP/g para fenois e
6,35-8,92 mgEq.Quercetina/g.

SLOWING BARILLAS (1992) menciona que grande parte dos compostos
fendlicos encontrados em espécies do género Lippia sdo derivados do acido p-
cumarico, acido ferulico e acido sinapico, entretanto, outros autores também
identificaram a presenga de compostos derivados do acido cafeico (PHAM HUU
CHANH et al., 1988; KANEDA et al., 1992; NAKAMURA et al., 1997; TAOUBI et al.,
1997).
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SOUSA et al. (2015) quantificaram os fendis totais do extrato etandlico bruto de
Lantana camara e Lantana montevidensis, chegando ao resultado de 227,10+9,07
MgEgA.G/mg e 325,80+6,80 ugEqA.G/mg para as espécies respectivamente, quando
comparado com os valores encontrados em L. cf. pohliana, a mesma tem
demonstrado apresentar teores de compostos fendlicos superiores a aqueles
encontrados nas espécies estudadas. Isso também pode ser observado no teor de
flavonoides totais, onde no mesmo estudo, os autores quantificaram 46,55+1,50
MgEQ.Quer/mg e 71,71+2,99 ugEq.Quer/mg para Lantana camara e Lantana
montevidensis.

A quantificagdo de compostos fendlicos e flavonoides sao importantes, pelo fato
de a atividade antioxidante de diversos extratos de plantas estarem atribuidas a
presencga desses compostos, especialmente os flavonoides (GRAMZA et al., 2004).

Lantana cf. pohliana também tem demonstrado possuir teores de fenois totais
superiores a outras espécies, como € o caso de Lantana trifolia, IMBEZI et al (2014)
mensuraram o teor de compostos fendlicos totais nas folhas de L. trifolia utilizando a
metodologia do reagente Folin Ciocalteu, onde em termos de acido galico foi possivel
quantificar 29,97+1,46 mg/g.

Portanto, Lippia grata e Lantana cf. pohliana, apresentam teores de fendis e
flavonoides totais bastantes promissores quando comparadas com outras espécies
dos géneros na qual estéo inseridas.

5.4 ANALISE CROMATOGRAFICA POR CLAE-DAD

O extrato etandlico bruto de Lippia grata apresentou 62 picos, dentre estes 5
foram os majoritarios (Figura 15), a tabela 06 apresenta seus tempos de retencéo (TR)
e suas respectivas areas. Foi possivel identificar apenas uma substancia no extrato
da espécie quando realizada a comparacgao do tempo de retencéo e espectro de UV
com as substancias quimicas de referéncia no comprimento de onda de 270 nm. O
composto identificado se tratava da flavanona Naringenina (RT: 30,32min, Amax: 231 e
288), sendo um dos compostos majoritarios no extrato da espécie no comprimento de

onda avaliado (pico 3).
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Tabela 06 - Tempo de retengdo (min) e area dos compostos majoritarios encontrados

em Lippia grata.

COMPOSTOS MAJORITARIOS Lippia grata Schauer

Picos TR (min) Area
1 27,06 8160
2 35,12 336846
3 39,32 1458162
4 39,73 1615532
5 50,78 1706367

Fonte: Autoria propria
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A figura 16 mostra a comparagéo por sobreposicdo dos cromatogramas da
amostra e da Naringenina e os espectros de UV de ambas respectivamente (Figura

17 e 18), o tempo de retengao, conformidade e a Amax do espectro de UV confirma a

presenca da Naringenina em Lippia grata.
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Figura 16: Sobreposi¢cdo dos cromatogramas de Lippia grata e Naringenina no
comprimento de onda de 270 nm. Fonte: Autoria propria.
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Figura 18: Espectro de UV da Naringenina no comprimento de onda de 270nm.
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A presenga da naringenina (figura 19) em espécies do género Lippia ja é
reportada por outros autores, como mostra o trabalho realizado por ALMEIDA et al.
(2010) onde conseguiram isolar e identificar o composto do extrato etandlico de Lippia
sidoides, sendo o mesmo inédito na espécie.

PASCUAL e colaboradores (2001) também relataram a presenca da flavonona
naringenina na espécie Lippia graveolens. GUIMARAES et al. (2012) correlacionam a
atividade antinoceptiva e antinflamatoria de Lippia gracilis a presenca também desta

flavonona.
OH

H 0 O \\\\\

OH 0O

Figura 19: Estrutura quimica da Naringenina. Fonte: Autoria propria.

A naringenina foi identificada como um dos compostos majoritarios no extrato
hidroalcdolico de Lippia origanoides coletada no Para, este mesmo extrato apresentou
antividade hipoglicémica em ratos diabéticos (MIRANDA, 2021).

COELHO (2015) determinou a naringenina como um possivel biomarcador da
espécie Lippia origanoides, e correlacionando a atividade anti-hipertensiva da espécie
com o biomarcador.

Os relatos das atividades bioldgicas e farmacologicas da naringenina sdo bem
reportadas na literatura. Dentre as atividades, estdo mencionadas o potencial
antinflamatério, neuroprotetor, antioxidativo, além do seu uso no tratamento de
doengas cardiovasculares (MOGHADDAM et al., 2021; YANG et al., 2021; DENG et
al., 2021).

Para Lantana cf. pohliana foram detectados 33 picos cromatograficos (Figura

20), dentre eles, 5 eram majoritarios (Tabela 07).
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Figura 20: Cromatograma do extrato etandlico bruto de Lantana cf. pohliana em 320
nm, obtido por CLAE-DAD. Fonte: Autoria propria.
Tabela 07 - Tempo de retengdo (min) e area dos compostos majoritarios encontrados
em Lantana cf. pohliana.
COMPOSTOS MAJORITARIOS Lantana cf. pohliana Schauer

Picos TR (min) Area
1 12,32 8160
2 24,13 336846
3 25,06 1615532
4 27,15 1706367
5 27,65 44807

Fonte: Autoria propria

Ao passo que na L. grata foi possivel identificar um composto, em L. cf. pohliana
nao foi possivel identificar nenhum quando comparado o TR e espectro de UV com os
das SQR. Isso reforca a limitacdo do uso da técnica de HPLC-DAD em niveis
exploratérios, entretanto, ambas as amostras foram enviadas para analises por LC-
MS, e até o momento da apresentacao deste trabalho, os resultados n&do foram
obtidos.
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A figura 21 mostra os espectros de UV dos compostos majoritarios encontrados

no extrato etandlico bruto de Lantana cf. pohliana por HPLC-DAD.
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Figura 21: Espectros de UV dos picos majoritarios encontrados no extrato etandlico

bruto de Lantana cf. pohliana no comprimento de onda de 320nm. Fonte: Autoria
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5.5 AVALIAGAO DA TOXICIDADE PRELIMINAR FRENTE A Artemia salina

A avaliagdo da toxicidade preliminar de produtos naturais frente a Artemia
salina, consiste na exposi¢gao dos nauplios do microcrustaceo durante 48h com a
amostra, e posteriormente é realizado o calculo para determinar a concentracgao letal
minima para causar a morte de 50% da populagdo. Segundo McLaughlin, Ching-Jer
e Smith (1993), os produtos naturais podem ser classificados de acordo com sua CLsg
em trés classes: Produtos naturais que apresentam toxicidade baixa (CLso = 500
pg/mL), toxicidade moderada (CLsp 100 = 500 pg/mL), elevada toxicidade (CLso < 100
pug/mL).

O resultado do teste de toxicidade preliminar frente a Artemia salina estao
expressos na tabela 08.
Tabela 08 - Concentragao letal 50 em pug/mL dos extratos etandlicos bruto de Lippia
grata e Lantana cf. pohliana frente a Artemia salina.

CLso (ug/mL)

Amostras
ApOs 24h Apos 48h
Lippia grata 3,22+2,12 3,22+2,12
Lantana cf. pohliana 64,36+12,74 1,46+0,30

Resultados expressos como média, £SD, n=3
Fonte: Autoria propria.

Seguindo a classificagdo sugerida por McLaughlin, Ching-Jer e Smith (1993),
os extratos etandlicos de ambas espécies apresentaram elevada toxicidade. Essa
toxicidade elevada também é observada em outras espécies dos géneros Lippia e
Lantana.

Lippia grata apresentou valor de CLso de 3,22 pyg/mL nas primeiras 24h o que
permaneceu até 48h, ja em Lantana cf. pohliana foi possivel observar valores de CLsg
nas primeiras 24h de 64,36 ug/mL, chegando a valores de 1,46 ug/mL apos 48h.

AJAIYEOBA et al. (2006) realizaram o teste de toxicidade preliminar com Lippia
multiflora onde a mesma se demonstrou apresentar elevada citotoxicidade, com CLsg
de 1,1 uyg/mL frente a Artemia salina.

DAVID et al (2007) realizaram estudos de diversas plantas da Caatinga,
incluindo duas espécies de Verbenaceae do género Lippia e Lantana, sendo elas
Lippia cf. microphylla e Lantana canescens, onde também observaram toxicidade
elevada para L. cf. microphylla (73,7 yg.mL"') e toxicidade moderada para L.

canescens (124,4 ug.mL™")
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Lippia javanica, uma espécie amplamente utilizada na Africa em forma de
infuso também apresentou toxicidade elevada em estudos de toxicidade com A.
salina, como comprova RAMULONDI et al. (2019), onde a espécie apresentou CLsg
de 52,0 ug.mL™".

Os extratos vegetais em geral apresentam alta toxicidade contra Artemia salina,
isso pode estar diretamente associado a atividade citotoxica do produto natural
(AMARANTE et al., 2011; OLIVARES-BANUELOS et al., 2019).

Sendo assim, é importante o desenvolvimento de estudos com as espécies,
visando avaliar a toxicidade dos extratos etandlicos bruto em animais superiores, uma
vez que os testes de letalidade com A. salina sédo utilizados vastamente para
direcionar outros testes de toxicidade, por ser um método preliminar e de baixo custo.
Como a letalidade em testes realizados com A. salina podem ser correlacionados a
atividade citotoxica de extratos e substancia frente alguns tumores humanos (MEYER
et al, 1982), supde que as espécies se demonstram promissoras para a descoberta
de novos farmacos antitumorais derivados de plantas, como ja vem acontecendo,
JUNIOR e colaboradores (2010), avaliaram a atividade anticancer de diversas plantas
brasileiras, e apenas Lantana fucata apresentou atividade antitumoral bastante
promissora contra diversas linhagens de células, além disso, a espécie também
apresentou resultados promissores quando submetida a testes de inibicdo do
desenvolvimento de ovos de ourico do mar, tal resultado supde que os extratos de L.
fucata conseguem inibir a sintese de DNA, sintese proteica e montagem de
microtubulos (JACOBS et al., 1981; FUSETANI, 1987).
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5.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE Aeromonas hydrophila E
Staphylococcus aureus.

Os resultados da atividade antibacteriana dos extratos etandlicos bruto de
Lippia grata e Lantana cf. pohliana estao expressos em CIM e CBM na tabela 10.

Ambas as espécies apresentaram resultados bastante promissores frente aos
patogenos testados. TAMOKOU e colaboradores (2017) mencionam que extratos com
CIM inferiores a 100 ug/mL apresentam elevada atividade antibacteriana. Sendo
assim, ambos os extratos apresentaram elevada atividade antibacteriana frente A.

hydrophila e S. aureus, chegando a valores de 6,25 ug/mL para Lantana cf pohliana

Tabela 10 - Concentracio inibitéria minima e concentracdo bactericida minima dos

extratos de L. grata e L. cf. pohliana frente Aeromonas hydrophila e Staphylococcus

aureus.
AMOSTRAS Aeromonas hydrophila Staphylococcus aureus
CIM CBM CIM CBM
Lippia grata 33 pg/mL 12,5 pg/mL 62,5 ug/mL 500 pg/mL
Lantana cf. pohliana 6,25 ug/mL 12,5 pg/mL 6,25 ug/mL -
Gentamicina 125 ug/mL 125 pg/mL 6,25 pg/mL 6,25 ug/mL
Cloranfenicol 33 pg/mL 6,25 ug/mL 500 pg/mL -

CIM= concentragao inibitéria minima; CBM = concentragao bactericida minima. As CIMs e CBMs s&o

expressas em ug/mL . (-) auséncia de atividade em todas as concentragdes testadas.

Espécies do género Lantana ja sao estudadas por seu grande potencial
antibacteriano, como mostra o estudo realizado por BARRETO et al. (2010), onde os
autores avaliaram a CIM de Lantana camara e Lantana montevidensis frente P.
aeruginosa e E. coli, os resultados mostram que L. montevidensis obteve valores de
CIM de 8 ug/mL e 16 yg/mL para os microrganismos respectivamente.

Os extratos etandlicos e diclorometano de Lippia origanoides demonstraram
alto potencial como fonte de compostos capazes de modificar os fendtipos de
resisténcia a aminoglicosideos frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(BARRETO et al., 2014).

O género Lippia ja é utilizado etnofarmacologicamente no tratamento de
infecgbes fungicas e bacterianas, como é o caso da espécie Lippia alba, conhecida
popularmente no nordeste brasileiro como erva cidreira, esta espécie tem

demonstrado grande potencial antibacteriano, onde muitas das vezes séo
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relacionados a presencga de flavonoides na composi¢cao quimica da mesma, sendo L.
alba altaente eficiente contra bactérias gram-positivas (OLIVEIRA et al., 2017).

Grande parte dos relatos de atividade antibacteriana das espécies de ambos
0s géneros em questao, sdo relacionados aos seus Oleos essenciais.

HERNANDEZ et al. (2005) demonstraram a eficiéncia do éleo essencial de
Lantana achyranthifolia frente a 14 espécies de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, como exemplo Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhi.

SALGUEIRO e colaboradores (2003), investigaram que os Oleos essenciais de
Lippia graveolens com maiores teores de carvacrol foram bastante eficazes contra
diferentes cepas de bactérias gram-positivas e gram-negativas quando comparados
com a atividade do OE da mesma espécie, entretanto com maior teor de timol.

O uso dietético do dleo essencial de Lippia sidoides demonstrou ser eficaz no
aumento da respiracdo dos leucécitos em peixes infectados com Aeromonas
hydrophila, sugerindo que o mesmo pode ser utilizado em dietas para o tratamento de
aeromonose (MONTEIRO et al., 2021).

SALOMON et al. (2020) avaliaram o potencial imunomodulatério do extrato das
folnas de Lippia citriodora, mostrando que o extrato rico em triterpendides e
compostos polifendlicos, principalmente acido ursolico e verbacosideo, possui
propriedades imunomodulatéria que pode ser incorporado em dietas para peixes.

Ha poucos relatos do uso de espécie do género Lantana frente a Aeromonas
hidrophyla, entretanto, OLIVEIRA et al. (2007) testou o extrato de 13 espécies frente
a cepas de A. hidrophyla e S. aureus, e dentre as espécies testadas a que apresentou
melhor resultados de CIM e CBM foi a Lantana lilacina.

Assim como acontece para o género Lantana, existem poucos relatos na
literatura do uso e testes in vitro de Lippia frente a Aeromonas hidrophila, entretanto,
os OE de suas espécies sao bastante estudados e muito promissores, como mostra
o trabalho realizado SUTILI et al. (2015), que concluiram que o Oleo essencial de
Lippia alba promove em até 90% a taxa de sobrivéncia de Rhamdia quelen infectados
com aeromonas.

Diante do que € mencionado na literatura e os resultados obtidos com Lippia
grata e Lantana cf. pohliana, € possivel observar que ambas as espécies possuem
grande potencial que precisam ser melhor explorados para o desenvolvimento de
futuros produtos tecnoldégicos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados da triagem fitoquimica mostram que as classes de compostos
encontradas de forma majoritaria em ambas as espécies sao triterpenos e esterdides,
antraquinonas, mono, sesqui e diterpenos.

Os teores de flavonoides e fendis totais foram bastante promissores quando
comparados com outras espécies de ambos 0s géneros e de origem exotica.

Ambas as espécies possuem moderada atividade antioxidante, sendo que
Lippia grata foi a que apresentou melhores resultados nos ensaios realizados

Apesar de apresentar alta toxicidade nos testes com Artemia salina, é
necessario a realizagdo de testes toxicolégicos mais aprofundados, visando avaliar
este comportamento em animais superiores.

As espécies Lippia grata Schauer e Lantana cf. pohliana Schauer apresentaram
alto potencial antibacteriano frente a Staphylococcus aureus e Aeromonas hydrophila,
€ importante avaliar esse potencial frente a outros microrganismos patogénicos bem
com sua atividade imunomodulatéria.

Nao foi possivel identificar de forma preliminar os possiveis marcadores
quimicos das espécies, entretanto é importante estudos futuros visando o
desenvolvimento de meétodos analiticos, além da identificagdo dos compostos
presentes em Lantana cf. pohliana.

Os resultados deste trabalho contribuem para a validacdo da diversidade
quimica e terapéutica da Caatinga, um bioma que constantemente é alvo de cegueira

cientifica.
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