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RESUMO

As espécies Lantana camara L. e Lantana montevidensis Brig. (Verbenaceae) sao utilizadas
no Brasil principalmente para tratar reumatismo e problemas relacionados as vias aéreas. A
presente dissertacdo relata o estudo quimico, e as atividades antibacterianas e moduladoras
dos 0leos essenciais e extratos etanolicos das folhas e raizes de L. camara e L. montevidensis
e, antioxidantes dos extratos etanolicos. Os 0leos essenciais foram extraidos das folhas frescas
por hidrodestilacéo e os constituintes quimicos identificados por CG/EM, destacando-se como
majoritario o biciclogermacreno (19,42%), isocariofileno (16,70%), valeceno (12,94%) e
germacreno D (12,34%), para L. camara e o p-cariofileno (31,50%), germacreno D (27,54%)
e biciclogermacreno (13,3%), para L. montevidensis. Os extratos brutos etandlicos foram
obtidos das folhas frescas e raizes por extracdo exaustiva a frio e submetidos a andlises
fitoquimicas, observando a presenca de classes de metabolitos como taninos, flavonoides,
saponinas, alcaldides e triterpendides. Os Gleos e os extratos foram avaliados para a atividade
antibacteriana isoladamente e em interacdo direta e indireta com antibiGticos
aminoglicosideos, por microdiluicdo e contato gasoso. Linhagens de bactérias padrdo e
multirresistentes Gram-positivas e Gram-negativas foram utilizadas. Os resultados da
atividade antibacteriana mostraram que ambos os 6leos foram mais efetivos frente a Proteus
vulgaris ATCC 13135 (CIM 64 pg/mL) para L. camara e (CIM 128 pg/mL) para L.
montevidensis. Para 0s extratos, a atividade mais relevante foi apresentada pelo o extrato das
folhas de L. montevidensis frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (CIM 8 ug/mL) e
Escherichia coli Ec 27 (CIM 16 pg/mL). Na atividade moduladora por microdiluigdo, oS
o6leos reforcaram mais significantemente a atividade da amicacina frente a E. coli Ec 27, (CIM
1250 reducéo para 5 pg/mL). O reforcou mais significante para os extratos foi observado pelo
das raizes de L. camara na atividade da amicacina e neomicina frente a E. coli Ec 27 (CIM
625 reducdo para 5 pg/mL) e S. aureus Sa 358 (CIM 1250 reducéo para 78 pg/mL). Por
contato gasoso, a atividade da amicacina foi reforcada em 102% pelo Oleo de L.
montevidensis frente a P. aeruginosa ATCC 15442. Nos testes antioxidantes in vitro por
sequestro do radical livre estavel DPPH, observou-se que todos os extratos apresentaram
atividade antioxidante, sendo o extrato das folhas de L. camara o que apresentou uma maior
atividade (CEsp 25,00+0,20 pg/mL). Esses dados sdo promissores e indicam que essas

espécies possuem relevantes atividades antioxidantes, antibacterianas e moduladoras.



ABSTRACT

Lantana camara L. and Lantana montevidensis Brig. (Verbenaceae) are species used in Brazil
mainly to treat rheumatism and respiratory problems. The present work report the chemical
study and the antibacterial and modulatory activity of essential oils and ethanolic extracts of
leaves and roots of L. camara and L. montevidensis and the antioxidant activity of the
ethanolic extracts. The essential oils were obtained from the dried leaves by hydrodistillation
and the chemical constituents were identified by GC/MS. In L. camara essential oil, the
majoritary constituent was bicyclogermacrene (19.42%), followed by isocariophyllene
(16.70%), valecene (12.94%) and germacrene D (12.34%) and in L. montevidensis essential
oil o p-cariophyllene (31.50%), germacrene D (27.54%) and bicyclogermacrene (13.3%) were
found. Ethanolic brut extracts were obtained from fresh leaves and root by exhaustive cold
extraction and were submitted to phytochemical analysis in order to verify the presence of
metabolites class as tannins, flavonoids, saponins, alkaloids and triterpenes. The oils and
extracts were evaluated for the antibacterial activity alone and for direct/indirect interaction
with aminoglycosides by broth microdilution and gaseous contact techiniques. Standard
bacteria strains and multiresistant Gram-positive and Gram-negative were used. The results
showed that both oils were effective against Proteus vulgaris ATCC 13135 (MIC 64 pg/mL
for L. camara and MIC 128 pg/mL for L. montevidensis). Regarding the extracts, the most
relevant antibacterial activity was presented by de L. montevidensis leaves extract against
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (MIC 8 pg/mL) and Escherichia coli Ec 27 (MIC 16
ug/mL). In the modulatory activity studied by the microdilution, the essential oils reinforced
more significantly the amikacin activity against E. coli Ec 27 (MIC 1250 reduction to 5
pg/mL). The most significant reinforce was observed to L. camara root extract on the
amicakin and neomycin activities against E. coli Ec 27 (MIC 625 reduction to 5 pg/mL) and
S. aureus Sa 358 (MIC 1250 reduction to 78 pug/mL). By the gaseous contact method, L.
montevidensis reinforced in 102% the amikacin activity against P. aeruginosa ATCC 15442.
In the in vitro antioxidant tests using DPPH test, it was observed that all extracts presented
antioxidant activity and the L. camara leaves extract presented the best activity (ECsp
25.00+0.20 pg/mL). These data are promising and indicate that these species have important

antioxidant, antibacterial and modulators activity.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Diferentes culturas dos mais distintos
lugares, desenvolvidas ou ndo, conhecem e utilizam o potencial terapéutico dos vegetais no
tratamento de doencas; praticas estas que acompanham o homem desde a pré-historia e
evoluiram com ele ao longo dos anos, constituindo a medicina do homem primitivo
(MACIEL, PINTO e VEIGA Jr, 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial da Salde (2003), as plantas medicinais sdo as
melhores fontes para se obter uma variedade de drogas para manutencdo da salde humana, e
cerca de 80% da populacdo mundial usa a medicina tradicional na busca de alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel (NASCIMENTO et al., 2000; CAETANO et al.,
2002).

E importante destacar que, apesar de toda a importancia atribuida as plantas, os dados
disponiveis revelam que apenas 15 a 17% foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal.
No Brasil, apenas 8% das espécies vegetais foram estudadas em busca de compostos bioativos
e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais (SIMOES, 1999,
p. 66).

Apesar do longo tempo que se conhece o potencial curativo das plantas, apenas nas duas
ultimas décadas estas se tornaram objeto de estudo cientifico no que concerne as suas variadas
propriedades medicinais (NOVAIS et al., 2003). O conhecimento a respeito dessas
propriedades € requisito essencial para a transformacdo da planta medicinal em um produto
fitoterapico.

De acordo com Elisabetsky (1991), a pesquisa com plantas medicinais tem sido e
continua a ser considerada uma abordagem frutifera para a procura de novas drogas com
propriedades terapéuticas. Dentro dessa abordagem, 6leos essenciais e extratos vegetais tém
sido estudados por apresentarem essas propriedades (BAKKALI et al., 2008).

Devido ao aumento progressivo da resisténcia antibacteriana, a busca de novos agentes
antibacterianos torna-se de grande importancia, desta forma, produtos naturais de plantas
poderiam ser alternativas interessantes (LU et al., 2007; MBWAMBO et al., 2007). Nos
ultimos anos, muitas plantas foram avaliadas ndo somente pela atividade antibacteriana, mas
também como um agente modificador de resisténcia antibidtica (GIBBONS, 2004; GURIB-
FAKIM, 2006; COUTINHO et al., 2008a).
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As espécies Lantana camara L., tipica das Américas e Africa, e Lantana montevidensis
Brig., nativa do Brasil e Uruguai sdo arbustos pertencente a familia Verbenaceae e ao género
Lantana. S&o espécies introduzidas em muitos paises como plantas ornamentais, € no Brasil
encontram-se distribuidas por todos os Estados, desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul
(BRITO, TOKARNIA e DOBEREINER, 2004).

As folhas dessas espécies tém sido utilizadas popularmente no tratamento de coceiras,
dor de estbmago, reumatismo, cortes, febre biliosa, dor de dente, problemas nas vias aéreas
como gripe, asma, bronquite e como anti-séptica para feridas (LORENZI e MATQOS, 2002, p.
350), e as raizes para o tratamento da maléria, reumatismo e erupgfes cutaneas (CHHARB,
MAHUNNAH e MSHIU, 1993). No Brasil sdo utilizadas principalmente para tratar
reumatismo e problemas pulmonares (DEENA e THOPPIL, 2000; GHISALBERT], 2000).

Os dados na literatura mostram a existéncia de trabalhos relacionados a aspectos
quimico e bioldgico de L. camara e espécies do género Lantana (HERNANDEZ et al., 2005;
GHISALBERTI, 2000; DEENA e THOPPIL, 2000). Relacionado a L. montevidensis existe
apenas um relato sobre 6leo essencial (HASHIMOTO, 1996, p. 1194), e nenhum dado sobre
suas propriedades antibacterianas e antioxidantes.

Desta forma, tendo em vista a importancia de contribuir com o conhecimento quimico e
biologico de L. camara e L. montevidensis, nesse trabalho relatamos o estudo quimico, as
atividades antibacterianas e moduladoras dos Oleos essenciais e extratos etandlicos e,
antioxidantes dos extratos etanodlicos obtidos dessas espécies, oriundas do Cariri Cearense,

Nordeste do Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a composicdo quimica, atividade antibacteriana, moduladora e antioxidante
das espécies vegetais Lantana camara L. e Lantana montevidensis Brig. utilizando

metodologias especificas.

2.2 Objetivos especificos

» Obter os 0leos essenciais das folhas de L. camara e L. montevidensis e caracteriza-los
guimicamente;

> Obter os extratos brutos etandlicos das folhas e raizes de L. camara e L. montevidensis e

estuda-los quimicamente;

> Verificar a atividade antibacteriana e concentracdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos
essenciais e extratos etanolicos;

» Analisar os 0leos essenciais e extratos etandlicos como agente modificador da atividade
antibidtica de aminoglicosideos;

> Avaliar a atividade antioxidante dos extratos etandlicos in vitro.
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3 INFORMACAO BOTANICA

3.1 Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae compreende 100 géneros e cerca de 2000 espécies distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais, nas regides temperadas do Hemisfério Sul e Hemisfério
Norte (BARROSO, 1991, p. 326). No Brasil, ocorrem 16 géneros e cerca de 250 espécies com
ocorréncia principalmente na regido Sul e extremo Sul do Estado da Bahia (SOUZA e
LORENZI, 2008, p. 582).

Sdo plantas herbaceas, arbustivas ou arbdreas pequenas (JOLY, 1993, p. 323),
encontradas em matas de galeria, em formacdes primarias e secundarias (LORENZI, 2000, p.
252). Entre as dicotileddneas com principios aromaéticos, esta familia é considerada
importante com alguns de seus representantes utilizados na medicina popular por suas
propriedades digestivas (GOULART e MARCATI, 2008).

Segundo Souza e Lorenzi (2008, p. 582), Verbenaceae é uma ampla familia de plantas
superiores com habitos muito variados, podem ser desde arvores, arbustos, subarbustos, ervas
anuais ou perenes e também trepadeiras, muitas vezes aromaticas, com ramos geralmente
quadrangulares; as folhas opostas, raramente verticiladas, simples sem estipulas, margem
geralmente serreada e inflorescéncia racemosa; suas flores sdo pequenas, pouco vistosa,
bissexuadas, zigomorfas, diclamideas; o calice geralmente pentdmero, gamossépalo,
prefloracdo imbricada, geralmente persistente na frutificacdo; a corola geralmente pentamera,
gamopétala, bilabiada, prefloracdo imbricada; estames em nimero de quatro, neste caso
didinamos; raramente dois ou mais estaminddios; o ovario supero, bicarpelar, geralmente com
I6culos divididos por um falso septo, tornando-o tretalocular ou bilocular, quando um dos
carpelos é atrofiado (Lantana por exemplo), estilete terminal, placentacdo ereta, évulos dois
por carpelo; os frutos drupa ou esquizocarpo.

Nessa familia estdo incluidas espécies ornamentais comumente cultivadas, como a
Petrea volubilis (flor-de-miguel), Duranta repens (dourinha), pequena cerca - viva muito
comum, com folhas jovens douradas, Lantana camara (camard) e Lantana montevidensis
(chumbinho) com pequenas flores ornamentais de cores variadas, muito atrativas as
borboletas (SOUZA e LORENZI, 2008, p. 582).
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3.2 Género Lantana

O género Lantana foi descrito por Linnaeus em 1753 e continha sete espécies, seis da
América do Sul e uma da Etidpia (MUNIR, 1996). O termo Lantana (do latim lento, para se
dobrar) devira-se provavelmente do antigo nome latim do género Viburnum que se assemelha
um pouco em folha e inflorescéncia (GHISALBERT, 2000).

Lantana é principalmente nativa das Ameéricas tropicais e subtropicais, mas poucos
taxons sdo originarios da Asia tropical e da Africa; atualmente ocorrem em aproximadamente
50 paises com um numero de espécies e subespécies que varia de 50-270, mas parece que a
melhor estimativa é de 150 espécies (GHISALBERT, 2000).

O género Lantana inclui plantas herbaceas e arbustos, que podem atingir até 2 m de
altura (JOLY, 1993, p. 321), sendo muitas vezes plantadas com objetivo decorativo devido a
beleza de suas flores (RANJHAN e PATHAK, 1992, p. 370). Taxonomicamente esse género
é de dificil classificacdo, pois normalmente as espécies ndo sdo estaveis, a hibridizacdo é
bastante difundida e a forma de inflorescéncia muda com a idade, e as cores das flores varia
com a idade e maturidade (GHISALBERT, 2000).

Segundo Groht e Jamardo (1988), os frutos sdo drup6ide com um pirénio bilocular; com
endocarpo 6sseo e com aparéncia de um “carogo’; exocarp0 €arnoso e sulcoso na maturagdo
e, apds desidratado, fibroso e com aparéncia enrugado-escavada; de forma globosa ou ovéide;
com ou sem abertura em forma de “V” invertido na base; com dois lados convexos; com uma
cavidade interna entre os l6culos do pirénio, com insercdo basal e orbicular. As sementes sao
localizadas nos léculos do pirénio, no apice do nuculanio e lateralmente entre os bordos
dorso-ventrais e 0 embrido € quase reto, invaginado, com cotilédones cordiformes.

Muitas espécies descritas desse género sdo geralmente pouco palataveis e nem todas sao
toxicas (JONES, HUNT e KING, 1997, p. 730). Séo espécies conhecidas por serem
praticamente imunes ao ataque de herbivoros, devido a presenca de uma grande diversidade
de substancias naturais (KOHLI et al., 2006).
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3.3 Espécies Lantana camara L. e Lantana montevidensis Brig.

As espécies Lantana camara L., tipica das Américas e Africa, e Lantana montevidensis
Brig., nativa do Brasil e Uruguai sdo arbustos introduzidas em muitos paises como plantas
ornamentais (DAY, WILLSON e LATIMER, 2008; GHISALBERT, 2000). Corréa (1978, p.
414) descreve a espécie Lantana camara L. Figura 1 e 2 (pag. 28), conhecida popularmente

no Brasil pelos nomes de camara e camara-de-cheiro.

Arbusto ereto, até 2 m de altura (mais alto quando se torna trepador); ramos
quadrangulares armados de pequenos aculeos recurvados, as vezes inermes; folhas
opostas, curto-pecioladas, ovado-blongas, arredondadas na base, aciminadas,
crenado-serradas, reticulado-rugosas, aromaticas, muito asperas na pagina superior e
palida ou brancacenta no inferior; pedinculos rigidos pubescentes ou hirto-pilosos
&speros ou subinermes; flores sdo brancas quando desabrocham; frutos baga roxo-
escuros e pequenos e muitissimo apreciados pelos passaros e também sdo comidos
pelos Hindus em época de escassez.

Corréa (1978, p. 415) também descreve a espécie Lantana montevidensis Brig. Figura

3 e 4 (pag. 29), conhecida popularmente no Brasil como cambara ou chumbinho.

Arbusto piloso-hirsuto podendo atingir 2 m de altura; sistema radicular forte; ramos
quadrangulares, inermes ou aculeados; peciolos aculeados; folhas ovado-
cordiformes, opostas, serrado-crenado, vilosa ou aspero-hirtas e hispidas na pagina
superior e pélida e vilosa-hirto-hirtusas na pagina inferior e de cheiro semelhante ao
da Lippia alba (erva-cidreira); flores primeiramente amarelas de ouro, depois cor de
laranja, réseas ou vermelhas e finalmente, vermelhdo, desabrolhando do centro para
a circunferéncia, dispostas em capitulos longo-pedunculados.

As sementes dessas espécies por possuirem grande poder germinativo, possibilitaram
que elas se espalhassem rapidamente em todos os paises tropicais, adaptando-se como plantas
invasoras em estado selvagem, tornando extensas areas ndo utilizaveis (BRITO, TOKARNIA
e DOBEREINER, 2004).

No Brasil sdo encontradas em todos os Estados, desde o Amazonas até o Rio Grande do
Sul, em agrupamentos maiores ou menores, invadindo areas de pastagens nativas ou
cultivadas, porém ndo dominam a vegetacdo (BRITO, TOKARNIA e DOBEREINER, 2004).
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Sdo plantas de sol pleno, bastante resistente a podas, pouco exigentes em solo, floresce
praticamente o ano todo, fato que levou os floricultores a considera-las ornamentais e,
conseqiientemente, dissemina-las por toda a parte, a0 mesmo tempo obtendo através de

diversos cruzamentos, numerosas variedades (ZENIMORI e PASIN, 2006).
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Figura 1: Espécie Lantana camara L.

Figura 2: Partes aéreas de Lantana camara: (1) flores, (2) folhas e (3) frutos verdes e
maduros.
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Figura 3: Espécie Lantana montevidensis Briq.

Figura 4: Partes aéreas de Lantana montevidensis: (1) flores, (2) folhas e (3) frutos verdes e

maduros.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Metabdlitos secundarios de espécies do género Lantana

O género Lantana tem sido largamente estudado em relagcdo aos seus constituintes
volateis e ndo-volateis. Estudos fitoquimicos realizados com diferentes espécies do género
Lantana conduziram ao isolamento de varios compostos pertencentes principalmente as
classes de triterpendides pentaciclicos, glicosideos, esteroides, irridoides, quinonas e
flavonoides.

De acordo com a pesquisa bibliografica baseada nos ultimos 40 anos (1972 a 2009),
realizada no Chemical Abstract (Scifinder Scholar) e nos periddicos disponiveis nos
enderecos eletrénicos da CAPES, pode-se afirmar que sdo registrados 151 constituintes
quimicos isolados de L. indica, L. camara, L. hybrida, L. cujabensis, L. montevidensis, L.
tiliaefolia, L. trifolia, L. achyranthifolia, L. lilacia, L. hispida e L. viburnoides.

O resultado desse levantamento estd mostrado na Tabela 1 (pag. 32) e no Quadro 1
(pag. 39), onde estdo disponibilizados os compostos quimicos identificados, propriedades,

origem e referéncia.
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Tabela 1: Metabolitos isolados de espécies do género Lantana descritos na literatura, com

respectivas atividades.

Espécie Composto Atividade Parte da planta Referéncia
L indica " ] Raizes Singh, Tripathi e Singh
' (1991)
L camara 2.3 Folhas; flores; Ahmed et al. (19723,
' caules 1972b)
Ghisalberti (2000)™;
Toxidez em Partes aéreas’; ( )
L. camara 4 . 5 s Hartetal (1976ae
bovinos* Folhas®; caules 23
1976b)~
Jiminez-arellanes et al.
L. hybrida 4 Antibacteriana = Partes aéreas
(2007)
Begum et al. (1995)";
L camara ; Partes aéreas™;  Hart et al. (1976b)>>;
' folhas®; caules®  Lai, Chan e Huang
(1998)°
Hart et al. (19764,
L. camara 6 - Folhas’; caules®  1976b)"% Lai, Chan e
Huang (1998)?
L. camara 7-8 - Folhas Taoubi et al. (1997)
Partes aéreasl Begum, Zehra e Siddiqui
L. camara 9 - folhas? ' (2008b)*; Roy e Barua
(1985)?
Antibacteriana e Partes aéreasl Siddiqui et al. (1995)";
L. camara 10 antimutagénica Folhas e caules:2 Barre et al. (1997)**;
em ratos* Saleh et al. (1999)°
L. camara 11 - Partes aéreas Begum et al. (1995)
Siddiqui et al. (1995)";
Partes aéreas’; Begum, Wahab e
L. camara 12 - folhas e caules?;  Siddiqui (2003)%; Saleh

raizes®

et al. (1999)% Misra,
Dixit e Sharma (1997)°

(Cont.)



33

(Cont.)
L. cujabensis 12-13 - Folhas Okunade e Lewis (2004)
. ) Wollenweber et al.
L. montevidensis 14-16 - Folhas
(1997)
L. camara 17 - Folhas Pan et al. (1993a)
L. camara 18 - Raizes Pan et al. (1993b)
. . Yadav e Tripathi (2000);
L. camara 19 Antibacteriana* Folhas
Verma et al. (1997)*
L. tiliaefolia 20 - Folhas Johns et al. (1983)
L. trifolia 20 Antimicrobiana Folhas Rwangabo et al. (1988)
L. camara 21 - Folhas Mahato et al. (1994a)
L. camara 22 - Partes aéreas Begum et al. (1995)
L ) Hart et al. (19764,
Folhas™; flores”; 12
L. camara 23-24 - 3 1976b)™“; Pan et al.
raizes 3
(1993b)
L. camara . Abeygunawardena et al.
o 25 - Raizes
L. achyranthifolia (1991)
o . Dominiguez et al.
L. achyranthifolia 25 - Raizes
(1983)
. Abeygunawardena et al.
L. camara 26 - Raizes
(1991)
o . Dominiguez et al.
L. achyranthifolia 26 - Raizes
(1983)
Hipolipemiante . Pan et al. (1992);
L. camara 27 Raizes ]
em ratos* Miyokawa et al. (1992)*
L. camara 28-36 - Raizes Pan et al. (1992)
. Singh et al. (apud
L. camara 37-38 - Raizes
Wahab, 2004)
- ., Singh, Tripathi e Singh
L. indica 39 - Raizes

(1990)




(Cont.)
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L. camara

L. indica

40

40

Folhas'; caules®

Partes aéreas

Hart et al. (1976a e
1976b )% Mahato et al.
(1994b)*?

Singh, Tripathi e Singh
(1989)

L. hybrida

41-42

Flores

Imperato, Di Leio e
Trovato (1975);
Imperato (1976)

L. camara

L. camara

43

44

Caules

Folhas'; caules®

Lai, Chan e Huang
(1998)

Wollenweber et al.
(1997)*: Pan et al.
(1993a)*; Lai, Chan e
Huang (1998)°

L. camara

L. camara

L. camara

45-46

47

48

Antiviral e
citotoxicidade*

Folhas

Folhas

Folhas

Jain, Singh e Dezman
(1989)

Taoubi et al. (1997)

Taoubi et al. (1997);
Ghisalberti (2000)**

L. camara

L. camara

L. camara

49

50

51

Cardiotonica

Toxidez em
bovinos, ovinos
e caprinos*

Toxidez em
bovinos, ovinos
e caprinos*

Folhas

Folhas!; caule®:
raizes®

Folhas!; caule?

Sharma e Kaul (apud
Ghisalberti, 2000)*"
Siddiqui et al. (1995)

Ghisalberti (2000)*;
Pan et al. (1993a);
Louw, (1948)%;
Wollenweber et al.
(1997)%; Hart et al.
(1976a, 1976h)"?

Ghisalberti (2000)**;
Pan et al. (1993a);
Sastry e Mahadevan
(apud Wahab, 2004)";
Hart et al. (19764,
1976b)*?
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(Cont.)
Ghisalberti (2000)**;
Jons et al. (1983)%;
L. camara 52 - Folhas'; caules’|  Sharma, Dawra e
Ramesh (1990)%;
Sharma et al. (1992)?
Sharma, Dawra e
L. camara 53 - Folhas
Ramesh (1990)
1 ) Hart et al. (19764,
L. camara 54 - Folhas™; caules 12
1976b)™
L. camara 55-56 - Folhas Mahato et al. (1994a)
Antibacteriana e
L. camara 57-58 . Folhas Begum et al. (2000)
nematicida
., Siddiqui et al. (1995)";
. o Partes aéreas’; 1
Antimutagénica ) Barre et al. (1997)"*;
L. camara 59 folhas®; folhas e 3
em rato* s. . 4 Salehetal. (1999)7; Pan
caules®; raizes p
et al. (1993b)
L. cujabensis 59 - Folhas Okunade e Lewis (2004)
Siddiqui et al. (1995)%;
. Partes aéreas; Begum et al. (2003,
L. camara 60 Nematicida* . 2 1
raizes 2008b)™*; Pan et al.
(1993b)?
Partes aéreas’; = Siddiqui et al. (1995);
L. camara 61 Antibacteriana* folhas; folhase  Barre et al. (1997)%*;
caules® Saleh et al. (1999)°
o Syah, Pennacchio e
L. camara 62 Cardiotonica  Folhas e caules _ )
Ghisalberti (1998)
_ _ . , Mahato et al. (1994a)";
L. camara 63 Antibacteriana*  Folhas; caules )
Barre et al. (1997)~*
. ) Singh, Tripathi e Singh
L. indica 64 - Partes aéreas 3
(1989)
L. camara 65 - Folhas Hart et al. (1976a)
L . . ) Jiminez-arellanes et al.
L. hispida 66 Antibacteriana = Partes aéreas

(2007)
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(Cont.)
Siddiqui et al. (1995)";
Begum et al. (1995)*;
_ _ . | Hartetal. (1976b)>*;
Antibacteriana, | Partes aéreas; . L
) 5. | Misra, Dixit e Sharma
L. camara 67 hepatoprotetora | folhas”; caules’; 3 )
S . (1997)°*; Misra et al.
e antifilaria* raizes 3 )
(2007)°*; Lai, Chan e
Huang (1998)%; Banik e
Pandey (2008)*
- ) Singh, Tripathi e Singh
L. indica 67 - Raizes
(1990)
o ) Jiminez-arellanes et al.
L. hispida 67 - Partes aéreas
(2007)
. i Singh, Tripathi e Singh
L. indica 68 - Raizes
(1990)
., Begumetal. (1995)";
Partes aéreas’; ’3
L. camara 68 - ) s Hartetal. (1976b)"",
folhas®; caules 3
Huang e Huang, (2004)
, 4 Sundararamaiah (apud
Partes aéreas-; 1
L. camara 69 - ) Wahab, 2004)"; Begum
folhas )
et al. (1995)
Anti Singh, Tripathi e Singh
nti-
L. indica 70 _ . Raizes (1990)*: Hsu, Yang e
inflamatoria* ]
Lin (1997)*
L. lilacia 71 - Folhas Takeda et al. (1998)
L. camara 72 - Partes aéreas Begum et al. (2008a)
L ) Ford e Bendall
Folhas™; caules®; 12
L. camara 73 - .3 (1980)™; Pan et al.
raizes 3
(1992)
Antimutagénica
, Barre et al. (1997)*;
L. camara 74 em ratos* e Partes aereas

antibacteriana**

Ghisalberti (2000)***
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(Cont.)
Mahato et al. (apud
L. camara 75-76 - Folhas
Wahab, 2004)
Folhas, caules e
L. camara 7 - Ahmed et al. (1972b)
flores
L. camara 78-80 Anticoagulante Folhas O'neill et al. (1998)
L. camara . Abeygunawardena et al.
- 81-86 - Raizes
L. achyranthifolia (1991)
Wollenweber et al.
L. camara 87-89 - Folhas
(1997)
L. camara 90 - Folhas Mahato et al. (1994a)
L. achyranthifolia 91-92 - Raizes Domiguez et al. (1983)
) ) . Rimpler e Sauerbier
L. viburnoides 93-94 - Raizes
(1986)
, Wahab (2004); Begum
L. camara 95-110 - Partes aéreas
et al. (2003)
L. lilacia 111 Antibacteriana Folhas Pereira et al. (2008)
L. camara 111 Antitumoral Folhas Herbert et al. (1991)
Ghisalberti (2000)*;
Takeda et al. (1998)";
Antivirale  Folhas'; folhas e . ( )1
L. camara 111 ) . 2 Taoubi et al. (1997);
citotoxicidade* caules .
Syah, Pennacchio e
Ghisalberti (1998)
L. indica 112 - Folhas Goyal e Kumar (1984)
Huang e Huang (2004);
L. camara 113-116 - Folhas ang e Huang ( )
Begum et al. (2008b)
L. trifolia 117 - Folhas Rwangabo et al. (1988)
L. camara 118-121 Antifilaria Caules Misra et al. (2007)
L. camara 122-123 - Folhas Ahmed et al. (1972b)
Siddiqui et al. (1995)%;
. Partes aéreas™; Huang e Huang (2004)%
L. camara 124 Nematicida*

folhas?: raizes®

Begum et al. (2008b)*;
Pan et al. (1993b)?
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(Cont.)
1 ,  Ahmed et al. (1972a,
Folhas™; flores”; 123 «as -
L. camara 125 - 3 1972b)~“°; Misra, Dixit
caules 3
e Sharma (1997)
Barua et al. (apud
L. camara 126 - Folhas
Wahab, 2004)
o , Singh, Tripathi e Singh
L. indica 127-128 - Partes aereas
(1989)
L. camara 129-130 - Folhas Juang et al. (2005)
L. camara 131 - Folhas Yadav e Tripathi (2003)
L. camara 132-133 - Folhas Begum et al. (2008b)
o Begum et al. (2006,
L. camara 134-135 Nematicida Folhas
2008b)*
L. camara . Abeygunawardena et al.
L 136-137 - Raizes
L. achyranthifolia (1991)
L. camara 138-139 - Partes aéreas Begum et al. (2008c¢)
Antimutagénica )
L. camara 140 Partes aereas Barre et al. (1997)
em ratos
L. montevidensis 141-151 - Folhas Nagao et al. (2002)

Fonte: Dados da pesquisa

*: Atividades bioldgicas e/ou farmacolégicas dos constituintes com as respectivas referéncias

1; 2; 3: Indicam as partes das espécies utilizadas no isolamentos dos constituintes com as respectivas referéncias
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Quadro 1: Estruturas quimicas de metabolitos secundarios de espécies do género Lantana.

(1) Acido 3-formil-oxoolean-12-en-28-6ico

HO—(
@)

(3) Acido araquidico

(4) &cido 22p-angeloiloxy-34-hidroxiolean-
12-em-28-6ico (reducdo do lantadeno A)

(55 Acido betulinico

OH

O

OH

OH

(7) Calceolariosideo E

(8) Verbascosideo de deraminsila

(Cont.)




(Cont.)
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(11) Acido camarilico

(12) Acido camarico

OH
lcl) /CH3

o—c-ch HO 0
COH CH, | OH

OH O

(13) 3p,25-epoxi-3a-hidroxi-224- (14) Luteolina
isobutanoiloxiolean-12-eno-28-6ico

OCH,4 OH

CH;0 0]

CH;0 0 3 OCH,
‘ OCHj ‘
OH 0 OH 0]

(15) 3°,7,-dimetilxiluteolina

(16) 3°,4°,7-trimetoxiluteolina




(Cont.)
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CH,OH
0
OH
OH
OH

(17) Camarosideo

CH(CHy),CH,CO0

(18) Acido lantaiursélico

OCHj,3
HO O
CH30

OH O
(19) 5,7-dihidroxi-4’,6’-dimetoxiflavona

OCH;
OCHj,

OCHj

OH O

(23) Acido 22p-dimetilacriloiloxi-34-
hidroxiolean-12-en-28-06ico (reducao do
lantadeno B)

(24) Acido 22-hidroxi-3-oxoolean-12-en-28-
oico
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(Cont.)
O OH O
r o
OH @) O
(25) Diodantunezona (26) Isodiodantunezona
CO,CH3 OH _OH
A 0
N OH
OH © Ho' OH 2/\
H 0 HO
CH,0H O OH CH,0H
0
Q HO OH 0
OH a » HO
H
OH OH CH,0H
(27) Geniposideo (28) Ajugosa
CO,CH, HQ | COLCH;
HO 0
OH
HO
OH
OH on OH
(29) 8-epiloganina (30) Lamiridosideo
CH,0H
HO HO CO,CHj
o] H
OH
0 CH,
O
on/ Ho |
oH HO” ™ |
CH,OH
0 CH, 0
OH o o
Lantanose A x=3 OH OH OH
Lantanose B x=4 X
H OH
OH OH

(31) Lantanose Ae B

(32) Shanzisideo metil-éster
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(Cont.)
CO,CH3
OH
OH
o]
OH
HQOH 0
CHZOH
HO
CH,0H
(33) Estaqwose (34) Theviridosideo
OH _OH OH _OH
0 o}
OH OH
OH OH
OH O OH o
0 0
OH OH
OH OH
oH oH 2
0 0
OH OH
OH OH
R = a-(p-fructofuranosil) o o
o) o)
HO R HO OH
HO HO
OH OH
(35) Verbascose (36) Verbascotetraose

(37) Hederagenina

(38) Acido 25-hidroxi-3-oxoolean-12-en-28-
oico




(Cont.)
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(39) Acido 3p-24-dihidroxiolean-12-en-28-
oico
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta do material vegetal

As folhas e raizes das espécies L. camara L. e L. montevidensis Brig., foram coletadas
no més de marco de 2009 no Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas do Laboratorio de
Pesquisas de Produtos Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri — URCA,
municipio de Crato — CE, Figura 5 (pag. 60).

As exsicatas dos espécimes foram encaminhadas ao Herbario Caririense Dardaro de
Andrade Lima — HCDAL do Departamento de Ciéncias Biologias (URCA), as quais se
encontram depositadas sobre os registros n°® 1662 e 1619, respectivamente para L. camarae L.

montevidensis.

Figura 5: (1) Horto de Plantas Medicinais e Arométicas — LPPN/URCA,; (2) coleta das folhas
de Lantana camara,; (3) coleta das folhas de Lantana montevidensis; (4) coleta das raizes.



61

5.2 Extracédo 6leos essenciais das folhas frescas de L. camara e L. montevidensis

Os oOleos essenciais foram obtidos utilizando-se o sistema de hidrodestilacdo em
aparelho tipo Clevenger modificado por Gottlieb (1960). As folhas frescas (500 g ) foram
trituradas e colocadas separadamente em um baldo de vidro de 5,0 L juntamente com de 2,5 L
de agua destilada e aquecido até ebulicdo por 2 horas. Os Gleos essenciais obtidos foram
coletados e posteriormente secos com sulfato de sodio anidro (Na;SO4 e armazenado sob
refrigeracdo a menos (-4 °C) até a realizagdo das anélises quimicas, ensaios antibacterianos e
antioxidantes, Fluxograma 1 e 4 (pag. 62 e 70). Os rendimentos dos 6leos essenciais foram
0,12 para L. camara e 0,15% para L. montevidensis, calculados com base nos volumes de

6leos obtidos e dos pesos dos materiais vegetais frescos.

5.3 Analises quimicas dos 6leos essenciais

As analises da composicdo quimica dos Gleos essenciais foram realizadas por
Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas (CG/EM) Hewlett-Packard,
Modelo 5971 usando-se coluna capilar ndo-polar DB-1, de silica fundida (30 m x 0,25 mm
i.d., pelicula de 0,25 um); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 0,8 mL/min e modo de
divisdo. A temperatura do injector e do detector foram 250 °C e 200 °C, respectivamente. A
temperatura da coluna foi programada de 35 °C para 180 °C em 4 °C/min e em seguida 180 °C
para 250 °C em 10 °C/min. Os espectros de massas foram gravados a partir de 30 - 450 m/z.

Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus espectros
de massa, 70 eV, com os da base de dados usando a biblioteca construida através do
espectrometro (Wiley, 229) e outros dois computadores utilizando indices de retencdo como
uma pré-selecdo (ALENCAR, CRAVEIRO e MATOS, 1984; ALENCAR et al., 1990), bem
como por comparagdo visual da fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na literatura
(STENHAGEN, ABRAHAMSON e MCLAFFERTY, 1974; ADAMS, 2001).
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Fluxograma 1: Metodologia de extragdo dos Oleos essenciais das folhas frescas de Lantana

camara e Lantana montevidensis.

Material vegetal
(folhas frescas, 500 g)

1 - Extracdo em doseador tipo Clevenger

\4 \ 4

Hidrolato Oleo essencial / Agua

Desprezado
2 - Separacao

3 - Na,SO, anidro
4 - Filtracao Y

Rendimentos

v Solucéo aquosa

L. camara 0,12% - .
Oleo essencial
L. montevidensis 0,15% Desprezada

5 - Armazenamento

A\ 4

Analises quimicas Oleo essencial Ensaios antibacterianos

A

Ensaios antioxidantes
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5.4 Preparacdo dos extratos etandlicos e prospeccao fitoquimica

Os extratos etandlicos foram obtidos pelo método de extracdo exaustiva a frio
(MATOQOS, 1988). Foram utilizadas folhas frescas (L. camara: 240 g; L. montevidensis: 400 g)
e raizes (L. camara: 185 g; L. montevidensis: 714 g). Cada amostra foi previamente triturada e
submetida a extracdo com etanol durante 72 horas. Em seguida o solvente foi destilado em
evaporador rotatorio a 80 °C sob pressdo reduzida, sendo os extratos brutos etanolicos obtidos
pesados e armazenados a temperatura ambiente até a realizacdo das andlises fitoquimicas e
ensaios antibacterianos e antioxidantes, Fluxograma 2 e 4 (pag. 64 e 70). As massas e
rendimentos dos extratos etandlicos estdo mostradas na Tabela 2 (pag. 63).

Os testes fitoquimicos para identificar classes de metabolitos secundarios foram
realizados seguindo a metodologia descrita por Matos (1997), onde nos ensaios Sao
observados mudanca de cor ou formagdo de precipitados ap6s a adi¢cdo de reagentes

especificos.

Tabela 2: Dados relacionados a obtencéo dos extratos etandlicos brutos etanélicos das folhas

frescas e raizes de Lantana camara e Lantana montevidensis.

Massa das Massa das Massa do extrato

Especie folhas (g) raizes (g) bruto (g) (%)
L. camara 240 - 12,0 5,0
L. camara - 185 1,3 0,7
L. montevidensis 400 - 24,4 6,0

L. montevidensis - 714 9,7 14
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Fluxograma 2: Metodologia de obtencdo dos extratos brutos etanodlicos das folhas e raizes

frescas de Lantana camara e Lantana montevidensis.
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5.5 Avaliacao antibacteriana e concentracao inibitéria minima (CIM)

Na avaliacdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais e extratos etanolicos,
utilizou-se o método de microdiluicdo em caldo, modificado a partir do documento da
CLSI/NCCLS M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003).

Foram utilizadas cinco linhagens padrdo (ATCC) cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz
— FIOCRUZ, sendo uma Gram-positiva: Staphylococcus aureus ATCC 12692 e quatro Gram-
negativas: Proteus vulgaris ATCC 13135, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Vibrio
cholareae ATCC 15748, Escherichia coli ATCC 2992 e duas linhagens multirresistentes
isoladas de material clinico: Escherichia coli Ec 27 e Staphylococcus aureus Sa 358, obtida
do Hospital Universitario da Universidade Federal da Paraiba — UFPB, Quadro 2 (pag. 66).

Previamente aos testes, as linhagens bacterianas foram inoculadas em meio Brain Heart
Infusion (BHI) caldo a 3,8% e incubadas durante 24 horas a 35 + 2 °C. Ap0s este pré-cultivo,
procedeu-se a padronizacdo do indculo, que consistiu na preparacdo de uma suspensdo
bacteriana em BHI a 3,8%, com turvacdo correspondendo a 0,5 da Escala McFarland (1 x 10®
UFC/mL). Em seguida essa suspenséo foi diluida até 1 x 10° UFC/mL em caldo BHI a 10%, e
volumes de 100 uL foram entdo homogeneizados em placa de microdiluicdo com 96 pogos,
acrescido de diferentes concentracfes dos 6leos ou extratos, resultando num in6culo final de 1
x 10° UFC/mL.

As solucbes dos Oleos essenciais e extratos brutos etanolicos foram preparadas
utilizando 10 mg das amostras solubilizadas em 1 mL de dimetilsuféxido (DMSO) obtendo
uma concentracao inicial de 10 mg/mL. A partir desta concentracdo realizaram-se diluicGes
em agua destilada para obter uma solucdo estoque de 1024 pg/mL. As concentragBes finais
das amostras no meio de cultura foram 512, 256, 128, 64, 32, 26 e 8 ug/mL.

Todos os ensaios foram efetuados em triplicata e as placas foram incubadas a 35 + 2 °C
durante 24 horas (JAVADPOUR et al., 1996). Como revelador, foi adicionado em cada poco,
25 uL de resazurina sodica (SIGMA) preparada em &gua destilada estéril na concentragéo de
0,01% (p/v), por um periodo 1 hora em temperatura ambiente. O controle negativo foi
efetuado com 100 uLL de BHI acrescido do inoculo bacteriano padronizado.

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi definida como a menor concentragio
capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano, nos pogcos de microdiluicdo

conforme detectado macroscopicamente. A leitura dos resultados para determinacdo da CIM
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foi considerada como positivo para 0S pogos que permaneceram com a coloracdo azul e

negativa os que obtiveram coloragdo vermelha (SALVAT et al., 2001).

Quadro 2: Perfis de resisténcia das linhagens multirresistentes utilizadas nos ensaios

antibacterianos.

Bactéria Isolamento Perfil de resisténcia*
E. coli Escarro AZT, AMX, AMP, AMI, AMOX, CFR, CEC, CF,
Ec 27 CAZ, CIP, CL, IMI, CAN, SZT, TET, TO

S. aureus Ferida cirargica | OXA, GEN, TO, AMI, CAN, SIS, NEO, PARA,
Sa 358 BUT, NET

*Aztreonam (AZT); Amoxacilina (AMX); Ampicilina (AMP); Amicacina (AMI); Amoxicilina (AMOX);
Cefadroxil (CFR); Cefaclor (CEC); Cefalotina (CF); Ceftazidima (CAZ); Ciprofloxacina (CIP); Cloranfenicol
(CL); Imipenem (IMI); Canamicina (CAN); Sulfametrim (SZT); Tetraciclina (TET); Tobramicina (TO);
Oxacilina (OXA); Gentamicina (GEN); Sisomicina (SIS); Neomicina (NEO); Paramomicina (PARA);
Butirosina (BUT); Netilmicina (NET).

5.6 Avaliacao da atividade moduladora por microdiluicdo

Para avaliacdo dos Oleos essenciais e extratos etandlicos como moduladores da
atividade antibiotica, os CIMs dos antibidticos aminoglicosideos convencionais (neomicina,
canamicina, amicacina, gentamicina), foram determinados na presenca e auséncia dos 0leos
essenciais ou extratos etanolicos pelo método de microdiluicdo, modificado a partir do
documento CLSI/NCCLS M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003). Foram utilizadas
concentragdes subinibitérias (CIM 1/8) em BHI a 10%.

Para os 6leos essenciais utilizou-se duas linhagens padrao: P. vulgaris ATCC 13135, S.
aureus ATCC 12692 e as duas linhagens multirresistentes isoladas de material clinico: E. coli
Ec 27 e S. aureus Sa 358. Para 0s extratos etanolicos também foram utilizadas duas linhagens
padrdo: P. wvulgaris ATCC 13135, P. aeruginosa ATCC 15442 e as duas linhagens
multirresistentes citada. As linhagens padrdo foram selecionadas devido os éleos essenciais e

extratos etandlicos apresentarem as menores CIMs nos ensaios antibacterianos.



67

As solucdes dos antibioticos foram preparadas com a adi¢do de agua destilada de forma
a obter uma concentragdo correspondendo a 5000 pg/mL. Um volume de 100 pL de cada
solucéo dos antibidticos foi diluida seriadamente (1:2) nos po¢os contendo o caldo BHI a 10%
e a suspensao bacteriana diluida (1:10). As concentracdes finais dos antibioticos no meio de
cultura foram 2500, 1250, 128, 625, 312, 156, 78, 40, 20, 5, 2 pg/mL. As placas foram incubadas
por 24 horas a 35 £ 2 °C e a atividade foi evidenciada pelo uso de resazurina sodica como

especificado anteriormente.

5.7 Avaliacao da atividade moduladora dos 6leos essenciais por contato gasoso

Os 6leos essenciais foram também analisados para a atividade moduladora utilizando o
método de contato gasoso (modificacdo a partir de INOUYE, TAKIZAWA e YAMAGUCHI,
2001). Nesse ensaio foram utilizadas duas linhagens padrdo cedidas pela Fundacdo Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ, sendo uma Gram-positiva, S. aureus ATCC 12692, e outra Gram-negativa,
P. aeruginosa ATCC 15442.

Previamente ao teste, essas linhagens foram inoculadas em placas contento BHI agar e
incubadas por 24 h a 35+2 °C. Apds esse periodo, foram suspendidas em tudo de ensaio com
agua destilada de forma a obter uma suspensao com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de
McFarlland (1 x 108 UFC/mL). Um swab estéril foi imerso na suspensdo bacteriana e, retirou-
se 0 excesso de indculo através da compressdo do swab nas paredes do tubo, em seguida, foi
semeada na base das placas com Plate Count Agar (PCA) uniformemente em estrias.

Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando concentragcdes de 50, 25, 12,5,
6,25% dos 6leos essenciais diluidos em DMSO. Na base das placas onde continha o0 BHI mais
0 inbculo bacteriano foram adicionados discos dos antibiticos aminoglicosideos
convencionais, amicacina (30 pg/disco) e gentamicina (10 ug/disco), em seguida as placas
foram invertidas e um volume de 50 pL de cada concentracdo foi colocado no interior da
tampa, de forma que os constituintes dos 6leos essenciais pudessem interagir com 0s
antibioticos. Apés esse procedimento, as placas foram incubadas por 24 ha 35 + 2 °C e os
resultados lidos com auxilio de uma régua milimetrada, sendo os didmetros dos halos de
inibicdo dos controles comparados aos Padrdes Interpretativos dos Diametros dos Halos
Inibicdo estabelecido pela CLSI/NCCLS (2003).
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Os discos dos antibi6ticos adicionado nas placas foram utilizados para determinar as
alteracbes no didmetro do halo de inibicdo (sinergismo ou antagonismo) frente as linhagens
analisadas na presenca dos 0leos essenciais. Placas sem o 6leo essencial e com DMSO foram

utilizadas como controle.

5.8 Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas frescas e raizes foi
determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro por seqlestro do radical livre estavel
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) (MENSOR et al., 2001). A elevada habilidade de uma
amostra em retirar o radical livre estdvel DPPH esta relacionado com a atividade antioxidante
da mesma (DUARTE-ALMEIDA, 2007).

As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas adicionando-se 1 mL da
solucdo de DPPH (60 uM) em 2,5 mL de solugdes dos extratos que foram diluidas em etanol
nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 e 250 ug/mL, em triplicata.

A solucdo de DPPH possui uma coloragdo roxa intensa e a atividade antioxidante de
uma amostra pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solugcdo de DPPH, ao
final do qual a mesma torna-se amarelada (NUNE et al., 2008). Ap6s o tempo de reacdo de 30
min das amostras preparadas, as absorbancias foram lida com auxilio de Espectrofotémetro de
Ultravioleta UV-Vis com comprimento de onda ajustado para 520 nm.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos foi
calculada a diferenca de absorbancia entre as amostras e o controle negativo, sendo as
atividades antioxidantes (AA) percentuais obtidas por regressdo linear, para cada fase,
chegando-se assim a concentragcdo das amostras que promovesse a diminuicdo para a metade
da concentragdo inicial de DPPH (50%), definida como Concentracdo Efetiva (CE so)
(MENSOR et al., 2001).

Um teste em branco foi realizado adicionando-se 1 mL de etanol a 2,5 mL das
concentracdes dos extratos. Como controle negativo foi usado a mistura de 1 mL da solucao
de DPPH com 2,5 mL de etanol e como controle positivo utilizou-se o 2,5 mL das
concentracdes de BHT (butil-hidroxitolueno) e 1 mL da solu¢éo de DPPH.

A atividade antioxidante (AA) das amostras por sequestro do DPPH foi expressa em

porcentagem, segundo a equacéao apresentada no Fluxograma 3 (pag. 69).
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Fluxograma 3: Metodologia para a realizacdo da atividade antioxidante in vitro com o0s
extratos etandlicos das folhas e raizes de Lantana camara e Lantana montevidensis.

Concentracdes dos extratos etanolicos
(250, 125, 50, 25, 10 ¢ 5 pg/mL)

[ Solucéo de DPPH (60 pM) ]47
A

Amostras para o ensaio
(1 mL (DPPH) + 2,5 mL (concentragdes)

[ Positivo, negativo e branco ]47

Controles Leitura ap6s 30 min de reacéo

A

Triplicata

[ Espectrofotémetro de UV (A 520 nm) J

Calculo da atividade antioxidante AA%

\4

AA% = 100 — {[(AbSextrato— AbSpranco) X 100]/AbScontrole}

5.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas das médias em triplicata (n=3) + desvio padrdo foram realizadas
usando a Analise de Variancia (ANOVA) seguida por Student-Newman Keuls-test Multipla
comparagédo. Os resultados com p < 0,05 foram considerados significantes. Todas as analises

foram realizadas usando o programa software GraphPad Prism 5.0.
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Fluxograma 4: Metodologias gerais utilizadas no desenvolvimentos das atividades com as

espécies Lantana camara e Lantana montevidensis.

Coleta do material vegetal
(folhas frescas ou raizes)
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antibacterianos moduladora atividade antioxidante
\4 v \ 4
Microdiluicéo Método do sequiestro
em caldo do radical livre DPPH

\ 4 A 4
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Contato gasoso ) .
(Oleos essenciais e extratos

(6leos essenciais) .
brutos etanolicos)




RESULTADOS E DISCUSSAO




72

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analises quimicas dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo apresentaram rendimentos de 0,12%
para L. camara e 0,15% para L. montevidensis. Em varios trabalhos com espécies do género
Lantana, observa-se que os rendimentos dos 6leos essenciais das partes aéreas estdo na ordem
de 0,01 a 0,6% (AHMED et al.,, 1972c; SILVA et al., 1999; GHISALBERTI, 2000;
HERNANDEZ et al., 2005; OUAMBA et al., 2006; CHOWDHURY, NANDI e BHUIYAN,
2007; SONIBARE e EFFIONG, 2008).

As analises por CG/EM levaram a identificacdo e quantificacdo de 34 constituintes.
Para L. camara foram identificados 25 constituintes (99,75%), com 56% constituintes
sesquiterpenos e 44% monoterpenos. Para L. montevidensis foram quantificados 19
constituintes (98,25%), sendo 83,66% constituintes sesquiterpenos e 16,66% monoterpenos,
Tabela 3 (pag. 74). Esses resultados s&o consistentes com trabalhos anteriores que mostram
um grande percentual de sesquiterpenos na composicdo quimica dos Oleos essenciais de
espécies pertencentes ao género Lantana (NGASSOUM et al., 1999; HERNANDEZ et al.,
2005; OUAMBA et al., 2006; CHOWDHURY, NANDI e BHUIYAN, 2007).

A maioria dos constituintes quimicos identificados na composicdo dos 6leos de L.
camara e L. montevidensis foram semelhantes aos observados em 6leos obtidos de espécies
do género Lantana proveniente de Madagascar, Bangladesh e Norte do Brasil
(RANDRIANALIJAONA et al., 2005; CHOWDHURY, NANDI e BHUIYAN, 2007; SILVA
et al., 1999), porém, diferentes dos constituintes verificados em 6leos obtidos na Nigéria e Ird
(SEFIDKON, 2002; KASALI et al.,, 2004). No entanto, alguns constituintes foram
encontrados apenas nesse trabalho, como alloaromadreno, valeceno, azuleno, podendo esta
relacionada com a existéncia de quimiotipos dessas espécies.

O biciclogermacreno (1, 19,42%), isocariofileno (2, 16,70%), valeceno (3, 12,94%) e
germacreno D (4, 12,34%) foram os constituintes majoritarios no 6leo essencial de L. camara.
Para L. montevidensis os constituintes majoritarios foram o RB-cariofileno (5, 31,50%),
germacreno D (4, 27,50%) e o biciclogermacreno (1, 13,93%), Tabela 3 (pag. 74) e Quadro 3

(pag. 75).
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Segundo Chowdhury, Nandi e Bhuiyan (2007), o cariofileno e seus isémeros, sdo
constituintes comuns em Gleos essenciais de partes &ereas de espécies do género Lantana.
Saleh (1974) verificou a presenca do o e pS-cariofileno no 6leo essencial de L. camara, e
Saxena e Sharma (1999) observaram o a-cariofileno em L. aculeata. O cariofileno e
germacreno D foram identificados em L. trifolia (MUHAYIMANA, CHALCHAT e GARRY,
1998).

Khan et al. (2002) relataram o germaceno D (20,5%), 3-elemene (10,3%), S-cariofileno
(9,4%) como constituintes principais presente no 6leo essencial de L. camara proveniente da
india. O geranial (26-34%), neral (15-20%) e o S-cariofileno (11-18%) foram os constituintes
majoritarios observados em 6leos essenciais de L. salvifolia Jacq de diferentes areas do Congo
(OUAMBA et al., 2006). No 6leo essencial de L. camara proveniente de Bangladesh, os
constituintes principais incluiram o cariofileno (13,57%), a-cariofileno (11,76%), germacreno
D (10,88%), isocariofileno (9,59%), y-muuroleno (6,85%) e y-elemeno (5,65%).

De acordo com Oliveira et al. (2008), os principais constituintes presentes no 6leo
essencial de L. fucata foram déxido de cariofileno (27,9%), gossonorol (18,2%), S-cariofileno
(12,3%) e bulnesol (10,8%), enquanto para L. camara foram germacreno D (28,6%),
germacreno D-4-ol (19,9%), p-cariofileno (16,2%) e biciclogermacreno (14,7%).

O germacreno D e o biciclogermacreno sdo comuns em 6leos essenciais do género
Lantana. Silva et al. (1999) estudando a composi¢do quimica do 6leo essencial de L. camara
coletada no Norte do Brasil, verificaram a presenca desses dois constituintes. Sundufu e
Shoushan (2004) mostraram que 6leos essenciais de L. camara proveniente do Sul da China
sdo caracterizados por um elevado percentual desses constituintes.

A ocorréncia freqliente do germacreno D em espécies do género Lantana pode ser
explicada pelo fato de ser considerado um precursor da biossintese de muitos outros
compostos de estrutura sesquiterpendide, como o biciclogermacreno (MURARI et al., 2008).
No entanto, esse constituinte ndo é adequado como marcador quimiotaxonémico, uma vez
que, além de ser pouco abundante em vérias espécies, é de ampla distribuicdo na natureza
(KRAKER et al., 1998; FEO et al., 2003; BASER e DEMIRCI, 2004).

Os constituintes minoritarios identificados em ambos os 6leos foram o a-copaeno (0,42-
2,7%), R-elemeno (1,16-2,93%), a-humuleno (2,07-2,68%) e aloaromadreno (2,29-1,37%) e
oxido de cariofileno (1,73-2,21), com 0s percentuais correspondendo respectivamente para L.
camara e L. montevidensis, também foram identificados em algumas espécies de Lantana
(SUNDUFU e SHOUSHAN, 2003; SILVA et al, 1999; ALITONOU et al.,, 2004).
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Tabela 3: Constituintes quimicos identificados por (CG/EM) presentes nos 6leos essenciais
das folhas de Lantana camara e Lantana montevidensis, com as referidas porcentagens.

Composicédo quimica (%)

Constituintes IR? IR®
L. camara L. montevidensis

Sabineno 971 971 4,78 0,22
R-pineno 973 978 0,25 -
R-mirceno 979 979 0,39 -
p-cimeno 1020 1024 1,37 -
Z-[3-ocimeno 1028 1026 0,94 -
E-3-ocimeno 1045 1045 1,02 -
y-terpineno 1046 1048 0,62 -
Linalol 1080 1081 - 1,83
Terpinoleno 1082 1086 0,83 -
cis-p-ment-2-en-1-ol 1103 1103 5,17 -
4-terpineol 1175 1175 0,59 -
Azulenol 1290 1292 5,56 -
a-elemeno 1330 1331 1,59 -
a-Copaeno 1366 1376 0,42 2,70
R-elemeno 1385 1393 1,16 2,93
E-R-cariofileno 1400 1404 2,91 -
Isocariofileno 1409 1409 16,70 -
R-cariofileno 1414 1414 - 31,50
Canfora 1440 1440 - 0,34
Aloaromadreno 1441 1443 2,29 1,37
y-elemeno 1442 1434 1,59 -
a-humuleno 1448 1455 2,07 2,68
germacreno D 1473 1474 12,34 27,50
Biciclogermacreno 1490 1491 19,42 13,93
R-sabineno 1491 1491 - 0,73
Valeceno 1500 1496 12,94 -
germacreno A 1508 1505 - 1,08
y-cadineno 1514 1513 0,49 -
R-cadineno 1516 1472 - 2,59
germacreno B 1543 1547 - 1,43
Spatulenol 1572 1576 2,58 3,37
Oxido de cariofileno 1571 1569 1,73 2,21
Torreiol 1636 1630 - 1,33
a-cadinol 1652 1652 - 0,51
Monoterpernos 44 16,7
Sesquiterpenos 56 83,3
Total identificado 99,75 98,25

? indice de Retencdo Relativo Experimental: n-alcanos foram utilizados como pontos de referéncia no calculo

dos indices de retengdo relativo; ° indice de Retengéo Relativo (valores da literatura)
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Quadro 3: Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados por (CG/EM)

presentes nos Gleos essenciais de Lantana camara e Lantana montevidensis.

(1) Biciclogermacreno (2) Isocariofileno

(3) Valeceno (4) R-cariofileno

(5) germacreno D
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6.2 Anélises fitoquimicas dos extratos etandlicos

Nas analises fitoquimicas verificou-se nos extratos etanolicos das folhas de L. camara
e L. montevidensis a presenca de taninos, flavandides, saponinas, alcaldides e triterpendides e,
nos extratos etanolicos das raizes taninos, flavonoides e triterpendides, ndo sendo observado
saponinas e nem alcaldides, Tabela 4 (pag. 76).

Estudo fitoquimico realizado com varias fracdes obtidas do extrato das folhas de L.
camara var. aculeata identificou-se a presenca de triterpendides, alcalbides, esterdides,
flavondides e taninos (VERMA e VERMA, 2006). Em espectros de ultravioleta (UV) de
fracdo obtida a partir do extrato metandlico das folhas de L. lilacina observaram-se curvas
caracteristicas de flavonoides (PEREIRA, 2006).

Tabela 4: Classes de metabodlitos secundarios encontradas nos extratos etanélicos das folhas

frescas e das raizes de Lantana camara e Lantana montevidensis.

Espécie Classes de Metabolitos Secundarios

Taninos Flavonoides Saponinas Alcaldides Triterpendides

L. camara (EF) + + + + +
L. camara (ER) + + - - +
L. montevidensis (EF) + + + + +
L. montevidensis (ER) + + - - +

EF: Extrato das Folhas; ER: Extrato das Raizes; (+): Presente; (-): Ausente

6.3 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

Os resultados da atividade antibacteriana com o0leos essenciais demonstraram-se
semelhantes, conforme verificado na Tabela 5 (pag. 77). Na analise dos resultados, verificou-

se que ambos os 6leos mostraram atividades inibitorias similares e com relevancia, do ponto
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de vista clinico, para a linhagem padrdo e multirresistente de S. aureus (CIM 256 pg/mL) e
para P. aeruginosa (CIM 512 pg/mL).

Os 06leos essenciais apresentaram atividade antibacteriana frente as linhagens Gram-
positivas e Gram-negativas padrdo e multirresistentes, sendo mais efetivos para ambos, frente
a linhagem P. vulgaris (CIM 64 pg/mL) para L. camara e (CIM 128 pg/mL) para L.
montevidensis, Tabela 5 (pag. 77). Esses resultados complementam o screening antibacteriano
realizado por Deena e Thoppil (2000), no qual verificou-se a atividade antibacteriana do 6leo

essencial de L. camara principalmente frente a linhagens Gram-negativas.

Tabela 5: Concentracdo Inibitéria Minima — CIM dos 6leos essenciais das folhas frescas de

Lantana camara e Lantana montevidensis.

CIM (png/mL)

Bactérias

OELc OELm
E. coli ATCC 25922 256 512
P. vulgaris ATCC 13315 64 128
P. aeruginosa ATCC 15442 512 512
V. cholareae ATCC 15748 >1024 >1024
S. aureus ATCC 12692 256 256
E. coli Ec 27 512 512
S. aureus Sa 358 256 256

OELc: Oleo Essencial de L. camara; OELm: Oleo Essencial de L. montevidensis.

Segundo Ohno et al. (2003) existem diferencas na atividade bacteriana entre 6leos
essenciais, e Koyama et al. (1997) relata que muitos componentes dos 6leos essenciais, 0S
quais sdo muitas vezes diferentes em cada 6leo, possuem uma habilidade especifica para
romper ou penetrar na estrutura bacteriana.

ALITONOU et al. (2004) relataram que o 6leo essencial de L. camara apresentou
atividade antibacteriana frente a bactérias do género Saccharomyces spp e Sporobolomyce.
Em estudo antibacteriano com o 6leo essencial de L. achyranthifolia foi ressaltado uma
atividade efetiva frente a linhagem multirresistente de Staphylococcus epidermidis e varias
linhagens de Vibrio cholareae (HERNANDEZ et al., 2005).
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O o¢leo essencial de L. xenica mostrou-se ativo frente a Enterococcus faecalis, S. aureus,
S. epidermidis, e inativo para E. coli, Klebsiella sp., Micrococcus luteus e Candida albicans
(JULIANI Jr. et al.,, 2002). DHARMAGADDA, TANDONB e VASUDEVAN (2005)
avaliando a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. camara, observaram a inibicéo
do crescimento das bactérias Bacillus megaterium, Klebsiella sp., S. aureus e do fungo
Aspergillus niger.

Os constituintes sesquiterpenos, R-cariofileno (1) e biciclogermacreno (2) Quadro 3
(pag. 74), tem mostrado notavel atividade de citotoxicidade in vitro (RICHMOND et al.,
2009), e atividade antimicrobiana (OZURK et al., 2009). Derivados do cariofileno tém
apresentado atividade antioxidante (UGUR et al., 2009) e antifingica (YANG et al., 2009). O
(E)-cariofileno apresentou atividade antimicrobiana (JULIANI Jr. et al., 2002), e o 6xido de
cariofileno tem sido estudado por sua atividade analgésica e anti-inflamatéria (CHAVAN,
SHINDE e NIRMAL, 2006).

A atividade antimicrobiana do germacreno D, foi avaliada pelos métodos de difusédo em
agar (BIAVATTI et al., 2001) e microdiluicdo em caldo (DEUSCHLE et al., 2007). Em
ambos 0s casos, 0 germacreno D apresentou-se inativo contra Bacillus subtilis, B. cereus, S.
aureus, P. aeruginosa, E. coli, Micrococcus roseus, M. luteus, Candida albicans, C.
dubliniensis, C. krusei e Saccharomyces cerevisiae nas concentracdes testadas (até 5 mg/mL).

No entanto, o germacreno D é um dos constituintes majoritarios presente em 6leos
essenciais que possuem atividade antimicrobiana, extraidos de diferentes espécies vegetais
(JUTEAU et al., 2002; GONZAGA et al., 2003; IACOBELLIS et al., 2005; CHAVAN,
SHINDE e NIRMAL, 2006) e, segundo Francescato et al., (2007) esse constituinte pode estar
contribuindo para a atividade antimicrobiana de constituinte(s) ativo(s) desses Oleos
essenciais.

A capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano dos Oleos essenciais frente as
linhagens Gram-negativas demonstra um resultado relevante, uma vez que normalmente é
descrita atividade contra Gram-positivas, por seres mais sensiveis aos antibioticos (SILVA et
al., 2007). As bactérias Gram-negativas apresentam particularidades estruturais que dificultam
a penetracdo dos antimicrobianos, como a camada externa de lipopolissacarideos que
determina propriedades de superficie, tais como permeabilidade e susceptibilidade a
antibioticos (YOKOTA e FUJII, 2007).
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6.4 Atividade antibacteriana dos extratos etanolicos

Na avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos etanolicos das folhas e raizes,
verificou-se uma atividade inibitoria com relevancia, do ponto de vista clinico, para as
linhagens Gram-positivas e Gram-negativas analisadas. O extrato das folhas de L. camara
inibiu o crescimento de P. vulgaris e V. cholareae com CIM de 128 pg/mL para ambas.
Valores similares também foram verificados para a linhagem padrdo e multirresistente de E.
coli (CIM 256 pg/mL). Em relacdo ao extrato das raizes observou-se a inibicdo frente a trés
linhagens Gram-negativas, destacando-se P. vulgaris (CIM 64 pg/mL), Tabela 6 (pag. 79).

O extrato das folhas de L. montevidensis apresentou atividade inibitoria para todas as
linhagens, sendo o resultado mais efetivo para P. aeruginosa (CIM 8 pg/mL). Uma atividade
similar foi observada para P. vulgaris e E. coli (CIM 32 pg/mL) e para a linhagem padrao e
multirresistente de S. aureus (CIM 128 pg/mL). Para o extrato das raizes foi verificada uma
atividade para quatro linhagens, com valores similares para P. vulgaris e E. coli (CIM 512
pg/mL), e para P. aeruginosa e S. aureus (CIM 256 pg/mL), Tabela 6 (pag. 79).

Tabela 6: Concentracdo inibitéria minima — CIM dos extratos etandlicos das folhas e raizes

de Lantana camara e Lantana montevidensis.

Bactérias CIM (ug/mL)
L. camara L. montevidensis
EF ER EF ER
E. coli ATCC 25922 256 512 32 512
P. vulgaris ATCC 13315 128 64 32 512
P. aeruginosa ATCC 15442 256 128 8 256
V. cholareae ATCC 15748 128 >1024 64 >1024
S. aureus ATCC 12692 >1024 >1024 128 256
E. coli Ec 27 256 >1024 16 >1024
S. aureus Sa 358 512 >1024 128 >1024

EF: Extrato das Folhas; ER: Extrato das Raizes.
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Em trabalhos anteriores, espécies do género Lantana ja foram avaliadas quanto a
atividade antibacteriana, constatando que o extrato metandlico de L. balansae (SALVAT et
al., 2004), e o etandlico de L. macrophylla (SILVA JUNIOR et al., 2005) e de L. inermis
(AHMAD e BEG, 2001) também apresentou atividade frente a bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Nayak, Raju e Ramsubhag (2008) mostraram que S. aureus, Klebsiella
pneumoniae e E. coli foram sensiveis ao extrato etandlico de L. camara.

Os extratos (cloroférmico e metandlico) das folhas de L. camara e L. hispida
demonstraram uma atividade antibacteriana contra linhagens de Mycobacterium tuberculosis
(JIMINEZ-ARELLANES et al., 2007; KIRIMUHUZYA et al., 2009). O extrato metandlico
das folhas de L. lilacina e suas fracGes apresentaram um potencial inibitério frente a
Aeromonas hydrophila, B. subtilis, P. aeruginosa e S. aureus (PEREIRA, 2006). Salvat et al.
(2004) mostraram que o extrato metanolico de L. balansae apresentou atividade bactericida
frente a S. aureus.

Dabur et al. (2007) estudando atividade antibacteriana de setenta e sete extratos de vinte
e quatro plantas, verificou que os extratos (acetonico, cloroférmico, metandlico e aquoso) de
L. camara foi considerado ativo frente a E. coli, Salmonella typhi, P. aeruginosa, S. aureus e
Bacillus cereus. Uma consideravel atividade antibacteriana frente a essas linhagens, também
foi observada para os extratos (acetonico, acetato de etila e cloroférmico) das folhas e flores
de L. camara, com os valores da zona de inibicdo variando de 10-21 e 9-15 mm,
respectivamente (GANJEWALA, SAM e KHAN, 2009).

Segundo Misra et al. (2007), triterpendides, naftoquinona, flavondides, alcal6ides e
glicosideos isolados de espécies do género Lantana sdo conhecidos por exibirem diversas
atividades bioldgicas, incluindo propriedades antibacterianas. Misra, Dixit e Sharma (1997)
relatam também a presenca de triterpendides e acido oleandlico em concentracbes elevadas
nas raizes de L. camara.

O é&cido oleandlico (67) possui muitas atividades biolégicas e farmacoldgicas
importantes, tais como anti-inflamatério (TSURUGA et al., 1991), anti-hiperlipidémico (LIU,
1995), anti-Ulcera (GUPTA et al., 1981), antibacteriana (MISRA et al., 2007), atividade
antioxidante (BALANEHRU e NAGARAJAN, 1991) e propriedades hepatoprotetora (MA et
al., 1982). Recentemente, este composto tem sido notado pelo seu efeito antitumoral
(SHIBATA, 2001).

Vaérios trabalhos tém apontado a atividade antimicrobiana de componentes isolados de
diferentes espécies do género Lantana, Quadro 1 (pag. 39). Rwangabo et al. (1988),

verificaram que umuhengerina (20) primeiro flavondide isolado das folhas de Lantana (L.
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trifolia), apresentou atividade antimicrobiana contra Salmonella typhimurium, S. aureus,
Candida tropicalis, Aspergillus niger, A. fumigatus, Trichophyton mentagrophytes e
Microsporum canis.

Em 1997, Verma et al. relataram a atividade antibacteriana de 5,7-dihidroxi-4’,6’-
dimetoxiflavona (19) isolado das folhas de L. camara. Barre et al. (1997), descreveram que 0
pectolinarigenina 7-O-$-D-glucoside (63) e o &cido camarinico (10) isolados das folhas de L.
camara, apresentaram atividade contra S. aureus e S. typhi.

Saleh et al. (1999), mencionam que o acido lantico (61) possui uma forte atividade
antibacteriana contra E. coli e B. cereus, com CIM de 0,08 e 0,1 mg/mL respectivamente. O
acatato ursélico (74) demostrou-se ativo (30 pg/disco) contra S. aureus e S. typhi. Esse
triterpendide pentaciclico em comparacdo ao cloranfenicol frente a S. aureus, e tetraciclina
frente a S. typhi demonstrou uma maior atividade antibacteriana (GHISALBERTI, 2000).

Os triterpendides pentaciclicos (&cido oleanendico (66), acido oleandlico (67) e &cido
22f3-angeloiloxy-34-hidroxiolean-12-em-28-6ico (4)), isolados de L. hispida e L. camara, e 0s
flavonoides (Linarosideo (57) e Lantanosideo (58)) isolados de L. camara foram efetivos
contra linhagens de M. tuberculosis (BEGUM et al., 2000; JIMINEZ-ARELLANES et al.,
2007).

Pereira et al. (2008) relatam que verbascosideo (111) isolado de L. lilacina apresentou
atividade antibacteriana frente a A. hydrophila, B. subtilis, P. aeruginosa e S. aureus, com 0s
valores de inibicdo de 0,12, 1,0, 1,0 e 0,25 mg/mL respectivamente, sendo esses valores
préximos aos obtidos para o cloranfenicol. Conforme Didry et al. (1999), o verbascosideo
inibiu o crescimento Proteus mirabilis e de S. aureus, e segundo Avila et al. (1999),
verbascosideo inibe a admissao leucina em S. aureus, 0 que impede a sintese de proteinas e
conseqiientemente inibindo o crescimento dessa bactéria.

A busca de novos agentes antibacterianos € importante devido ao aumento progressivo
na resisténcia de linhagens bacterianas a varias classes de antibiéticos (COSTA et al., 2007).
Vérios sdo 0s mecanismos que as bactérias tém apresentado para desenvolver resisténcia as
drogas; podem ser por alteracdo no sitio de ligacdo, inativacdo ou destruicdo enzimatica,
diminuicdo da entrada ou aumento da retirada do antibiético (BROOKS, BUTEL e MORSE,
2000). Alguns extratos vegetais sdo conhecidos por terem propriedades antimicrobianas,
podendo ser de grande significado em tratamentos terapéuticos (COUTINHO et al., 2008b).
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6.5 Atividade moduladora dos 6leos essenciais por microdilui¢ao

As Tabelas 7 e 8 (pag. 82 e 83) mostram a interferéncia dos 6leos essenciais de L.
camara e L. montevidensis sobre a atividade dos antibiéticos aminoglicosideos analisados.
Reducbes relevantes nas CIMs dos antibidticos aminoglicosideos foram observadas quando
adicionados os 0leos essenciais ao meio de crescimento em concentracées (CIM 1/8).

Os valores mais expressivos foram a atividade sinérgica de ambos os 6leos essenciais na
concentracéo de 64 pg/mL (CIM 1/8) sobre a atividade da amicacina na interacdo com E. coli
Ec 27, com reducdo da CIM de 1250 para 5 pg/mL. A caracteristica da interferéncia exercida
sobre a atividade antibidtica dos aminoglicosideos variou de acordo com o tipo do antibidtico

em contato com os 6leos essenciais, e tipo de linhagem bacteriana analisada.

Tabela 7: Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do 6leo

essencial das folhas frescas de Lantana camara.

Antibioticos E. coli S. aureus P. vulgaris S. aureus
Ec 27 Sa 358 ATCC 13315 ATCC 12692
CIM OELc CIM OELc CIM OELc CIM OELc
(64 pg/mL) (32 pg/mL) (8 pg/mL) (32 pg/mL)
Neomicina 625 5 1250 40 1250 625 625 156
Amicacina 1250 5 1250 40 1250 1250 625 156
Canamicina 1250 10 625 78 1250 312 625 78
Gentamicina 312 2 2500 625 312 78 78 20

OELc: Oleo Essencial de L. camara.

Produtos naturais de origem vegetal podem alterar o efeito de antibidticos, seja
aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia (COUTINHO et al., 2008a).
Vaérios relatos envolvendo interferéncia mostram que diferentes combinacgdes antibidticas
testadas in vitro e aplicado em clinicas sdo comuns, é o caso da combinacdo da penicilina com
a gentamicina. Nesta associagd0 uma agdo sinérgica contra Enterococos faecalis ocorre,

porque a penicilina causa danos na parede celular o suficiente para aumentar a entrada do
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aminoglicosideos. Porem quando administradas separadamente, nenhuma das duas drogas é
efetiva (LEVINSON e JAWERT, 2005, p. 91).

Tabela 8: Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do 6leo

essencial das folhas frescas de Lantana montevidensis.

Antibioticos E. coli S. aureus P. vulgaris S. aureus

Ec 27 Sa 358 ATCC 13315 ATCC 12692

CIM OELm CIM OELm CIM OELm CIM OELm

(64 pg/mL) (32 pg/mL) (16 pg/mL) (32 pg/mL)

Neomicina 625 5 1250 40 1250 1250 625 156
Amicacina 1250 5 1250 20 1250 625 625 78
Canamicina 1250 10 625 40 1250 312 625 156
Gentamicina 312 2 2500 512 312 78 78 40

OELm: Oleo Essencial de L. montevidensis.

Os estudos com a associacdo de produtos naturais e drogas sintéticas tém aumentado a
cada ano e os resultados mostram-se promissores. Oliveira et al. (2006) estudou a
interferéncia dos Gleos essenciais de Lippia sidoides Cham, Plectrantus amboinicus Lour
Spr., Conyza bonariensis L. e Eucalypthus citriodora Hook, sobre a atividade de antibioticos
utilizados em clinicas, e verificou um efeito sinérgico sobre os antibidticos analisados. O
efeito foi observado frente a linhagens Gram-positivas e Gram-negativas.

Simdes et al. (2008) mencionam um efeito sinérgico dos sesquiterpenos (guaiazuleno,
nerolidol (mistura racémica dos isdmeros cis e trans) e germacreno D) em associa¢do aos
antibioticos ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina e vancomicina, frente a E. coli e S.
aureus.

Substancias isoladas dos Oleos essenciais de Melaleuca leucodendron e Ocimum
gratissimum apresentaram sinergismo com varios antibioticos (RODRIGUES, COSTA e
COUTINHO, 2008), mas 6leos essenciais de espécies do género Lantana que reforcassem a

atividade de aminoglicosideos ndo tinham sido anteriormente relatada.
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6.6 Atividade moduladora dos extratos brutos etandlicos por microdiluigédo

Nas Tabelas 9 e 10 (pag. 84 e 85) mostram a interferéncia dos extratos das folhas e
raizes de L. camara quando analisados em associacdo aos aminoglicosideos nas
concentrages (CIM 1/8), verificando-se um reforgo sobre a atividade antibidtica de
aminoglicosideos, com reducdo das CIMs. O efeito mais representativo, para o extrato
etanolico das folhas de L. camara, foi na adicdo ao meio de crescimento na concentracdo de
64 ug/mL (CIM 1/8), observando um reforco na atividade da amicacina e neomicina frente a

S. aureus Sa 358 com reducdo na CIM de 1250 para 78 pg/mL.

Tabela 9: Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do extrato

etandlico das folhas de Lantana camara.

Antibioticos E. coli S. aureus P. vulgaris P. aeruginosa
Ec 27 Sa 358 ATCC 13315 ATCC 15442
CIM EFLc CIM EFLc CIM EFLc CIM EFLc
(32 pg/mL) (64 pg/mL) (16 pg/mL) (32 pg/mL)
Neomicina 625 156 1250 78 1250 625 1250 625
Amicacina 1250 312 1250 78 625 312 625 312
Canamicina 1250 312 625 156 625 312 625 625
Gentamicina 312 78 625 20 312 78 156 156

EFLc: Extrato das Folhas de L. camara.

O extrato etandlico das raizes de L. camara embora ndo apresentando atividade
antibacteriana, do ponto de vista clinico, para S. aureus Sa 358 e E. coli Ec 27 (CIMs > 1024
pug/mL), quando adicionado ao meio de crescimento na concentracdo de 128 pg/mL (CIM
1/8), na combinacdo com aminoglicosideos, observou-se uma reducdo da CIM da amicacina e
neomicina frente a E. coli Ec 27 (CIM de 625 para 5 pg/mL), e para S. aureus Sa 358 (CIM
de 1250 para 78 pug/mL), representado os resultados mais significativos, Tabela 10 (pag. 85).
Um reforgo também foi verificado na atividade da neomicina e amicacina (CIM de 1250 para

78 ug/mL) frente a S. aureus.
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Tabela 10: Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do

extrato etandlico das raizes de Lantana camara.

Antibioticos E. coli S. aureus P. vulgaris P. aeruginosa

Ec 27 Sa 358 ATCC 13315 ATCC 15442

CIM ERLc CIM ERLc CIM ERLc CIM ERLc

(128 pg/mL) (128 pg/mL) (8 pg/mL) (16 pg/mL)

Neomicina 625 5 1250 78 1250 625 1250 625
Amicacina 625 5 1250 78 625 312 625 625
Canamicina 1250 20 625 156 625 156 625 625
Gentamicina 312 5 625 20 312 78 156 156

ERLc: Extrato das Raizes de L. camara.

Nas Tabelas 11 e 12 (pag. 85 e 86) destaca-se a interferéncia dos extratos das folhas e
raizes de L. montevidensis quando associados aos aminoglicosideos em concentracdes (CIM
1/8). Nessas condicfes foi observado um reforco na atividade antibidtica de
aminoglicosideos, com reducdo das CIMs. Destacou-se o refor¢o na atividade da amicacina e
neomicina na interacdo com S. aureus Sa 358, semelhante ao observado para os extratos das

folhas e raizes de L. camara, com reducdo na CIM de 1250 para 78 pg/mL.

Tabela 11: Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do

extrato etandlico das folhas de Lantana montevidensis.

Antibioticos E. coli S. aureus P. vulgaris P. aeruginosa

Ec 27 Sa 358 ATCC 13315 ATCC 15442

CIM EFLm CIM  EFLm CIM EFLm CIM EFLm

(2 pg/mL) (16 pg/mL) (4 pg/mL) (1 pg/mL)

Neomicina 625 156 1250 78 1250 156 1250 156
Amicacina 625 312 1250 78 625 78 625 78
Canamicina 1250 312 512 156 625 156 625 625
Gentamicina 312 78 625 20 312 40 156 20

EFLm: Extrato das Folhas de L. montevidensis.
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O extrato etandlico das raizes de L. montevidensis embora ndo demonstrando atividade
antibacteriana, do ponto de vista clinico, frente a S. aureus Sa 358 e E. coli Ec 27 (CIMs >
1024 pg/mL) como observado para o extrato etandlico das raizes de L. camara, quando foi
adicionado ao meio de crescimento na concentracdo na 128 pg/mL (CIM 1/8), em associado a
aminoglicosideos, verificou-se uma reducdo na CIM de 625 para 10 pg/mL da amicacina e
neomicina frente a E. coli Ec 27, Tabela 12 (pag. 86).

Um reforco também foi verificado na atividade da amicacina frente a P. vulgaris
semelhante ao observado pelo extrato das raizes de L. camara, com reducdo na CIM de 625
para 20 pg/mL. Os extratos etanolicos de ambas as espécies apresentaram resultados
semelhantes frente a S. aureus Sa 358, com reducéo na CIM de 1250 para 78 pg/mL.

Tabela 12: Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do

extrato etandlico das raizes de Lantana montevidensis.

E. coli S. aureus P. vulgaris P. aeruginosa
Antibidticos Ec 27 Sa 358 ATCC 13315 ATCC 15442
CIM  ERLmM CIM ERLmM CIM ERLm CIM ERLmM
(128 pg/mL) (128 pg/mL) (64 pg/mL) (32 pg/mL)
Neomicina 625 10 1250 78 1250 78 1250 312
Amicacina 625 10 1250 78 625 20 625 78
Canamicina 1250 20 625 156 625 78 625 625
Gentamicina 312 2 625 20 312 20 156 78

EFLm: Extrato das Raizes de L. montevidensis.

Extratos de diversas plantas tém apresentado além de suas propriedades antibacterianas,
a capacidade de interferir na atividade antibidtica, demonstrando um efeito sinérgico ou
antagonico. Compostos que apresentam essa atividade s&o denominados de Modificadores da
Atividade Antibiotica e a utilizacdo pode representar um avango contra 0s mecanismos de
resisténcia que inativam antibioticos por acdo enzimaética ou por sistemas de efluxo como os
aminoglicosideos (RAJYAGURU e MUSZYNKI, 1999; KRISTIANSEN e AMARAL,
1999).

Os aminoglicosideos sdo potentes antibi6ticos bactericidas que inibem a sintese protéica

de bactérias suscetiveis, pela segmentacdo do ribossomo bacteriano 30S, podem causar danos



87

a membrana por alterar sua composi¢do e permeabilidade, alterar as concentracdes idnicas da
célula e interferir nos processos de replicacdo e transcricdo (FOURMY et al., 1996).

O aumento dos casos de resisténcia a essa classe de antibidtico é amplamente
reconhecido como um grave ameaca a satde (JANA e DEB, 2006; COUTINHO et al., 2008a3;
COUTINHO et al., 2009). Os principais mecanismos de resisténcia das bactérias aos
aminoglicosideos sdo efluxo ativo, alteracdo do alvo do antibidtico por mutagdo ou inativacéo
enzimatica e alteracdo da permeabilidade da bactéria a droga (BROOKS, 2000).

Varios trabalhos relatam a modulacdo de extratos vegetais sobre a atividade antibidtica
e, uma forte tendéncia na potencializagdo de aminoglicosideos tem sido observada. Coutinho
et al. (2008a) mencionam que o extrato etandlico das folhas de Mentha arvensis reduziu
relevantemente a CIM da gentamicina quando analisado em associagdo ao extrato etandlico.

O extrato etandlico das folhas de Momordica charantia quando analisado para a
atividade antibacteriana frente a E. coli multirresistente, ndo foi observado atividade do ponto
de vista clinico com CIM > 1024 pg/mL, porém, quando combinado em associado a
amicacina e neomicina apresentou sinergismos com efeito aditivo (Coutinho et al., 2008b).

Vaérias substancias ja foram caracterizadas como modificadores da atividade antibiotica,
como fenotiazinas (GUNICS et al., 2000), diterpenos (NICOLSON, EVANS e O'TOOLE,
1999), flavonas e derivados (SATO et al., 2004). Entretanto, nenhuma droga isolada foi
identificada com capacidade de reverter a resisténcia de aminoglicosideos (JANA e DEB,
2006) e, extratos de espécies do género Lantana que potencializassem a atividade de

antibidticos dessa classe, ndo foi anteriormente divulgado.

6.7 Atividade moduladora dos 6leos essenciais por contato gasoso

Nessa avaliacdo, os diametros dos halos de inibicdo obtidos para a gentamicina e
amicacina frente a S. aureus e P. aeruginosa foram classificados como sensiveis quando
comparado ao padrdo estabelecido pela CLSI/NCCLS (2003). O 6leo essencial de L. camara
apresentou atividade moduladora para amicacina frente a S. aureus com aumento significativo
(p < 0,05) no diametro do halo de inibicdo, observando um aumento na atividade antibidtica
de 29%. Nas concentracfes analisadas o 6leo essencial de L. camara ndo demonstrou

atividade moduladora para a gentamicina frente a S. aureus, Tabela 13 (pag. 88).
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Tabela 13: Modificacdo da atividade antibidtica por componentes volateis do 6leo essencial

de Lantana camara por contato gasoso frente a Staphylococcus aureus ATCC 12692.

Staphylococcus aureus ATCC 12692 (mm £ DP %)

Tratamento Gentamicina  Aumento (%) Amicacina Aumento (%)
Controle Positivo 16,3+0,6 - 17,3+0,6 -
DMSO 16,7+0,6 - 17,3+0,6 -

OELc 50% 16,30,6 0 22,3+1,17 29
OELc 25% 16,30,6 0 21,0¢1,17 21
OELc 12,5% 16,3+1,1 0 19,3+0,6 11
OELc 6,25% 16,0+0,0 0 18,0+0,0 4

OELc: Oleo Essencial de L. camara; *Os valores das médias dos halos de inibicio sdo estatisticamente
significantes quando comparado com os controles (p < 0,05 — ANOVA seguido por Student-Newman Keuls-test
Madltipla Comparagdo). Os resultados séo expressos como média + DP (n=3).

Atividade moduladora do 6leo essencial de L. camara também foi observada para P.
aeruginosa, com reforco significativo (p < 0,05) sobre a atividade da amicacina e
gentamicina, destacando-se o aumento de 65% no didmetro do halo de inibi¢do da amicacina,
Tabela 14 (pag. 88).

Tabela 14: Modificacdo da atividade antibi6tica por componentes volateis do 6leo essencial

de Lantana camara por contato gasoso frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (mm = DP %)

Tratamento Gentamicina  Aumento (%)  Amicacina Aumento (%)
Controle Positivo 14,3+0,6 - 15,0+0,0 -
DMSO 14,0£0,0 - 15,3+0,6 -

OELc 50% 17,3+0,6° 21 24,7+0,6 65
OELc 25% 17,3+0,6° 19 23,3+0,6 55
OELc 12,5% 16,5+0,0 15 20,0£0,0” 33
OELc 6,25% 16,0£1,0 12 18,3+0,5° 22

OELc: Oleo Essencial de L. camara; *Os valores das médias dos halos de inibicio sdo estatisticamente
significantes quando comparado com os controles (p < 0,05 — ANOVA seguido por Student-Newman Keuls-test
Madltipla Comparagdo). Os resultados sdo expressos como média £ DP (n=3).



89

Na presenca do Oleo essencial de L. montevidensis constatou-se uma atividade
moduladora para amicacina frente a S. aureus, verificando um aumento significativo (p <
0,05) de 29% no diametro do halo de inibicdo da amicacina, Tabela 15 (pag. 89). Frente a P.
aeruginosa um reforco significativo (p < 0,05) também foi observado para amicacina,

destacando-se 0 aumento de 102% na zona de inibicdo, Tabela 16 (pag. 90).

Tabela 15: Modificacdo da atividade antibiotica por componentes volateis do 6leo essencial

de Lantana montevidensis por contato gasoso frente a Staphylococcus aureus ATCC 12692.

Staphylococcus aureus ATCC 12692 (mm + DP %)

Tratamento Gentamicina Aumento (%)  Amicacina Aumento (%o)
Controle Positivo 16,3+0,6 - 17,3+0,6 -
DMSO 16,7+0,6 - 17,3+0,6 -
OELm 50% 18,0+1,0 10 22,3+0,6" 29
OELm 25% 17,3+0,6 6 21,0+0,0" 21
OELm 12,5% 17,0+0,0 4 19,0+1,0 10
OELm 6,25% 16,3+0,6 0 17,3+0,6 0

OELc: Oleo Essencial de L. montevidensis; *Os valores das médias dos halos de inibigdo sdo estatisticamente
significantes quando comparado com os controles (p < 0,05 — ANOVA seguido por Student-Newman Keuls-test
Multipla Comparacéo). Os resultados sdo expressos como média + DP (n=3).

Observou-se com resultados que as maiores interferéncias na atividade dos
aminoglicosideos analisados por contato gasoso foram para a amicacina, e os efeitos
sinérgicos significativos com (p < 0,05) comparada aos controles (antibiético e DMSO) sobre
a atividade da gentamicina e amicacina, estdo associados ao aumento na concentracdo dos
constituintes volateis dos 6leos essenciais, sendo uma justificativa plausivel, para a auséncia
de interferéncia nas menores concentracdes em algumas das interacdes.

Os resultados mais relevantes de interferéncia foram para o Oleo essencial de L.
montevidensis, que apresenta na composic¢ao quimica o -cariofileno (5, 31,50%), germacreno
D (4, 27,50%) e o biciclogermacreno (1, 13,93%) como majoritarios, Tabela 3 (pag. 74) e
Quadro 3 (pag. 75). Adicionalmente, 0¢leos essenciais ricos na mistura B-

cariofileno/biciclogermacreno ou R-cariofileno/germacreno D, tem demonstrando potente
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atividade antimicrobiana (MAIA et al., 2010). O germacreno D ja foi mencionam por
apresentar atividade moduladora (SIMOES et al., 2008).

Segundo Cowan (1999) a caracteristica lipofilica de hidrocarbonetos de estrutura
terpénica, tem permitido a sua particdo nos lipideos da membrana celular, aumentando a
permeabilidade. Esta propriedade pode facilitar a penetragdo de agentes antimicrobianos no
interior celular e assim proporcionar um aumento na atividade, constituindo-se assim uma
possivel explicacdo para as interacdes positivas de constituintes de natureza sesquiterpendide
com antibidticos de uso convencional (BREHM-STECHER e JOHNSON, 2003; RIOS e
RECIO, 2005).

Tabela 16: Modificacdo da atividade antibi6tica por componentes volateis do 6leo essencial
de Lantana montevidensis por contato gasoso frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (mm = DP %)

Tratamento Gentamicina Aumento (%)  Amicacina Aumento (%)
Controle Positivo 14,3+0,0 - 15,0+0,0 -
DMSO 14,0+0,0 - 15,3+0,6 -
OELm 50% 16,0+0,0 12 30,3+0,6 102
OELm 25% 15,0+1,0 5 29,0+0,0” 93
OELm 12,5% 14,30,6 0 28,0+1,0° 87
OELm 6,25% 14,30,6 0 26,0+1,0° 73

OELc: Oleo Essencial de L. montevidensis; *Os valores das médias dos halos de inibigdo sdo estatisticamente
significantes quando comparado com os controles (p < 0,05 — ANOVA seguido por Student-Newman Keuls-test
Multipla Comparacéo). Os resultados sdo expressos como média + DP (n=3).

O reforco na atividade da amicacina pelos 0Oleos essenciais frente a P. aeruginosa
constitui um resultado significativo, pois, Oliveira, Albuquerque e Rocha (1998, p. 73)
relatam que essa bactéria tem recebido atencéo pela frequéncia com que esté relacionada a
doengas em pacientes com comprometimento imunoldgico, acompanhado de procedimentos

invasivos, queimaduras e feridas operatdrias, que se tornam porta de entrada para esta espécie.
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De fato, P. aeruginosa tem sido associada a uma ampla variedade de infecgdes como
bacteremias, infec¢Bes do trato urinério, infeccdes do trato respiratdrio, e infecgdes de ouvido
e oculares, resultando, muitas vezes, em septicemia fatal (MATA e ABEGG, 2007) e, por ser
Gram-negativa apresenta membrana externa com cadeias de polissacarideo hidrofilica que
possibilita uma maior resisténcia a compostos ativos de 6leo essencial (SILVA et al., 2007).

Os dados na literatura sobre atividade moduladora de 6leos essenciais por contato
gasoso, ainda sdo limitado, porém sdo relevantes. Rodrigues, Costa e Coutinho (2009)
mostraram que o Oleo essencial de Croton zehntneri reforcou a atividade da gentamicina
frente a P. aeruginosa com aumento de 42,8% no halo de inibi¢do, entretanto, relatos da
interferéncia na atividade antibidtica por 6leo essencial de espécies do género Lantana, por

contato gasoso, ndo foi anteriormente descritos.

6.8 Atividade antioxidante in vitro dos extratos etanolicos

Na analise dos resultados da atividade antioxidante (AA%) considerou-se como valor de
referéncia a CEsp de 35,50+0,50 pg/mL do BHT (controle positivo) para comparar como a
atividade antioxidante dos extratos etandlicos das folhas frescas e raizes de L. camara e L.
montevidensis, devido o BHT ser bastante utilizado como parametro para atividade
antioxidante (Mensor et al., 2001).

Os resultados quantitativos da atividade antioxidante dos extratos etandlicos estdo
apresentados na Tabela 17 (pag. 92), na qual mostra que todos 0s extratos apresentaram
atividade sequestradora do radical livre DPPH, contudo o extrato das folhas de L.
montevidensis demonstrou uma menor atividade em comparacdo ao BHT, com CEs de
83,33+14,43 pug/mL. Os demais extratos etandlicos apresentaram atividade antioxidante com
os valores das CEszg proximas ao valor obtido para o BHT, sendo que, o extrato das folhas de
L. camara destacou-se por apresentar uma maior atividade, com o valor da CEsy de
25,00£0,20 pg/mL, inferior ao observado para o BHT, Tabela 17 (pag. 92).

A atividade antioxidante observada para os extratos etandlicos, possivelmente sejam
atribuida a presenca de compostos fenolicos pertencentes a classes dos taninos e flavondides.
A natureza antioxidante de compostos fendlicos tem sido documentada em uma série de
plantas (BHAKTA e GANJEWALA 2009).
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Bhakta e Ganjewala (2009) analisaram a atividade antioxidante de extratos metandlicos
das folhas de L. camara em quatro diferentes idades de desenvolvimento, e verificaram um
potencial antioxidante de todos os extratos, sendo as melhores atividades observadas para 0s

extratos obtidos das folhas nas primeiras fases iniciais do desenvolvimento.

Tabela 17: Atividade antioxidante in vitro dos extratos etanolicos das folhas frescas e raizes

de Lantana camara e Lantana montevidensis utilizando o radical DPPH.

[1Hg/mL EFLc ERLc EFLm ERLmM BHT
5 13,49+1,76  10,68+0,40 5,91+1,08 2,83+0,18 3,30+0,06
10 22,72+2,23  13,65%0,30 7,3610,24 8,49+0,28 10,52+0,11
25 52,11+0,09  30,47%0,20 14,22+1,74 25,60+0,30 31,82+0,22
50 91,51+0,13  80,64+0,14 28,08+1,47 77,58+1,40 60,12+0,11
125 92,12+0,11  85,67+0,23  61,91+3,35  85,80+0,13 88,03+0,49
250 94,71+0,10  92,63+0,18 93,67+0,20 89,30+0,26 91,25+0,15
CEso 25,00+0,20  36,00+1,00 83,33+14,43  38,7+1,15 35,50+0,50

e EFLc: Extrato das Folhas de L. camara; ERLc: Extrato das Raizes de L. camara
e EFLm: Extrato das Folhas de L. montevidensis; ERLm: Extrato das Raizes de L. montevidensis
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

v' A maioria dos constituintes presentes nos o6leos essenciais de L. camara e L.
montevidensis identificados por CG/EM, pertencem a classe dos sesquiterpenos, estando

de acordo com o observado para o género Lantana.

v Um total de 34 constituintes foi identificado nos 6leos essenciais, sendo 0s constituintes
majoritarios, os sesquiterpenos biciclogermacreno (19,42%), isocariofileno (16,70%),
valeceno (12,94%) e germacreno D (12,34%) para a espécie L. camara e o -cariofileno
(31,50%), germacreno D (27,54%) e biciclogermacreno (13,93%) para a espécie L.

montevidensis.

v Nos extratos etandlicos das folhas e raizes de L. camara e L. montevidensis estdo
presentes substancias pertencentes a classes de metabolitos secundarios como taninos,
flavonoides e triterpendides que provavelmente sejam responsaveis pelas atividades

biologicas observadas.

v' Exceto para a bactéria V. cholareae (CIM > 1024 pg/mL), os 0leos essenciais
apresentaram atividade antibacteriana com relevancia, do ponto de vista clinico, para
todas as linhagens de bactérias padrdo e multirresistentes analisadas, sendo mais
efetivos frente a Proteus vulgaris ATCC 13135 (CIM 64 ng/mL) para L. camara e (CIM
128 pg/mL) para L. montevidensis.

v As linhagens de bactérias padrdo e multirresistentes foram sensiveis na maioria dos
casos aos extratos etanolicos de L. camara e L. montevidensis com CIMs < 512 pg/mL,
destacando-se a CIM de 8 pg/mL para Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 ¢ CIM

de 16 ug/mL para Escherichia coli Ec 27 pelo o extrato das folhas de L. montevidensis.

v Uma interferéncia dos 6leos essenciais e extratos etanélicos na atividade antibiotica
foram observados para todos os antibioticos aminoglicosideos analisados por

microdiluicdo e contato gasoso, sendo observada uma interessante relagdo, do ponto de
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vista clinico, principalmente para a amicacina e neomicina, traduzindos em efeitos

sinérgicos.

Todos os extratos etandlicos das folhas e raizes de L. camara e L. montevidensis
possuem atividade antioxidante, sendo que, o extrato das folhas de L. camara
apresentou uma maior atividade com CEsg de 25,00+£0,20 pg/mL, inferior ao obtido para
o BHT (controle positivo). Esses dados devem-se provavelmente a presenca de

substancias fenolicas pertencentes as classes de taninos e flavonoides.

Os resultados obtidos sdo promissores e indicam que os 0leos essenciais e extratos
etandlicos de L. camara e L. montevidensis sdo uma fonte de produtos naturais
derivados de plantas que possuem atividade antioxidante, antibacteriana e interfere na
acao dos antibioticos aminoglicosideos analisados, modificando a atividade, oferecendo
desta forma, uma importante contribuicdo para ampliar o conhecimento bioldgico

dessas espécies.
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