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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

VARIABILIDADE SAZONAL, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
FRACIONAMENTO BIO-GUIADO, ISOLAMENTO E ELUCIDAC;AO
ESTRURAL DOS PRINICPAIS CONSTITUINTES DO OLEO
ESSENCIAL DE Lippiaalba (MILL.) N. E. BROWN
AUTOR: FRANCISCOMAIKON CORREA DEBARROS
ORIENTADORA: BERTA MARIA HEINZMANN
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 02 de junHz2008.

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é uma planta medicinal natig'ga América do Sul. Conhecida
popularmente como “falsa-melissa”, suas folhasieesasdo empregadas no tratamento de varias
doencas, incluindo algumas de etiologia infeccidsgresenca dos 6leos essenciais, entre outros
metabdlitos com reconhecida atividade antimicradigorode explicar o seu uso como medicinal. Este
trabalho descreve a analise quimica e a atividatimiarobiana dos 6leos essenciaisLdlgpia alba

nas diferentes estacdes do ano, bem como o frawéria bio-guiado, o isolamento e a elucidacao
estrutural dos seus principais constituintefppia alba foi cultivada no municipio de S&o Luiz
Gonzaga, RS, Brasil, e suas partes aéreas foratadats no periodo médio de cada estagéo (janeiro,
abril, julho e outubro) durante o ano de 2005 e62Q@aterial testemunha (SMDB n° 10.050)
encontra-se depositado no Herbéario do DepartamamtBiologia da UFSM. Para a realizagdo dos
experimentos, foram utilizadas as folhas frescagx#acdo dos 6leos essenciais foi realizada pelo
método da hidrodestilacdo. Os 6leos foram analsspdo CG-EM e seus constituintes identificados
pela comparacédo dos indices de retencdo de Kowspeetros de massas com dados da literatura. O
Oleo essencial também foi fracionado por CC soblelg silica até o isolamento do germacreno D-4-
ol e do linalol, ambos identificados por CG-EM, RMIC e 'H, DEPT-135, COSY e HETCOR. A
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciaisfrdgdes e das substancias isoladas foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo. O 6leo esaéapresentou variabilidade qualitativa e semi-
guantitativa em relacdo as estacdes do ano. Omentb variou na ordem de 0,3 a 0,6%, sendo menor
no inverno, e maior no verao, outono e primaveraléd essencial foi composto de monoterpendides
(69 - 84%) e sesquiterpendides (6 — 24%), sendaiaria deles oxigenados e hidrocarbonados,
respectivamente. Os compostos majoritarios (>1586)faram os mesmos entre os diferentes anos de
analise. A variabilidade sazonal, por sua vez,uarftiou a atividade antimicrobiana dos oleos
essenciais. Com excecao Beaeruginosatodos os outros microorganismos foram sensiveidleo
essencial de pelo menos uma estag&o. Os microsngasicom menor CIM fora® cerevisiag CIM

e CFM de 800 pg/mL para o 6leo obtido em janeifo)aureugCIM de 800 pg/mL e CBM 1600
png/mL para os 6leos obtidos em abril e julhdd. oneumonia€dCIM e CBM de 1600 pg/mL para o
Oleo extraido em julho). Tendo em vista a atividadeémicrobiana, o inverno e o verao constituem as
melhores épocas para a coleta e extracdo dos ésesciais. O fracionamento bio-guiado do 6leo
essencial mostrou que fracBes contendo maioredidades de compostos oxigenados sdo mais ativas
do que aquelas contendo compostos hidrocarbon@gosiacreno D-4-ol apresentou atividade contra
S cerevisiag(CIM e CFM de 200 pg/mLR. zopfii(CIM e CFM de 400 pg/mL) & aureus(CIM e
CBM de 800 pg/mL), ao passo que linalol foi inatiwontra os microorganismos testados até a
concentracao de 32Q@/mL.

Palavras-chave:Lippia alba Verbenaceae, 06leos essenciais, variabilidade nagzatividade
antimicrobiana, fracionamento bio-guiado, germaai@r-ol, linalol.



ABSTRACT

SEASONAL VARIABILITY, ANTIMICROBIAL ACTIVITY, BIO-
GUIDED FRACTIONATION, ISOLATION AND STRUCTURAL
ELUCIDATION OF THE MAIN CONSTITUENTS OF THE ESSENTI AL
OIL OF Lippiaalba (MILL.) N. E. BROW N
AUTHOR: FRANCISCOMAIKON CORREA DEBARROS
ADVISOR: BERTA MARIA HEINZMANN

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown is a native medicinal plant &outh America. Known popularly as
“false-melissa”, its leaves and roots are usechentteatment of some illnesses, including some of
infective etiology. The presence of essential odsnong other metabolites with recognized
antimicrobial activity, can explain its medicinadeu This paper describes the chemical analyses and
antimicrobial activity of the essential oils frdoppia albaat different seasons of the year, as well as
the bio-guided fractionation, the isolation and skicture elucidation of its main constituentppia
albawas cultivated in Sao Luiz Gonzaga, RS, Brazil, amdeaves were collected in 2005 and 2006
in the middle period (January, April, July and g of each season. A voucher specimen (SMDB
n° 10.050) was deposited in the herbarium of thpabenent of Biology, UFSM. The extraction of the
essential oils was performed by the hydrodistidlatmethod of fresh leaves. The oils were analyzed
by GC-MS and their constituents were identifiedtiy comparison of Kovat's retention indexes and
mass spectra with literature data. The essentiaivas fractionated by CC over silica gel for the
isolation of germacrene D-4-ol and linalool, badkritified by GC-MS!C and'H NMR, DEPT-135,
COSY and HETCOR. The antimicrobial activity of thessential oils, fractions and isolated
compounds were determined by the broth microditutitethod. The essential oil showed qualitative
and semi-quantitative variability in relation tcetBeasons of the year. The yield ranged from 0.3 to
0.6%, being lower in winter and higher in summeutuenn and spring. The essential oil was
composed of monoterpenoids (69 - 84%) and sespaiteids (6 - 24%), being most of them
oxygenated and hidrocarbonated, respectively. M@amedhe major compounds (> 15%) were not the
same between the years of the analysis. The sdasorability influenced the antimicrobial activity
of the essential oils. With the exceptionRofaeruginosaall other microorganisms were susceptible to
the essential oil. The most sensitive ones ViEeerevisiagMIC and MFC of 800 ug/mL for the oil
obtained in January}. aureugMIC of 800 pg/mL and MBC of 1600 pg/mL for the btained in
April and July) andK. pneumoniaéMIC and MFC of 1600 pug/mL for the oil extractedJaly). In
view of the antimicrobial activity, winter and suramare the best seasons for the collection and
extraction of essential oils. The bio-guided frawtition of the essential oil showed that the foadi
containing greater amounts of oxygenates are mativeathan those containing hydrocarbon
compounds. Germacrene D-4-ol presented activityinag&. cerevisiae(MIC and MFC of 200
png/mL), P. zopfii(MIC and MFC of 400 pg/mL) an8 aureus(MIC and MBC of 800 pg/mL), while
linalool was inactive against the tested microorgias up to 320Qug/mL.

Key words:Lippia alba Verbenaceae, essential oils, seasonal varighditiimicrobial activity, bio-
guided fractionation, germacrene D-4-ol, linalool.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais para tratamento, cu@exencao de doencas remonta o
desenvolvimento da civilizacdo humana. Por milha@esnos, produtos de origem vegetal,
animal e mineral foram as principais fontes de n&muerapéutico disponivel ao homem.
Apesar dos altos e baixos, 0 interesse por fontenal@s agentes quimico-terapéuticos
naturais continua. Os produtos naturais e seusatks, por exemplo, representam mais de
50% de todas as drogas em uso clinico no mundplaksas superiores contribuem com nao
menos que 25% deste total. Além disso, dos 252af@mconsiderados basicos e essenciais
pela OMS, 11% s&o exclusivamente de origem veg®ATES, 2001, SCHENKEL,
GOSMMANN, PETROVICK, 2003; GURIB-FAKIM, 2006).

A elevada diversidade quimica e biolégica apresenfzelos compostos de origem
natural favorece o desenvolvimento de novos farmadpesar disso, o uso potencial das
plantas é ainda pouco explorado. Segundo estinsatiwanimero de espécies vegetais
superiores pode chegar a 500.000. Destas, aperad 7% foram investigadas quanto ao seu
potencial medicinal. Em muitos casos, apenas estpidiminares foram realizados. Sabe-se
também que a identificacdo de produtos com possiiedacdo econdmica ou terapéutica
aumenta com a diversidade de espécies. No mundadendas plantas superiores ocorre nas
florestas tropicais, as quais tém no Brasil o sexcipal celeiro de diversidade (SOEJARTO,
1996; RATES, 2001; GUERRA, NODARI, 2003; KOEHN, CARR, 2005).

O uso das plantas medicinais constituem a basendgstema sofisticado de medicina
tradicional (GURIB-FAKIM, 2006). De acordo com a GMaproximadamente 80% da
populagcdo mundial utiliza a medicina tradicionaigpatender as suas necessidades béasicas de
saude (FARNSWORTH et al.,, 1985). Nos paises emnsieBémento, o amplo uso da
fitoterapia, entre outras praticas, esta princigalt@ relacionado a fatores como
acessibilidade e disponibilidade (WHO, 2002). Ratar um exemplo, no Brasil, enquanto
15% da populacdo com renda mensal acima de 10osafainimos consome 48% do total de
medicamentos do mercado, 51% da populacdo com rentta zero a quatro salarios
minimos consome apenas 16% do total de medicaméisigsniveis (FARMAPOLIS, 2004;
FARDELONE, BRANCHI, 2006). Na tentativa de revergste quadro e garantir 0 acesso a
saude, politicas publicas como a que contemplaticarda fitoterapia no SUS, conseqiiéncia
da aprovacdo de uma politica nacional de plantadicmais e fitoterapicos, esta sendo
implementada (BRASIL, 2006).
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Nos ultimos anos, também ha um interesse creseergaovado no uso de terapias
alternativas e produtos naturais (RATES, 2001a; B3 T2001b). Para se ter uma idéia, o
crescimento do mercado mundial de fitoterapicostinado em 10% a 20% ao ano. Dos US$
300 bilhées/ano obtidos com a venda de medicameatosundo, cerca US$ 20 bilhdes sédo
derivados de substancias ativas de plantas medic(88OUSA, MIRANDA, 2003). Os
fitoterapicos apresentam algumas vantagens, as gadem justificar o seu uso em relagéo a
outros farmacos, como: efeitos sinérgicos e ass@cide mecanismos de acao entre os varios
compostos presentes no fitoterapico, menores rideofeitos colaterais e menor custo
(YUNES, PEDROSA, CECHINEL FILHO, 2001). Nesse aspeenquanto a descoberta e o
desenvolvimento de um novo farmaco de origem staténvolve investimentos na ordem de
300 a 500 milhdes de ddlares, o desenvolvimentondeovo fitoterapico pode ser obtido a
custos bem menores, na ordem de US$ 50 milhdesiohdimente, o tempo pode ser dez
vezes menor no Ultimo caso (YUNES, PEDROSA, CECHINHLHO, 2001; SOUSA,
MIRANDA, 2003).

Os fitoterapicos e as plantas medicinais, entrefaréo estéo livres de causar riscos a
saude dos seus usuarios. Nesse sentido, a idéiaedas drogas vegetais sdo completamente
seguras e isentas de efeitos adversos é falsa ¥JALI12000). HA poucos anos, a maioria
dos fitoterapicos fabricados pela industria brasilestava fundamentada somente no uso
popular das plantas (YUNES, PEDROSA, CECHINEL FILHZDO01), ou seja, ndo havia
nenhuma comprovacao cientifica ou dados conclusjuegustificassem ou validassem o seu
uso (BARROS et al., 2007). Paralelamente, ao lotg® anos, inimeros trabalhos vém
apontando a falta de qualidade das drogas vegetséus fitoterapicos. As adulteragdes, a
auséncia de meétodos analiticos validados e a daltenarcadores quimicos adequados sao
alguns dos fatores que contribuem para o agravantmdte quadro (FARIAS et al., 1985;
MELO et al., 2004; BARA et al., 2006). Como cons&mgia, a seguranca e a eficacia dos
produtos ndo sdo garantidas e as industrias nasiotha fitoterdpicos perdem em
competitividade (YUNES, PEDROSA, CECHINEL FILHO,®0). A situacao, portanto, é
paradoxal: as plantas medicinais brasileiras s@mmahte promissoras, mas sao pouco
conhecidas, sobre qualquer ponto de vista (SIMGESENKEL, 2002).

Diante do crescente interesse e da necessidadesdeigas em relagdo as plantas
medicinais nativas, foi objetivo deste trabalholizaa um estudo fitoquimico das partes
aéreas deippia alba (Mill.) N. E. Brown, com especial atencédo aos élegssenciais e seus
derivados mono e sesquiterpendides, bem como aeadiaa atividade antimicrobiana.

Os objetivos especificos incluem:
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v Analisar qualitativa e semi-quantitativamente csoélessenciais dappia albanas
diferentes estacdes do ano;

v Investigar a influéncia da variabilidade sazondireca atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais;

v Determinar a melhor época para a coleta e extrdga@leo essencial em funcao da
atividade antimicrobiana;

v/ Determinar por meio de um fracionamento bio-guiad(s) constituintes(s)
responsavel(is) pela atividade antimicrobiana @o @ssencial,

v’ Isolar e elucidar estruturalmente o(s) principal@isnstituinte(s) presente(s) no 6leo
essencial;

v/ Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essésice da(s) substancia(s)

isolada(s).

Para os Oleos essenciais, em geral, sdo des@itdivialades antimicrobiana, antiviral,
anticolinesterasica, antioxidante, antiinflamatérentinociceptiva, antitumoral, sedativa,
antidepressiva, anticonvulsivante, anti-helmintiaatiparasitaria e inseticida, entre outras
(HENRIQUES, SIMOES-PIRES, APEL, 2007). Tendo eniavisste amplo espectro de acbes
farmacoldgicas, os 6leos essenciaisLgmia alba (Mill.) N. E. Brown e seus terpendides
constituem uma alternativa promissora na busca aosn compostos com potencial
terapéutico.

Esta dissertacéo esté organizada na forma de mi#asigartigo cientificos. Ao todo,
um artigo e trés manuscritos sdo apresentados. @asaltar que 0s mesmos estao
formatados de acordo com os periodicos aos quamfaceitos ou submetidos.

O item destinado a Revisdo da Literatura inicia aoma breve descricdo sobre o
géneroLippia spp., seus aspectos quimico e farmacoldgico. Eynidae apresenta-se a
espécie estudada,ippia alba (Mill.) N. E. Brown, suas caracteristicas botamica 0s
principais constituintes quimicos descritos. A séai da literatura também €& contemplada
pelo artigo apresentado nesta dissertacdo. Netealé@rdados dados gerais sobre o uso
popular e as atividades farmacoldgicas descritesgpaspécikippia alba

Os manuscritos séo apresentados como parte ddsdesue, por isso, estao inseridos
no item Manuscritos Cientificos. Os temas cen@mbdados, nesse caso, sdo a variabilidade
sazonal, a atividade antimicrobiana e o fraciondaméin-guiado dos Oleos essenciais de
Lippia alba Aqueles resultados que ndo foram abordados erim&gaa nos manuscritos, sao
apresentados no item Resultados Adicionais.
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Na Discussdo Geral, a proposta € realizar uma amfggpretacdo dos resultados
obtidos, bem como correlaciona-los com os dadol#tetatura. Assim, questdes especificas
dos assuntos abordados nesta dissertacdo sdo ptadesn junto aos respectivos
manuscritos/artigo cientificos. A dissertacdo élimada pelas Conclusdes do trabalho,

Referéncias Bibliograficas e Anexos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Lippiaspp.

O génerd.ippia (Verbenaceae) compreende aproximadamente 200 espixiervas,
arbustos e pequenas arvores distribuidas pelosspdésAmérica do Sul, América Central e
Africa (TERBLANCHE, KORNELIUS, 1996). Ha divergércidos botanicos quanto ao
namero de espécies que formariam o género. Alguttses 0 consideram com cerca de 400
espécies, provavelmente devido a inclusdo de védixens com caracteristicas comuns as
espécies deippia (PASCUAL et al., 2001).

Em geral, as plantas pertencentes ao génpma sdo empregadas no tratamento de
disturbios gastrointestinais e respiratérios, beoma temperos. O aspecto quimico e
farmacoldgico de algumas espécies sera apresemiaslgparagrafos seguintes. Maiores
detalhes sobre o uso tradicional, a constituicdmiga e as atividades farmacoldgicas deste
género podem ser encontrados em artigos de revsdolicados na literatura
(TERBLANCHE, KORNELIUS, 1996; PASCUAL et al., 200HEINZMANN, BARROS,
2007).

Para os 0leos essenciais extraidos das folhass dalLippia multiflora Moldenke,
popularmente cha da Gambia (ABENA et al., 20039, déscritos nerolidol, linalol @-
farneseno como constituintes majoritarios (VALENTéN al., 1995). Das folhas da planta
também foram isolados e identificados-tritiacontano, de formula GHCHy)3:-CHs, acido
ursolico, salvigenina (5-hidroxi-6,7,4"-trimetoxflona) (KANKO et al., 2004) e carvacrol
(KUNLE et al., 2003) (Figura 1). Quanto as atividadiologicas descritas para esta espécie
destacam-se a atividade antimalarica (VALENTIN let 2995), antimicrobiana (BASSOLE
et al., 2003; KUNLE et al., 2003; OLADIMEJI, ORAFIDA, OKEKE, 2004), pediculicida,
escabicida (OLADIMEJI et al., 2000), analgésicagpirética (ABENA et al., 2003).

CHs;

OH

OH O
HsC~ “CH; Acido ursélico Salvigenina Carvacrol

Figura 1 — Constituintes isolados dé&ippia multiflora.
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Girdo et al., 2003 descreveram o timol (66,67%) @@uomponente majoritario do
6leo essencial deippia sidoidesCham., constituinte de reconhecida atividade aotohiana
(WAGNER, 1993). Os autores associam, ainda, a diigéio dos distarbios de gengiva em
cachorros tratados com um preparado a base dod&ssa planta a presenca do timol
(GIRAO et al., 2003). Popularmente conhecida comearin-pimenta, dos talos da planta
foram isolados e identificados os 13 compostosesgtados na figura 2 (COSTA et al.,
2002). Além disso, sao descritos para esta espégiwidade antimicrobiana (OLIVEIRA et
al., 2006), larvicida (CARVALHO et al., 2003) e malinesterasica (TREVISAN,
MACHADO, 2003).

OH O 8R=H, R=OH
9 R=R=H
10 R=glicose, R=H

Figura 2 — Constituintes isolados dé.ippia sidoides. (1) acetato do acido oleandlico, (2) metil-3,4-
diidroxibenzoato, (3) lapachenol, (4) tecomaquindnéb) tectoquinona, (6) tectol, (7) Acetato dettd, (8)
quercetina, (9) luteolina, (10) glicoluteolina, Ylipisidoquinona, (12) taxifolina e (13) isolariesinol.
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Com base em analises de EM e RMN, o composto rt@jorido 6leo essencial de
Lippia javanica(Burm. f.) Spreng, conhecida popularmente comodzhéebre, foi elucidado
como sendo a piperitenona (Figura 3) (MANENZHE, BKXIHTER, REE, 2004).
Posteriormente, foram identificados cinco quimiosipara 6leo essencial desta espécie, que
incluem mirceno, carvona, piperitenona, ipsenotinatol (VILJOEN et al., 2005). Entre as
atividades biologicas descritas, destacam-se dslades repelente (OMOLO et al., 2004) e
antimicrobiana (MANENZHE, POTGIETER, REE, 2004; VJIDEN et al., 2005).

| o
Piperitenona

Figura 3 — Constituinte isolado delippia javanica.

A andlise do Oleo essencial dippia dulcisTrev., coletada e conhecida popularmente
como erva doce em Porto Rico, revelou a presengédiaie quantidades de sesquiterpendides
(79%). Em contrapartida, para a mesma espécieadaleto México houve o predominio de
monoterpendides (86%) (BACHILLER et al., 1997). Dalbas e flores da espécie de Porto
Rico foram isolados e identificados dois sesquéréides, (+)-hernandulcina e seu epimero

(-)-epthernandulcina (Figura 4).

Figura 4 — Constituintes isolados dé&ippia dulcis. (1) (+)-hernandulcina; (2) (€pi-hernandulcina.

O fracionamento bio-guiado do extrato hidrometandlj70%) delippia alva levou
ao isolamento e a identificacdo de trés novos cetopp dois com formula molecular
Co2H240; € um com formula GH,,0; (Figura 5). Estes compostos também mostraram ser
inibidores do receptor 5 das quimiocinas (CCR5),das principais co-receptores do virus da
imunodeficiéncia humana (HEGDE et al., 2004).
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OR

3 R=CHj; OR

Figura 5 — Constituintes isolados dé&ippia alva.

Das folhas delippia graveolensH.B.K., conhecida popularmente como orégano,
foram isolados e identificados 7 iridéides e 3 s@bdides glicosilados (Figura 6)
(RASTRELLI et al., 1998). No México, o uso poputkrlLippia graveolengara o tratamento
de disturbios gastrointestinais foi correlaciona@® suas propriedades antimicrobianas
(HERNANDES et al., 2003)

HO

_ . _ O-Glicose
O-Glicose O-Glicose O-Glicose 8 R = CHO

4R=CH, 6 7 9 R = COOH

5R=H 10 R = COOCH;

Figura 6 — Constituintes isolados de.ippia graveolens. Iridéides — (1) acido carioptosidico, (2)
lipiosideo | (acido 6®-p-transcumaroil-carioptosidico), (3) lipiosideo Il (acid® -O-trans-cafeoil-
carioptosidico), (4) loganina, (5) acido loganini®) acido 8pkloganinico, (7) carioptosideo; Secoiriddides -
(8) secologanina (9) secoxiloganina (10) dimetideganosideo (Adaptado de RASTRELLI et al., 1998).

Sobre a composicdo dos 0Oleos essenciaisigiga junelliana(Mold.), conhecida na
Argentina comaalvialoraou salvia moradadados da literatura descrevem o predominio dos

monoterpendides (70 — 94%), seguidos pelos segpgii@des (3 — 10%) e fenilpropanoides
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(0,2 — 3%). Entre 0os componentes majoritarios cam mirceno, limoneno, canfora,
ocimenona, di-hidrocarvona, piperitenona e oxidpigeritenona (JULIANI Jr. et al., 2002).

A investigacdo de compostos fendlicos em alguntastas aromaticas por CLAE
revelou, para o extrato hidrometandlicolggpia triphylla, a presenca de hidroxitirosol, acido
caféico, acido ferulico e apigenina (PROESTOS, SHREOMAITIS, 2006).

2.2Lippiaalba (Mill.) N. E. Brown

2.2.1 Descrigéo botanica

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é um subarbusto decumbentemcoamos
guadrangulares quando jovens. Planta aromatica,atjnpge até 1,70 metros de
altura. As folhas patentes sdo simples, inteiragmimanaceas, pecioladas,
pubescentes, com aroma citrico. Ocorrem em pamsssigdos ou em nimero de
trés por nd. O limbo possui formato variavel, emagevado, com apice agudo, base
cuneada e decurrente, bordo serreado (menos ngphms@amente dita), tendo em
média 8,3 cm de comprimento por 3,3 cm de largéavenacdo € do tipo
craspeddédroma, com a nervura principal salienttaca dorsal. A inflorescéncia é
axilar, pedunculada, do tipo recemosa, com flomwsa,r de fauce amarela, que
ocorrem em capitulos subglobulosos (BRITTON, 19685dsCORREA, 1992).

Em complementagéo a descricao acima, BUKART, 198 &5OMES et al., 1993

descreve a morfologia deppia albacomo:

Arbusto aromatico rizomatoso, de 1-1,5 cm de altonaito ramoso, de ramos
desgados, flexiveis, eretos ou arqueados, as demsnbentes e arraizantes, de
entrenés em geral largos; Folhas opostas ou atevedas ou ovado-oblongas, de
2-6 cm de comprimento por 1,2-4,5 cm de largurajeadas em peciolo curto,
conspicuas e regularmente serreadas, rugosaspbnétvias, hirto-asperas na face
adaxial, velutino-tomentosas ou vilosas e resinpsasuadas na face abaxial,
reticulada venosa e com nervuras marcadamente premtes; Inflorescéncias em
capitulos axilares, 1 ou mais raramente 2 por gpilaescentes, globosos (invélucro
de cerca de 8 cm de diametro), cilindros até 2,5dentomprimento, brevemente
pedunculados; Flores violaceas com face amareleamcé. Bracteas imbricadas,
pluriseriadas, ovadas, de 5 a 6 mm de comprimdatgamente acuminadas,
sericeo-pubescentes e ciliadas; Calice 2-filo, ded 1,7 mm de comprimento,
pubescentes; Corola marcadamente zigo-morfa, de [dberior notavelmente
desenvolvido, com l6bulo médio maior e tubo ensadohna metade superior,
pubescente exteriormente; Estames insertos na enstguerior do tubo corolino,
inclusos; Ovario globoso, estilete curto (1,8 mnmpo), estigma lateral; Fruto
esquizocarpico subgloboso a obovoide, de 2,8-3,0dandiametro, coberto pelo
calice acrescente (BUKART, 1979 apud GOMES et1893) (Figura 7).

Alguns autores consideram como sinbnimod.igipia alba (Mill.) N. E. Brown as
seguintes denominacdes cientifichs:asperifolia A. Rich.; L. crenataSessé & Moc.L.

geminata microphyllaGriseb.;L. germinataH.B.K..; L. glabriflora Kuntze;L. havanensis

Turcz; L. lantanoidesCoult.; L. trifolia Sessé & Moc.Lantana alba(H.B.K.) Spreng.;
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Lantana geminataSpreng.; Lantana lippioidesHook & Arn.; Phyla geminataH.B.K;
Verbena lantanoide®Villd. (PASCUAL et al., 2001). O aspecto geral de tamo florido de

L. albapode ser observado na figura 8.

Figura 7 - Lippia alba (Mill.) N. E. Br.: a, a’ — ramos floridos; b — inflorescéncia; ¢ —dtea; d —
calice; e — corola; f — gineceu; g — calice frutifeh — fruto; i — corte longitudinal de um meripafAdaptado de
BUKART, 1979 apud GOMES et al., 1993).

Figura 8 — Aspecto geral de um ramo florido dé.ippia alba (Mill.) N. E. Brown.
2.2.2 Distribuicéo geografica, dados fenologices@dgicos
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A espécielLippia alba é amplamente distribuida na Ameérica Central e df S
especialmente no Brasil e norte da Argentina. Apeaenca também é reportada nos EUA
(Florida e Texas), Africa tropical, india e AustgalA planta cresce em solos arenosos, nas
margens de rios, lagos e lagoas, em regides da tiopical, subtropical e temperado. E uma
planta perene e, segundo Corréa (1992), pode ¢lras ano todo. O habito decumbente
propicia que 0s ramos enraizem ao entrar em cocwatoo solo, originando uma nova planta.
Seu desenvolvimento é rapido. Além disso, é capagedenvolver-se em condi¢cdes de solo
pouco fértli e com escassez de agua. E uma plaligaraa auto-incompativel.
Vegetativamente, a propagacdo pode ser feita paquia (CORREA, 1992; SINGH et al.,
1999; PASCUAL, 2001; ATTI-SERAFINI et al., 2002; A3l, COSTA, 2003;
HENNEBELLE, 2006; YAMAMOTO, 2006). Também é desartomo sendo uma planta
nectarifera, cujo mel apresenta coloracdo ambey (VAT, SILVA, MELENDEZ, 2003).

2.2.3 Nomes e usos populares, atividades farmacakg aspectos agronémicos

Dados gerais sobre os nomes e 0 uso popular, adesdfarmacoldgicas e aspectos
agrondmicos deéippia alba entre outros assuntos pertinentes, sdo apressnadprimeiro
artigo desta dissertacao. Tal artigo intituladot&idcial das plantas nativas brasileiras para o
desenvolvimento de fitomedicamentos tendo como plerhippia alba N. E. Brown

(Verbenaceae)” encontra-se em anexo na pagina 136.

2.2.4 Constituintes quimicos descritos pappia alba(Mill.) N. E. Brown

Quimicamente,L. alba caracteriza-se pela presenca de 06leos essenniaiso (e
sesquiterpendides), compostos fendlicos (flavorsdildeniletandides) e iridéides. Também
sdo reportados para esta espécie outros metabdtitoe taninos, saponinas triterpénicas,
resinas, mucilagens, alcaloides, esteroides eligidios (PASCUAL et al, 2001; MENDES,
MACHADO, FALKENBERG, 2006). Os grupos de maior inf@mcia para a espécie sao

abordados em maior detalhe nas sec¢des seguintes.

2.2.4.1 Oleos essenciais
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Os Oleos essenciais podem ser definidos como ursinamicomplexa de substancias
volateis, geralmente odoriferas e liquidas (SIMOBRTITZER, 2003). Apresentam
comumente de 20 a 60 componentes em mistura (BAKIKARI., 2008), sendo um, dois ou
trés deles majoritarios em termos de porcentagd®SHRAND, 1996). Os terpenodides e
seus derivados de baixo peso molecular sdo ositcimsts predominantes dos Oleos
essenciais. Tais compostos representam uma amgaeclde substancias formada pela
condensacéao de diferentes unidades do isopreft COs terpendides mais freqiientes nos
Oleos essenciais sdo 0s monoterpendides (cerca Otte dbos Oleos volateis) e os
sesquiterpendides (SANGWAN et al., 2001; SIMOESTISPER, 2003).

Entre as principais caracteristicas fisico-quimidas 6leos essenciais destacam-se:
aparéncia oleosa a temperatura ambiente; volatdidaroma agradavel e intenso, na maioria
das vezes; boa solubilidade em solventes orgaeitiostada em agua (hidrolato); sabor acre
e picante; geralmente incolores ou ligeiramenteral®ados; instaveis na presenca de ar, luz,
calor, umidade e metais; a maioria opticamentad®MOES, SPTITZER, 2003).

Podem ser encontrados em todos os 6rgaos vegtitias( flores, frutos, raizes,
rizomas, lenhos, coértex ou sementes), sendo sdoseta armazenados em estruturas
especializadas como pélos glandulares, célulasngaireaticas diferenciadas e canais
oleiferos (SIMOES, SPTITZER, 2003; HENRIQUES, SIM®PIRES, APEL, 2007). De
acordo com estudos histoquimicos, kippia alba os 6leos essenciais estdo presentes em
todo o mesofilo, nos pélos glandulares e nas clotdusivas dos estdmatos (CORREA,
1992).

O papel bioldgico e ecolégico dos 6leos essendaisastante diversificado. De
maneira geral, atuam como inibidores da germinagaoprotecdo contra predadores, na
atracdo de polinizadores, bem como na protecaaec@nperda de agua e o aumento da
temperatura (SIMOES, SPTITZER, 2003).

Quanto aos métodos de extracdo, as principaiscEceimpregadas sdo a prensagem
ou expressdo, a extracdo com solventes organicogoaduras, a extragdo por fluido
supercritico e a destilacdo por arraste de vapégud (SIMOES, SPTITZER, 2003;
HENRIQUES, SIMOES-PIRES, APEL, 2007). De acordo camliteratura, este Ultimo
método € o mais utilizado, uma vez que apresemia fEndimentos, facil execucdo e baixo
custo (CASTRO, 1998 apud STUKER, 2007). Convém adest também que a
hidrodestilacdo pode ser considerada um subtipaleftilacdo por arraste de vapor. A

principal diferenca entre a hidrodestilacdo e dildedo por arraste de vapor propriamente
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dita esta na forma como ocorre o contato da amaostraa agua, ou seja, contato direto e
indireto, respectivamente (CHERCHI, 1999 apud SIMKJITO, 2004).

Atualmente, sdo conhecidos cerca de 3000 6leos@aise chegando a 300 o numero
daqueles comercialmente importantes (BAKKALLI, et 2008). Sdo empregados na industria
de alimentos como flavorizantes, de cosméticosodytos domissanitarios como perfumes,
bem como na industria farmacéutica, pelas suagipdsules farmacoldgicas (BURT, 2004;
HENRIQUES, SIMOES-PIRES, APEL, 2007).

2.2.4.1.1 Monoterpendides

Os monoterpendides {§ representam a classe dos terpendides formada pela
condensacdo de duas unidades de isopreno. Atuamsdid conhecidos cerca de 1000
monoterpendides naturais, a maior parte dos qaraisdlada de plantas superiores. Além de
serem 0s principais constituintes dos 6leos esaiensido também os de maior volatilidade,
dado o baixo peso molecular que possuem (ROBBEREBEBIE, TYLER, 1997; SIMOES,
SPTITZER, 2003). Nas espécies vegetais aromatibagiam a corresponder até 5% do peso
seco da planta (CROTEAU, KUTCHAN, LEWIS, 2000). Oappl bioldgico
(GRODNITZKY, COATS, 2002) e as atividades farmagitds descritas para este grupo de
substancias sdo praticamente as mesmas daquelasomaelas para os 6leos essenciais
(HENRIQUES, SIMOES-PIRES, APEL, 2007). Na terap@utisdo empregados como
antipruriginosos, rubefacientes, antitussigenogeeorantes, anestésicos locais, analgésicos,
antiinflamatdérios, antipiréticos e carminativosncaestaque para canfora, eucaliptol (1,8-
cineol), mentol, timol e borneol (ROBBERS, SPEEDIEYLER, 1997; SILVA, 2002)

(Figura 9).
o) OH %
OH OH

Canfora Borneol 1,8-cineol Mentol Timol

Figura 9 — Exemplos de monoterpendides usados nardpéutica (Adaptado de:
ROBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1997; SILVA, 2002).

Os principais monoterpendides descritos para o éksencial dd.ippia alba sédo
apresentados na figura 10.
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Borneol Céanfora 1,8-cineol Citronelol Geranial

9O

Linalol  Mirceno  Neral Piperetona Sabineno 2-undecanona

Figura 10 — Principais monoterpendides descritos pa o 6leo essencial déippia alba
(Adaptado de: PASCUAL et al., 2001).

2.2.4.1.2 Sesquiterpendides

Os sesquiterpendides L representam a classe dos terpendides formada pela
condensacao de trés unidades de isopreno. Nasagqlaygresentam uma funcdo ecoldgica
importante na interacdo com insetos e micrébiodeatuam como atrativos, deterrentes e
fitoalexinas. Estruturalmente, possuem cerca de eé¥dfueletos carbonicos distintos, sendo
varios deles constituintes dos Oleos essenciaisBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1997;
CROTEAU, KUTCHAN, LEWIS, 2000; PROSSER et al., 20®MOES, SPTITZER,
2003). Da mesma forma que os monoterpenoides,svagisquiterpendides obtidos e testados
de forma isolada tém demonstrado ser os resposspekss atividades biolégicas dos 6leos
essenciais (HENRIQUES, SIMOES-PIRES, APEL, 200T). fielacdo ao uso terapéutico, o
sesquiterpendide-humuleno destaca-se por ser o principio ativo ehe amtiinflamatorio
topico considerado o primeiro fitoterapico genuieate nacional (NATERCIA, 2005). Os
principais sesquiterpendides descritos para o éssencial déippia albasdo apresentados

na figura 11.
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Figura 11 — Principais sesquiterpendides descritgsara o 6leo essencial deippia alba
(Adaptado de: PASCUAL et al., 2001).

2.2.4.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos compreendem todas aquelestésicias que possuem pelo
menos um anel aromatico substituido por um gruptonéidroxila. Estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal, onde normalmente e@contrados na forma de ésteres e
heterosideos. S&o soluveis em agua e em solverdésias polares. Em geral, possuem
caracteristicas 4cidas e apresentam intensa absoac@egido do ultravioleta. Contribuem
para o sabor, o0 odor e a coloracdo de diversogaisgbem como participam na defesa das
plantas e na inter-relacdo entre espécies. Alémsodiapresentam atividade antioxidante,
antimicrobiana, antiviral, entre outras (CARVALH®Oat, 2003).

2.2.4.2.1 Feniletandides, fenilpropandides e flévdes

Feniletandides (C6-C2), fenilpropandides (C6-C3) flavondides (C6-C3-C6)
constituem os principais grupos de compostos feo®ldescritos para a espétippia alba
(BARBOSA, LIMA, SILVEIRA, 2005; BARBOSA et al., 26 HENNEBELLE, 2006;
HENNEBELLE et al., 2008). Biogeneticamente, os lEandides e os fenilpropanoides
derivam da rota do &cido chiquimico, enquanto agofidides resultam de rotas biossintéticas
separadas: a do acido chiquimico e a do aceta@cuilo malénico (Figura 12) (ROBBERS,
SPEEDIE, TYLER, 1997; CARVALHO et al.,, 2003; SANTOS003; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2003).
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Chalconas

[ Flavonéides ]

o [Fenilpronéides]

v

| Feniletanoides

Figura 12 — Rota biossintética dos feniletandidesienilpropandides e flavonoides

(Adaptado de: ROBBERS, SPEEDIE, TYLER, 1997;
SANTOS, 2003; ZUANAZZI, MONTANHA, 2003).

CARVALHO et al., 2003;

Geralmente, os feniletandides sao obtidos como uposd da B-oxidacdo e

descarboxilacdo oxidativa dos derivados fenilpropdes (R

OBBERS, SPEEDIE, TYLER,

1997; SANTOS, 2003). Adicionalmente, muitos ferolpanodides simples ou de baixo peso

molecular sédo isolados juntamente com os terpesémtesentes nos Oleos essenciais
(ROBBERS et al., 1997; SANTOS, 2003; SIMOES, SPHRZ 2003). Este, entretanto, ndo



€ 0 caso deippia alba Os principais feniletandides e fenilpropandidesdaiitos para esta

espécie até o momento estao representados nasstabeR.

Tabela 1 — Feniletandides descritos para a espétiealba.
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FENILETANOIDES

ESTRUTURA REFERENCIA
(Parte vegetal)
N éolg BARBOSAet al.,
2006;
Isonuomiosideo 5 OHO HENNEBELLE,
(Folhas) \WOH 2006;
D/V HENNEBELLEe1
., 2008.
BARBOSAEet al.,
OoH 2006;
Decafeoilverbascosideo o H HENNEBELLE,
(Folhas) HWOH 2006;
”OD/VO O~on HENNEBELLE el
"o "R al., 2008.
Tabela 2 — Fenilpropandides descritos para a espédi. alba.
FENILPROPANOIDES ESTRUTURA REFERENCIA
(Parte vegetal)
o OH
Acteosideo, o. o on HENNEBELLE,
. HO N
verbasbosideo ou 0N \/\@ 2006;
kusaginina HO HsC—7~0 ov HENNEBELLE et
(Folhas) HO—25 al., 2008.
OH
o OH
o_ o on HENNEBELLE,
. . HO N
2-acetilacteosideo %% o \/\@ 2006;
(Folhas) o He7~0-7 0=<X o+ HENNEBELLE et
HO—= CH, al., 2008.
OH
o OH
Calceolariosideo Eou  Ho § O/%Oe/o\/\@% HEN';‘E&E,LLE’
o 5 :
[‘F“;E‘;‘;f'deOA o HoHo o on HENNEBELLE et
al., 2008.
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O'EOH HENNEBELLE,
Forsitosideo B Q o 2006;
(Folhas) Ho ~ o%ty OV\@OH HENNEBELLE et
0 OH
on al., 2008.

Ho NS0 HENNEBELLE
Isoacteosideo ou é@v 2006 '
isoverbascosideo HO HO 0 OH ’
e R~ V\@ HENNEBELLE et
Hoimfl oH al., 2008.
HO OH
O OH
o Q o HENNEBELLE,
Cistanosideo F o OH 2006;
(Folhas) HO HW oH HENNEBELLE et
M6 al., 2008.

Entre os grupos fendlicos de origem natural, oft@ides destacam-se por sua ampla
distribuicdo e diversidade estrutural, sendo mas 6400 estruturas conhecidas até o
momento. Constituem um grupo de pigmentos e susepga nos vegetais parece estar
relaciona com funcdes de defesa (protecdo contra wdtravioleta, insetos, fungos, virus e
bactérias), atracdo de polinizadores, antioxidanéggntes alelopaticos, reguladores de
horménios e inibidores de enzimas (HARBORNE, WILMS, 2000; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2003). As atividades farmacolégicas déssr para este grupo incluem
atividade antiviral, antioxidante, antiinflamatgriantitumoral, ténico-venosa, hormonal,
antimicrobiana, entre outras (CUSHNIE, LAMB, 20@JANAZZI, MONTANHA, 2003).

Os principais flavonoides descritos para a esfgécbasao apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Flavondides descritos para a espétieal ba.

FLAVONOIDES

(Parte vegetal) ESTRUTURA REFERENCIA
igeni © HENNEBELLE
Apigenina-7- HO O0E ,
i i HO :
glcorondeo HENNEBELLE et

(Folhas)

al., 2008.
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HENNEBELLE,
Luteolina-7-glicoronideo 2006;
(Folhas) HENNEBELLE et
al., 2008.
Luteolina-7- HENNEBELLE,
- . 2006;
‘(jl':%'l'ﬁg;‘;”'deo HENNEBELLE et
al., 2008.
Apigenina- 7- HENNEBELLE
diglicoronideo 2006 '
(Folhas) '
HOHO
OH
Apigenina-7- HENNEBELLE,
acetildiglicoronideo ou 3- 2006;
acetilclerodendrina HENNEBELLE et
(Folhas) al., 2008.
OCHg
o OH OH
Tricina-7-glicoronideo Hoé&/o o O HENNEBELLE,
Folhas) HO OCHs 2006.
( oH |
HO
PCHs BARBOSAet al.,
e g . OH 2005;
g’i, é‘f'l'glq,r%',i_ O OCH BARBOSAet al.,
rTaE 2006;
Eﬁ{:j‘gr’gox"[@'o'cﬂ' HENNEBELLE,
(Folhas) 2006;
HENNEBELLE et

H,CO

OH

al., 2008.
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H;CO.

’ O ocH; BARBOSAet al.,

o o OH 2005:
4°4,5,5” -tetra-hidroxi- | O OCH o BARBOSAZet al.,

6,6"7,3"",4"" -trimetoxi- I : o 2006;
[C7-O-C;]-biflavona HENNEBELLE,

(Folhas) 2006;
O HENNEBELLE et

HsCO al., 2008.
OCHj,

2.2.4.3 Iridodides

Os iriddides constituem uma classe de metabdlgcarglarios encontrados em uma
ampla variedade de plantas e alguns animais. Masagl| participam dos processos de defesa,
onde usualmente ocorrem na forma glicosilada. S&wivatios biogenéticos dos
monoterpendides e constituem estruturas de ligagdformacdo de outros terpendides e
alcalbides. A estrutura dos iridéides carbociclicosgsiste de um esqueleto ciclopentano-[C]-
pirano. A partir dele, outros grupos de iridoidés sbtidos. A clivagem oxidativa entre as
ligacdes 7 e 8 do anel ciclopentano, por exempkylta nos chamados secoiridéides (Figura
13). As etapas finais da biosintese, por sua wewistem de reacdes de O-glicosilacdo ou O-
alquilacdo (BIANCO, 1994; NANGIA, PRASUNA, RAO, 189 SAMPAIO-SANTOS,
KAPLAN, 2001; DINDA, DEBNATH, HARIGAYA, 2007).

Geranilpirofosfato 10-hidroxinerol iridoide carbociclico secoiriddide

Figura 13 — Representacdo esquematica da biossirdedos iridoides (Adaptado de:
BIANCO, 1994; NANGIA, PRASUNA, RAO, 1997; SAMPAIO-SANTOS, KAPLAN,
2001; DINDA, DEBNATH, HARIGAYA, 2007).

Os iridoides exibem uma ampla faixa de bioatividad®mo cardiovascular,
hepatoprotetora, colerética, hipoglicémica, aramftéria, antiespasmadica, antitumoral,
antiviral, imunomoduladora e purgativa. Além diss&@p Uteis como marcadores taxondmicos

para muitas especies vegetais, incluindo aquelggderoLippia (RIMPLER, SAUERBIER,
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1986; SAMPAIO-SANTOS, KAPLAN, 2001; DINDA, DEBNATHHARIGAYA, 2007). Na

tabela 4 estdo representados o0s principais iriddldecritos para a espétiealba

Tabela 4 — Iridoides descritos para a espécie alba.

IRIDOIDE
(Parte vegetal)

ESTRUTURA

REFERENCIA

BARBOSA et al.,

Ester metilico do HENS(I)EOBBELLE
Shanzisideo 2006 ’
(Folhas) HENNEBELLE et
H H al., 2008.
H COOH
) o HENNEBELLE,
Acido geniposidico o 2006;
(Folhas) HO— i H Yo HENNEBELLE et
2//2% al., 2008.
HOLg
COOH
OH
AN
5-hidroxi-geniposideo o &K?O HENI;(I)EOBBFTLLE’
Ei‘(’)?ﬁg’o Ho—" il Y HENNEBELLE et
o al., 2008.
HOHo
y COOCH;,
o o~ HENNEBELLE,
Carioptosideo S o 2006;
(Folhas) o P HENNEBELLE et
%H al., 2008.
HOHO
’ COOCH;,
o~ HENNEBELLE,
Musaenosideo Hoe2 ° 2006;
(Folhas) o 6P HENNEBELLE et
%H al., 2008.
HOHO
COOCH,
H
. . HENNEBELLE,
8-epiloganina ou HO 5 2006

8-epiloganosideo
(Folhas)

T
oI
@)

O

HOHO

HENNEBELLE et
al., 2008.
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COOCH;,
N HENNEBELLE,
Geniposideo o 2006;
(Folhas) HO H Y HENNEBELLE et

OH O
%H al., 2008.
HO

2.2.5 Toxicidade

A toxicidade do extrato aquoso dle alba foi objeto de investigacdo pela extinta
Central de Medicamentos (CEME). O parecer técniested 6rgdo revelou que o indice de
letalidade foi elevado quando os animais recebexampreparagdes por via intraperitoneal.
Além disso, em doses elevadas (200 mg/Kg) foramerebdos nitidos efeitos toxicos
(BRASIL, 2006). Outro estudo determinou que, pelaral, a Dlgp em ratos foi de 460
mg/Kg para o extrato etandlico das folhas e 1466kgngara o extrato cloroférmico das
raizes (AGUIAR, 2006 apud HENNEBELLE et al., 2008).
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Seasonal variability and terpenoid biosynthesis ahe essential oil ofLippia alba (Mill.) N. E.
BROWN (Verbenaceae).The essential oil of the leaves lappia alba chemotype linalool-1,8-
cineol was extracted by hidrodistillation at di#fat seasons and analyzed by GC/MS. Qualitative
and quantitative variations in regard to the penbtarvesting have been performed and the results
were correlated with meteorological data. The esseaml yield varied from 0.33 % to 0.67 %. The
chemical diversity of the constituents increasadughout the year, being 1,8-cineol and linalool
the major components. Possible biosynthetic roafesiono and sesquiterpenoids present in the

essential oil are discussed.

KEY WORDS:Lippia alba terpenoids, seasonal variability.



INTRODUCAO

Lippia alba(Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) € uma planta i@l nativa da América do
Sul, conhecida popularmente como falsa-mefidaéusées, banhos e xaropes, preparados com suas
folhas ou raizes, sao utilizados na medicina popdaa o tratamento de distirbios estomacais,
afeccBes das vias respiratérias, no combate aiséio e como sedatigo.

Entre os metabdlitos secundarios descritos paralba encontram-se flavondides, taninos,
iridéides, saponinas triterpénicas, resinas, mgeita e 6leo essencral.

Variagfes qualitativas e quantitativas dos pririsiggomponentes do 6leo essencial desta
espécie tém levado a sua separacdo em quimiotipescas quimicas: citraf, carvond’ linalol —
1,8-cineol® entre outros. Adicionalmente, a influéncia de fesoabidticos como luz, temperatura,
agua, solo e altitude sobre a biossintese de cexastituintes vegetais, especialmente os
terpendides, foi comprovada em diferentes espéeigstais. A variabilidade na composicdo do
oleo essencial das folhas ldealbafoi demonstrada anteriormente em fungéo das difeseregides
do ramo vegetaldas épocas e horarios de cofefa®bem como da metodologia empregada na sua
extracdo. No entanto, até o momento, ndo ha trabalhos mddiinterligando, por meio de dados
meteoroldgicos, as variagfes observadas aos fatbi@icos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliarre@gao do teor e da composi¢ao quimica do
Oleo essencial das folhas Healba provenientes de cultivo e coletadas nas difesees¢éacdes do
ano, relacionando as variacdes observadas com dael@®rologicos de temperatura, insolacao,
umidade relativa e chuva acumulada. As possivetas rdiossintéticas para 0s mono e

sesquiterpendides presentes no 6leo essencialtag@m@discutidas.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal
Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadafolhas dd.ippia alba (Mill.) N. E.

Brown (Verbenaceae), quimiotipo linalol-1,8-cingmipvenientes de cultivo no Horto da Prefeitura



Municipal de S&o Luiz Gonzaga, RS, Brasil. As @ddbram realizadas no periodo médio de cada
estacdo (janeiro, abril, julho e outubro) durantano de 2005. A espécie foi identificada pelo
botanico Gilberto Dolejal Zanetti, do Departamed® Farmacia Industrial da UFSM. Material
testemunha encontra-se depositado no Herbario gari2enento de Biologia da UFSM, sob o

registro SMDB n° 10.050.

Extrac&o e analise do 6leo essencial

O oleo essencial foi extraido a partir do materejetal fresco, submetido a hidrodestilagéo
em aparelho clevenger por 2 h, conforme a metodoldgscrita na Farmacopéia BrasiléftaD
rendimento das extragdes foi calculado com baselagéo entre volume e peso, e expresso em
porcentagem (% v/p).

A andlise do 6leo essencial foi realizada por ctografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM) em um sistema hifenado AGILENJOG68quipado com um detector seletivo
de massas série 5973. Par@metros de analisanigilit:100; gas carreador: He (1 mL/min); coluna
capilar de silica fundida HP5-MS (Hewlett Packasd% fenilmetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm,
espessura do filme: 0,25 um); programa de anai@eC (Ti) por 4 min, 40-260 °C, 4 °C/min;
temperatura do injetor: 220 °C; temperatura dafate: 250 °C; energia de ionizacdo: 70 eV;
banco de dados: NIST, 1998.

Os componentes do 6leo essencial foram identife@don base no indice de retencéo (IR),
determinados através da utilizagdo de uma cunealileracédo de uma série homaologandacanos
(Cs-Csp) injetados nas mesmas condi¢cdes cromatogréaficas ad@ostras e nos modelos de
fragmentac&o dos espectros de massas, sendo aomiyoarados com dados da literattira.

A concentragdo dos constituintes foi calculadavasala &rea integral de seus respectivos
picos, relacionada com a é&rea total de todos ostitwintes da amostra, obtida pela analise

utilizando o cromatografo gasoso (Tabela 2).



Levantamento dos dados meteorolégicos

Os dados meteorologicos de temperatura, insolagéogdade relativa do ar e indice
pluviométrico foram obtidos a partir dos registdaosinstituto Nacional de Meteorologia (INMET),
o qual mantém uma estacdo de observacdo na cida&ia Luiz Gonzaga. Os dados foram
tabulados e utilizados, para fins de comparacédm as variagbes quantitativas e qualitativas

observadas para o 6leo essencidl.daba.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do 6leo essencial obtido nas difeseptdraces foi de 0,67 % em janeiro
(verao), 0,60 % em abril (outono), 0,33 % em ju{lmverno) e 0,40 % em outubro (primavera)
(Figura 1). Os resultados encontram-se de acordo dados publicados na literatura, que
mostram variacdes de rendimento para o 6leo esdetedi. albana ordem de 0,1 - 1,0 %bem
como a influéncia das diferentes épocas de coteiee s teored.® ® *Dessa forma, no veréo
ocorrem 0s maiores teores de 6leo essencial, és dgeaem no outono até atingir valores minimos

no inverno. A partir deste ponto, os teores voltaonescer em direcado a primavera e ao verao.

“Figura 1”

A correlagdo dos resultados apresentados na Flgtoen os dados meteorolégicos (Tabela 1)
permite aferir que a combinacdo de fatores tipi@osstacdo do verdo no sul do pais (altas
temperaturas, longos periodos de insolacdo, baimdses de umidade relativa do ar e de
precipitacdo) favorece o aumento da producdo de @ébsencial. No inverno, por sua vez, sob
condicOes de baixas temperaturas, curtos periodossblacdo e elevados indices de umidade
relativa do ar e de precipitacdo, ocorre diminuicls teores. Resultados semelhantes foram
obtidos pard.. alba quimiotipo citral — limoneno coletada no Cear&épo em épocas distintas,

onde uma estacdo chuvosa, popularmente conheanda icwerno (janeiro — junho), e outra seca,



denominada de verdo (julho — dezembro), sdo bemidie$ na regiad.As estacdes de transicao,
outono e primavera (Figura 1), com caracteristioéas entre as duas outras estacées do ano

(Tabela 1), refletem também teores intermediar®méldo essencial.

“Tabela 1"

Segundo Tavarest al, 2005 os teores de 6leo essencial &malba podem variar em
funcéo do seu ciclo fenoldgico, sendo que paraesgiécie a maior producéo de éleo ocorre fora do
periodo de floracdo. Entretanto, as evidéncias tapprgue as condi¢des climaticas também
constituem um forte fator de influéncia. Pdra alba coletada em Caxias do Sul - RS, os
rendimentos do 6leo extraido (0,10 % - 0,37 fisaram abaixo daqueles encontrados em S&o Luiz
Gonzaga (0,33 % - 0,67 %). Caxias do Sul — RS aptasreconhecidamente, temperaturas médias
mais baixas, quando comparadas aquelas de SaoGanizaga (Tabela 1), sendo este um dos
provéaveis fatores que corroboram com as diferedgeasndimento observadas.

Os componentes dos Oleos essenciaid..dalba obtidos das folhas coletadas nas quatro
estacoes do ano de 2005 sédo apresentados na Tabéla todo foram identificados 42
constituintes. Os Oleos analisados sdo compostsgadn@ente por mono e sesquiterpendides.
Linalol e 1,8-cineol foram os constituintes magaiibs em todas as estagbes do ano, indicando o
quimiotipo da espécie na populacdo de plantas adtudPercentagens semelhantes de linalol (50,0
- 79,2 %) e 1,8-cineol (7,3 — 14,1 %) foram encds para os 0leos essenciais obtidos das folhas
deL. albacoletadas em Caxias do Sul terceiro constituinte em maior proporcédo vagaadordo
com a estacgéo da coleta, consistindo do germa@grerao e primavera) ou da canfora (outono e
inverno) (Tabela 2).

A porcentagem relativa de monoterpendides hidracetios variou na faixa de 1,7 — 4,0 %,
enquanto que, no caso dos monoterpendides oxiggnadariacdo foi de 68,4 — 81,0 %. J& para 0s

sesquiterpendides hidrocarbonados, a concentragdouvde 3,9 — 20,8 %, enquanto que 0S



sesquiterpendides oxigenados apresentaram-se eanfagens que variaram de 2,4 — 6,5 %.

“Tabela 2"

Os resultados indicam que a sazonalidade afetaageira distinta a biossintese do namero
de estruturas das duas principais classes de @edesnpresentes no 6leo essencialLdalba
(Figura 2). Enquanto que, em janeiro, foi observagoedominio de estruturas sesquiterpenoidicas
com relacdo as monoterpenoidicas, em abril presaet os constituintes de estrutura
monoterpenoidica. JA nos meses de julho e outubndinero de sesquiterpendides voltou a
predominar.

Uma projecdo gréfica mostra, nas proximidades deré&ao e junho, pelo menos dois
momentos em que 0 nimero de mono e sesquiterpsnggdiam provavelmente equivalentes. Os
dados demonstram que, ao longo do ano, a diveesidadimica dos constituintes aumentou
gradativamente, sendo 20 em janeiro, 23 em alfrier julho e 35 em outubro (Tabela 2, Figura
2). Este aumento pode ser atribuido a versatilidadalitica das enzimas terpeno-sintetases, que
freqiientemente produzem mdltiplos produtos a paetium Gnico substrafd.Coincidentemente, a
estagdo em que ocorre a maior diversidade quimicadleo essencial (primavera) também

corresponde ao periodo de maior floragdo obserpadoesta espécie (Figura 2).

“Figura 2”

Cabe ressaltar que nem sempre o favorecimento odugio de uma determinada classe
guimica, mono ou sesquiterpendide, vem acompardmdamento da porcentagem relativa de seus
constituintes individuais. E o caso do linalol, omanoterpendide que, do verdo para o inverno, tem
sua porcentagem relativa diminuida (Tabela 2), aniguque ocorre um aumento do numero

absoluto dos constituintes de estrutura monoteifgergu este permanece praticamente constante.



(Figura 2). Algumas hipéteses poderiam justificsgas observacdes. Entre elas encontra-se o fato
de que as plantas, através de mecanismos de eod&obdta biossintética, favorecem a producgéo de
determinados constituintes, dependendo de suassigages> *°

Os terpendides, em especial mono e sesquiterpendégeesentam diversas fungdes nos
vegetais. As mais conhecidas dizem respeito ado®féde protecdo contra herbivoros e agentes
microbianos, bem como atracdo de polinizadoresta®uditingdes, ainda pouco estabelecidas para a
maioria dos derivados isoprénicos, envolvem efeilles termo-protecédo, protecdo a danos
oxidativos, foto-respiracdo a altas temperaturdmigas concentragdes de,@lelopatia e foto-
protecdd-’ De acordo com Bouviest al, 2005 o B-ocimeno parece ter um papel chave na defesa
contra herbivoros, resisténcia a patdégenos e taera altas temperaturas. Este monoterpendide foi
identificado no o6leo essencial obtido das folhasetadas em abril (outono) e em outubro
(primavera) (Tabela 2). Segundo Schaeal, 2002'° o (E)- B-farneseno, encontrado no éleolde
albaextraido no verao, também atuaria em processosfdsadao ataque de herbivoros.

As condi¢des climaticas podem beneficiar a biogsentde um constituinte terpenoidico por
uma espécie vegetal, através do favorecimentoaatsudade enzimatica. Para a terpeno-sintetase
denominada TPS1, isolada e expressabEscherichia coli,a qual produziu linalol, entre outros
constituintes, determinou-se que a temperaturaadtienreacéo esta entre 30 e 37#%Bortanto, o
fato da temperatura ser um fator importante paativadade enzimatica e esta ser uma variavel da
sazonalidade, pode justificar o aumento do rendionéa 6leo essencial, bem como da producgéo de
certos constituintes, em épocas do ano que apesseéemperaturas mais elevadas.

Ha pelo menos duas vias envolvidas na biossinteséedpendides: uma via citosélica ou rota
do mevalonato (MVA) e outra plastidial ou rota doSfato de 1-desoxi-D-xilulose (DXP). Ambas
conduzem a producédo de isébmeros do isopreno, sfdifode isopentenila (IPP) e/ou o difosfato de
gama, gama-dimetilalila (DMAPP), os quais constituess mondémeros a partir dos quais originar-
se-ao os diferentes terpendides. A partir da casagio de uma molécula de IPP com DMAPP

forma-se o difosfato de geranila (GPP), precurszs mhonoterpendides. A condensacdo de uma



nova molécula de IPP e do GPP leva ao precursosesguiterpenoides, difosfato de farnesila
(FPP)!® 29 A possivel rota biossintética dos principais mensesquiterpendides encontrados no
6leo essencial de. alba é apresentada no Esquema 1. Este foi elaboradobesm nos dados
disponiveis na literaturd: **> ****Da mesma forma que ocorre com os produtos intéémes, os
compostos finais das rotas biossintéticas sao eqmasos em estruturas planas, uma vez que a
metodologia empregada para a analise do O6leo éskem&io permite a determinacdo da
configuragcéo absoluta dos constituintes. Entretaggcalmente ocorre simetria nos mecanismos de
reacdo, o que possibilita a formac&o dos diferemastiomeros por meio de rotas paral&las.

numeracdo dos carbonos mencionados nesta discussiaiva ao GPP e FPP.

“Esquema 1”

A biossintese dos monoterpendides (Esquema 1)rimo icom a ionizacdo do difosfato de
geranila (GPP) [1]. A desprotonacédo do C4 do catiatilico [2], resultante desta ionizagéo, leva a
obtencdo dd&E-B-ocimeno [3]. Sua hidratacéo, por sua vez, da orige linalol [4]** ** Uma
proposta para a biossintese do 6xido de linalot@dsiste na hidroxilacdo do linalol [4] pela ac&o
das enzimas do citocromo P-450 via intermediarfoefdxido de linalol [5f *° Além desta, foi
demonstrado que a auto-oxidacdo do linalol [4]amla exposicdo ao oxigénio do ar, também
conduz ao 6xido de linalol [6f.

A isomerizacao do GPP [1], obtida com a migracagrdpamento difosfato do C1 para o C3,
resulta no difosfato linalilico (LPP) [7]. A subsmmpte rotacdo da ligacdo C2-C3 e ionizagéo
resultam no isémero do cation linalico [2'], quéedt do primeiro por apresentar caracteristicas
espaciais favoraveis a ciclizagdo molecular. Déstaa, além de formar @-mirceno [8] pela
perda de préton no C16,'® #a ciclizacdo do isdbmero do cation linalilico [28ntre C1 e CB8,
conduz ao catiom-terpinilico [9], um intermediario chave da biogefe dos monoterpendides

ciclicos* ?°(Esquema 1).



A desprotonacéo do C8 do catierterpinilico [9] favorece a producéo do limoneno][* %

cuja hidroxilagdo por enzimas do citocromo P-45@ioa o E-carveol [11]*> 2 23 2Quando a
saida do préton ocorre no C6, forma-se o terpimold3[** que, por isomerizacdo, passaria a
isoterpinoleno [14]. Muitos terpendides sdo produtbretos das enzimas terpeno-sintetases,
enquanto outros sdo obtidos ap6s transformacdemddias’ o que parece ser o caso do
isoterpinoleno [14]. A literatura também descreua formacdo mediante a biotransformacao do
isolimoneno [12] pela bactéria desnitrificanié&caligenes defragana qual, entre outros, utiliza
limoneno [10] como substratd.Embora n&o exista a comprovacéo desta rota entaiegemL.
alba o limoneno [10] ocorre em maior quantidade no a&sbril, que também é o Unico més em
gue foi identificado o isoterpinoleno [14] (Tabélp Entretanto, em funcdo da escassa literatura
sobre este aspecto, ndo se pode descartar a pdadibido isoterpinoleno [14] ser formado por
outra via, como a partir do terpinoleno [13], jambmstrada através de isomerizacao fisico-
quimicd* (Esquema 1).

Via cationa-terpinilico [9] , a biossintese dos constituintesijona [15], sabineno [16] &
hidrato de sabineno [17] inicia com a migracao dieelio do C6 para o C7 e segue com o0 ataque
eletrofilico do C6 aos elétrons dupla ligacédo ef®2eC3, para formar um intermediario biciclico de
carga positiva no C3. A partir deste, a despromado C4 ou C10 leva a formacéo,
respectivamente, de-tujona [15] e/ou sabineno [16}.2°J4 a hidratacdo explica a formacaazdo
hidrato de sabineno [17]%* *'(Esquema 1).

A hidratacdo do catioro-terpinilico [9] gera oa-terpineol [18f% 2%

o0 qual, por
heterociclizacdo, produz o 1,8-cineol [fqEsquema 1).

A ciclizacédo eletrofilica do cation-terpinilico [9] gera os cétions pinilico [20] erhdico
[25]. A desprotonacédo do cation pinilico [20] no &4du C10 conduz, respectivamentegaaneno
[21] e/oup-pineno [22]%% % %% 2"As acbes das enzimas do citocromo P*28Bsobre o-pineno
[22], em um processo analogo & biossintese da mafvd™ **formam o pinocarveol [23], cuja

desidrogenac&o oxidativa resulta na pinocarvong{#&squema 1).

10



Um rearranjo do cation bornilico [25] do tipo Wagieerwein, gera o cation canfilico [26]
que, por desprotonacéo do C10, leva ao canfend’{2jernativamente, o céation bornilico [25]
pode capturar um grupo difosfato formando o difistie bornila [28F% % 0 qual é convertido
em borneol [29]. A oxidacdo enzimatica do borne?®][origina a canfora [3Gf 3% Em
contrapartida, a acilagdo enzimatica do borneo], [B&h semelhan¢ca ao que ocorre com outras
substancia$® resultaria no acetato de isobornila [31] (Esquéjna

Como pode ser notado no esquema 1, o linalol [dinédos primeiros constituintes a ser
biossintetizado. O fato de sua biossintese envplwecas etapas pode contribuir para sua presenca
em altas concentracdes no Oleo essencidl.d@lba Comparando as porcentagens relativas de
alguns monoterpendides (Tabela 2), observa-se dqodiaalol diminui no inverno, enquanto que a
de outros compostos como cepineno, canfeno, sabineno, 1,8-cineol, canforapgarvona e
borneol aumentam. Associadas aos efeitos de umar raai menor atividade enzimética, estas
observacdes também levam a supor que exista algoanismo de controle da rota biossintética.

E possivel que, em épocas de temperatura elevati@lél 1), uma maior taxa de volatilizacdo do

linalol direcione sua biossintese na elaboracémaier quantidade do produto. J& em periodos de
baixas temperaturas ocorreria o0 contrario, restamdsim mais substrato (GPP) para ser
transformado nos demais monoterpendides citados.

A formacdo dos sesquiterpendides tem inicio (Esqu&jncom ionizacdo do difosfato de
farnesila (FPP) [32]. O cation resultante [33] pa#e desprotonado no C15 para forriaf-
farneseno [34] ou pode sofrer hidratacdo para forBwaerolidol [35]** *° A migracdo do
grupamento difosfato de C1 para C3 em [33] resuitalifosfato de nerolidila (NPP) [36].%? A
partir deste ponto, a biossintese dos demais segupndides desenvolve-se via ionizacdo direta
e/ou rotacéo da ligacéo entre C2 e C3 e postemmacdo do isdmero NPP [36].

A ionizacao direta do NPP [36] e sua subsequenlbeatéo entre C10-C1 leva a formagéo do
cation germacrilico [38]. A saida de um préton, p@zes associada a um deslocamento

intramolecular de hidreto, conduz a formacao domgerenos A [39], B [41], D [42] e C [46].%?
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A nova protonacao destes constituintes no C6 coadalztencédo de estruturas do tipo eudesmano,
enquanto que a protonacgéo no C3, leva aos deridmltpo azulano ou guaiafid,*? como o alo-
aromadendreno [45f.Outro constituinte também obtido pela via dos gemenos é o germacreno-
D-4-ol [43], obtido provavelmente pela hidratac@ogeérmacreno D (Esquema 1).

O B-elemeno [40] pode ser considerado um subprodutnado durante o processo de
extracdo do Oleo essencial por hidrodestilacdo @isen por cromatografia gasosa pois, sob
condicOes ligeiramente acidas ou de aqueciment®,cesistituinte € facilmente obtido a partir do
germacreno A através do rearranjo de Gbfiesquema 1).

A ciclizacdo do céation NPP [37] entre C11-C1, amstx a desprotonacdo do C9, leva a
formacédo doa-humuleno [47]. Quando esta ciclizacdo vem acomp@datda formacdo de uma
ligacdo adicional entre C2-C10, além da despro@imag C15 forma-se B-B-cariofileno [48]* A
via do isémero do NPP [J7também pode ser utilizada para a formacédo deststituinte, bem
como doE-B-farneseno [34] apresentado anteriorméht.6xido de cariofileno [49], por sua vez,
mostrou ser um subproduto da auto-oxidacaoEe®-cariofileno [48] pela sua exposicdo ao
oxigénio do at* (Esquema 1).

A ciclizacdo do isdbmero do NPP [37'] entre C10-Canduz a formacdo do céation
germacradienilico ouH, 2)-germacrilico [50]. Adotando como ponto de partdse céation [50], a
sequiéncia de reacdes envolvendo deslocamento oigemtar de hidretd” “*ciclizacdo entre C7-
C1, ciclizacdo entre C6-C2 e desprotonacdo do €t&rih a formacao dgB3-bourboneno [51]
(Esquema 1).

O isdbmero do cation germacradienilico [50’], obtigmdés o deslocamento de hidreto, pode

ciclizar entre C6-C1, formando o cation cadinil[68]** *2

ou, através da saida de um préton e
adicional ciclizacdo entre C1 e C11, originar ddbigermacreno [52} **(Esquema 1).

A partir do cation cadinilico [53], por meio de urtigacdo entre C2-C7, forma-se um
intermediério triciclico que, desprotonado, leva aonstituintesi-copaeno [54] e/oB-copaeno

[55].%? Através da migracado de hidreto-1,2 do carbocéatainilico [53] e ciclizac&o entre C2-C6,
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origina-se outro intermediario triciclico capazfdemar, por desprotonagédo do C-193-cubebeno
[56]*° e, provavelmente, pela reacdo com &gua, o culigBplAlternativamente, o0 mesmo cétion
cadinilico [53], por deslocamento de um hidretgus#o da adicdo de agua, forma o 1,10-di-epi-
cubenol [58F° Cane e Ke, 2060 demonstraram experimentalmente que o atomo demixigio
grupo hidroxila do epicubenol, um isémero do 1,Eteqi-cubenol [58], deriva exclusivamente da
agua. Segundo estes autores, a reacao do catimilicad53] com a agua levaria a formacao dos
isdmeros do cadindf, comot-murulol e/oua-cadinol [59]. Em contrapartida, de maneira analoga
ao que ocorre quando da formacdo de outros desvedoesqueleto cadinaffoa saida de um
préton do cétion cadinilico [53] conduziria a biotsse dax-muruleno [60] e/oy-muruleno [61]

(Esquema 1).
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Figura 1. Perfil quantitativo do 6leo essencial das folhasLigppia alba (Mill.) N. E. Brown

coletada em Sé&o Luiz Gonzaga, RS, Brasil, nasatlifes estacdes de 2005.

Figura 2. Variabilidade sazonal das principais classes dairges do 6leo essencial das folhas de

Lippia alba(Mill.) N. E. Brown coletadas em S&o Luiz Gonzag8&, Brasil, em 2005.

Esquema 1.Possiveis rotas biossintéticas dos monoterpen@dessquiterpendides presentes no
Oleo essencial deippia alba Denominagdo dos constituintes e intermediaribfDifosfato de
geranila (GPP), [2] Cétion linalilico, [2'] Catidmalilico / isémero [3]JE-3-Ocimeno, [4] Linalol,
[5] 6,7 Epoxido de linalol, [6] Oxido de linalol7] Difosfato de linalila (LPP), [7'] Difosfato de
linalila (LPP) / isbmero, [8B-Mirceno, [9] Cationa-terpinilico, [10] Limoneno, [11E-carveol,
[12] Isolimoneno, [13] Terpinoleno, [14] Isoterpleno, [15] a-Tujona, [16] Sabineno, [174-
Hidrato de sabineno, [18]-Terpineol, [19] 1,8-Cineol, [20] Cation pinilicf21] a-Pineno, [22]3-
Pineno, [23] Pinocarveol, [24] Pinocarvona, [25]ti@& bornilico, [26] Cation canfilico, [27]
Canfeno, [28] Difosfato de bornila, [29] BornedBO] Céanfora, [31] Acetato de isobornila, [32]
Difosfato de farnesila (FPP), [33] Cation difosfatarnesilico, [34] E-B-Farneseno, [35]E-
Nerolidol, [36] Difosfato de nerolidila (NPP), [36Difosfato de nerolidila (NPP) / isbmero, [37]
Cétion difosfato nerolidico (NPP), [37] Céation akfato nerolidilico / isémero, [38] Cation
germacrilico, [39] Germacreno A, [4B}Elemeno, [41] Germacreno B, [42] Germacreno D] [43
Germacreno-D-4-ol, [44] Cation alo-aromadendreajl[d5] Alo-aromadendreno, [46] Germacreno
C, [47] a-Humuleno, [48] E-B-Cariofileno, [49] Oxido de cariofileno, [50] Caétio
germacradienilico, [51B-Burboneno, [52] Biciclogermacreno, [53] Céation icdlito, [54] a-
Copaeno, [55]B-Copaeno, [56]B-Cubebeno, [57] Cubebol, [58] 1,10-Di-epi-cuben@9] t-

Murulol oua-Cadinol, [60]a-Muruleno, [61]y-Muruleno. OPP = Difosfato; Ac = Acetato.
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Figura 1. Perfil quantitativo do 6leo essencial das folhasLigppia alba (Mill.) N. E. Brown

coletada em Sé&o Luiz Gonzaga, RS, Brasil, nasatlifes estacdes de 2005.
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Figura 2. Variabilidade sazonal das principais classes dairges do Oleo essencial das folhas de

Lippia alba(Mill.) N. E. Brown coletadas em S&o Luiz Gonzag&, Brasil, em 2005.
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Tabela 1.Dados meteoroldgicos das quatro estagcfes do a?@0&eem Sao Luiz Gonzaga.

Média Verdo Outono Inverno Primavera
Temperatura (°C) 25,7 21,3 15,2 19,6
Insolagdo Total (Horas) 242,7 1714 152,9 172
Umidade Relativa do Ar (%) 67 77 77 71
Chuva acumulada (mm) 99,7 235,8 200,3 192,2
Dias com chuva 6 12 11 10
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Tabela 2. Constituintes quimicos do 6leo essencialLigpia alba(Mill.) N. E. Brown nas quatro

estacoes do ano de 2005.

Janeiro (Verao)

Abril (Outono) Julho (Inverno) Outubro (Primavera)

Formula  Componente % Tr IRcal % Tr IRcal % Tr IRcal %  Tr IRcal IRref
CioHis a-Tujona - - - - - - - - - t 10,49 925 930
Cio His a-Pineno - - - 0,2 10,75 931 0,3 10,75 931 0,1 10,74 931 939
Cic Hie Canfeno - - - 0,3 11,41 947 0,7 11,41 947 t 11,4947 954
Cic Hie Sabineno 1,2 12,40 971 1,7 12,42 972 2,1 12,41 9714 12,41 971 975
Cio Hie B-Pineno - - - - - - 0,3 12,57 975 0,1 1256 975 979
Cic Hie Mirceno 0,3 13,17 990 0,4 13,17 990 0,1 13,20 991 - - - 991
Cic Hie Limoneno 0,2 14,72 1029 0,7 14,73 1029 0,5 1479291 0,1 14,75 1029 1029
CioH1sO 1,8-cineol 7,9 14,86 1032 104 14,86 1032 13,0 14,85 1032 8B4,86 1032 1031
CioHis (E)- B-Ocimeno - - - 0,3 15,51 1048 - - - 0,1 15,55 1049 1050
CicHic O (&)-Hidrato de sabineno - - - - - - 0,2 16,50 1073 1 0,16,50 1073 1070
CiHie O (E)-Oxido de linalol - - - 0,3 1650 1073 - - - - - - 1073
CiHie O (2)-Oxido de linalol 0,2 17,13 1089 - - - - - - - - - 1087
Cic Hie Isoterpinoleno - - - 0,2 16,99 1085 - - - - - - 880
CicHie O Linalol 655 17,79 1106 63,7 17,76 1105 48,7 747,1105 58,2 17,79 1106 1097
Cic H160O Cénfora - - - 44 19,42 1149 84 19,41 1149 0,49,42 1149 1146
CioH140 Pinocarvona - - - 0,4 20,00 1164 05 20,00 1164 0,1 20,00 1164165
CicHic O Borneol - - - 0,6 20,41 1175 0,7 20,40 1175 0,20,42 1176 1169
CioHigO a-Terpineol - - - 0,2 21,33 1200 - - - t 21,34 1200 1189
Cio Hic O (E)-Carveol 1,1 21,84 1214 1,0 21,88 1215 0,1 2192161 0,7 21,86 1215 1217
CizHx O, Acetato de isobornil - - - - - - 0,3 2435 1286 - - - 1286
Cis Hag a-Copaeno 0,1 27,37 1375 - - - 0,2 27,38 1375 0,2 27,37 137877
Cis Haa -Burboneno 0,1 27,63 1383 - - - - - - 0,1 27,64 1383 1388
Cis Haa -Cubebeno - - - - - - - - - 0,2 27,78 1387 1388
Cis Haa B-Elemeno - - - - - - 0,2 27,84 1389 0,2 27,83 1389 1391
Ciz Hzs (E)-Cariofileno 25 28,79 1419 1,0 28,79 1419 3,1 798, 1419 4,8 28,80 1419 1419
Cis Hoa B-Copaeno - - - - - - 0,1 29,12 1429 0,2 29,12 1429 1432
Cis Haa a-Humuleno - - - 0,1 29,93 1455 0,6 29,93 1455 0,8 29,94 1456 1455
Cis Haa (E)- B-Farneseno 0,2 29,86 1453 - - - - - - - - - 1457
Ciz Hzs alo-Aromadendreno 0,1 30,056 1459 - - - 0,2 3008591 0,2 30,07 1460 1460
CisHza y-Muroleno t 30,52 1474 - - - - - - 01 3055 1475 1480
Ciz Has Germacreno D 3,2 30,74 1481 1,5 30,73 1481 5,1 7430,1481 78 30,74 1481 1485
Cis Hos Biciclogermacreno 0,1 31,18 1495 - - - 0,1 31,1893 0,1 31,17 1495 1500
Cis Haa a-Muroleno - - - - - - 0,5 31,28 1498 0,1 31,26 1498 1500
Cis Hos Germacreno A 0,6 31,54 1507 0,3 31,54 1507 0,9 5531,1507 1,3 31,55 1506 1509
Cizs Hx O Cubebol - - - 0,5 31,85 1517 1,3 31,85 1517 1,31,85 1517 1515
CisHzg Germacreno B 1,9 33,08 1559 1,0 33,08 1559 3,8 33,08 1559 4,7 09331559 1561
Cizs Hx O (E)-nerolidol 0,3 33,22 1564 - - - - - - 0,1 33,26 655 1563
Cizs Hoe O Germacreno D-4-ol 0,2 33,67 1579 1,2 33,67 15785 33,66 1578 0,5 33,64 1577 1576
Ci: H2 O Oxido de cariofileno 2,1 33,81 1583 0,8 3382845 0,2 33,81 1583 0,4 33,81 1583 1583
Cizs Hx O 1,10-Di-epi-cubenol - - - - - - 0,1 34,78 1617 ,10 34,63 1612 1619
CisHO  1-Muurolol - - - - - - 0,6 3562 1647 - - - 1642
CisHs O a-Cadinol - - - - - - 0,8 3594 1658 0,1 3595 1658 1654
Somatdrio % 87,8 91,2 97,2 93,4

% = Porcentagem relativdy = Tempo de retencatRcal = indice de retencdo calculadBref =

indice de retencéo de referéncia; t = traco (megoer0,06 %).
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Abstract

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown is a medicinal plant popularly known as “salvia-do-Rio-
Grande” in the southern region of Brazil. It is used in traditional medicine for the treatment of
several illnesses, including some of infective etiology. The aim of this study was to investigate the
influence of the seasonal variability of the essential oils of this species on antimicrobial activity.
The leaves were obtained from cultivated plants, collected in each season of the year. The essential
oils were extracted by hydrodistillation and analyzed by GC-MS, using Kovats’ retention indexes
and MS-fragmentation for identification of the compounds. Antimicrobial activity was determined
by the broth microdilution method against strains of four bacterias, three yeasts, and one alga.
Yield, chemical composition, and antimicrobial activity of the essential oils varied in accordance

with the season of the year.

Key words

Lippia alba, Verbenaceae, essential oil, seasonal variabiblity, antimicrobial activity.

Abbreviations:

MIC: minimum inhibitory concentration
MBC: minimum bactericidal concentration
MFC: minimum fungicidal concentration

CFU: colony forming unit
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Introduction

Qualitative and quantitative variations in composition of essential oils are frequent in plants,
including the species of the genus Lippia [1]. Several studies have reported antimicrobial activity of
essential oils obtained from these plants [1], [2], which reflects the trend of the last decades to
search for new compounds that act as anti-infection agents [3]. Because the collecting season can
affect the chemical variability of essential oils, presumably alterations in their biological activity

might occur as well.

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) is a medicinal plant known as “salvia-do-Rio-
Grande” in Rio Grande do Sul, the southernmost state of Brazil, which is in the temperate zone of
the country. This species is being incorporated into the Brazilian Pharmacopeia, and is one of the
medicinal plants considered to be included in the phytotherapy program of Brazil’s National Health
System. An infusion and/or decoction of its leaves are commonly used in traditional medicine, and
some applications are related to microbial infections including gastrointestinal disorders, diarrhea,

dysentery, and cutaneous and respiratory diseases [4].

Until now, only disconnected studies on variability [5], [6], [7], [8], [9] and antimicrobial activity
[10], [11], [12], [13] of the essential oils of L. alba have been performed. The aim of the present
study was to investigate the influence of seasonal variability on the antimicrobial activity of
essential oils from the leaves of cultivated plants of Lippia alba, in order to determine the best time

of year for harvest and extraction of plant material, in terms of activity optimization.

Materials and methods

Plant material

3
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Lippia alba (Mill.) N. E. Brown was cultivated in Sdo Luiz Gonzaga, state of Rio Grande do Sul,
Brazil. The aerial parts of the plant were collected in 2006 in the middle period (January, April,
July, and October) of each season. The plant material was identified by the botanist Dr. Gilberto
Dolejal Zanetti, Department of Industrial Pharmacy, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
A voucher specimen (SMDB No. 10050) was deposited in the herbarium of the Department of

Biology, UFSM.

Essential oil extraction and analysis

The essential oils were obtained from fresh leaves of the plant by hydrodistillation, using a
Clevenger type apparatus for 2h [14]. Essential oil samples were stored at -20°C in amber glass
bottles until GC-MS analysis and antimicrobial evaluation. The yield of the essential oils was

calculated as a percentage of volume and weight (% v/w).

GC-MS TIC analysis was performed using an Agilent-6890 gas chromatograph coupled with an
Agilent 5973 mass selective detector, under the following conditions: HP5-MS column (5%-phenyl
- 95%-methylsiloxane, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm); EI-MS: 70 eV; Operating conditions: split inlet
1:100; temperature program, 40-260°C; 40°C for 4 min; ramp rate, 4°C/min; carrier gas He: flow
rate, | mL/min; injector and detector temperature, 220°C; interface temperature 250°C; Databank

NIST, 1998.

The constituents of the essential oils were identified by comparison of the mass spectra with a mass

spectral library (NIST, 1998), and the Kovats retention index with literature data [15].

Antimicrobial activity
The microorganisms used in the test are listed in Table 2. The antimicrobial activity of the essential

oils was determined by the broth microdilution method [16], [17]. Initially, the essential oils were

4
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dissolved in methanol, in order to obtain stock solutions of the concentration of 640 mg/mL. The
stock solutions were diluted (1:100) in the appropriate medium, Muller-Hinton broth for bacterial
strains, and buffered RPMI 1640 broth for yeasts. From these, serial dilutions were prepared in 96-

well microtiter trays over the range of 100 to 6400 pg/mL.

Bacterial strains and yeasts were grown in Muller-Hinton (24 h / 35 °C) and Sabouraud dextrose
agar (48 h /35 °C), respectively. Bacterial suspensions of 0.5 McFarland standard turbidity (1 x 10°
CFU/mL) were prepared by dilution with saline, and later diluted (1:100) with Muller-Hinton broth

(1 x 10° CFU/mL). Aliquots of 10 pl (1 x 10* CFU/mL) of inoculum were added to each well of the

microtiter tray already containing 200 pl of the medium plus different concentrations of the
essential oils. In parallel, yeast suspensions were prepared by dilution with 0.85% NaCl solution
and adjusted to 0.5 McFarland standard turbidity (1 x 10°to 5 x 10° CFU/mL). These suspensions
were diluted with sterilized water (1:50) and buffered RPMI 1640 broth (1:20), resulting in 1.0 x
10° to 5.0 x 10° CFU/mL. 100 uL of the inoculum was added to each well of the microtiter plate
already containing 100 uL of the essential oil solution. The microplates with bacterial strains were
incubated for 24 h at 35°C. Those with yeasts were incubated for 48 h at 35°C. The same tests were
performed simultaneously for inoculum growth and sterility control. The final concentration of
methanol did not exceed 1% and did not affect the growth of the microorganisms. Itraconazole and
ciprofloxacin were used as positive controls. The alga Prototeca zopfii was assayed in the same way

as described for yeasts.

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined as the lowest concentration of
essential oil that completely inhibited visible growth of microorganisms. To determine the
minimum bactericidal and fungicidal concentration (MBC/MFC), 10 pL broth was taken from each
well without microbial growth and inoculated in Muller-Hinton and Sabouraud dextrose agar,

respectively. The plates were incubated for 48 h at 35°C until they were read. The MBC and MFC
5
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were defined as the lowest concentration of the essential oil capable of killing the inoculum.

Results and Discussion

Semi-quantitative and qualitative results of the essential oil analysis are shown in Table 1.

The essential oil was composed mainly of monoterpenoids (69.38 — 73.93%) and sesquiterpenoids
(21.09 — 24.13%) (Table 1). Monoterpenoids were the main constituents in previous studies of this
species [5], [8], [9]. In total, 34 substances were detected in our assays. The largest number of
compounds was found in summer, the season when the highest yield of essential oil was obtained.
Silva et al. [9] assumed that this might be a consequence of greater stress caused by the heat at this

s€ason.

The yield of the essential oils of Lippia alba ranged from 0.34% to 0.62%, in accordance with
literature data [5], [8], [9]. These authors reported that lower yields were obtained from plants
collected in winter, and the largest amounts were obtained during the phase of vegetative growth of
the plant. Surprisingly, in spring, when the leaves and sprouts are young and therefore more
susceptible to predators, the yield was relatively low. Additionally, the oil obtained in spring did not
inhibit growth of microorganisms (Table 2). This suggests that the essential oil constituents are not

involved in plant defense against these organisms in L. alba.

The composition of the essential oils showed significant differences, depending on the time of year
(Table 1). In contrast to other reports [5], [8], [9], the major constituents (> 15%) did not remain
constant. Two groups of major constituents were found: one consisting of 1,8-cineole and camphor

(summer and spring); and the other of 1,8-cineole, camphor, and linalool (autumn and winter).

Many factors can contribute to the variability of essential oils of L. alba. Among these, the different

6
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parts of the branch [6], season and harvest schedules [5], [6], [7], [9], genetic factors [8], and
extraction methods [18] may all influence the composition of the essential oil. In the future, the
understanding of these aspects will enable the adoption of standardized processes for cultivating the

plant and obtaining the derived products.

The results for antimicrobial activity are presented in Table 2. With the exception of Pseudomonas
aeruginosa, all other microorganisms tested were susceptible to the essential oils of L. alba from at
least one season. The most sensitive yeast was Saccharomyces cereviseae, with MIC and MFC of
800 pg/mL for the oil obtained in January. The most susceptible bacterial strains were
Staphylococcus aureus for the oils obtained in April and July, and Klebsiella pneumoniae for the oil
extracted in July. The results in Table 2 are in accordance with literature data, which report yeast
and fungi as being more sensitive than bacteria [19], and Gram-negative bacteria as more resistant
than Gram-positive. According to Holley and Patel [19], sterols present in membranes of yeasts and
fungi but absent from prokaryotic cells do not confer resistance against antimicrobials. On the other
hand, the greater resistance of Gram-negative bacteria to essential oils appears to result in part from
the greater complexity of the double-membrane cell envelope of these organisms, in contrast to the
single-membrane glycoprotein/techoic acid, or membrane-glycoprotein/pB-glucan-based structures
of Gram-positive bacteria and yeasts, respectively [19], [20], [21]. This could explain, at least in
part, the resistance of P. aeruginosa to most essential oils [22]. Besides differences at the
cytoplasmic membrane-glycoprotein interface as well as greater physicochemical complexity of the
Gram-negative cell wall, metabolic differences may also be important for the resistance or

sensitivity of microorganisms to essential oils [19].

The degree of activity of the essential oils of L. alba ranges from weak to moderate [23], [24]. In
some cases the MIC was equivalent to the MBC/MFC, indicating that the observed effects are a
consequence of the microbicidal action of the essential oils. Although the MIC values are not
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excellent for clinical use, the broad spectrum of action demonstrated is considerable in view of the
global problem of resistance to antimicrobial substances [25]. Some authors have demonstrated that
essential oils can influence the effectiveness of some antibiotics [26]. Synergic effects, in this case,

might be an interesting alternative for combatting microbial resistance in the future.

As seen in Table 2, seasonality influenced the antimicrobial activity. The evidence showed that this
aspect was correlated with the chemical composition of essential oils (Table 1), and certain
constituents seemed to have an important role in these results. The inefficiency of the essential oil
obtained in October (Table 2), for example, could be related to the absence of some constituents
occurring in other seasons (Table 1), such as linalool, pinocarvone, limonene, myrcene, and f-
pinene. Various components of the essential oil of L. alba have had their antimicrobial activity
described as isolated substances [27], [28], [29]. However, the results presented are contradictory.
These contradictions can be explained by the different variables that can influence these results,
e.g., the strain, the method, the growth medium, the pH of the compound, and its concentration [3].
Nevertheless, the literature shows general information that could contribute to explain our results.
Delaquis et al. [30], for example, found that fractions enriched in C6-C10 alcohols and aldehydes
were particularly active against Gram-positive bacteria. As Table 1 shows, linalool occurred in oils
obtained in summer, autumn, and winter, which all showed antimicrobial activity; but this
compound was absent in the oil obtained in spring, which was inactive. These results suggest that

linalool may be one of the substances responsible for the antimicrobial activity observed.

The higher virulence of Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae to human beings allows
us to postulate that the winter is the best harvest season, to maximize antimicrobial activity,

although we observed the smallest yields in winter.

Essential oils normally have many components, and it is likely that their action involves several

8
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targets in the microbial cell. The degradation of the cell wall, the damage to cytoplasmic membrane
and membrane proteins, the leakage of cell content, the coagulation of cytoplasm, and the depletion
of the proton motive force are possible mechanisms of action [21]. In this regard, some authors have
suggested that the hydrophobicity of essential oils, or more specifically their capacity to interfere
with structures of the microbial cell membrane, is the main reason for their antimicrobial activity

[19], [20], [21].

The antibacterial and antifungal potentials were reached at different times, in July and January
respectively (Table 2). With regard to the differences between the microorganisms, it seems that
higher concentrations of the active constituents occurred in the cited months. Moreover, the
presence of the same major constituents in January and October, as well as in April and July (Table
1), indicates that the less-abundant constituents must be considered to be responsible for the
antimicrobial activity as well. According to Burt [21], synergic or antagonistic effects between the

constituents of essential oils can also contribute to observed results.

Although antimicrobial activity of the essential oils of the leaves of L. alba has been reported
previously [10], [11], [12], [13], the authors did not describe the correlations between the harvest
time, composition, and antimicrobial activity. In addition, most of them used leaves from wild
plants, which are influenced by many and variable factors, such as growth conditions, climate, soil
quality, and insolation, among others. General rules for harvesting medicinal plants were developed
in Europe. There, for plants which contain essential oils, spring is often considered the ideal season
for collecting the plant material. However, in our study, the essential oil of L. alba harvested in
spring was inactive against the tested microorganisms. This result indicates that this general rule
cannot be used without complementary studies. The different aspects involved in the culture,
genetic improvement, harvesting, and the chemical constituents and their correlations with the

biological activity of Brazilian native plants must be determined for each individual species, in
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order to improve the pharmacological activity of the phytomedicines produced from it.
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Table Legends

Table 1: Chemical constituents of the essential oils of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, from plants

harvested in the four seasons of 2006.

Table 2: Antimicrobial activity of essential oils of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown from plants

harvested in the four seasons of 2006.
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Table 1:
January (Summer) April (Autumn) July (Winter) October (Spring)
Yield (%, v/w) 0.59 0.62 0.34 043
Formula Constituent % Rt Rlcal % Rt Rlcal % Rt Rlcal % Rt RIcal RIref

Cio Hys a-Pinene 0.61 10.73 930 0.34 10.83 941 0.35 1082 941 0.86 1047 958 939
Cio Hys Camphene 142 1140 947 1.10 1140 955 1.06 1140 955 252 11.03 969 954
Cio Hys Sabinene 437 1240 971 3.10 1246 981 2,66 1246 981 445 12.18 993 975
Cio Hie S-Pinene 040 1254 975 0.39 1253 983 0.38  12.53 983 - - - 979
Cio Hyg Myrcene 2.11 13.16 990 0.70 13.29 1001 049 1327 1001 - - - 991
CioHys Limonene 288 1471 1028 1.38 1470 1037 1.09 1470 1037 - - - 1029
CioHisO  1,8-cineole 2298 1484 1032 2327 1479 1039 2135 1479 1039 32.08 14.39 1042 1031
CioHisO  Z-Sabinene hydrate 021 1649 1073 - - - - - - - - - 1070
Cio Hig Isoterpinolene 0.33 1696 1085 - - - 0.16 17.07 1096 - - - 1088
CioH;3sO  Linalool 6.89 17.69 1103 21.71 17.66 1111 29.12 17.67 1111 - 1097
CioHisO Camphor 22.62 1940 1148 21.17 19.20 1151 1545 1920 1151 29.58 18.83 1148 1146
CioH;4sO  Pinocarvone 1.33 1997 1164 0.77 1992 1170 0.57 1991 1169 - 1165
CioHisO  Borneol 245 2038 1174 - - - - - - 316 1985 1174 1169
CioHisO  a-Terpineol 0.53 21.31 1199 - - - - - - - - - 1189
CoHi4s O Verbenone 0.25 21.74 1211 - - - - - - - - - 1205
Cij2 Hy O, Isobornyl acetate 0.30 2434 1285 - - - - - - 0.37 2395 1289 1286
Cis Ha a-Copaene 046 2735 1374 - - - - - - 040 26.85 1377 1377
Cis Hy S-Cubebene - - - - - - - - - 0.07 27.33 1392 1388
Cis Hoy S-Elemene - - - - - - - - - 0.16 2740 1394 1391
Cis Ha a-Gurjunene - - - - - - - - - 0.09 2791 1410 1410
Cis Hy E-Caryophyllene 2.86 2878 1418 375 28.66 1425 448 28.65 1425 375 2823 1421 1419
Cis Ha a-Humulene 0.51 29.92 1455 0.17 29.73 1459 - - - 0.37 29.32 1456 1455
Cis Hoy E-B-Farnesene - - - L - - 0.32 29.72 1459 - - - 1457
Cis Hoy allo-Aromadendrene - - - - - - - - - 0.06 29.54 1463 1460
Cis Hy »-Muurolene - - - - - - 0.05 3042 1481 0.09 30.03 1479 1480
Cis Hy Germacrene D 4.62 30.72 1480 578 30.58 1486 6.78 30.58 1486 388 30.19 1485 1485
Cis H Bicyclogermacrene 0.20 31.17 1495 - - - - - - - - - 1500
Cis Hy a-Muurolene 073 3125 1497 L - - 046 31.15 1505 0.62 30.78 1504 1500
Cis Ha Germacrene A 041 31.54 1507 0.59 31.33 1511 0.78 31.32 1511 0.50 3094 1510 1509
Cis Hy 6-Cadinene 1.36 31.84 1517 0.65 31.84 1528 042 31.85 1529 1.16 3147 1528 1523
Cis Ha Germacrene B 353 33.07 1559 4.82 3285 1562 537 3285 1562 4.80 3244 1561 1561
CisHy O  Germacrene D-4-ol 7.11  33.65 1578 533 3345 1583 492 3345 1583 7.14 33,10 1584 1576
CisHx O  =Muurolol .12 35.60 1646 - - - - - - - - - 1642
CisHx O  @-Cadinol 1.16 3593 1658 - - - - - - 1.04 3509 1655 1654
Monoterpenoids

Hydrocarbonated 12.12 7.01 6.19 7.83

Oxygenated 57.26 66.92 66.49 65.19
Sesquiterpenoids

Hydrocarbonated 14.68 15.76 18.66 15.95

Oxygenated 9.39 5.33 4.92 8.18
Others 0.30 - - 0.37

Total 93.75 95.02 96.26 97.15

%: relative percentage; Rt: retention time; RI cal: calculated Kovats retention index; RI ref:

reference Kovats retention index.
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Table 2:

January (Summer)  April (Autumn) July (Winter) October (Spring) Ciprof Itrac
Microorganism Source MIC MBC/MFC MIC MBC/MFC MIC MBC/MFC MIC MBC/MFC MIC MIC
Staphylococcus aureus ATCC 25293 1600 - 800 1600 800 1600 >6400 - 1.00 NT
Escherichia coli ATCC 25922 >6400 - >6400 - 6400 6400 >6400 - 1.00 NT
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 >6400 - >6400 - >6400 - >6400 - 2.00 NT
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 >1600 - 1600 3200 1600 1600 >6400 - 0.50 NT
Candida albicans ATCC 44773 3200 3200 >3200 - >3200 - >6400 - NT 0.06
Candida glabrata Ci 3200 3200 >3200 - >3200 - >6400 - NT 0.25
Prototheca zopfii Ci >3200 - >3200 - >3200 - >6400 - NT 4.00
Saccharomyces cerevisiae ATCC 28952 800 800 3200 3200 3200 3200 >6400 - NT 0.06

MIC: minimum inhibitory concentration (pg/mL); MBC: minimum bactericidal concentration
(ng/mL); MFC: minimum fungicidal concentration (pg/mL); ATCC: American Type Culture

Collection; Ci: clinical isolate; Ciprof: ciprofloxacin; Itrac: itraconazole; -: no activity; NT: not

tested.
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Abstract

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) is a medicinal plant rich in essential oil, which
is popularly used in Brazil for the treatment of several illnesses of infectious etiology. This
paper describes the evaluation of antimicrobial activity and bio-guided fractionation of the
essential oil of L. alba, in order to isolate and identify its active compounds. The essential oil
was obtained from fresh leaves of the plant by hydrodistillation and identified by GC-MS.
After fractionation of the essential oil by column chromatography, the isolated compounds
were identified as germacrene D-4-ol and linalool by spectroscopic analysis (GC-MS, 'H
RMN, *C RMN, DEPT-135, COSY and HETCOR). The antimicrobial activity of the
essential oil and its fractions and isolated compounds was determined by the broth
microdilution method. Germacrene D-4-ol showed antimicrobial activity against S.

cereviseae, P. zopfii and S. aureus, whereas linalool was inactive.

Keywords: Lippia alba; Essential oil; Germacrene D-4-ol; Linalool; Antimicrobial activity.



1. Introduction

The global problem of resistance to antimicrobials and the emergence of new pathogenic
microorganisms has led many researchers to emphasize the need to develop new agents to
combat microbial infections (Murphy and Kavanagh, 1999; Neely and Holder, 1999; Bax et
al., 2000).

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) (Syn: Lantana alba Mill.) is one of the
best-known Brazilian plants used in traditional medicine. Its leaves and roots are prepared as
an infusion, decoction, bath or syrup, and used for the treatment of various ailments related to
microbial infections, including diarrhea and dysentery, and skin and respiratory diseases
(Pascual et al., 2001; Di Stasi et al., 2002; Barros et al., 2007; Hennebelle et al., 2008). This
species is being incorporated into the Brazilian Pharmacopeia, and is one of the medicinal
plants under consideration for inclusion in the phytotherapy program of Brazil’s National
Health System.

The in vitro antimicrobial activity of the essential oil of Lippia alba partly explains the
medicinal use of this plant (Souza et al., 2005; Duarte et al., 2005; Oliveira et al., 2006;
Duarte et al., 2007; Vera et al., 2007). Many authors attribute this activity to the major
compounds of the essential oil, especially the oxygenated monoterpenoids (Oliveira et al.,
2006). The present study describes the evaluation of the antimicrobial activity and the

fractionation of the essential oil, in order to isolate and identify its active compounds.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The aerial parts of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, cultivated in Sdo Luiz Gonzaga, state
of Rio Grande do Sul, Brazil, were collected in January 2006. The plant material was

identified by the botanist Dr. Gilberto Dolejal Zanetti, Department of Industrial Pharmacy,



UFSM. A voucher specimen (SMDB No. 10 050) was deposited in the herbarium of the

Department of Biology, UFSM.

2.2. Essential oil extraction
The essential oil was obtained from fresh leaves by hydrodistillation using a Clevenger
type apparatus for 2 h (Farmacopéia Brasileira, 2000) and then stored at -4 °C in amber glass

bottles. Its yield was calculated as a percentage ratio (% w/w).

2.3. Fractionation and purification

The essential oil (5.96 g) was fractionated by column chromatography using silica gel 60
(40.5 x 3.2 cm; 70-230 mesh, Merck) with hexane-acetone (95:5) as the eluent. The 32
subfractions obtained were monitored by TLC and pooled according to their chromatographic
profiles. Their yields were expressed as a proportion of the sample placed in the column. The
fractions obtained were analyzed by GC-MS, and their antimicrobial activity was evaluated.
Subsequently, fraction 4 (0.78 g) was selected for isolation and purification of the
constituents. This fraction was chromatographed on silica gel 60 (55.5 x 2 cm) and eluted
with hexane-acetone (95:5). The last column furnished 32.0 and 53.3 mg of substances 1 and
2. The purified compounds were analyzed by GC-MS and 2D NMR, and their antimicrobial

activity was evaluated.

2.4. Spectroscopic analysis
The constituents of the essential oil and fractions were identified by comparison of the
mass spectra with a mass-spectrum library (NIST, 1998), and Kovats retention indexes with

literature data (Adams, 2001).



GC-MS TIC analysis was performed using an Agilent-6890 gas chromatograph coupled
with an Agilent 5973 mass selective detector, under the following conditions: HP5-MS
column (5%-phenyl-95%-methylsiloxane, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um); EI-MS: 70 eV;
Operating conditions: split inlet 1:100; temperature program, 40-260°C; 40°C for 4 min; ramp
rate, 4°C/min; carrier gas He: flow rate, 1 mL/min.; injector and detector temperature, 220°C;
interface temperature 250°C; Databank, NIST, 1998.

NMR spectra were recorded on a Bruker DPX 300 FT-NMR at 400 MHz for 'H and 100

MHz for *C in CDCl; with TMS as the internal standard.

Germacrene D-4-ol (1): R¢0.53 (silica gel F,s4; hexane-acetone (95:5); Three
developments; detection: anisaldehyde-H,SOy4; Rt (GC): 33.67 min.; EI-MS m/z (%): 222
[M]" (1), 207 (12), 204 (12), 189 (7), 161 (35), 133 (8), 123 (27), 105 (20), 91 (27), 81 (100),

79 (16), 67 (19), 55 (17), 43 (49), 41 (32); for 'H and *C-NMR data see Table 3.

Linalool (2): R¢0.22 (silica gel F,s4; hexane-acetone (95:5); Three developments; detection:
anisaldehyde-H,SO4; Rt (GC): 17.74 min.; EI-MS m/z (%): 154 [M]" (0,2),136 (11), 121 (27),
107 (12), 93 (95), 80 (29), 71 (99), 69 (57), 67 (32), 55 (58), 43 (99), 41 (100); for 'H and

3C-NMR data see Table 3.

2.5. Antimicrobial activity

The antimicrobial activity of the essential oil and its fractions and isolated compounds
was determined by the broth microdilution method (NCCLS, 1997; NCCLS, 2002). Initially,
the test samples were solubilized in methanol in order to obtain stock solutions. The stock
solutions were diluted (1:100) in the appropriate medium, Muller-Hinton broth for bacterial

strains and buffered RPMI 1640 broth for yeasts. From these, serial dilutions were prepared in



96-well microtiter plates over the range of 100 to 6400 pug/mL for the essential oil and
fractions, and 50 to 3200 ug/mL for isolated compounds. The microorganisms used in the test
are listed in Table 2.

Bacterial strains and yeasts were grown in Muller-Hinton agar (24 h / 35°C) and
Sabouraud dextrose agar (48 h / 35°C), respectively. Bacterial suspensions of 0.5 McFarland
standard turbidity (1 x 10% CFU/mL) were prepared by dilution with saline and later diluted
(1:100) with Muller-Hinton broth (1 x 10° CFU/mL). Aliquots of 10 uL (1 x 10* CFU/mL) of
inoculum were added to each well of the microtiter plate, already containing 200 uL of the
medium plus different concentrations of the test samples. In parallel, yeast suspensions were
prepared by dilution with 0.85% NaCl solution and adjusted to 0.5 McFarland standard
turbidity (1 x 10°to 5 x 10° CFU/mL). These suspensions were diluted with sterilized water
(1:50) and buffered RPMI 1640 broth (1:20), resulting in 1.0 x 10° to 5.0 x 10* CFU/mL. 100
LL of the inoculum was added to each well of the microtiter plate already containing 100 uL
of the essential oil solution. The microplates with bacterial strains were incubated for 24 h at
35°C. Those with yeasts were incubated for 48 h at 35°C. The same tests were performed
simultaneously for inoculum growth and sterility control. The final concentration of methanol
did not exceed 1% and did not affect the growth of the microorganisms. Itraconazole and
ciprofloxacin were used as positive controls. The alga Prototheca zopfii was assayed in the
same way as described for yeasts.

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined as the lowest concentration
of essential oil that completely inhibited visible growth of microorganisms. To determine the
minimum bactericidal and fungicidal concentrations (MBC/MFC), 10 uL broth was taken
from each well without microbial growth and inoculated in Muller-Hinton and Sabouraud
dextrose agar, respectively. The plates were incubated for 48 h at 35°C until they were read.

The MBC and MFC were defined as the lowest concentration of the essential oil capable of



killing the inoculum.

3. Results and Discussion

The semi-quantitative and qualitative results of the analyses of the essential oil and its
fractions are shown in Table 1. The data for antimicrobial activity are summarized in Table 2.

The essential oil showed a broad spectrum of antimicrobial activity. Saccharomyces
cerevisiae, Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae were the most sensitive
microorganisms (Table 2). S. cerevisiae has been regarded as non-pathogenic, but recent
evidence indicates that some isolates are virulent and have been implicated in the induction of
disease, particularly in immunocompromised individuals (Murphy and Kavanagh, 1999).
Serious infections caused by S. aureus are a worldwide phenomenon, and occur in both
hospital and community settings (Appelbaum, 2006). The increase in the prevalence of
methicillin-resistant strains and strains with reduced susceptibility to vancomycin has been
reported (Bax et al., 2000; Webster et al., 2007). Multidrug-resistant isolates also have
hindered the treatment of infections caused by K. pneumoniae (DiPersio and Dowzicky,
2007). This microorganism was the only Gram-negative bacterium that was susceptible to the
essential oil; both Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were resistant (Table 2). In
general, the low susceptibility of Gram-negative organisms has been attributed to their cell
envelope. This structure, formed by a double membrane of phospholipids and
lipopolysaccharides, has been shown to be an effective permeability barrier to many
antimicrobial agents (Nikaido, 1989; Sikkema et al., 1995; Burt, 2004; Holey and Patel,
2005), including essential oils and their constituents (Griffin, 2000; Mann et al., 2000).
Metabolic differences may also be involved in their resistance (Holey and Patel, 2005).

Several papers have reported the antimicrobial activity of the essential oil of L. alba

(Souza et al., 2005; Duarte et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Duarte et al., 2007; Vera et al.,



2007). Oliveira et al. (2006) attributed this activity to the high content of oxygenated
monoterpenoids (51%), mainly represented by aldehydes and alcohols. The oxygenated
compounds also comprised the majority of constituents identified in our study (Table 1). To
determine which substances are responsible for the activity, a bio-guided fractionation of the
essential oil was carried out.

All fractions of the essential oil showed activity against any of the microorganisms tested,
except P. aeruginosa (Table 2). Fractions 2, 4 and 5 were the most active. Comparing the
fractions with essential oil, the MIC values for some of the microorganisms tested decreased
on the order of one to four dilutions. This inhibitory activity occurs in consequence of
microbicidal effects, which is more pronounced in these fractions. The increase of the
concentration of the potentially active constituents in these fractions (Table 1) could explain
these results.

In fraction 2, antifungal activity was relatively more pronounced (Table 2). S. cereviseae
was the most sensitive microorganism, followed by the Gram-positive bacterium S. aureus.
The major constituent of this fraction is 1,8-cineole (Table 1). The antimicrobial properties of
this oxygenated monoterpenoid have been thoroughly studied by the broth microdilution
method (Hammer et al., 2003; Sibanda et al., 2004; Mondello et al., 2006; Setzer et al., 2006;
Zyl et al., 2006; Vagionas et al., 2007). Of the less-abundant constituents (Table 1),
antimicrobial activity has been reported for a-pinene (Hammer et al., 2003; Rios et al., 2003;
Skaltsa et al., 2003; Alma et al., 2004; Setzer et al., 2006; Zyl et al., 2006; Melliou et al.,
2007; Vagionas et al., 2007), camphene (Alma et al., 2004), sabinene (Angioni et al., 2003),
camphor (Sibanda et al., 2004; Vagionas et al., 2007), (E)-cariophyllene (Skaltsa et al., 2003;
Sibanda et al., 2004) and germacrene D (Setzer et al., 2006). The last two constituents,
however, have been reported as inactive by other authors (Silva, 2006; Deuschle et al., 2007,

Duarte et al., 2007; Vagionas et al., 2007).



In the case of fraction 4, the most sensitive microorganism was S. aureus, followed by S.
cereviseae (Table 2). Although yeast and fungi are considered more susceptible than bacteria
(Holey and Patel, 2005), observing the data in Tables 1 and 2 we can infer that the microbial
susceptibility also depended on the total composition of the tested sample. Linalool is the
major compound of this fraction, followed by germacrene D-4-0l and 7-muurolol (Table 1).
All these constituents have an alcoholic function, whose presence can be crucial for their
antimicrobial activity (Sikkema et al., 1995; Dorman and Deans, 2000; Hammer et al., 2003;
Burt, 2004; Holey and Patel, 2005). However, only linalool shows such properties described
for the broth microdilution method (Hammer et al., 2003; Rios et al., 2003; Skaltsa et al.,
2003; Sibanda et al., 2004; Setzer et al., 2006; Zyl et al., 2006; Cox and Markham, 2007,
Vagionas et al., 2007).

Lower values of MIC were observed for fraction 5 (Table 2). S. cerevisiae and S. aureus
were the most susceptible microorganisms, with identical values of MIC. The inhibitory
activity against Candida glabrata was also significant (Table 2). Fraction 5 was constituted
basically by borneol, =muurulol and a-terpineol (Table 1). Of these, borneol (Alma et al.,
2004; Sibanda et al., 2004; Vagionas et al., 2007) and a-terpineol (Cosentino et al., 1999;
Hammer et al., 2003; Alma et al., 2004; Sibanda et al., 2004; Papadopoulos et al., 2006;
Setzer et al., 2006; Cox and Markham, 2007) exhibit antimicrobial activity.

For fraction 1, the spectrum of action was restricted to Candida sp., S. cerevisiae and
Prototheca zopfii. In comparison with the whole essential oil, there was no decrease in the
MIC values (Table 2). This apparent reduction in biological activity may be due to the
reduction of active constituents in the fraction, as well as to the loss of additive or synergistic
effects among the constituents of the essential oil (Cos et al., 2006). Fraction 1 was
constituted almost exclusively by hydrocarbon sesquiterpenoids (Table 1). With the exception

of a-humulene (Setzer et al., 2006) and (E)-cariophyllene (Skaltsa et al., 2003; Sibanda et al.,



2004) mentioned previously, there are few reports in the literature on the antimicrobial
activity of hydrocarbon sesquiterpenoids by the broth microdilution method. The
hydrophobicity of essential oils, or more specifically their capacity to interfere with structures
of the microbial cell membrane, are indicated as an important characteristic for their
antimicrobial activity (Sikkema et al., 1995; Burt, 2004; Holey and Patel, 2005). Although
the constituents of fraction 1 are less polar and therefore hydrophobic (Table 1), their
presence did not result in an increase in antimicrobial activity (Tables 2). According to Griffin
(2000), hydrocarbon compounds tend to be relatively inactive regardless of their structural
type, and this inactivity appears to be closely related to their limited hydrogen-bond capacity
and water solubility, and to a lesser extent to the octanol-water partition coefficient (log Koy).
All of these factors are expected to affect the bioavailability of the terpenoids. However,
water solubility seems to be the limiting factor in the expression of activity versus inactivity.

Similarly to fraction 1, there was no reduction of the MIC values in fraction 3. This
fraction has camphor as its major compound, followed by germacrene D-4-0l (Table 1). The
antimicrobial properties of camphor are known (Sibanda et al., 2004; Vagionas et al., 2007).
Germacrene D-4-ol also has this property, as described below (Table 2). In this case, the
observed reduction in antimicrobial activity could be due to the antagonistic interaction
between some of the constituents present in this fraction (Table 1). The occurrence of
antagonism has also been reported between terpenoid constituents (Faleiro et al., 2003).

The bio-guided fractionation of the essential oil led to the isolation of two compounds,
germacrene D-4-ol (1) and linalool (2) (Figures 1 and 2). Their structures were determined
using GC-MS, 'H RMN, "°C RMN, DEPT-135, H-H COSY and H-C HETCOR. Compound 2
was identified as linalool by comparing its spectral data (Table 3) with the literature (Konda

etal., 1997).

10



Although compound 1, identified as germacrene-D-4-0l, is a known substance occurring in
several essential oils, the literature does not describe its NMR spectroscopic data, which are
discussed as follows. Compound 1 was isolated as a colorless oil. The suspected molecular
ion peak at m/z 222 (EI-MS) corresponds to the molecular formula C;sH,60. This formula
was supported by °C NMR and DEPT spectra, which showed 15 carbon signals due to 4
CHj3-, 4 CHy-, 5 CH-groups and 2 quaternary C-atoms. The signal in dc 73.08 was assigned to
Cl1, attached to an OH-group. The fragment ion at m/z 204 [M - 18] corresponds to the loss of
H,0O and confirmed the presence of an OH-group. Four chemical shifts between oc 125.71 and
140.04 indicate the presence of two double bonds.

The "H NMR spectrum showed signals for 3 olefinic protons at oy 5.25 (H-2), 5.18 (H-3)
and 4.95 (H-8). The coupling constant of 15.72 Hz indicates E-configuration between H-2 and
H-3. The substitution pattern of the ring was confirmed by the signals of the isopropyl group
at oy 1.42 (H-12), 0.83 CH3-13) and 0.79 (CH3-14), as well as 2 singlets at ;5 1.19 and 1.54,
assigned CH3-11 and 15. Additionally, the proton of the OH-group can be observed at & 1.26
(s). The signals at oy 2.51 (dddd) and 1.65 (dt) were assigned to H-9 and H-10 protons
(Table 3).

Germacrene D-4-o0l (1) showed antimicrobial activity against S. cereviseae, P. zopfii and
S. aureus, whereas linalool (2) was inactive against all microorganisms tested at
concentrations up to 3200 pg/mL (Table 2). It is interesting to note that germacrene D, a
precursor in the germacrene D-4-ol biosynthesis, has been reported as inactive at
concentrations up to 5000 pg/mL (Deuschle, 2003; Deuschle et al., 2007). Neverthless
germacrene D-1-hydroperoxide, obtained by photo-oxidation of germacrene D, showed
antimicrobial activity against S. cereviseae (MIC = 2.5 mg/mL). Additionally, this

hydroperoxide partially inhibits the growth of P. zopfii (80%) at 5 mg/mL (Francescato,

11



2007). In comparison, the antimicrobial potency of germacrene D-4-ol is higher (Table 2),
and this feature is probably related to the presence of the hydroxyl group.

The bio-guided fractionation of the essential oil of L. a/ba showed that the fractions
containing greater amounts of oxygenated substances are more active than those containing
hydrocarbon compounds as major constituents. On the other hand, this is not the only
property responsible for the antimicrobial activity, because the linalool was inactive. The
isolation of germacrene D-4-o0l as one of the active compounds of the essential oil of L. alba
provided a new scientific basis for the quality control of phytomedicines prepared from it,

because this sesquiterpenoid could be used as a chemical and biological marker.
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Fig. 1. Structures of compounds 1 and 2.
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Table 1: Chemical constituents of the essential oil and its fractions from Lippia alba (Mill.)

N. E. Brown (Verbenaceae).

Table 2: Antimicrobial activity of the essential oil and its fractions and isolated substances

from Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae).

Table 3: 'H (400 MHz, CDCl;) and *C (400 MHz, CDCl;) NMR data for compounds 1 and

2.
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4 RESULTADOS ADICIONAIS

4.1 Analise da fragmentacédo do germacreno D 4-ol p&M-IE

O composto 1 apresentou uma massa molecular deu222. evidenciada pela
presenca do sinal correspondente no espectro d&asipsr impacto eletronico (EM-IE) com
energia do feixe de elétrons em 70 eV (Figura Ad)aixa intensidade deste pico deve-se ao
fato de que os ions moleculares de constituintoxilados sdo bastante instaveis, sendo,
por isso, rapidamente fragmentados (SILVERSTEINBSEER, 2000).

100{ 81
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Figura 14 — Espectro de massas por impacto eletr@d do germacreno D 4-ol (A, NIST
98) e do composto 1 (B).

A Figura 15 apresenta uma proposta de fragmenfa&@oo composto 1, a qual sera
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descrita em seguida.
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Figura 15 - Proposta de fragmentacdo do germacrerid 4-ol por EM-IE em 70 eV.

A partir do ion molecular [M] comm\z222 u.m.a., a elimina¢édo de uma molécula de
agua origina o fragmento comz204 u.m.a. Este, por sua vez, forma o carbocatamro\z
123 u.m.a. por meio do rompimento de duas ligag@se os carbonos 4 e 5, e, 9 e 10, com
a eliminacdo de um radical de 81 u.m.a (Figurardta, a). Quando o rompimento da ligacéo
ocorre entre os carbonos 4 e 12, entretanto, dties;@es podem ocorrer. Na primeira, a
eliminacdo do radical isopropila resulta no ion colm161 u.m.a. Na segunda, a eliminacéo
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do fragmento mais pesado (161 u.m.a.) na formadieal origina o carbocétion com\z43
u.m.a (rotas b). Na seqiiéncia de fragmentacaoatbsaitions corm\z43, 123 e 161 u.m.a.,
originam-se os fragmentos camz41, 121 e 159 u.m.a. através da eliminacdo umaculalé
de hidrogénio, respectivamente.

O carbocétion corm\z161 u.m.a. pode originar pelo menos outros setgrfeatos. A
quebra das ligacdes entre os carbonos 4 e 5, €,09 @m a eliminacdo de uma molécula
neutra de 80 ou 82 u.m.a., resultam nos fragmeaimsn\z81 (pico base) ou 79 u.m.a (rotas
c). O rompimento das ligacdes entre os carbonosbdes 6 e 7, por sua vez, seguido da
eliminacdo de molécula neutra de etileno (28 u)nda.origem ao carbocation camz 133
u.m.a (rota d). Ja& os carbocations conz 105 e 107 u.m.a. resultam do rompimento das
ligacdes entre carbonos 5 e 6, e, 8 e 9, sequaletirdinacdo de uma molécula neutra de 56
ou 54 u.m.a., respectivamente (rotas e). Por finongpimento de outras duas ligacdes, entre
os carbonos 5 e 6, e, 9 e 10, com a eliminacaordFagmento de 66 ou 68 u.m.a. na forma
de molécula neutra, explicam os carbocations oda®5 e 93 u.m.a (rotas f). A partir do
fragmento comm\z 93 u.m.a., a saida de uma molécula de hidrogémmaf@ carbocation
comm\z91 u.m.a, ao passo que a eliminacdo de uma moléeutea de acetileno (26 u.m.a.)
resulta no fragmento com\z67 u.m.a. Através da eliminacdo de hidrogénio nuiéeceste
altimo fragmento pode formar ainda o carbocatiom cdz65 u.m.a.

O fragmento conm\z207 u.m.a. resulta da eliminagcédo da metila 15 onalforma de
radical a partir do fon molecular [N\l (m\z 222 u.m.a.). No primeiro caso (rota g), as
subsequentes eliminacdes de moléculas neutras4@,892 e 2 u.m.a.) resultam nos
carbocétions corm\z 189, 147, 55 e 53 u.m.a. No segundo caso (rota hmpimento de
duas ligagOes, entre os carbonos 3 e 4, e, 9 getj0jdo da eliminacdo de um fragmento de
136 u.m.a. na forma de molécula neutra, explicarmdcdo do carbocéation com\z 71.
Alternativamente, quando ocorre a eliminacdo de omokcula de dgua, um novo fragmento
com m\z 189 u.m.a. € formado. A partir dele, novas fragmgdes com eliminacdo de
moléculas neutras (40, 42 e 28 u.m.a.) (rotas)iresultam nos carbocéations comz 149,
147 e 119 u.m.a.

A partir do ion molecular [M comm\z222 u.m.a. pode ocorrer também a eliminag&o
de um radical isopropila (43 u.m.a.) (rota k) pmmar um cation conm\z179 u.m.a. que,
pela perda de uma molécula de hidrogénio, origipg@em 177 u.m.a.

Com base no modelo de fragmentacédo apresentadsyietancia, foi sugerido pelo
banco de dados do equipamento uma série de substamm padrbes de fragmentacao
semelhantes aos da amostra. Dentre as substang&sdas, o germacreno D-4-ol foi o que
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apresentou o modelo de fragmentacdo mais pare@doomposto 1 conforme indica o
espectro apresentado na Figura 14. Este tambénmdesiéordo com os dados descritos na

literatura para o germacreno D-4-ol (ADAMS, 2001).

4.2 Analise da fragmentacé&o do linalol por EM-IE

O composto 2 apresentou uma massa molecular de.fbd. evidenciada pelo pico
correspondente no espectro de massas por impattoneto (EM-IE) com energia do feixe
de elétrons em 70 eV (Figura 16). A dificil obse@@ deste sinal, de modo anélogo ao que
ocorre no espectro de massas do germacreno DHglra 14), pode ser explicada pela
presenca do grupamento hidroxila na molécula (SRSEEIN, WEBSTER, 2000).
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Figura 16 — Espectro de massas por impacto eletr@u do linalol (A, NIST 98) e do
composto 2 (B).
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A Figura 17 apresenta uma proposta de fragmenfa&@oo composto 2, a qual sera
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Figura 17 — Proposta de fragmentacé&o do linalol por EM-IEem 70 eV.

A partir do ion molecular [M] comm\z154 u.m.a., a fragmentacficem relacdo ao
grupo OH, entre os carbonos 3 e 4, com a eliminde&an radical (83 ou 71 u.m.a.) (rotas a)
formam os fragmentos em\z71 (carbocation terciario) e 83 u.m.a. (carbocafiamario).
Quando ocorre fragmentacao alilica, entre os caxbdre 5 (rota b), entretanto, o fragmento
preferencialmente formado € o #z69 u.m.a. com a eliminacdo de um radical de 85au.m.
No primeiro caso, o carbocétion formado carz83 u.m.a. da origem ao fragmento conz
55 u.m.a. através da eliminacdo de uma moléculatitno. Ja o fragmento com\z 71
u.m.a., através da eliminacdo de uma molécula de, agigina o fragmento com\z 53
u.m.a.

A eliminacdo de uma molécula de agua ou de hidiog@rpartir do ion molecular

forma, ainda, os fragmentos emz 136 e 152 u.m.a. A partir deste ultimo, a elimimada
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uma molécula neutra de 72 u.m.a. explica o fragonemm\z80 u.m.a.

O rompimento da ligacao entre os carbonos 3 e 1fdagonento comm\z136 u.m.a.
com a eliminacédo de um radical metila (15 u.mratpa(c) origina o ion corm\z121 u.m.a., o
qual também pode ser formado pelo rompimento @gdig entre os carbonos 7e 8ou 7 e 9
(rota d). Nesta via, o rearranjo do ion efz121 u.m.a. e o rompimento de duas ligacdes para
a eliminacdo de uma molécula neutra de 54 u.nsaltaen no fragmento com\z67 u.m.a.

A isomerizacdo do fragmento com\z 136 u.m.a. e a eliminacdo de um radical
isopropila (43 u.m.a.) formam o ion em\z 93 u.m.a. Quando ocorre a eliminacdo do
fragmento mais pesado na forma de radical, entmgtarion formado é o de\z43 u.m.a., o
qual, pela eliminagdo de uma molécula de hidrogéniplica o pico erm\z41 u.m.a.

Com base no modelo de fragmentacdo apresentadac@elposto, foi sugerido pelo
banco de dados do equipamento uma série de sulbstaomm padrbes de fragmentacéo
semelhantes aos da amostra. Dentre as substanger#das, o linalol foi 0 que apresentou o
modelo de fragmentacdo mais parecido ao compostonfbrme indica a Figura 16. Este
espectro de massas também esta de acordo comassdktritos na literatura para o linalol
(ADAMS, 2001; LUAN, WUST, 2002).
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5 DISCUSSAO GERAL

A possibilidade da descoberta de novos compostos wilidade terapéutica e o
desenvolvimento de modelos nacionais de saudelgdasados fatores que motivam o estudo
das plantas. Os compostos encontrados na nat@ezlam uma gama quase inacreditavel de
diversidade em termos de estruturas, proprieddsieas e biologicas (WALL, WANI, 1996).
Esta ampla diversidade molecular faz das plantas das principais fontes de compostos
bioativos, sendo, inclusive, superior aquela deavdos processos de sintese (GUERRA,
NODARI, 2003). Paises detentores de uma rica bévdidade e de conhecimentos
tradicionais como o Brasil apresentam, portanteyrers oportunidades de diminuir a sua
dependéncia externa no setor farmacéutico pelgaoriale modelos nacionais de saude,
pautados em suas aptiddes e caréncias (FUNARI, EERBOS).

E nesse contexto que pode ser mensurada a impartinestudo deippia alba uma
planta medicinal nativa, amplamente utilizada pakdicina popular e com uma série de
atividades farmacoldgicas comprovadas em estudsslimicos.

Entre os diferentes metabdlitos secundarios desqoiiral. alba 0s Oleos essenciais
destacam-se por sua relativa abundancia na espicimétodos empregados para a extracao
dos d6leos essenciais variam conforme a localizdgadleo na planta, bem como a proposta
de utilizacdo do mesmo (SIMOES, SPITZER, 2003). &40 del. alba o método
comumente utilizado é a hidrodestilagdo em aparéthtipo clevenger (ALEA et al., 1996;
SINGH et al., 1999; ATTI-SERAFINI et al., 2002; CARO, MING, MARQUES, 2002;
STASHENKO, JARAMILLO, MARTINEZ, 2004; TAVARES et gl 2004; BRAGA et al.,
2005; DUARTE et al., 2005; BARBOSA et al., 2006; I@EIRA et al., 2006; SILVA et al.,
2006). Adicionalmente, o uso desta técnica jusiifie por ser um método preconizado pela
Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 20)0

A completa caracterizacdo dos metabdlitos vol@eisma planta, entretanto, requer o
emprego de varios métodos de extracdo. Nesse aej#tiforam utilizados para a extracao
dos metabdlitos volateis de albaa hidrodestilagdo por microondas, a destilacdalsimea
a extracao por solvente e a extracao por fluidesujtico (CQ). De acordo com este estudo,
0s extratos obtidos por fluido supercritico apr&sen quantidades superiores de
sesquiterpendides e hidrocarbonetos de cadeiagdd@ > 25). Ja a destilacdo simultanea a
extracdo por solvente resulta em um extrato commtgleadle superior de monoterpendides

hidrocarbonados. Embora a hidrodestilacdo por mias ndo cause mudancas
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consideraveis na composicdo dos Oleos essenatgsndo a literatura consultada, duas de
suas vantagens seriam a rapidez do processo eauspilidade, em comparacdo com a
hidrodestilagdo convencional (STASHENKO, JARAMILLOVIARTINEZ, 2004). A
disponibilidade do equipamento, entretanto, é utor fimitante para a utilizacdo dessa
técnica como ferramenta de rotina.

Variagfes qualitativas e semi-quantitativas na amigdo dos 6leos essenciaislde
alba também puderam ser observadas entre os diferembssde analise (Manuscritos 1 e 2).
Quantitativamente, o 0leo essencial desta plardea per classificado em um periodo de alto
(Janeiro — verao / abril — outono / outubro — prseiag) e outro de baixo rendimento (julho —
inverno). Esta tendéncia também é observada emasoutgides do Brasil onde alba é
cultivada (ATTI-SERAFINI et al., 2002; EHLERT, 200BAVARES et al., 2004; SILVA et
al., 2006). Esta classificacdo € coerente paratgdatie clima tropical conforme pode ser

observado nas palavras de Marchese e Figueira)(2005

A variacdo da intensidade luminosa (irradiancidagraperatura durante o ano séo
funcdo da sazonalidade e latitude dos locais dé&v@uEm geral, para plantas de
clima tropical que sdo termoperiddicas e heliéfilantas de sol), as esta¢cdes mais
guentes e de maior radiacdo coincidem com a femofies maior producdo de
biomassa. A mesma légica vale para a produgdo desobssenciais, onde
geralmente a maior producdo esta associada a mmiicdo e a maior taxa
fotossintética das plantas (MARCHESE, FIGUEIRA, 200

No verdo, foram observadas as maiores varia¢cdes qmteores de Oleo essencial
(Manuscritos 1 e 2). Coincidentemente, esta é ac&stem que freqientemente ocorrem
periodos de seca. Nesse caso, uma deficiéncizdithoderada pode servir de estimulo aos
altos indices de Oleo essencial observados nesiza §MARCHESE, FIGUEIRA, 2005;
GOBBO-NETO, LOPES, 2007). Ao contrario, um excest chuva pode resultar na
diminuicdo dos teores do Oleo essencial de umagpl@BOBBO-NETO, LOPES, 2007),
especialmente se ela armazenar o 60leo em estrutarasiperficie externa de suas folhas
como é caso de. alba(CORREA, 1992; SANTOS, INNECCO, SOARES, 2004).

Apesar da variabilidade, qualitativamente algungee®s chamam a atengcdo na
comparacao dos 0leos essenciais obtidos em 2005u@diato 1) e 2006 (Manuscrito 2). Em
concordancia com os dados da literatura (MATOS.e1896; ATTI-SERAFINI et al., 2002;
TAVARES et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006; SILVAt al., 2006), os monoterpendides
oxigenados e o0s sesquiterpendides hidrocarbonada@mf os principais constituintes
identificados. A faixa de variacdo na percentagess thonoterpendides em relacdo as

estacdes do ano foi da ordem de 69 a 84%, engpardoos sesquiterpendides esta variacao
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foi de 6 a 24%. Os altos indices observados parax@iro grupo, por sua vez, denotam que a
via dos monoterpendides € predominante para prodi@ggicompostos volateis nesta espécie.

Ao contrario de outros estudos (ATTI-SERAFINI et, #002; TAVARES et al.,
2004, os compostos majoritarios (>15%) do Oleo esskmgd ippia alba ndo foram os
mesmos entre os diferentes anos de analise. Ssgereesse caso, a realizacdo de estudos
agrondmicos visando identificar a presenca de dfites gendtipos entre as plantas
cultivadas, bem como excluir a possibilidade datéricia de diferentes quimiotipos.

Alguns constituintes como sabineno, 1,8-cineBlcariofileno, germacreno D,
germacreno A, germacreno B e germacreno D 4-oladast-se por ocorrer em todas as
estacdes (Manuscritos 1 e 2). Outros cammneno, canfeno, limoneno, linalol e canfora
também sdo notaveis, embora ndo ocorram em umestigdes (verdo ou primavera) de um
dado ano de analise (Manuscritos 1 e 2). Indepéadinsituacdo, todos estes compostos séo
encontrados com bastante frequéncia no Oleo estaheil. alba (ALEA et al., 1996;
MATOS et al., 1996; TERBLANCHE, KORNELIUS, 1996; FRHETTO, OLIVEIRA,
1998; SINGH et al., 1999; ATTI-SERAFINI et al., ZH0CASTRO, MING, MARQUES,
2002; TAVARES et al., 2004; STASHENKO, JARAMILLO, ARTINEZ, 2004; DUARTE
et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; SILVA et aR006). Além disso, cabe ressaltar que, no
primeiro grupo, dos cinco sesquiterpendides citadpsatro pertencem a seérie dos
germacranos, conhecidos por serem intermediariggriantes na biossintese de outros
compostos, a exemplo daqueles com esqueleto geacaulinano (KRAKER et al., 1998;
SILVA, 2006; FRANCESCATO, 2007).

As frequientes variacdes na composicado do 6leo @ateeL. albatem levado a sua
separacdo em quimiotipos ou ragas quimicas. Natiemtde estabelecer um sistema de
classificagéo, Hennebelle et al., 2008 propuseraxisténcia de sete quimiotipos e alguns
sub-tipos para o 6leo essencialldalba, com base na composicéo e na rota biossintétea do
diferentes 6leos. O quimiotipo | tem citral, linkale p-cariofileno entre os principais
constituintes, apresentando 4 sub-tipos. No quipuotll, o composto majoritario é
tagetenona. Para o quimiotipo Ill destaca-se aepgasdo limoneno e quantidades varidveis
de carvona ou outras cetonas monoterpénicas reéas (diidrocarvona, piperetona,
piperetenona, lippiona). Este ultimo quimiotipoeganta 2 sub-tipos. Os demais quimiotipos
seriam formados basicamente por mirceno (quimiothdp y-terpineno (quimiotipo V),
canfora e 1,8-cineol (quimiotipo VI) e estragol i(giotipo VII) (HENNEBELLE, 2006;
HENNEBELLE et al., 2008). De acordo com estes dados provavel classificacdo para os

Oleos essenciais da alba coletada em S&o Luiz Gonzaga seria 0 quimiotipabttipo “b”,
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cujos principais constituintes séo linalol, 1,8emhe germacreno D. Os proprios autores da
classificag@o deixam claro, entretanto, que elaes&® livre de imperfeicdes. Assim, justifica-
se a importancia dos estudos sobre a variabilidade biosintese dos 6leos essenciais,
especialmente em espécies que apresentam gramaeipbterapéutico conla alba

Nos ultimos anos, a busca por novas drogas queatambas infecgcbes microbianas
tornou-se uma necessidade absoluta, tendo emovestanento da resisténcia microbiana aos
antibioticos e a emergéncia de novos microorgarsspabogénicos. Os métodos comumente
utilizados para avaliar a atividade antimicrobidegrodutos naturais podem ser classificados
em trés grupos principais: difusdo (em disco, emdeales no agar ou cilindros de aco),
diluicdo (em &gar ou em caldo) e bioautografia. skotha do método mais adequado é
crucial, pois pode influenciar profundamente osultados. O método de difusdo, por
exemplo, ndo é adequado para testar amostras epdievido a dificuldade de se difundirem
em um meio polar como o agar. Na bioautografia,das maiores problemas é a remocgéao
residual dos solventes utilizados para transfeammstra para a fase estacionaria da placa.
Em geral, os métodos de diluicdo sdo mais aprapsipdra a andlise de extratos e amostras
apolares. Assim, dadas as caracteristicas deliddde e lipofilia, 0 método de microdiluicdo
em caldo mostrou-se mais adequado para a avale@dvidade antimicrobiana dos 6leos
essenciais e seus constituintes isolados (BURT4;208HLOU, 2004; RIOS, RECIO, 2005;
COS et al., 2006).

As propriedades antimicrobianas ldealba apresentam estreita relacdo com seu uso
popular. Entre os principais microorganismos iroidpelo Oleo essencial desta planta
podemos citar espécies do gén&andida Criptococcus Tricophyton Staphylococcuys
Streptococcus Escherichia Klebsielg Serratia Enterobacter Bacillus Penicillum
Aspergilus Fuzarium Rhizopus entre outros (ALEA et al., 1996; DUARTE et alQ03;
SOUZA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; DUARTE al., 2007; VERA et al., 2007,
HENNEBELLE et al., 2008). Diante disso, o uso papuleL. albanos casos de infec¢des da
pele (PASCUAL et al., 2001; DI STASI et al., 206#ENNEBELLE et al., 2008) poderia ser
justificado pela atividade inibitoria dos 6leosergsais contréStaphylococcus aureusma
bactéria Gram-positiva encontrada na flora transitda pele (OLIVEIRA et al., 2006). Em
funcéo dos resultados obtidos contra esta cepau$datos 2 e 3), o 6leo essencialldalba
surge como uma alternativa ao desenvolvimento timi@nobianos de aplicacéo topica.

Outra possivel aplicacdo dos 6leos essenciais wnadhdustria de alimentos. Fungos
oportunistas com@enicillumspp.,Aspergilusspp.,Fuzariumspp.,Rhizopusspp. sdo habeis

em colonizar diversos substratos, incluindo alimenEstes fungos produzem uma série de



113

metabdlitos toxicos (SOUZA et al., 2005). A presede micotoxinas em alimentos tem sido
correlacionada a varias patologias humanas, dexlae o cancer (CALDAS, SILVA,
OLIVEIRA, 2002). Embora os estudos nesse campoedgupsa ainda sejam incipientes com
a espécid.. alba, os 0Oleos essenciais em geral representam unraadit® promissora na
conservacgao dos alimentos (BURT, 2004; HOLLEY, PATEDO05), principalmente nos dias
de hoje, em que a busca por habitos mais saudémispressionado a reducdo dos
conservantes alimenticios artificiais.

Tradicionalmente, as folhas ou as raized.dalba sdo preparadas por infusdo ou
decoccdo (DI STASI et al., 2002; BARROS et al., Z08endo comumente utilizada agua
como solvente extrator. Neste modo de preparo,t&utias polares e néo volateis sao
preferencialmente extraidas. Assim, do mesmo mode ©Os compostos volateis, tais
substancias contribuiriam para a explicacdo dassfe/ou indicacdes medicinais da planta.

De fato, muitos extratos de carater polar ou deiangalaridade apresentam atividades
farmacoldgicas interessantes (HENNEBELLE et al08&00 macerado hidroalcodlico das
folhas deL. alba, por exemplo, demonstrou atividade contra alguesgecies d€andida
spp. pelo método de microdiluicdo em caldo (HOLEETLAl., 2002). Pela técnica de diluicao
em agar, os extratos aquoso e metandlico das paéess provocaram a inibicdo do
crescimento d&scherichia colibem como a inibigdo do crescimento de microosyaas do
géneroShigellae Salmonella(ALANIS et al., 2005). O extrato etandlico das fmdh por sua
vez, foi ativo contraStaphylococcus aureupelos métodos de difusdo e bioautografia
(VALGAS et al., 2007). Paralelamente, usando o o@tde difusdo em cavidades no agar,
Sena Filho et al., 2006 demonstraram a atividatienamobiana dos extratos acetato de etila
e metanol das raizes de alba contraStaphylococcus aureusKlebsiella pneumoniaeNa
triagem fitoquimica foram detectadas a presencmendides, fenilpropandides e acucares
(SENA FILHO et al., 2006).

Aos fenilpropanoides pertence uma classe importdetemetabdlitos secundarios
isolados emL. alba os flavondides (HENNEBELLE et al.,, 2006; HENNEBH. et al.,
2008). Em geral, estes metabdlitos também podessaptar atividade antimicrobiana. Seus
mecanismos de acdo envolvem inibicdo da sinteseides nucléicos, inibicdo das funcdes
da membrana citoplasmatica e inibicdo do metaboligmergético (CUSHNIE, LAMB,
2005). Dessa forma, é possivel supor que os flaseadambém contribuam para a atividade
antimicrobiana decorrente do uso desta planta.

Entre outros metabdlitos isolados em alba destacam-se ainda os iridoides
(BARBOSA et al., 2006; HENNEBELLE et al., 2008). t&s compostos apresentam
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importancia como marcadores taxondmicos no gébantang Lippia, Aloysiae Phyla Os
iridéides freqlientemente encontrados no gérgppia sdo o tevesideo e teviridosideo
(RIMPLER, SAUERBIER, 1986; VON POSER et al., 198fENNEBELLE et al., 2008). De
modo geral, as atividades biologicas atribuidas ma®ides incluem hepatoprotecao,
atividade antineoplésica, imunoestimulante e askileania (MANDAL, JAIN,
MUKHOPADHYAY, 1998).

Apesar dos varios estudos sobre a composicao igidade farmacologica dos 6leos
essenciais de. alba s&o poucos aqueles que visam determinar os tontgs bioativos. As
técnicas de fracionamento bio-guiado sédo bastaate 1desse caso, pois o fracionamento e a
purificagdo das amostras (ex.: extratos ou Olessnegais) sdo direcionados para a obtencgéo
de fracdes onde possivelmente estdo concentradosngsostos responsaveis pela atividade
bioldgica. O isolamento e identificacdo do germaarB-4-ol, cuja atividade antimicrobiana
foi demonstrada neste estudo, confirmam estas sapes (Manuscrito 3).

Uma vantagem particular da aplicagdo das técniwesatograficas e espectromeétricas
(ex.: cromatografia em coluna de gel de silica)apas 0Oleos essenciais € o eventual
isolamento de compostos com estrutura desconhemidauja identidade € de dificil
caracterizagdo pelos métodos convencionais desan@BC, GC-EM, indice de Kovats)
(BROCHINI et al., 1999; BROCHINI, LAGO, 2007). Unoim exemplo deste fato foi a
caracterizagdo de compostos como mitegralemenogp-gurjuneno.allo-aromadendreng;
muuruleno e-cadineno somente apos o fracionamento do dlem@as€Manuscrito 3). A
explicacdo mais provavel, no entanto, tem relagéo & reducdo do niumero de constituintes
nas fracdes, em comparac¢do com o 0leo esseneihl tot

Paralelamente, o isolamento e a caracterizacde) dmnstituinte(s) bioativo(s)
constituem etapas importantes para o controle ddidawle de uma planta. Sem este
conhecimento, por exemplo, ndo é possivel deseawvotetodologias para o doseamento das
substancias ativas presentes na droga vegetal ®produtos dela derivados (FRASSON,
BITTENCOURT, HEINZMANN, 2003). Assim, tendo em \astjue o germacreno D-4-ol é
um dos responsaveis pela atividade antimicrobiana.ealba (Manuscrito 3), sugere-se
futuramente o seu uso como marcador quimico edawo

O sesquiterpendide germacreno D-4-ol também € émackin em outras espécies
vegetais. No géneroippia, foi detectada a sua presencga no 6leo essencial aigiodora e
L. javanica(VILJOEN et al., 2005; ARGYROPOULOU et al., 200K génerdSenecipele
esta presente no Oleo essenciabdeeratophylloides S. crasssiflorusariedadecrassiflorus

plantas de reconhecida toxicidade devido a presdnsgaalcaldides pirrozilidinicos, cujos
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Oleos essenciais apresentam atividade antimicrabigBOLZAN et al.,, 2007;
FRANCESCATO, 2007; MURARI, 2007). Em batat&olanum tuberosuyna emissao do
germacreno D-4-ol esta associada a ocorréncia nesdaecanicos e ataque de herbivoros
(WEISSBECKER et al., 2000; HARMEL et al., 2007).r@@xcecao deste papel bioldgico,
nao consta na literatura outros dados sobre adatlei farmacoldgica ou terapéutica do
germacreno D-4-ol. Este trabalho, portanto, é an@ro a relatar a sua atividade
antimicrobiana (Manuscrito 3).

Apesar dos resultados prévios descritos na litrtdAMMER, CARSON, RILEY,
2003; SKALTSA et al., 2003; RIOS et al., 2003; SBDA et al., 2004; SETZER et al.,
2006; ZYL, SEATLHOLO, VUUREN, 2006; COX, MARKHAM, @7; VAGIONAS et al.,
2007), neste estudo o linalol ndo demonstrou a&dedantimicrobiana (Manuscrito 3). O
motivo desta discrepancia pode estar relacionddtizgade uniformidade entre os métodos de
microdiluicdo em caldo pesquisados. Os principaig@s de diferenciacdo, nesse caso, sédo a
origem do composto, o solvente ou agente emulsikcatilizado, as diferentes cepas ATCC
empregadas para um microorganismo da mesma espdaira de concentracdo testada, bem
como 0s niveis de aceitacdo sobre o que é ou m@idevado ativo. Tais diferencas revelam
ainda uma necessidade antiga de padronizacdo dodosgRIOS et al., 2005), a fim de que
0s resultados possam ser efetivamente comparados.

Em compensacdo, outras atividades farmacologicasds&critas para o linalol.
Destacam-se, nesse sentido, as atividades antigifsia, antinociceptiva, sedativa e
ansiolitica. Mecanismos opioidérgicos, colinérgices dopaminérgicos parecem estar
envolvidos nos efeitos antinociceptivos do linaloha vez que tais efeitos sao revertidos pela
co-administracdo da naloxona (um antagonista dospteres opidides), da atropina (um
antagonista ndo seletivo dos receptores muscasjneala sulpirida (um antagonista dos
receptores dopaminérgicos). Outro mecanismo pdssigebloqueio dos receptores N-metil-
D-aspartato (NMDA). Tais receptores tém como ppad neurotransmissores 0s
aminodacidos exicitatérios (aspartato e glutamabg),quais exercem uma ampla gama de
acOes fisiologicas, a exemplo do processamentanfi@msnacdes sensoriais. O linalol € um
antagonista competitivo do receptor NMDA, o que lieapa os efeitos antinociceptivos
observados para esse composto. Foi demonstrada@nargbe o linalol inibe a sintese e
liberacdo do oxido nitrico (NO), um importante naeftir inflamatorio e nociceptivo.
Adicionalmente, o efeito inibitério do linalol sabra ligacdo do glutamato a receptores

situados no cortex cerebral em ratos pode explpo menos em parte, o efeito sedativo e
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ansiolitico (ELISABETSKY, MARSCHNER, SOUZA, 1995ERNA et al., 2002; SILVA,
2002; PEANA et al., 2003; PEANA et al., 2008VEZU et al., 200%

O monoterpendide linalol € encontrado amplamemte ptantas aromaticas. No
géneroLippia, por exemplo, ele esta presente no 6leo essaieial multiflora, L. affinis
aristata L. aristatg L. carviodorg L. chamedrifolia L. citriodora, L. dulcis L. fissicalyx L.
graveolensL. grisebachianal. intergrifolia, L. javanicg L. nodiflora L. origanoides L.
turbinata, L. wilmsii, entre outras (TERBLANCHE, KORNELIUS, 1996; PASCUAt al
2001). O papel bioldégico do linalol, por sua vestaerelacionado a atragdo de polinizadores,
protecdo a danos mecéanicos e ao ataque de heh{RICHERSKY et al., 1994; RAGUSO,
PICHERSKY, 1999; ZABARAS, WYLLIE, 2001).

Na industria, o principal uso do linalol € na faagado de perfumes e na sintese de
vitaminas (A e E). Na figura abaixo estéo represagn algumas etapas da sintese da vitamina
E a partir do linalol (Figura 18) (MERCIER, CHABARL3, 1994). Tradicionalmente, o
linalol € o principal constituinte obtido de umadre amazo6nica conhecida como pau-rosa
(Aniba spp.) (MAIA et al., 2007). A exploracdo continuasth planta, no entanto, tem
agravado o seu processo de extingcdo. Alternativleenkenalba tem sido citada como uma
provavel fonte para obtencdo de linalol (FRIGHETTOLIVEIRA, 1998; RAGUSO,
PICHERSKY, 1999), dado o alto rendimento deste titoiste na espécie.

7 1 -MeOH W A
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Figura 18: Sintese da vitamina E a partir do linalb (Adaptado de: MERCIER,
CHABARDES, 1994).
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6 CONCLUSOES

v O 6leo essencial deippia alba apresentou variabilidade qualitativa e semi-

quantitativa em relacéo as estacdes do ano.

v O rendimento do 6leo essencial variou na ordem,8ea®,6%. Os teores mais
elevados foram observados no verdo, outono e peragenguanto 0s menores

rendimentos ocorreram no inverno.

v' O 6leo essencial foi composto de monoterpendidessquiterpendides, sendo a
maioria deles oxigenados. A faixa de variagdo nacegmeagem dos
monoterpendides em relacdo as estacdes do anafordém de 69 a 84%,

enquanto que, para os sesquiterpendides, estgad@fi@a de 6 a 24%.

v' Os compostos majoritarios (>15%) do 6leo esseméal foram os mesmos nos

diferentes anos de analise.

v A variabilidade sazonal influenciou a atividade imitrobiana dos o6leos

essenciais.

v O 6leo essencial apresentou atividade antimicrabifnente aos seguintes
microorganismos nas concentracdes entre 100 e A¢0@L: Staphylococcus
aureus ATCC 25923; Escherichia coliATCC 25922;Klebisiella pneumoniae
ATCC 10031; Candida albicansATCC 44773; Candida glabrata (isolado
clinico); Prototheca zoopfiisolado clinico);Saccharomyces cerevisiag€lCC
28952.

v Nas concentracdes testadaBseudomonas aeruginos&TCC 27853 nao

apresentou suscetibilidade aos 6leos essenciais.

v Entre os fungosSaccharomyces cerevisiad CC 28952 foi o mais sensivel, com
CIM e CFM de 800 pg/mL para o 6leo obtido em jame@om relacdo as cepas

bacterianas, as mais sensiveis fol@maphylococcus aureulsTCC 25923, com
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CIM de 800 pg/mL e CBM de 1600 pg/mL para os Olessenciais obtidos em
abril e julho, eKlebisiella pneumoniadTCC 10031, com CIM e CBM de 1600

pg/mL para o 6leo extraido em julho.

Como o potencial antibacteriano e antifingico f@ion em julho e em janeiro,
respectivamente, em termos de atividade antimianahi o inverno e o veréo

constituem a melhor época para a coleta e extidgsidleos essenciais.

O fracionamento bio-guiado do 6leo essencial mastjee as fracdes contendo
maiores quantidades de compostos oxigenados s@ocmiimente mais ativas do

que aquelas contendo compostos hidrocarbonados.

O fracionamento bio-guiado do Oleo essencial p@armit isolamento e a
identificacdo do germacreno D-4-ol como um dos amstgs responsaveis pela
sua atividade antimicrobiana. O rendimento destgusterpendide foi 0,54% em

relacdo ao oleo.

Germacreno D-4-ol apresentou atividade antimicrabiaontraSaccharomyces
cerevisiaeATCC 28952 (CIM = CFM = 200 pg/mLRrototheca zoopffisolado
clinico) (CIM = CFM = 400 pg/mL) &taphylococcus auredsTCC 25923 (CIM
= CBM =800 pg/mL).

Também foi possivel isolar e identificar o linaloD rendimento deste

monoterpendide em relacdo ao 6leo essencial 10j3896.

O linalol ndo demonstrou atividade antimicrobiaaa roncentracdes entre 50 e
3200 pg/mL frente aos seguintes microorganisr8taphylococcus auredsTCC
25923; Escherichia coliATCC 25922; Prototheca zoopfi(isolado clinico);
Saccharomyces cerevisiad CC 28952.
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8.1 Artigo 1
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desenvolvimento de fitomedicamentos tendo como piehippia alba (Mill.) N. E. Brown
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POTENCIALDAS PLANTAS NATIVAS BRASILEIRAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE
FITOMEDICAMENTOS TENDO COMO EXEMPLO LIPPIA ALBA (MILL.)
N. E. BROWN (VERBENACEAE)

Potential of Brazilian native plants for the development of phytomedicines
having Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) as example

Berta Maria Heinzmann' e Francisco Maikon Correa de Barros’

RESUMO

O artigo aborda a potencialidade das plantas nativas brasileiras para o desenvolvimento de firmacos e matérias-primas
farmacéuticas. Aspectos relacionados a biodiversidade, a aceitabilidade do uso de plantas medicinais, a0 mercado econdmi-
co, ao processo de desenvolvimento de fitomedicamentos ou fitoterdpicos, bem com alguns tépicos sobre a legislacao
envolvida sdo abordados. Para mostrar esse potencial, Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae), uma espécie
medicinal nativa conhecida popularmente como erva-cidreira ou falsa-melissa, é utilizada como exemplo. Alguns usos

populares, constituintes fitoquimicos, atividades farmacoldgicas e estudos agrondmicos da planta sdo apresentados.
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SUMMARY

The article approaches the pharmaceutical potentiality of Brazilian native plants for the development of medicines and
pharmaceutical raw materials. Aspects related to biodiversity, to the acceptability of the use of medicinal plants, to the
economic market, to the process of development of phytomedicines or isolated drugs, moreover some topics on the
involved legislation are boarded. To show this potential, Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae), a native medicinal
species known popularly as false-melissa, is used as example. It is also presented some popular uses, phytochemical

INTRODUCAO

Temas como biodiversidade, plantas medicinais e
desenvolvimento de novos medicamentos sdo amplamente
discutidos nos meios de comunicacdo, em virtude de sua relevancia
e do seu cardter estratégico, especialmente em paises considerados
emergentes, como o Brasil. A potencialidade das plantas nativas
para o desenvolvimento de firmacos e matérias-primas
farmacéuticas, fundamenta-se no tripé biodiversidade,
aceitabilidade e mercado econdmico .

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um
total estimado entre 350.000 e 550.000. Em contrapartida, apenas
8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em

busca de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram

compounds, pharmacological activities, and agronomic studies of the plants.

Key-words: Lippia alba, biodiversity, phytomedicines, phytopharmaceuticals.

avaliadas em suas propriedades medicinais .

Nos udltimos anos, a procura por drogas vegetais como
recurso terapéutico tém aumentado. Entre os fatores que
motivam esse aumento estao a insatisfacdo com os resultados
obtidos em tratamentos com a medicina convencional, os efeitos
indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou
incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos
medicamentos e a medicina institucionalizada, a consciéncia
ecoldgica e a crenca popular de que o natural é inofensivo .

Segundo Funari e Ferro' a distribuicdo mundial do
mercado de fitoterdpicos em 2001 foi de 3,9 bilhdes de ddlares
na América do Norte, US$ 6,9 bilhdes na Europa, US$ 5,1
bilhdes na Asia, US$ 2,3 bilhdes no Japdo, US$ 600 milhdes
na América do Sul e US$ 800 milhdes nos demais paises e
regides, totalizando US$ 19,6 bilhdes.
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O desenvolvimento de fitoterdpicos inclui vérias etapas e
envolve um processo interdisciplinar, multidisciplinar e muitas
vezes interinstitucional. As dreas de conhecimento envolvidas vdo
desde a antropologia, botanica, ecologia, quimica, fitoquimica,
farmacologia, toxicologia, biotecnologia, quimica orgénica até a
tecnologia farmacéutica .

Dentre as formas de uso das plantas como fonte terapéutica
incluem-se os chds, os extratos brutos ou suas fragdes padronizadas
em preparacdes farmacéuticas e os compostos isolados, usados
diretamente como drogas ou precursores em processos de sintese’.
Independente do uso considerado, fatores como qualidade,
seguranga e eficacia sdo requisitos indispensaveis.

A etapa inicial do processo de desenvolvimento de um
fitomedicamento ocorre com a sele¢do da planta. A sele¢do pode
ser feita com auxilio de pesquisa na literatura cientifica, da
etnobotanica ou etnofarmacologia, da quimiotaxonomia, da
toxicidade observada, além de estudos farmacoldgicos prévios. O
passo seguinte diz respeito a coleta, identificagdo botinica e
preparo de material testemunha, bem como estabilizacdo e extracio
dos constituintes da planta. A partir dos extratos, empregando-se
métodos cromatogréficos, podem ser obtidos compostos isolados.
Nessa fase, s@o realizados testes de atividade bioldgica e de
toxicidade, e ainda a determinacdo da estrutura quimica dos
compostos ativos isolados, utilizando-se métodos
espectroscopicos. A identificacdo da estrutura do composto
permitird, dessa forma, estudos subseqiientes da sintese total ou
parcial do constituinte ativo, preparagio de derivados e/ou andlogos,
modulacéo da atividade bioldgica e definicdo da relacéo estrutura-
atividade. Produgao em larga escala de matéria-prima ativa, aspectos
relacionados a tecnologia farmacéutica e testes clinicos completam
o ciclo de desenvolvimento de fitomedicamentos’.

A legislacdo vigente, RDC n° 48 /2004, que dispde sobre o
registro de medicamentos fitoterdpicos, define esta classe como
aquela obtida exclusivamente de matérias-primas vegetais com
finalidades profildticas, curativas, paliativas ou para fins de
diagndstico, sendo caracterizada, sobretudo, por apresentar eficicia
e seguranga comprovadas, bem como reprodutibilidade e constancia
de qualidade7. Naio considera medicamento fitoterapico, entretanto,
aquele que inclui substincias ativas isoladas, que recebem a
denominagdo de fitofdrmacos . Também ndo sdo considerados
fitoterapicos as associa¢des de fitofarmacos com extratos vegetais.
Para fins de registro, a resolucdo exige dados sobre identificacdo
boténica, autenticidade, pureza, integridade, andlise das substancias
ativas, forma de exploracdo dos recursos naturais, controle em
processo e métodos utilizados, testes de estabilidade, farmacologia
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LIPPIA ALBA (MILL.) N.E.BROWN

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) € uma planta
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medicinal nativa da América do Sul, conhecida popularmente
como erva-cidreira-de-arbusto, do-campo ou brasileira, alecrim-
do-campo ou selvagem, cidreira-brava, falsa-melissa, cidro,
cidrdo, entre outross.

Preparados a base de L. alba sdo utilizados na medicina
popular para o tratamento de diversos males; entre eles
encontram-se distirbios estomacais como c6licas, indigestao,
dores, nduseas e espasmosg'lon'lz. Esta espécie também ¢é
utilizada nos casos de tosse 13, resfriado()"m, como
tranqiiilizante ou calmante“'lz, no combate a hipertensﬁog'lz,
além de sedativog, analgésico“, bem como nos casos de
distirbios hepdticos, gripe, bronquite, sifilis, diarréia,
disenteria, como carminativolo, no tratamento de dores de
cabe@a14 ¢ maldria .

Quanto ao 6rgao da planta utilizado e o modo de preparo,
destacam-se as folhas " e raizes sob forma de infuséon'm,
decocgaomb, macerac¢ao, em compressas, banhos ou extratos
alcodlicos .

Dentre os metabdlitos secunddrios descritos para L.
alba, é relatada a presenca de 6leos essenciais, flavonéides
sulfatados na posi¢do 4, taninos, geniposideos (iridéides),
saponinas triterpénicas, resinas e mucilagenslg.

Como principais constituintes dos 6leos volateis de L.
alba, Pascual et al.18 citam os monoterpendides (borneol,
canfora, 1,8-cineol, citronelol, geranial, linalol, mirceno, neral,
piperetona, sabineno, 2-undecanona) e os sesquiterpendides
(a-muuroleno, b-cariofileno, b-cubebeno, b-elemeno, g-
cadineno, alo-aromadendreno, 6xido de cariofileno).

As atividades farmacoldgicas descritas na literatura
fornecem indicios que podem explicar, pelo menos em parte,
alguns dos usos terapéuticos de L. alba na medicina popular.

Pascual etal. demonstraram a atividade antiulcerogénica
em ratos Wistar tratados por via oral com a infusao das folhas
de L. alba na dose de 12,5 g da planta seca / Kg. A infusdo foi
efetiva na prevencgao da ulceragdo induzida pela indometacina
e, na dose testada, néo causou lesdo géastrica, nem modificou o
pH géstrico e a acidez total.

O percolato etanélico das folhas de L. alba a 80% (v/v),
administrado por via oral (dose tnica de 200 mg de residuo
seco / Kg) a ratos Swiss, apresentou acdo sedativa e
miorrelaxante. A correlacdo entre o conteido total de
flavondides e o efeito sedativo, de acordo com Zétola et al.lg,
indica que, provavelmente, estes compostos contribuam para
aacdo sedativa.

Em outro estudo, os 6leos essenciais de trés quimiotipos
de L. alba, 1 (citral, b-mirceno e limoneno), II (citral e limoneno)
e III (carvona e limoneno), emulsionados e administrados a
ratos Swiss pela via intraperitoneal, apresentaram efeito
ansiolitico, sedativo, hipotérmico e, adicionalmente,
miorrelaxante para o quimiotipo II, em testes de avaliacdo

11
comportamental .
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Em testes com as substancias citral, mirceno e limoneno foi
demonstrado seu efeito sedativo e miorrelaxante, além da
potenciagdo do pentobarbital em roedores. Estas substincias, no
entanto, ndo apresentaram agdo ansiolitica, indicando que esta
atividade deve ser de responsabilidade de outros componentes do
6leo essencial da plantam.

O efeito sedativo, miorrelaxante e ansiolitico, descritos
anteriormente, sdo similares aqueles obtidos pela agdo dos
benzodiazepinicos no receptor GABA, o que sugere que tanto os
componentes dos 6leos como das fracdes ndo volateis atuem nesses
receptores“'19

Quanto a atividade antioxidante in vitro pelo método da
oxidacdo do 4cido linoléico em compostos carbonilicos, o 6leo
essencial de L. alba obtido por hidrodestilacdo exibiu efeito similar
a vitamina E e ao 2-(ter-butil)-4-methoxifenol (BHA) nas
concentracdes de 5 — 20,0 g/LZI. Da mesma forma, o percolato
hidroalcodlico demonstrou bom potencial capturador de radicais
livres, de acordo com os parimetros testados: reducdo da 1,1-
difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) (IC < 30 pg/mL) e inibicdo da
peroxidacdo lipidica in vitro IC < 5302 pg/mL). Através do teste
da capacidade antimutagénicsa;) via atividade antioxidante,
utilizando-se o método de reversdo do dano oxidativo induzido
por ter-butil-hidroperéxido (TBH) em Escherichia coli, foi
comprovada a toxicidade desse extrato frente a espécie testada,
nas concentragdes de 2,5 a 10 mg/placazz.

Nos ensaios microbioldgicos com Neurospora crassa, foi
detectada atividade antifiingica para o extrato aquoso das folhas
(64,8% de inibi¢do) e para o extrato alcodlico das folhas e talos
desta espécie (64,3 e 85,7% de inibi¢ao, respectivamente) 2

A atividade citot6xica de extratos brutos L. alba também foi
alvo de pesquisa. O extrato etandlico da folha mostrou maior
citotoxicidade frente as células HEp-2, derivadas de carcinoma
epiderméide de laringe, com CI = 8,17 ug/mL. Para as células
NCI-H292, obtidas de carcinorri(a)l mucoepiderméide de pulmao
humano, foi observada maior citotoxicidade do extrato cloroférmico
daraiz, com CI =4,64 pg/mLM.

Gazola etS(z]ll.12 demonstraram que o extrato aquoso de L.
alba provoca reducéo da freqiiéncia cardiaca no teste de coracdo
isolado de rato. A forca contritil, entretanto, nio ¢é alterada. O
screening fitoquimico desse extrato revelou a presenca de taninos,
alcaléides e flavonéides. Uma possivel explicac@o para o efeito
observado, segundo os autores, poderia ser a estimulacdo de
receptores muscarinicos ou o bloqueio de canais de cdlcio que
induzem bradicardia.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, o 6leo essencial de L.
alba causou inibi¢do moderada no crescimento de Candida albicans
(CIM = 0,6 mg/L). No entanto, o extrato etandlico mostrou-se
inativo. A andlise quimica dos componentes do 6leo evidenciou o
linalol (76,30%) como componente majoritériom. Em
contrapartida, os extratos hidroalcodlicos obtidos por maceragéo

apresentaram atividade antimicrobiana moderada contra C. krusei
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(125 pg/mL) e fraca contra C. parapsilosis (1000 pg/mL),
utilizando-se o método de microdiluicdo em caldo”. No caso
da atividade antibacteriana, os extratos aquoso e metandlico
apresentaram baixas porcentagens de inibi¢do do crescimento
bacteriano, na concentracdo de 8 mg/mL, contra alguns dos
microrganismos testados (Escherichia coli, Shigella sonnei,
Shigella flexneri e Salmonella sp.) No entanto, esta
porcentagem de inibi¢do foi maior do que aquela demonstrada
pelo cloranfenicol”.

Para a fragdo butandlica e acetato de etila, provenientes
da extragdo liquido-liquido do macerado etandlico de L. alba,
foi detectada atividade antiviral, contra o virus Herpes simples
tipo 1 resistente ao aciclovir e contra o virus da poélio tipo 2,
respectivamente. O screening fitoquimico realizado com o
macerado etandlico detectou a presenga de compostos
fendlicos e flavonGides” .

Além das atividades descritas anteriormente, Pascual et
al."” incluem as atividades analgésica, antiinflamatdria e
antipirética para a espécie L. alba.

Para a produ¢do de um fitoterdpico a partir de L. alba
faz-se necessdria a produgio de matéria-prima em larga escala.
Para tanto, sdo essenciais estudos agrondmicos, que visem
obter a melhor relacdo custo-beneficio, considerando-se a
produtividade e a qualidade da planta. Alguns estudos visando
aotimizagao do cultivo desta espécie medicinal foram descritos
na literatura.

Atti-Serafini et al.” investigaram a variacdo da
composi¢do dos Sleos essenciais de L. alba nos diferentes
meses do ano. O rendimento médio de 6leo essencial extraido
foi de 0,23%, sendo o linalol (50,0% - 79,2%) e o 1,8-cineol
(7,3% - 14,1%), os componentes majoritarios. Nos meses de
dezembro a marco, a planta apresentou o maior teor de linalol
e o maior rendimento de 6leo essencial.

Em outro trabalho semelhante, foi investigada a
composi¢ao dos 6leos essenciais das folhas de L. alba em
diferentes épocas de coleta e partes do ramo (apical, mediana
e basal). Independente das varidveis estudadas, neral e geranial
foram os constituintes majoritarios, enquanto que a carvona
somente foi encontrada no verdo e na primavera, nas regioes
apical e basal, respectivamentezg.

Nagao et al” pesquisaram o efeito do hordrio da coleta
sobre o teor e constituintes majoritdrios do 6leo essencial de
L. alba, quimiotipo citral-limoneno. No més de agosto,
considerada a estacdo seca, o teor de 6leo essencial foi maior
que na estag@o chuvosa, correspondendo ao més de maio,
sendo o melhor hordrio de coleta as 15 horas nas duas estacdes.
O hordrio de coleta que propiciou um maior teor relativo de
citral foi as 15 horas e limoneno as 11 horas, independente de
cada estacdo.

Para o quimiotipo de L. alba limoneno-carvona, Santos
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alturas de corte na producio da matéria seca foliar e do dleo
essencial. Os resultados deste estudo indicaram que a adubagédo
nao influencia significativamente a produc¢ao da biomassa foliar e
do 6leo essencial. Além disso, a producio de limoneno ndo foi
afetada, embora a producido de carvona tenha sido influenciada
negativamente. Os cortes a 45 cm de altura resultaram em maior
producdo de matéria seca foliar, enquanto que as maiores
concentragdes de 6leo essencial foram obtidas nos cortes a 30 e 45
cm de altura. As maiores producdes de limoneno foram obtidas
com corte a altura de 30 cm e as de carvona com corte  altura de
15cm.

A agido de fitorreguladores (GA , etefon e CCC) sobre o
crescimento de L. alba em diferentes éi‘,)ocas do ano mostrou que
GA e CCC tendem a aumentar as quantidades de matéria seca de
caufe, folhas, flores e matéria seca tota132.

Biasi e Costa’ realizaram um estudo sobre a propagacio
vegetativa de L. alba, e detectaram que as estacas medianas com
quatro folhas apresentaram o maior desenvolvimento radical.
Grupta et al.“, por sua vez, realizaram estudos de
micropropagacdo in vitro de L. alba, e demonstraram que o perfil
do 6leo essencial e a morfologia das plantas micropropagadas sio

idénticas as plantas propagadas vegetativamente.

DISCUSSAO

Apesar de possuir a maior diversidade vegetal do mundo, o
Brasil conhece muito pouco acerca da flora nativa e, em especial,
das propriedades medicinais que essas plantas possam apresentar.
Medidas de preservagdo e conservacdo dessa biodiversidade sdo
necessidades iminentes diante desse fato, uma vez que a exploracio
de plantas nativas de uso medicinal, através da extragao direta nos
ecossistemas (extrativismo), tem levado a redugdes drasticas das
populagdes naturais dessas espécies. O uso dos recursos naturais
de maneira sustentdvel, bem como a domesticacdo e o cultivo,
quando possiveis, aparecem como op¢des para obtencdo de
matéria-prima de interesse farmacéutico e reducao do extrativismo
nas formagdes florestais. A producdo de fitomedicamentos a partir
de plantas cultivadas torna-se ainda mais atrativo tendo em vista
a produgdo de biomassa associada a produc¢do do(s) principio(s)
ativo(s) de interesse .

O aumento da procura por drogas vegetais reflete os indices
de crescimento do setor. Sobre este aspecto, no Brasil, o crescimento
do mercado de medicamentos fitoterdpicos é da ordem de 15% ao
ano, enquanto o crescimento anual do mercado de medicamentos
sintéticos giraem tornode 3 a 4%’ Este crescimento, que também
é observado em outros paises, pode gerar divisas para o Brasil
desde que a producdo de fitomedicamentos atenda os quesitos de
qualidade, eficdcia e seguranca.

Estrategicamente, politicas claras que proporcionem agdes

e fomento do governo na 4rea de fitoterdpicos sdo entraves antigos;
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porém sdo necessdrias, ndo s para o desenvolvimento do
setor, como também para o desenvolvimento social e
econdmico do pais. Recentemente o Ministério da Satde
publicou portaria que aprova a Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico
de Sadde (SUS), objetivando a implementacdo de agdes e
servigos relativos a praticas medicinais alternativas, entre elas
a fitoterapia . O decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006,
que aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos, fortalece e amplia as agdes politicas voltadas
ao setor, constituindo-se num marco regulatério histdrico.
Como objetivo geral, esta politica visa garantir a populagido
brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais
e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentdvel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
inddstria nacional . Além de ampliar o acesso a saude, entre
outros fatores, o impacto esperado com essas medidas € a
diminui¢do da dependéncia externa e o aumento da
competitividade do setor farmacéutico nacional.

Em ambito prético, € imprescindivel o trabalho conjunto
entre os diferentes ramos do conhecimento e setores da
sociedade para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Simdes e Schenkell, por exemplo, enfatizaram a necessidade
da interagdo entre a indudstria com a academia, enquanto Maciel
etal.” ressaltaram a importancia dos estudos multidisciplinares
com plantas medicinais, envolvendo a etnoboténica, a quimica
e a farmacologia. Segundo os ultimos autores, a integracdo
entre as diferentes dreas na pesquisa de plantas medicinais
conduz a um caminho promissor e eficaz para a descoberta de
novos medicamentos.

Uma das espécies medicinais nativas promissoras ao
desenvolvimento de um novo medicamento é sem divida Lippia
alba. Esta espécie apresenta uma série de estudos pré-clinicos
evidenciando vdrias das atividades relacionadas ao seu uso
popular. No entanto, apesar do futuro promissor, a exemplo
de outras espécies nativas, Lippia alba necessita de um maior
nidmero de estudos para poder gerar um fitomedicamento ou
fitoterdpico cientificamente validado.

Uma vez que trabalhos anteriores comprovaram a
correlacdo existente entre a variabilidade na constitui¢do
quimica e o periodo vegetativo da planta, cabe determinar que
influéncia esta variabilidade exerce sobre as diferentes
atividades farmacoldgicas. Assim poderd ser determinada a
melhor época de coleta para L. alba, com o objetivo de
potencializar determinada atividade, e desta forma aumentar a
eficdcia de um fitoterdpico preparado a partir desta espécie
vegetal. Também € necessdrio o desenvolvimento de formas
fitofarmacéuticas adequadas, de ensaios clinicos e de
metodologia de controle de qualidade da matéria prima e dos
produtos acabados com o objetivo de garantir eficacia,

seguranga e qualidade.
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Neste ponto, cabe ressaltar a importancia da protecdo dos
novos medicamentos gerados através do registro de patentes.
Conforme a lei de propriedade industrial, ndo sdo passiveis de
serem patentedveis o todo ou parte de seres vivos naturais e
materiais bioldgicos encontrados na natureza, ainda que dela
isolados, uma vez que ndo sao consideradas invengées”. Por esse
motivo, em relacdo as espécies vegetais, sdo cabiveis de patentes
apenas os processos para obtencdo de extratos ou substincias
ativas isoladas, bem como as composi¢des farmacéuticas e seus
processos de preparo, além dos usos dos produtos obtidos. Um
levantamento envolvendo 278 plantas nativas brasileiras revela
que 66,9% sdo sujeitas a aplicacdo ou a concessao de patentes. De
738 documentos de patentes analisados, apenas 5,8% foram
aplicagoes brasileiras . Diante disso, faz-se necessario maior uso
do sistema de patentes com a finalidade de proteger os resultados
de pesquisa e de garantir o retorno dos investimentos gastosm,
para evitar que o Brasil continue sendo comprador de tecnologias
importadas ou pagador de royalties para laboratérios farmacéuticos

. 4
estrangeiros .

REFERENCIAS

1. Simdes CMO, Schenkel EP. A pesquisa e a produg@o brasileira de
medicamentos a partir de plantas medicinais: a necessdria interagdo
da inddstria com a academia. Rev. Bras. Farmacogn. 2002; 12(1):
35-40.

2. Simdes CMO, Schenkel EP, Gosmann G, Mello JCP, Mentz LA,
Petrovick PR. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5 ed.
Porto Alegre/Florianépolis: Editora da UFRGS / Editora UFSC, 2003.
3. Rates SMK. Promog¢do do uso racional de fitoterdpicos: uma
abordagem no ensino da farmacognosia. Rev. Bras. Farmacogn. 2001;
11(2): 57-69.

4. Funari CS, Ferro VO. Uso ético da biodiversidade brasileira:
necessidade e oportunidade. Rev. Bras. Farmacogn. 2005; 15(2):
178-82.

5. Toledo ACO, Hirata LL, Buffon MCM, Miguel MD, Miguel OG.
Fitoterdpicos: uma abordagem farmacotécnica. Revista Lecta 2003;
21(1/2): 7-13.

6. Rates SMK. Plants as source of drugs. Toxicon 2001; 39: 603-13.
7. Brasil. Ministério da Satdde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria.
Resolugdo RDC n° 48, de 16 de marco de 2004. Dispde sobre o
registro de medicamentos fitoterdpicos.

8. Biasi LA, Costa G. Propagacdo vegetativa de Lippia alba. Ciéncia
Rural, Santa Maria 2003; 33: 455-9.

9. Stasi LC, Oliveira GP, Carvalhaes MA, Queiroz-Junior M, Tien
OS, Kakinami SH, et al. Medicinal plants popularly used in the
Brazilian Tropical Atlantic Forest. Fitoterapia 2002; 73: 69-91.
10. Braga MEM, Ehlert AD, Ming LC, Meireles MAA. Supercritical
fluid extraction from Lippia alba: global yields, kinetic data, and

extract composition. The Journal of Supercritical Fluids 2005; 34:

47

149-56.

11. Vale TG, Matos FJA, Lima TCM, Viana GSB. Behavioral
effects of essential oils from Lippia alba (Mill.) N.E. Brown
chemotypes. J. Ethnopharmacol. 1999; 167: 127-33.

12. Gazola R, Machado D, Ruggiero C, Sing G, Alexandre MM.
Lippia alba, Melissa officinalis and Cymbopogon citratus: effects
of the aqueous extracts on the isolated hearts of rats.
Pharmacological Research 2004; 50: 477-80.

13. Scarpa GF. Medicinal plants used by the criollos of
Northwestern Argentine Chaco. J. Ethnopharmacol. 2004; 91:
115-35.

14. Duarte MCT, Figueira GM, Sartoratto A, Rehder VLG,
Delarmelina C. Anti-Candida activity of Brazilian medicinal
plants. J. Ethnopharmacol. 2005; 97: 305-11.

15. Vigneron M, Deparis X, Deharo E, Boudy G. Antimalarial
remedies in French Guiana: A knowledge attitudes and practices
study. J. Ethnopharmacol. 2005; 98: 351-60.

16. Pascual ME, Slowing K, Carretero ME, Villar A.
Antiulcerogenic activity of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
(Verbenaceae). Il Farmaco 2001; 56: 501-4.

17. Julido LS, Tavares ES, Lage CLS, Leitdo SG. Cromatografia
em camada fina de trés extratos de trés quimiotipos de Lippia
alba (Mill) N.E.Br. (erva-cidriera). Rev. Bras. Farmacogn. 2003;
13: 36-8.

18. Pascual ME, Slowing K, Carretero E, Mata DS, Villar A.
Lippia: tradicional uses, chemistry and pharmacology: a review.
J. Ethnopharmacol. 2001; 76: 201-14.

19. Zétola M, Lima TCM, Sonaglio D, Gonzilez-Ortega G,
Limberger RP, Petrovick PR, et al. CSN activities of liquid and
spray-dried extracts from Lippia alba — Verbenaceae (Brazilian
false Melissa) J. Ethnopharmacol. 2002; 82: 207-15.

20. Vale TG, Furtado EC, Santos Jr JG, Viana GSB. Central effects
of citral, myrcene and limonene, constituents of essential oil
chemotypes from Lippia alba (Mill.) N.E.Brown. Phytomedicine
2002; 9: 709-14.

21. Stashenko EE, Jaramillo BE, Martinez JR. Comparison of
different extraction methods for the analysis of volatile
secondary metabolites of Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, grown
in Colombia, and evolution of its in vitro antioxidant activity. J.
Chromatogr., A 2004; 1025: 93-103.

22. Ramos A, Visozo A, Piloto J, Garcia A, Rodriguez CA, Rivero
R. Screening of antimutagenicity via antioxidant activity in
Cuban medicinal plants. J. Ethnopharmacol. 2003; 87: 241-6.
23. Abraham AML, Hernandez NMR, Misas CAJ. Extractos de
plantas con propriedades citostdticas que crecen em Cuba. Rev
Cub Med Trop 1979; 31: 105-11.

24. Costa MCCD, Aguiar JS, Nascimento SC. Atividade citotdxica
de extratos brutos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
(Verbenaceae). Acta Farm. Bonaerense 2004; 23(3): 349-52.
25. Holetz FB, Pessini GL, Sanches NR, Cortez DAG, Nakamura

CV, Dias Filho BP. Screening of some plants used in the Brazilian



Heinzmann e Barros

folk medicine for the treatment of infectious diseases. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 2002; 97(7): 1027-31.

26. Alanis AD, Calzada F, Cervantes JA, Torres J, Ceballos GM.
Antibacterial properties of some plants used in Mexican tradicional
medicine for the treatment of gastrointrestinal disorders. J.
Ethnopharmacol. 2005; 100: 153-7.

27. Andreghetti-Frohner CR, Sincero TCM, Silva AC, Savi LA, Gaido
CM, Bettega JMR, et al. Antiviral evalution of plants from Brazilian
Atlantic Tropical Forest. Fitoterapia 2005; 76: 374-8.

28. Atti-Serafini L, Pansera MR, Atti-Santos AC, Rossato M, Pauletti
GF, Rota LD, et al. Variation in essential oil yield and composition
of Lippia alba (Mill.) N.E.Br. grown in sourthern Brazil. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais 2002; 4(2): 72-4.

29. Castro DM, Ming LC, Marques MOM. Composicdo fitoquimica
dos 6leos essenciais de Lippia alba (Mill.) N.E.Br em diferentes
épocas de colheita e partes do ramo. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais 2002; 4(2): 75-9.

30. Nagao EO, Innecco R, Mattos SH, Medeiros Filho S, Marco CA.
Efeito do hordrio de colheita sobre o teor e constituintes majoritarios
de 6leo essencial de Lippia alba (Mill) N.E.Br., quimiotipo citral-
limoneno. Revista Ciéncia Agronémica 2004; 35(2): 355-60.

31. Santos MRA, Innecco R. Adubagdo organica e altura do corte de

Endereco para correspondéncia:

Prof Dra. Berta Maria Heinzmann

Universidade Federal de Santa Maria

Centro de Ciéncias da Sadde

Departamento de Farmdcia Industrial, Prédio 26
Campus Universitario

CEP. 97105-900 - Santa Maria - RS, Brasil
E-mail: hberta@ccs.ufsm.br

48

erva-cidreira brasileira. Hortic. Bras. 2004; 22(2): 182-5.

32. Stefanini MB, Rodrigues SD, Ming LC. Acdo de
fitorreguladores no crescimento da erva cidreira-brasileira.
Hortic. Bras. 2002; 20(1): 18-23.

33. Grupta SK, Khanuja SPS, Kumar S. In vitro micropropagation
of Lippia alba. Current Sience 2001; 81(2): 206-10.

34. Brasil. Ministério da Sadde. Portaria n° 971, de 3 de maio de
2006. Aprova a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Satde.

35. Brasil. Atos do poder executivo. Decreto n® 5.813, de 22 de
junho de 2006. Aprova a politica nacional de plantas medicinais
e da outras providéncias.

36. Maciel MAM, Pinto AC, Veiga Jr VF. Plantas medicinais: a
necessidade de estudos multidisciplinares. Quim. Nova 2002;
25(3): 429-38.

37. Brasil. Lei n° 9.279, de 14 de maio de 1996. Lei da Propriedade
Industrial.

38. Moreira AC, Miiller ACA, Pereira Jr N, Antunes AMS.
Pharmaceutical patents on plant derived materials in Brazil:
Policy, law and statistics. World Patent Information 2006; 28:
34-42.



141

8.2 Espectros de RMN do germacreno D-4-ol
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Figura 19 — Espectro de RMN"*C do germacreno D-4-ol (100 MHz, CDG).
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Figura 20 — Espectro de RMN*C DEPT 135° do germacreno D-4-ol (100 MHz, CDG).
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Figura 21 — Espectro de RMN'H do germacreno D-4-ol (400 MHz, CDG).
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8.3 Espectros de RMN do linalol.
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