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RESUMO

A humanidade, desde os primdrdios, percebeu que as plantas possuiam poder curativo.
Essa cultura foi passada por geracdes e aprimorou-se na atualidade, buscando cada vez mais
diminuir os danos causados pelos medicamentos convencionais e introduzir alternativas
terapéuticas na clinica, capazes de minimizar os efeitos indesejiveis como a resisténcia
bacteriana. A Lippia alba planta nativa brasileira, popularmente conhecida como Erva cidreira,
apresenta intimeros beneficios relacionados com a resisténcia de microrganismos, tanto de seus
variados tipos de extratos como também do seu 6leo essencial. Diante do exposto, objetivou-se
realizar a caracterizacdo fitoquimica e avaliar seu potencial antimicrobiano. Para tanto, foram
coletadas amostras da planta e produzido seu extrato hidroalcéolico, em que foram realizados
testes fitoquimicos como também feita a extracdo do seu Oleo essencial pelo aparato de
Clevenger, foram realizados testes microbioldgicos a partir da técnica de microdiluicio em
placas e identificacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), testando em cepas de fungos
patogénicos, onde foram cinco espécies do género Candida e uma de Cryptococcus neoformans
e assim descobrir a atividade antimicrobiana dessas duas solucdes. Os resultados da pesquisa
em relacdo a fitoquimica, detectou-se a presenca de alcaldides e taninos, que sugeriam a sua
atividade antimicrobiana correlacionado com os resultados obtidos nas andlises
microbiolégicas em que tanto para o extrato como para o Oleo foram positivos para
Cryptococcus neoformans, colaborando assim, para a utilizacdo dessa planta como
antimicrobiana. Sendo assim, ressalta-se a importadncia da caracterizacdo fitoquimica e
microbioldgica das plantas comumente utilizadas pela medicina tradicional, a fim de garantir
seu uso racional.

Palavras-chave: Lippia alba; fitoquimica; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

From the beginning, mankind realized that plants had healing power. This culture has
been passed on for generations and has improved today, increasingly seeking to reduce the
damage caused by conventional drugs and introduce therapeutic alternatives in the clinic, able
to minimize undesirable effects such as bacterial resistance. Lippia alba native Brazilian plant,
popularly known as Lemon balm, has numerous benefits related to the resistance of
microorganisms, both its various types of extracts and its essential oil. Given the above, the
objective was to perform the phytochemical characterization and evaluate its antimicrobial
potential. For this, samples were collected from the plant and produced its hydroalcoholic
extract, in which phytochemical tests were performed as well as extraction of its essential oil
by Clevenger apparatus, microbiological tests were performed using the plate microdilution
technique and identification of Concentration. Minimal Inhibitory (MIC), testing on pathogenic
fungi strains, where were five species of genus Candida and one of Cryptococcus neoformans
and thus discover the antimicrobial activity of these two solutions. The results of the research
regarding the phytochemistry detected the presence of alkaloids and tannins, which suggested
their antimicrobial activity correlated with the results obtained in the microbiological analyzes
in which both the extract and the oil were positive for Cryptococcus neoformans. thus, for the
use of this plant as antimicrobial. Thus, the importance of phytochemical and microbiological
characterization of plants commonly used by traditional medicine is emphasized in order to
ensure their rational use.

Keywords: Lippia alba; phytochemistry; antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O poder curativo das plantas € tdo antigo quanto o aparecimento da espécie humana
na terra. Desde cedo as primeiras civilizagdes perceberam que algumas plantas continham, em
suas esséncias, principios ativos ao serem experimentados no combate as doengas, e revelaram
empiricamente esse poder curativo. Durante muito tempo, o uso de plantas medicinais foi o
principal recurso terapéutico utilizado para tratar a satde das pessoas e de suas familias.
Entretanto, com os avancos ocorridos no meio técnico-cientifico, sobretudo no ambito das
ciéncias da saude, novas maneiras de tratar e curar as doengas foram surgindo, uma dessas
maneiras consiste no uso de medicamentos industrializados, gradativamente introduzidos no
cotidiano das pessoas, através de campanhas publicitdrias que prometia curar as mais diversas
doencas. Desde entdo, o uso de plantas medicinais vem sendo substituido pelos medicamentos
convencionais (BADKE et al., 2011).

Porém, a procura por produtos naturais com atividade antimicrobiana tem merecido
destaque, principalmente com o advento de cepas multirresistentes, além dos inconvenientes
apresentados pelos farmacos de origem sintética, como as reagdes adversas. Essas alternativas
tém despertado o interesse nacional e internacional pelo potencial terapéutico e econdmico que
representa, o Brasil possui a maior floresta equatorial e tropical imida do planeta, com uma
grande diversidade de solos e climas que favorecem a riqueza e variedade de tipos de vegetacao
e espécies de flora distribuidas nos diversos ecossistemas.

No Brasil, foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Sadde (SUS), sendo instituida pela Portaria do Ministério da
Saude (MS) n° 971, de 03 de maio de 2006, e atualizada pela portaria n® 702, de 21 de marco
de 2018. Esta portaria tem como objetivo ampliar as op¢Oes terapéuticas aos usuarios do SUS,
com garantia de acesso a plantas medicinais, a fitoterdpicos e a servicos relacionados a
fitoterapia, com seguranga, promovendo o uso sustentivel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia e da industria nacional (BRASIL, 2006)

Consequentemente, acontece um crescente interesse em plantas medicinais como
nova visdo em relacdo aos medicamentos convencionais para que haja a diminuicdo do
consumo destes medicamentos, particularmente contra bactérias e fungos, devido ao aumento
da resisténcia de patégenos associados a doengas infecciosas aos antimicrobianos comumente
utilizados na prética clinica. Dessa forma, as investigacdes fitoquimicas e microbioldgicas de
plantas medicinais sdo importantes para a obten¢do de novos recursos terapéuticos, com

garantia de eficicia, qualidade e segurancga.
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Assim, tem se como exemplo a espécie Lippia alba, popularmente conhecida como
erva cidreira, planta de ampla distribui¢do no ecossistema da América Latina, principalmente
no Brasil, cultivada em diferentes regides, que apresenta diversas propriedades biolégicas, com
€nfase na atividade antimicrobiana, como uma alternativa de praticidade e eficécia contra cepas
resistentes.

Sendo assim, ressalta-se a importancia do desenvolvimento de estudos que visem
descoberta de alternativas terapé€uticas aos tratamentos convencionais da clinica,
principalmente aqueles relacionados com ineficdcia terapéutica, baixa adesdo, resisténcia
microbiana e eventos adversos severos, além da valorizacdo da biodiversidade e de saberes

populares, trazendo beneficios para o desenvolvimento da ci€ncia e da sociedade.



16

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo fitoquimica do extrato da espécie Lippia alba inserida no
semidrido brasileiro, bem como avaliar o seu potencial antimicrobiano, assim como do seu 6leo

essencial.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a coleta e identifica¢do botanica da espécie Lippia alba;

e obter extrato e o 6leo essencial da planta e otimizar as condi¢des do processo;
e realizar caracterizagdo fitoquimica do extrato obtido;

e obter perfil cromatrogrifico do extrato hidroalcoolico; e,

e realizar screening microbioldgico do extrato e 6leo essencial.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas medicinais

A humanidade convive com uma grande diversidade de espécies vegetais,
desenvolvendo maneiras particulares de utilizd-las para distintas finalidades, usando-as como
alternativa de sobrevivéncia. Dentre estas, a partir do conhecimento tradicional, destaca-se o
conhecimento sobre a utilizacdo de plantas para fins terapéuticos (OLIVEIRA; BARROS;
MOITA NETO, 2010).

Planta medicinal € toda planta que administrada ao homem ou animal, por qualquer
via ou forma, exer¢a alguma ag¢do terapéutica. O tratamento feito com uso de plantas medicinais
€ denominado de fitoterapia, e os fitoterdpicos sdo os medicamentos produzidos a partir dessas
plantas. Sendo assim, a fitoterapia é caracterizada pelo tratamento com o uso de plantas
medicinais e suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de principios ativos
isolados, permitindo que o ser humano se reconecte com o ambiente, acessando o poder da
natureza para ajudar o organismo a normalizar fun¢des fisioldgicas prejudicadas, restaurar a
imunidade enfraquecida, promover a desintoxicacdo, rejuvenescimento, entre outros (FIRMO
etal., 2012).

Ha uma crescente utilizacdo da fitoterapia pela populacdo brasileira, dois fatores
poderiam explicar este aumento. O primeiro seria os avancos ocorridos na area cientifica, que
permitiram o desenvolvimento de fitoterdpicos reconhecidamente seguros e eficazes. O
segundo é a crescente tendéncia de busca, pela populagcdo, por terapias menos agressivas

destinadas ao atendimento primadrio a saide (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

3.2 O uso de plantas medicinais como alternativas terapéuticas

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 80% da populagdo dos paises em
desenvolvimento utilizam préticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85% usam
plantas medicinais ou preparagdes destas. Desde entdo a OMS tem expressado a sua posi¢cao a
respeito da necessidade de valorizar a utiliza¢ao de plantas medicinais no ambito sanitdrio e na
atengio bdsica a saide (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011).

O efeito terapéutico, atribuido as plantas medicinais, em geral, esta relacionado ao
efeito sinérgico de seus constituintes quimicos. Esse fato € um ponto positivo em relacdo a

utilizacdo frente aos microrganismos, devido a resisténcia a alguns dos antimicrobianos
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convencionais, muitas vezes ocasionado pelo uso irracional dos mesmos (PARACAMPO et al.,
2017).

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em bactérias zoonoéticas (a
exemplo da Salmonella spp. e E. coli), constitui um risco para a saide publica, pois podem
afetar a eficdcia do tratamento A utilizacdo de agentes antimicrobianos naturais como 6leos
essenciais de plantas, tém demonstrado ser uma alternativa eficaz no controle de bactérias
resistentes a antibidticos, seja na inibicdo ou modula¢do das mesmas (RIBEIRO et al., 2012).
E também o efeito sinérgico da associacdo de antibidtico com extratos de plantas contra
bactérias resistentes pode levar a novas op¢des no tratamento de doencas infecciosas, quando o
antibidtico ndo for mais eficaz por si s, durante o tratamento terapéutico (AIYEGORO;
OKOH, 2010). Assim, o uso de plantas que possuem atividade farmacoldgica, associada ou
nao, seguindo seu uso racional, seja extrato ou 6leo essencial, € uma alternativa eficaz e menos
a danosa apresentada a populacdo, comprovadamente através das investigacdes cientificas de

eficdcia, qualidade e seguranca.

3.3 Lippia alba

A Lippia Alba, popularmente conhecida como erva cidreira, pertence a familia
Verbenaceae, a qual consiste em 200 espécies amplamente distribuidas na América do Sul,
América Central e Africa. Devido 2 ampla utilizagdo tradicional, os nomes populares atribuidos
a espécie sdo numerosos e, estdo relacionados ao odor aromatico ou propriedades medicinais
das plantas. No Brasil, os nomes mais comuns sdo: erva-cidreira, falsa-melissa, chi-de-
tabuleiro, erva cidreira-do-campo, salva-do-Brasil, salva-limdo e erva-cidreira-brava, chi-da-
febre, erva-cidreira brasileira e alecrim do campo (TAVARES; MOMENTE; NASCIMENTO,
2011). E um arbusto aromético (figura 1), cujo aroma estd relacionado aos constituintes
predominantes nos Oleos essenciais, os quais podem variar qualitativamente e
quantitativamente, em fun¢ao de diversos fatores, tais como: esta¢des do ano, época de floragao,
idade da planta, quantidade de dgua circulante, resultante da precipitacao, fatores geograficos e

climaticos (CORTEZ et al., 2015).
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Figura 1 — Lippia alba (Erva cidreira)

Fonte: Dados da autora, 2019.

Esta espécie possui grande importancia medicinal, sendo utilizada na forma de chés,
macerada, em compressas, banhos ou extratos alcodlicos (CUNHA et al., 2012). E apresenta
propriedades medicinais como, analgésica, febrifuga, anti-inflamatdria, antigripal e nas
afeccdes hepdticas. E uma planta bastante utilizada pela ampla variabilidade quimica de
compostos, bem como, os 6leos essenciais, sendo estas substancias responsaveis por suas varias
utilizacOes na medicina popular e na fitoterapia, com propriedades anti-inflamatérias e
antissépticas, além de propriedades antibacterianas e antifingicas, e para distirbios estomacais,
sedativa, e infeccoes das vias respiratérias (TAVARES; MOMENTE; NASCIMENTO, 201 1).

O potencial industrial dessa espécie estd associado as grandes facilidades
agronOmicas que ela apresenta como a rusticidade, a rapidez de colonizagdo pela propagacao
vegetativa, o vigor, a alogamia (fonte de variabilidade) e, também por vegetar e florescer o ano
todo, além de apresentar ampla adaptacdo para varios ambientes (plasticidade fenotipica).
(TAVARES; MOMENTE; NASCIMENTO, 2011).

A Lippia alba é uma espécie caracterizada por grande diversidade fitoquimica,
principalmente do grupo dos terpenos. A diversificagdo no uso fitoterdpico desta espécie estd
relacionada com a composi¢do quimica/quimiotipo do 6leo essencial, resultante da interagao
entre as caracteristicas genéticas da planta e das condi¢des ambientais. Os principais
quimiotipos encontrados sdo citral, citral-mirceno, citral-limoneno, carvonalimoneno e linalol.

Nessa espécie existem quimiotipos como o citral-mirceno, citral-limoneno t€m sido bastante
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utilizadas no Brasil, na forma de chd das folhas frescas, as quais tém sido atribuidas acdes
calmante, espasmodica, analgésica, sedativa e ansiolitica. O citral, resultante da mistura dos
isomeros geranial (citral a) e o neral (citral b) € um dos principais componentes do 6leo

essencial JANNUZZI et al., 2011).

3.4 Caracterizagao fitoquimica de extratos de plantas

Os metabdlitos secunddrios sdo compostos de estrutura complexa, baixo peso
molecular e sdo originados a partir do metabolismo primdrio, que possuem como rotas
biossintéticas principais as vias do dcido chiquimico e do acetato - malonato. Sdo conhecidos
por desempenharem um papel importante na adaptacao das plantas aos seus ambientes e por
estarem, muitas vezes, presentes em baixas concentracdes e possuirem atividades bioldgicas
marcantes (FUMAGALI et al., 2008; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Esses metabdlitos podem apresentar diversas agdes farmacoldgicas que incluem
atividades anti-inflamatorias (terpenos, esteroides, flavonoides); acdo laxativa e expectorante
(saponinas); antimicrobianas (taninos, flavondides, saponinas); analgésica (alcaldides e
flavonoéides), por exemplo (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A realizagdo destes testes fitoquimicos € essencial para o controle de qualidade das
plantas medicinais, no intuito de proporcionar a segurancga e a efetividade. A anélise do teor dos
principais componentes biologicamente ativos em matérias primas de origem vegetal ou
fitoterdpicos € essencial para garantir a autenticidade, pureza e integridade das ervas medicinais.
Os testes fitoquimicos procuram evidenciar as principais classes de metabolitos através do uso
de técnicas colorimétricas, cromatograficas e demais metodologias analiticas que permitam a
identificacdo dos produtos naturais, além de permitir a separacdo e o isolamento destes,para o
conhecimento da composi¢do quimica, como também para a padronizacao do material vegetal
e produtos relacionados (SOUZA et al., 2017).

O interesse cientifico e econdmico embutido na busca de substancias ativas a partir
de principios vegetais vem do fato de que a variabilidade e complexidade das moléculas
sintetizadas pelas plantas tém, muitas vezes, sintese organica dificil e dispendiosa, ou ainda,
tamanha € a complexidade da molécula que a rota sintética é desconhecida. Essas moléculas
sintetizadas pelas plantas t€ém sua distribuicdo restrita na natureza, limitando-se, algumas vezes,
a uma espécie ou a espécies relacionadas (GODINHO et al., 2016).

A Lippia alba apresenta intimeras atividades farmacoldgicas, essas atividades estdo

correlacionadas com os metabdlitos secundérios encontrados nesta planta, da extracido do seu
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Oleo essencial observa-se terpenos e flavonoides que estdo associados com a atividade

antimicrobiana e antifingica.

3.5 Oleos essenciais

Os dleos essenciais sdo metabdlitos secundérios extraidos de diversas partes de
plantas, possuem composi¢do quimica complexa e garantem aos vegetais vantagens adaptativas
no meio em que estdo inseridos e sua composi¢ao quimica varia entre as espécies e partes de
um mesmo vegetal (MIRANDA et al., 2016). Sdo substincias voléteis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Também chamados de 6leos etéreos ou esséncias, devido a algumas de
suas caracteristicas fisico-quimicas, como volatilidade, solubilidade em solventes organicos, e
aroma intenso, mas muitas vezes agradavel. Essa sua volatilidade, que o difere assim, dos 6leos
fixos, que sdo misturas de substincias lipidicas obtidas normalmente de sementes,
representando sua principal caracteristica.

No 6leo essencial da Lippia alba foi observada a presenga de carvona e geranial,
que sdo terpenodides, carvacrol, que € um nomoterpendide e timol, um terpeno, todos com
propriedades odoriferas diferentes. Além de tais compostos voldteis, outras substincias tais
como alcaldides, taninos, flavondides, iridéides e naftoquinonas podem ser encontrados
também nos seus extratos (OLIVEIRA et al., 2018).

Os dleos essenciais sdo amplamente utilizados por suas fragrancias e propriedades
medicinais, dentre essas propriedades medicinais apresentam atividades antimicrobiana,
antiftingica, acaricida, anti-inflamatoria, antioxidante, anticonvulsiva, entre outras (SILVEIRA
etal., 2018). A composi¢do e a atividade de um 6leo essencial podem ser modificadas por varios
aspectos, desde o modo de extragdo, a fatores préoprios da planta e do ambiente em que ela esta
inserida, como hordrio de colheita da planta, ou seja, a sazonalidade, utilizacao de que parte da
planta, dentre outros (SILVA et al., 2011).

Os constituintes quimicos dos dleos essenciais em geral podem ser divididos em
duas classes: a classe terpé€nica, que pode ser identificada pela via do Acetil/CoA/acido
mevaldnico e a classe aromdtica, constituindo os fenilpropandides pela da via do &cido
chiquimico.

Sendo assim, a maioria dos Oleos essenciais formados majoritariamente por
terpenos ou seus derivados. Tais substincias constituem-se como um extenso grupo de
moléculas organicas produzidas como metabolitos secundérios para evitar injurias promovidas

por agentes externos e dessa forma, os terpenos apresentarem reconhecida atividade
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antimicrobiana. Apesar de existir diferencas estruturais entre si, todos os terpenos ou
terpenoides sdo basicamente estruturados em blocos de cinco carbonos — unidades de isopreno
(C° H®) (Figura 2) (FELIPE; BICAS, 2017). Essa estrutura denominada isopreno é formado
apos a conversao do dcido mevaldnico em pirofosfato de isopentila (IPP) através da fosforilacao
seguida de uma descarboxilagdo (PINTO, 2012). A rota da biossintese dos terpenos (Figura 3)
a partir do dcido mevalonico inicia-se pela condensacdo alddlica de trés unidades de acetil
coenzima A, formando o composto (3S) 3-hidroxi 3-metilgluratil coenzima A, que pela sua
reducdo irreversivel forma o dcido mevaldnico e seu isoOmero, precursores dos terpenos

(PINTO, 2012).

Figura 2 — Molécula de isopreno
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Fonte: Forgaca, 2019.

Os terpenos encontrados com maior frequéncia nos O6leos essenciais sdo 0s
monoterpenos € sesquiterpenos, mas também se encontra os diterpenos, sendo constituintes
minoritdrios dos 6leos essenciais.

Figura 3 — Rota biosintética dos terpenos
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Os fenilpropandides se formam a partir do 4cido chiquimico, que forma as
unidades basicas dos dcidos cinamico e p-cumadrico. O 4cido 3-dehidrochiquimico formara o
acido chiquimico que apds diversas reacdes sintetiza os aminodcidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano). A fenilalanina, quando desaminada pela a¢do da PAL (fenilalanina
amonia liase), origina o dcido cindmico, o primeiro fenilpropanoide (C6-C3) formado. Os
fenilpropanéides subsequentes podem sofrer diversas alteracdes mediadas por enzimas que
levardo a formagdo de outras classes de substancias fendlicas (REZENDE et al., 2016). A
(Figura 4) mostra a rota de biossintese dos fenipropandides, uns dos constituintes dos 6leos
essenciais.

Figura 4 — Rota biosintética dos fenilpropandides
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3.6 Métodos de extracdo de 6leos essenciais

Os 6leos essenciais podem ser extraidos através de indmeras técnicas. Os métodos
mais utilizados s@o: extracdo por arraste a vapor, hidrodestilacdo, prensagem a frio, extracao
por solventes orginicos, extracdo por alta pressio e extracdo por CO? supercritico
(AIYEGORO; OKOH, 2010).

Cada um com suas vantagens e desvantagens especificas, por exemplo, a

enfloragdo, que ja foi um método muito utilizado na obtencdo dos dleos essenciais, mas
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atualmente s6 € utilizado por algumas industrias de perfumes, pois se trata de um método lento
e caro (SILVEIRA et al., 2012). Ele se baseia em operacdes unitdrias simples a absorc¢ao,
filtracdo e a destilac@o, se baseia no poder que a gordura tem em absorver com eficicia os 6leos
essenciais devido as interagdes que acontecem entre as moléculas do 6leo essencial e as da
gordura (WOLFFENBUTTEL, 2010). O processo € geralmente empregado para pétalas de
flores, estas sdo depositadas a temperatura ambiente sobre uma camada de gordura, com
substitui¢do das pétalas até a saturacdo total da gordura, que € tratada com élcool para obtencdo
do dleo. A prensagem ou expressao, técnica bastante utilizada para frutos citricos, em que os
pericarpos dos frutos sdo prensados e a camada que contém o 6leo volétil separada, para ser
posteriormente separado por decantagdo, centrifugacdo ou destilacao fracionada.

A hidrodestilacio ¢ uma forma de extracdo em que o material vegetal estd
totalmente imersa em dgua, e aquecida até a ebuli¢do. A dgua e o dleo essencial formam uma
mistura homogénea, formando duas fases, o 6leo menos denso fica na parte de cima
(WOLFFENBUTTEL, 2010). A hidrodestilacdo ¢ um método bastante versatil e eficiente,
sendo a técnica mais utilizada em laboratdrio. Neste processo, evita-se a perda de compostos
sensiveis a altas temperaturas, mas, em compensacao, torna a destilacdo mais lenta e com menor
rendimento (SILVEIRA et al., 2012).

No processo de hidrodestilacdo sao formados dois produtos: o 6leo essencial e o
hidrolato. Esse hidrolato possue grande valor comercial, pois pode ser utilizado como fragrancia
nas industrias de cosméticos, alimentos e farmacéuticas.

A extra¢do por fluido supercritico, em geral CO, tem grande potencial pelo fato
desses fluidos apresentarem propriedades fisico-quimicas intermedidrias as de um liquido e um
gds, consequentemente maximizando sua atuagdo como solvente. O fluido nesse estado
apresenta uma alta densidade, com melhor poder de solvéncia e por ter uma alta capacidade de
difusdo e baixa viscosidade facilitando sua penetracdo na amostra. Apds o equilibrio entre a
pressdao da amostra e a pressdo do ambiente, o fluido supercritico volta ao estado gasoso
sobrando apenas o 6leo essencial (MOREIRA, 2017).

A técnica mais empregada para a obten¢do de dleos essenciais € arraste de vapor, o
processo consiste em passar vapor a temperatura de aproximadamente 100 °C por um leito fixo
de massa verde de planta aromética, interno a um vaso extrator. Pelo efeito da temperatura do
vapor em fluxo ascendente, ocorre o rompimento das células odoriferas da planta aromética,
em decorréncia do aumento da pressao interna das células devido a vaporizacao parcial do 6leo
em seu interior. O 6leo, em contato com o vapor, € arrastado para a parte superior do vaso

extrator até o condensador. Isto ocorre devido a diferenca de pressdo entre a entrada de vapor
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no vaso extrator € o bocal de saida de produto do condensador. Do bocal de saida do
condensador, dgua e dleo essencial em emulsdo (o condensado) sdo conduzidos por gravidade
ao vaso de decantagdo/separacdo, chamado de vaso Florentino, onde ocorre a separacdo das
fases. Parte do OE que se mantém emulsionado na dgua forma o hidrolato (CASSEL et al.,

2009).

3.7 Atividade antimicrobiana da Lippia alba

O desenvolvimento de antimicrobianos nas ultimas décadas, desde a descoberta das
penicilinas naturais, € o avanco da industria farmacéutica, levou ao surgimento de diversos
antimicrobianos, com espectro de acdo cada vez mais amplo. Entretanto, a exposi¢do a essas
substancias desencadeou resisténcia bacteriana, limitando as opcdes terapéuticas dos processos
infecciosos. A resisténcia de patdgenos humanos e animais a drogas € um sério problema tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento. O uso indiscriminado e irresponsavel de
antibidticos, humano ou veterindrio, tem favorecido a pressdo seletiva e predominincia de
espécies bacterianas cada vez mais resistentes (DEL FIOL et al., 2010).

Dentre os grandes obstaculos para o tratamento das micoses humanas relacionado
aos fungos, pode-se destacar: a crescente resisténcia aos farmacos antifungicos, opgdes
terapéuticas limitadas, toxicidade, interagcdes medicamentosas € a biodisponibilidade diminuta
das drogas antifingicas presentes no mercado atual. Diante desta premissa surge grande
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos com maior eficdcia e seguranca, e nesta
l6gica, voltam-se os olhares para os fitoterdpicos como um meio alternativo de tratamento
(PIMENTA et al., 2019).

Assim, as plantas medicinais tem motivado cada vez mais a investigacao cientifica
de seus usos como alternativas terap€uticas, com avalia¢do de suas atividades antibacterianas
e antifingicas. Além disso, a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, utilizando
as plantas medicinais como principios ativos originam medicamentos em menor tempo, com
custos inferiores e, consequentemente, mais acessiveis a populacdo (BARBOSA; PEREIRA;
FORTUNA, 2018).

A Lippia alba, é tradicionalmente usada como analgésica, antipirética, sedativa,
anti-inflamatdria, anti-hipertensiva, no tratamento de doengas gastrointestinais e respiratorias,
antiespasmédica, antifingica, inseticida e repelente. E utilizada nas formas de ch4, macerada,

em compressas, banhos ou extratos e extraindo seu 6leo essencial (BANDEIRA et al., 2016).
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As propriedades medicinais da Lippia alba, podem estar relacionadas ao teor de
Oleo essencial contida nela. A composi¢ao desse Oleo € diferenciada de regido para regiao,
podendo sofrer influéncia do clima e do tipo de solo sobre a planta estudada (BARBOSA;
PEREIRA; FORTUNA, 2018).

Virios estudos realizados com o 6leo essencial e extratos das folhas de erva-cidreira
Lippia Alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) tem comprovado a a¢do antimicrobiana contra
microrganismos patogénicos, tais como Staphylococcus aureus; S. epidermidis e Escherichia
coli e acdo antiftiingica sobre Candida albicans (BARBOSA; PEREIRA; FORTUNA, 2018).
A atividade antifingica contra patdgenos humanos foi relatado para géneros como Candida e
Trichophyton para os quimiotipos de 6leos essenciais como citral e mirceno-citral assim como
relatos sobre atividade antifiingica contra Aspergillus, Fusarium, Penicillium e géneros de
Trichoderma. (GEROMINI et al., 2015).

A atividade antifingica de Oleos essenciais de Lippia alba contra fungos
patogénicos de seres humanos como Candida albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C.
neoformans e Trichophyton rubrum foi comprovado para quimiotipos citral e mirceno-citral,
substancias encontradas nos seus 6leos essenciais (LINDE et al., 2016).

Portanto, tanto extrato como o 6leo essencial da Lippia alba apresenta, segundo a
literatura, atividade antimicrobiana em testes in vitro frente a cepas de bactérias Gram-positiva

e Gram-negativa, e apresentam atividade positiva para inibi¢do de fungos patogénicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A planta da regido do semidrido paraibano, rica em 6leos essenciais, foi selecionada
de acordo com a indicag¢do feita na literatura de sua atividade antimicrobiana. O material vegetal
da Lippia alba foi coletada no municipio de Cuité — PB, no Horto Florestal Olho D’4gua da
Bica, localizado no Centro de Educacao e Saude (CES), da Universidade Federal de Campina

Grande (UFCQG), no periodo da manha para posteriormente fazer a extragao.

4.2 Preparacdo do extrato hidroalcoolico e testes fitoquimicos

Foram coletadas partes da planta, tanto folhas como flores, onde foi pesado em um
béquer de vidro 50g da planta fresca (Figura 5). E preparado uma solucado hidroalcéolico em
uma proveta volumétrica com proporcao 1:1 (v/v). Posteriormente, em um Erlenmeyer colocou-
se a planta e o solvente extrator, seguiu-se a extracdo por maceracao a temperatura ambiente,

por 7 dias, ao abrigo da luz.

Figura 5 — 50 g de planta (Lippia alba)

Fonte: Dados da autora, 2019.

Ap6s esse tempo foi filtrado e obtido um extrato de coloracdo verde escuro e

conservado sob refrigeracdo com temperatura de 10°C (Figura 6).
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Figura 6 — Extrato hidroalcéolico da Lippia alba
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Fonte: Dados da autora, 2019.

Com a obtencdo do extrato da Lippia alba, foram feitos testes fitoquimicos para
andlise dos metabolitos secunddrios da planta. Foram utilizados cinco tubos de ensaios, onde
um foi o controle e os outros quatro serviram de testes fitoquimicos. Transferiu-se 2 ml de
extrato para cada tubo, um tubo para identificacio de teste de flavondides, outro de taninos,
alcaldides, e por fim terpenos. No tubo teste de flavonoides junto com o extrato adicionou-se
um fragmento de magnésio metalico e duas a trés gotas de acido cloridrico concentrado (HCI).
No tubo teste de taninos, adicionou-se trés a quatro gotas de cloreto férrico a 5%. No tubo teste
de alcaldides, adicionou-se trés a quatro gotas do reagente de Dragendorff. No tubo teste dos
terpenos, adicionou-se trés a quatro gotas de anidrido acético acidificado com &cido sulftrico
concentrado. Todos os resultados das reacdes fitoquimicas, foram analisados e avaliados a partir

de sua coloragdo.

4.3 Caracterizagao fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Uma aliquota de 1 mL do extrato hidroetandlico foi submetido a caracterizacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi utilizado detector de ultravioleta DGU-20ASR,
forno para coluna CTO-20A, amostrador automético SIL-20AHT e o médulo bomba LC-20AT.
As amostras foram submetidas a um tempo de analise de 30 minutos sob uma temperatura de
30 °C. O fluxo de bombeamento foi de ImL/min. A fase mével foi composta por metanol/agua
(v/v), no modo gradiente iniciando em 10% de metanol e aumentando para 70% em 20 min,

com platd por 5 min, e retorno para a 10% até 30 min, A fase estaciondria foi de fase reversa,
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coluna analitica C18 Shim-pack CLC-ODS (250 x 4,6 mm DI), com tamanho da particula de 5

pm. Com deteccdo de UV com arranjo de diodos, no comprimento de onda de 254 nm.

4.3  Obtencdo dos 6leos essenciais da Lippia alba

A extracdo dos 6leos essenciais foi realizada usando um aparato de Clevenger
contendo aproximadamente 30 g de material vegetal fresco da Lippia alba (Figura 7). O
material vegetal foi colocado em um baldo com 4gua de capacidade de 500ml, e adicionado
300ml de dgua, acoplado a uma manta aquecedora e aquecido até ebuli¢cdo, os 6leos essenciais
foram arrastados pelo vapor de dgua e condensados no aparato de Clevenger, que se encontrava
com as paredes resfriadas com dgua gelada circulante, o processo de extra¢do desse 6leo levou
cerca de 12 horas, realizado no laboratorio J-14 (Bloco J) da Universidade Federal de Campina
Grande Campus Cuité-PB. Apos a o 6leo essencial foi armazenado em frascos de vidro, vedado
e armazenado sob refrigeracdo, com temperatura de aproximadamente -10°C em freezer até

serem estudadas para fins microbioldgicos.

Figura 7 — Aparato de Clevenger para extracao do éleo.

Fonte: Dados da autora, 2019.

4.4 Determinacao de residuo seco

Para determinar a concentragdo do extrato foi utilizado uma adaptacdo da

metodologia farmacopeia de determinacao de residuo seco. Nesse processo, uma aliquota de 1
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mL do extrato liquido foi transferida para uma cépsula de porcelana previamente pesada. Em
seguida, esse sistema teve seu volume reduzido a 1/3 com auxilio de aquecimento em chapa
aquecedora a 60°C. O material foi entdo submetido a secagem em estufa por 4 horas a 100 °C e
transferidas ao dessecador até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, o material teve
sua massa aferida em balanga analitica e foi submetido a secagem em estufa por 1 hora para

posterior pesagem até o valor constante.

4.5  Screening Microbiolédgico

Foram utilizados o extrato hidroalcéolico da Lippia alba como também o seu 6leo
essencial nos testes microbioldgicos. O extrato, por sua constituicio ndo precisou de
constituinte para solubiliza-lo, no entanto, o 6leo essencial foi utilizado o Polissorbato 80
(Tween 80) 1% da Sigma-Aldrich®. Para avaliacdo do extrato e do 6leo, foram utilizadas cepas
de Cryptococcus neofarmas var neorfmans ATCC 66031, e cinco cepas do género Candida
identificadas como Candida albicans ATCC 76485, Candida tropicalis INCQS 40042,
Candida glabrata ATCC 90030, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC
6258 fornecidas pela Prof* Dr* Igara Lima e pelo Prof® Dr® Willy Aratijo, ambos professores da
UFCG-CES.

4.6 Meio de cultura e in6culo

Na realizacdo dos experimentos para andlise da atividade antiftingica da substancia,
foram utilizados os meios de culturas caldo Saboraud e o Agar Saboraud Dextrose (DIFICO®
- Laboratories LTDA). O preparo destes meios seguiu as instru¢cdes do fabricante e foram
distribuidos em tubos e placas de ensaio ideais para os estudos microbiol6gicos.

As cepas foram repicadas no meio de cultura dgar saboraud dextrose, incubadas em
estufa bacterioldgica durante 48 horas a 37°C.

Para o controle padrao do teste da atividade antifungica do extrato e do dleo
essencial, foi utilizada a anfotericina B (Sigma Aldrich®).

Para o preparo do inéculo, retirou-se uma aliquota das cepas descritas previamente
semeado em ASD e suspendeu-a em tubo com solugdo salina a 0,85% estéril. O indculo foi
ajustado de acordo com a escala de 0,5 Mc Farland em suspensdo dos microrganismos em

solucdo salina 0,85% estéril, correspondente a 5 x 10° UFC/mL.
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4.7 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

Para a determinacao da Concentracao Inibitéria minima (CIM) do extrato e do dleo
da referida planta, foi realizada a técnica de acordo com as normas M27-A2 do (CLSI, 2002;
CLEELAND, SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998). Foram distribuidos 100 pl do caldo Saboraud
Dextrose duplamente concentrado em placas de 96 orificios e fundo em “U”. O extrato bruto
foi diluido em 4gua destilada em uma propor¢ao de 1:1. Em seguida, foi distribuida 100ul desse
extrato, somente na primeira linha e foi realizado a dilui¢do seriada a uma razdo de 2. O 6leo
essencial por suas propriedades precisou solubilizar em Polissorbato 80 (Tween 80) 1% da
Sigma-Aldrich®, onde foi utilizado o 6leo essencial a 5%, ou seja, 5 mL, com propor¢des de
10puL do 6leo com 10uL. do Tween 80 e 4980uL de 4gua formando assim uma emulsdo para
assim proceder os testes microbioldgicos, da mesma forma das dilui¢des do extrato realizou-se
para o Oleo essencial. As duas ultimas linhas corresponderam ao controle para avaliar a
viabilidade das cepas (meio de cultura caldo sabouraud dextrose mais indculo sem a substancia
analisada) e a esterilidade do meio de cultura (caldo sabouraud sem a substancia testada).

Com auxilio de uma pipeta de 10 pL, foi adicionado o indculo em cada uma das
cavidades da placa. Foram feitos os controles com antiftingico padrdo (anfotericina B) e de
esterilidade. O ensaio foi realizado em triplicata e incubado a 37 °C por 48 h.

Apo6s o periodo de incubacdo, procedeu-se a leitura da placa, visualmente, pela
auséncia ou presenca de crescimento do microrganismo através da mudanca do aspecto limpido
para turvo, indicando crescimento do fungo.

Com isso, foi determinada a CIM, a menor concentracdo da substincia capaz de
inibir o crescimento do fungo analisado, verificado por uma ndo mudanga de aspecto limpido

da cavidade da placa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da fracdo destinada a pesquisa fitoquimica foi possivel obter um extrato
hidroalcodlico bruto de coloracdo verde escura. Os resultados estdo apresentado no quadro 1 e

figura 8.

Figura 8 — Resultado da analise visual da Lippia alba.

Fonte: Dados da autora, 2019.

Quadro 1 — Resultados da fitoquimica da Lippia alba

Controle Flavonoides Alcaloides Taninos Terpenos

(Extrato)

) (+) (+) )
Fonte: Dados da autora, 2019.

Esses resultados foram positivos e comparados aos estudos anteriores, em que foi
realizada uma triagem fitoquimica da espécie Lippia alba a partir de suas folhas, que foi
possivel identificar a presenca de flavonoides e taninos. A presenca destas duas classes
quimicas nesta espécie pode justificar a atividade antimicrobiana observada por outros autores,
uma vez que os compostos fendlicos sdo conhecidos por tal propriedade, além da presenca de
alcaloides, cumarinas e esteroides, corroborando para este trabalho (GOMES et. al., 2016).

Estudo realizado por Mota; Dantas; Frota (2018) mostraram que a andlise

fitoquimica feita a partir do extrato etandlico da Lippia alba, percebe-se a ocorréncia de
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alcaloides, cumarinas, flavonoides, metilxantinas, quinonas, saponinas e taninos, estando
associados a acdo antibacteriana e antitumoral, interligados pelo seu 6leo essencial que também
estd relacionado com essas atividades.

Nos estudos realizados por Mantovani; Porcu (2009), os testes fitoquimicos
mostraram que as folhas de Lippia alba em extrato aquoso 10% (m/v) para os metabdlitos
secundérios notou-se a presenca de glicosideos e saponinicos e taninos através da reagdo com
sais de ferro I1I. A presenca destas substancias indicou a diversidade de constituintes funcionais
da planta Lippia alba. Mostrando a diferenca do tipo de extrato utilizado, mas que apresentaram
positivo para os taninos.

Segundo Souza et al. (2017), foi realizada a triagem fitoquimica dos extratos
hidroalcodlicos das folhas de Lippia alba, e identificado que para fendis e taninos utilizando
cloreto férrico, foi visto como negativo, resultado diferente do presente trabalho. Souza et al.
(2017) como seguinte foi identificado colorac@o especifica com resultados positivos somente
para flavanonas, flavanonéides e xantonas.

A erva-cidreira foi selecionada por pesquisadores para estudo de sua atividade
medicinal tanto pela extracdo do seu 6leo essencial como pela utilizacdo de seus extratos,
utilizada no combate de célicas abdominais, afec¢des gastricas, ansiedade e também como uso
antimicrobiano, percebeu-se as substancias bioativas encontradas na referida planta, como
terpenos e flavonoides, além das substancias dos seus 6leos essenciais (OLIVEIRA et al.,
2015).

Segundo Menezes Filho e Souza Castro (2019) encontraram a presenca de taninos
totais e hidrolisdveis e auséncia de reacdo positiva para taninos condensados em extrato aquoso
foliar da Lippia alba.

Em relag@o ao residuo seco, os valores obtidos foram, com a pesagem do cadinho
seco foi de 51,48 e apos todo o processo de secagem na estufa do extrato obteve um valor de
51,49, que totalizou em um rendimento de 1%, ou 0,01g.

Através da andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel obter o

perfil cromatografico do extrato hidroalcéolico de Lippia alba (Figura 9).
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Figura 9: Perfil cromatografico de Lippia alba.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Em relacdo a anélise da atividade antimicrobiana do extrato e do 6leo testado frente
as cepas, como mostra o (Quadro 2), os resultados dos testes microbioldgicos do extrato frente
as cepas testadas, em que se percebeu atividade antiftingica do extrato de Lippia alba para a
cepa 1, identificada como Cryptococcus neofarmas var neorfmans ATCC 66031, com aspecto
limpido e as outras cepas foram consideradas negativas em relacdo a atividade microbioldgica

pois houve crescimento dos microrganismos.

Quadro 2 — Determinacio da CIM do extrato hidroalcoolico da Lippia alba (Erva Cidreira).

Proporc¢ao do extrato Microorganismos Testadas
de Lippia alba
C1 C2 C3 C4 Cs Co
1:2 - + + + + +
1:4 - + + + + +
1:8 - + + + + +
1:16 - + + + + +
1:32 - + + + + +
1:64 - + + + + +
1:128 - + + + + +
1:256 - + + + + +

Fonte: Dados da autora, 2019.

Legenda: C1: Cryptococcus neofarmas var neorfmans ATCC 66031; C2: Candida albicans ATCC 76485; C3:
Candida tropicalis INCQS 40042; C4: Candida glabrata ATCC 90030; C5: Candida parapsilosis ATCC 22019;
C6: Candida krusei ATCC 6258.

Em relagdo ao 6leo essencial da Lippia alba através do mesmo experimento, o

quadro 3 apresenta os resultados da atividade antiftingica dessa substincia frente as cepas
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testadas em laboratério. Constata pela tabela, que apenas a cepa 1 (Cryptococcus neofarmas

var neorfmans ATCC 66031) teve sua atividade fingica inibida pelo 6leo.

Quadro 3 — Determinacio da CIM do éleo essencial da Lippia alba (Erva Cidreira).

Oleo essencial C1 C2 C3 Cc4 C5 C6
de Lippia alba
5%
- + + + + +

Fonte: Dados da autora, 2019.

Legenda: C1: Cryptococcus neofarmas var neorfmans ATCC 66031; C2: Candida albicans ATCC 76485; C3:
Candida tropicalis INCQS 40042; C4: Candida glabrata ATCC 90030; C5: Candida parapsilosis ATCC 22019;
Cé6: Candida krusei ATCC 6258.

Os resultados para o farmaco Anfoterecina B que foi o controle para a avaliar se as
substancias possuem atividade antifiingica, no quadro 4.

Quadro 4 — Determinacio da CIM do farmaco controle Anfoterecina B.

Concentracao da Microorganismos Testadas

Anfoterecina B

C1 C2 C3 C4 Cs Ceé
32 ng/mL - - - - - -
16 pg/mL - - - - - -
8 ng/mL - - - - - -
4 ng/mL - - - - - -
2 pg/mL - - - - - -

1 pg/mL - - - - - -

0,5 ng/mL - - - - - -

0,25 pg/mL - - - - - -

Fonte: Dados da autora, 2019.

Legenda: C1: Cryptococcus neofarmas var neorfmans ATCC 66031; C2: Candida albicans ATCC 76485; C3:
Candida tropicalis INCQS 40042; C4: Candida glabrata ATCC 90030; C5: Candida parapsilosis ATCC 22019;
C6: Candida krusei ATCC 6258.

Estudos realizados por Aguiar et al. (2008), que investigaram pelo método de
difusdo em disco de papel descrito por Bauer et al. (1996), a atividade antimicrobiana dos
extratos hexanico, cloroférmico, acetdonico, etandlico, metandlico e aquoso de raiz, caule e

folhas da Lippia alba chegando a conclusdo de que apenas os extrato cloroférmico, acetonico
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e etandlico da raiz foram ativos frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis, Mycobacterium smegmatis, Candida albicans e Monilia sitophila e os extratos
hexéanico, etandlico e metandlico das folhas inibiram S. aureus, M. luteus, B. subtilis, M.
smegmatis € M. sitophil. Dentre os resultados apresentados pelos autores, mostra que o extrato
etandlico inibiu o microrganismo Candida albicans, € no presente estudo o extrato
hisroalcéolico na propor¢do 1:1 ndo apresentou a devida eficdcia de atividade antifiingica.

Em uma pesquisa feita utilizando fra¢des proteicas extraidas da Lippia alba para
avaliar o seu potencial antimicrobiano em Staphylococcus spp. provenientes de alimentos de
origem animal, percebeu-se que as fragdes proteicas foram obtidas do extrato bruto da Erva
Cidreira, a metodologia aplicada foi em placas de Petri com discos medindo os halos de
inibicdo, sendo assim, alcangcaram resultados positivos das proteinas extraidas das folhas de
erva cidreira frente a Staphylococcus spp (BANDEIRA et al., 2016).

Autores como Tagami et al. (2009) realizaram estudos para testar a atividade
fungicida de extratos brutos aquosos isoladamente e na juncdo das plantas Bidens pilosa,
Thymus vulgaris, Lippia alba e Rosmarinus officinalis, em relagdo ao extrato de Lippia alba
quando em mistura com Rosmarinus officinalis, levaram aos melhores resultados, reduzindo
em até 60% o crescimento de Alternaria alternata, do que os extratos brutos aquosos
isoladamente, obtendo uma acao fungitéxica significativa.

Em relacdo a cepa que obteve resultado sobre o extrato de Lippia alba, foram
analisados estudos de Esper et al. (2019) que realizaram uma andlise da atividade antifungica
da planta Stryphnodendron adstringens in vitro contra Cryptococcus neoformans foram
utilizados os métodos experimentais na determinacdo da CIM através da técnica de
microdilui¢do em placa, mesma técnica utilizada por o presente estudo. O autor utilizou um
extrato hidroalcéolico, onde essa solucdo de Stryphnodendron adstringens, apresentou
atividade inibitéria moderada in vitro contra de cepas de Cryptococcus neoformans, indicando
um potencial antifiingico, possivelmente devido aos seus compostos fenodlicos, taninos e
flavonoides. Mesmo com espécies diferentes percebemos que a técnica utilizada foi validada
com a utilizacdo de um mesmo tipo de extrato obtendo atividade contra a mesma cepa
Cryptococcus neoformans. Relacionando com o presente estudo, a atividade da cepa foi inibida
pelo mesmo tipo de extrato, mas com um tipo de planta diferente.

Segundo os autores Cuadros e Rivera (2018), diante do seu estudo, apresentaram
que Candia albicans apresentou sensibilidade aos extratos da Lippia alba diluidos em hexano,
cloroférmio, acetona e etanol utilizando as técnicas de dilui¢cdes seriadas, porém, nas avaliacdes

sob essas mesmas técnicas, apresentou resisténcia em metanol e acetato de etila. Candida
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parapsilosis e Candida tropicalis apresentaram sensibilidade aos extratos diluidos em etanol e
resisténcia em etanol e 4gua usando diluicdes em série. Resultados diferentes desse estudo onde
foram utilizadas o mesmo tipo de microorganismo e extrato.

Em relacdo aos Oleos essenciais da planta, varios estudos mostram sua eficaz
atividade frente a microrganismos, sejam bactérias ou fungos. Segundo Oliveira, et al. (2006)
foram testados nos 6leos essenciais de Lippia alba no ensaio antimicrobiano que foi realizado
utilizando o método de difusdo descrito por (HILI, 1997), onde o microrganismo Cryptococcus
neoformans T1-444 sorotipo A, desenvolveu atividade antiftingica frente aos dleos da planta,
quando comparado com o controle que foi realizado com a drogas testes. Onde os
microrganismos (2 x 105 células) foram espalhadas sobre placas de Petri contendo o meio
s6lido BHI (Brain Heart Infusion) e ap6s 10 min, foi utilizado 10 pL do 6leo essencial diluido
1: 1 com Tween 80 (0,5% em 4gua). Da mesma forma 10 pL de antibidticos de referéncia (1
mg / mL, Tween 80 0,5% em &gua), foram utilizados como controles positivos, que foram
testados: anfotericina B, meticilina e vancomicina. Todas as placas foram incubadas a 37 ° C e
o tempo de incubagdo variou de 24 horas a 7 dias, apds o qual foi medido o didmetro (cm) da
zona de inibicdo. O efeito do Tween 80 (0,5% em 4dgua) no crescimento microbiano também
foi analisado nido interferindo, assim os resultados obtidos para todas as concentracdes de 6leo
que foram utilizados foram positivos, viabilizando o trabalho.

Ja a pesquisa realizada por Barbosa, Pereira e Fortuna (2018), a partir dos 6leos
essencais da Lippia alba a extracdo do seu 6leo ocorreu pelas flores e folhas por hidrodestilagdao
utilizando o aparato de Clevenger, mesma técnica utilizada por esse estudo, foi testado a
capacidade desse 6leo em inibir a atividade fungica de Candida albicans utilizando o método
de difusdo de discos com diferentes concentracdes do 6leo, o controle do teste foi feito com
droga nistatina. A partir dos resultados obtidos observamos que o 6leo da folha se mostrou mais
expressivo, uma vez que houve inibi¢do em todas as concentracdes testadas, diferente do 6leo
da flor que inibiu apenas na concentracdo de 100%. Embora haja essa diferenca entre a acao
inibitéria dos 6leos dos tecidos vegetais, os autores comprovaram que ambos apresentaram
resposta frente a Candida albicans comprovando que a planta tem um potencial fitoterdpico.
Em relag@o ao nosso estudo, o 6leo essencial ndo obteve atividade frente as cepas de Candida
albicans, esse resultado pode estar relacionado a metodologia da microbiologia aplicada, como
também as variantes, época de colheita, partes da planta utilizada, regido onde ela estd inserida,
dentre outros aspectos que interferem.

Em relagdo aos estudos realizados por Cortez et al. (2015) foram utilizadas as folhas

da Lippia alba que foram submetidas a secagem a temperatura ambiente durante dez dias para
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posterior extracdo do 6leo, essa extracdo foi utilizada também a técnica de hidrodestilagao com
o aparelho de Clevenger, onde foi realizada a técnica de microdilui¢cdo em placas, dentre os
resultados obtidos foram estabelecidos pela CIM sobre as cepas de Candidas albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis, foi feita a andlise pelo 6leo isoladamente como também pela
mistura com Cymbopogon citratus ambos em volume igual, ndo houve diferenca entre a
atividade antifingica de Lippia alba e a mistura de 6leos frente todas as cepas testadas, visto

que a concentracdo fungicida minima foi obtida demonstrando atividade eficaz.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que o extrato hidroalcéolico da Lippia
alba apresenta em seus constituintes quimicos alcaldides e taninos, substancias possivelmente
relacionadas com seus metabdlitos secundarios e potencial atividade antimicrobiana. O método
desenvolvido por CLAE apresentou boa resolucdo e baixo consumo de solvente, e o
desenvolvimento do perfil cromatogriafico do extrato hidroalcéolico € uma ferramenta
importante para o CQ e andlise sazonal da planta selecionada. A atividade antifiingica do seu
extrato e 6leo essencial contra as cepas de Cryptococcus neofarmas var neorfmans ATCC
66031Tal fato corrobora o uso dessa planta com atividade antimicrobiana, como uma nova
alternativa terapéutica em virtudes dos medicamentos convencionais € em relagdo a
negatividade da atividade nas outras cepas testadas, seria a questdo de sazonalidade e regido

que a planta estd inserida, como outros interferentes estacionais.
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