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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE A[\ITIFL'JNGICA DE LIPPIA SIDOIDES CHAM.
(VERBENACEAE) PARA OBTENCAO DE UM CREME DE APLICACAO VAGINAL.

No Brasil, o uso popular de plantas com propriedades curativas € uma pratica
secular deixada como heranga pelos indios, negros e europeus e largamente
utilizada na Regidao Nordeste. Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), frequente na
caatinga nordestina, é utilizada no tratamento de infec¢bes da cavidade oral e da
vagina, por apresentar forte atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias.
Candidiase vaginal € uma das infecgbes mais comuns do trato genital feminino. Com
0 objetivo de encontrar alternativa para o tratamento desta patologia, extratos
etandlico e hidroalcodlico de Lippia sidoides Cham. foram testados frente a isolados
clinicos de Candida spp, obtidos de secre¢cdo vaginal. O teste de atividade
antifungica foi realizado pelo método de difusdo em disco de papel, a uma
concentragcdo de 2.000 pg/disco (triplicata) e o extrato mais ativo foi selecionado.
Como padrao de comparacgao utilizou-se Fluconazol a 25 ug/disco. A concentragao
minima inibitéria (CMI) para as linhagens de Candida spp, que apresentaram halos
de inibigao iguais ou superiores a 14 mm de didmetro no teste de difusdo em disco,
foi determinada pelo método de diluicdes seriadas em meio solido. Foi avaliada a
toxicidade aguda do extrato selecionado, determinando-se a DLso, em camundongos
albinos Swiss fémeas (Mus musculus) por via intraperitoneal. O creme de aplicagéo
vaginal a base de Lippia sidoides Cham. foi elaborado pelo método de fusdo. A
eficacia do produto acabado foi avaliada qualitativamente, frente a duas linhagens
de Candida spp, pelas técnicas do pogo em camada dupla (well) e do agar spot test.
Foram realizadas técnicas de caracterizacdo que permitem detectar a presenca ou
auséncia de diferentes classes de compostos, analises cromatograficas e
bioautograma do extrato selecionado. Das linhagens de Candida spp estudadas,
71% foram identificadas como Candida albicans. O extrato etandlico bruto pilular das
folnas de Lippia sidoides Cham. foi selecionado, por apresentar os melhores
resultados no teste de difusdo em disco, havendo inibido todas as linhagens de
Candida spp testadas, com halos entre 12 e 20 mm de didmetro, enquanto que com
o fluconazol, oito ndo foram inibidas; 16 apresentaram halos entre 11 e 20 mm de
didmetro; seis, de 21 a 30 mm e 15, acima de 31 mm. A CMI foi de 250 pg/mL para
todas as linhagens. A DLs foi de 1.329,19 mg/Kg de peso corporeo. A produgéo da
forma farmacéutica plastica creme vaginal a base de Lippia sidoides Cham.
apresentou-se viavel em escala piloto. O creme inibiu as duas linhagens testadas,
com halos de 12,33 a 21 mm de didmetro. A analise fitoquimica do extrato estudado
revelou a presenga de fendis, flavondis e xantonas, entre outros. A analise
cromatografica revelou a presenga do Timol no extrato estudado, cuja atividade anti-
Candida foi comprovada pelo bioautograma. Considerando-se que o antifungico
utilizado como padrao é um produto puro, com reconhecida agao anti-Candida,
pode-se concluir que o extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides
oferece uma alternativa promissora no tratamento da candidiase vaginal.

Palavras-chave: Lippia sidoides Cham.; Atividade antifungica; Candidiase vaginal -
tratamento



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTIFUNGICAL ACTIVITY OF LIPPIA SIDOIDES CHAM.
(VERBENACEAE) FOR OBTAINING OF A CREAM OF VAGINAL APPLICATION.

In Brazil, the popular use of plants with healing properties is a secular practice left as
inheritance by the indians, black and European and broadly used in the Northeast
region. Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), frequent in the Northeastern savanna,
is used in the treatment of infections of the oral cavity and of the vagina, for
presenting strong antimicrobial activity against mushrooms and bacteria. Vaginal
candidiasis is one of the more common infection of the feminine genital tract. With
the objective of finding alternative for the treatment of this pathology, ethanolic and
hidroalchoolic extracts of Lippia sidoides Cham. they were tested front to clinicals
isolated of Candida spp, obtained of vaginal secretion. The test of antifungical activity
was accomplished by the diffusion method in paper disk, in the concentration of
2.000 pg/disco (triplicate) and the most active extract was selected. As comparison
pattern was used Fluconazole to 25 pg/disk. The concentration minimum inhibitory
(CMI) for the lineages of Candida spp, that presented inhibition halos same or
superior to 14 mm diameter in the diffusion test in disk, it was certain for the method
of serial dilutions in solid medium. The acute toxicity of the selected extract was
evaluated, being determined DL50, in mice albino Swiss females (Mus musculus) for
road intraperitoneal. The cream of vaginal application to the base of Lippia sidoides
Cham. it was elaborated by the coalition method. The effectiveness of the product
finishing was evaluated qualitatively, front to two lineages of Candida spp, for the
techniques of the well in double layer (well) and of the agar spot test. They were
accomplished characterization techniques that allow to detect the presence or
absence of differents compounds classes, analyses chromathographycs and
bioautogram of the selected extract. Between the lineages of Candida spp studied,
71% were identified as Candida albicans. The ethanolic crude extract pilular of the
leaves of Lippia sidoides Cham. it was selected, for presenting the best results in the
diffusion test in disk, having inhibited all of Candida spp lineages tested, with halos
between 12 and 20 mm diameter, while with the fluconazole, eight were not inhibited,
16 presented halos between 11 and 20 mm diameter, six, from 21 to 30 mm and 15,
above 31 mm. CMI went of 250 ug/mL to all of the lineages. DL50 was of 1.329,19
mg/Kg of corporal weight. The production of the plastic pharmaceutical way cream-
colored vaginal to the base of Lippia sidoides Cham. it came viable in pilot scale. The
cream inhibited the two tested lineages, with halos from 12,33 to 21 mm diameter.
The analysis phytochemical of the studied extract revealed the presence of phenols,
flavonols and xantons, among others. The analysis chromathographyc revealed the
presence of Timol in the studied extract, whose activity anti-Candida was proven by
the bioautogram. Being considered that the antifunical used as pattern is a pure
product, with having recognized action anti-Candida, it can be concluded that the
ethanolic crude extract pilular of leaves of Lippia sidoides offers a promising
alternative in the treatment of the vaginal candidiasis.

Key words: Lippia sidoides Cham.; Antifungical activity; Vaginal candidiasis —
treatment.



1 INTRODUCAO

Importante fonte de substancias biologicamente ativas, as plantas revelam uma
grande diversidade tanto de estrutura, quanto de propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, muitas das quais se constituem em modelos para a sintese de um grande

numero de farmacos (WALL; WANI, 1996).

A flora brasileira, pelo grande numero de espécies vegetais, embora constitua um
verdadeiro tesouro de produtos naturais, € ainda muito pouco estudada, qualquer
que seja o aspecto cientifico que se queira abordar. Face aos saltos em que
caminha a sociedade moderna nos mais variados ramos do conhecimento, levando
a extincdo de muitos habitats, faz-se necessario, por parte dos pesquisadores, um
maior discernimento no aprofundamento das pesquisas, para preservar as reservas

naturais do nosso planeta.

O screening de extratos vegetais para pesquisa de novos medicamentos, ainda
permanece como uma pratica bastante usual, apesar do rapido desenvolvimento da
biotecnologia e da biologia molecular (COSTA, M., 2002). No Brasil e em outros
paises, a pratica de buscar nas plantas medicinais, uma fonte de recursos
terapéuticos encontra-se tanto dentro de um contexto cultural, na medicina popular,
quanto na forma de fitoterapicos, os quais tém se tornado o suporte da industria
farmacéutica de pequeno e médio porte, agregando-se, desse modo, valor como

fonte promissora de recursos econdmicos (FARIAS et al.,1994).
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Candida spp, um dos agentes etioldgicos das micoses oportunistas, € uma
levedura que faz parte da microbiota normal da mucosa oral, do trato gastro-
intestinal, do canal vaginal e da regido retal. O espectro de infecgbes causadas por
diferentes espécies de Candida inclui doencas localizadas na pele e nas unhas;
doengas que afetam as mucosas da boca, vagina, es6fago e arvore brénquica, e
doengas que se disseminam acometendo muitos sistemas e 6rgaos (KONEMAN et

al., 2001; MURRAY et al., 2002).

Neste contexto, a ocorréncia em plantas superiores, de substancias capazes de
inibir o crescimento microbiano, € uma alternativa que vem sendo pesquisada, nao
apenas por constituir-se em recurso terapéutico alternativo, mas ainda, devido as
perspectivas de isolar substancias que apresentem eficacia significativa e menor
indice de desvantagens, enriquecendo, desse modo, a disponibilidade de produtos

naturais com aquelas propriedades (MARTINS; SANTOS, 1995; QUEIROZ, 1998).

Lippia sidoides Cham., espécie ocorrente no Nordeste do Brasil, apresenta em
sua composicao, principios ativos antifungicos e antibacterianos, sendo largamente
utilizada na medicina popular, no tratamento de doengas da garganta e da boca ou
de outras infecgbes, como compressas locais e lavagens vaginais (MATOS, 2000). A
presenca nesta espécie de timol e carvacrol, compostos fendlicos com consideravel
atividade antibacteriana e antifungica, referida por diversos autores, fundamenta a
investigacdo dessas propriedades, frente a isolados clinicos de leveduras, em
extratos brutos, bem como a possibilidade de incorporacdo do extrato ativo em
formulagbes farmacéuticas do tipo creme vaginal (MATOS, 2000; MATOS;

OLIVEIRA, 1998; NUNES, 1999).
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Em face ao exposto, evidencia-se a importancia de pesquisar uma alternativa de
origem natural e baixo custo, para o tratamento da candidiase vaginal, visando a
producao de um creme de aplicagao topica, utilizando como matéria-prima o extrato

das folhas de Lippia sidoides Cham.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de atividade antifungica de extratos de Lippia sidoides Cham.

(Alecrim pimenta) frente a isolados clinicos de Candida spp e desenvolvimento de

formulagdo de um creme vaginal.

2.2 Objetivos Especificos

ik

Obter extratos brutos de diferentes partes da planta;

Avaliar qualitativa e quantitativamente, o potencial de atividade antifungica

L

dos extratos obtidos e selecionar aquele com melhor atividade;

L

Determinar a Dose Letal (DLso) do extrato selecionado;

Realizar estudo farmacotécnico do extrato selecionado para elaboracao de

L

um creme vaginal e avaliar, in vitro, a eficacia do produto acabado;

Determinar os constituintes quimicos do extrato selecionado;

Realizar analises cromatograficas para identificagdo dos marcadores.

i
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O Género Candida

Algumas leveduras, embora possam ser isoladas de amostras clinicas sem
apresentarem significado patoldgico, por serem componentes da microbiota da pele,
boca, vagina e trato gastrintestinal de humanos, podem causar doenga em pacientes
imunodeprimidos, por serem microrganismos oportunistas (FERREIRA; AVILA,

2001; ZAITZ et al., 1998).

A grande incidéncia de leveduras no canal vaginal de mulheres aparentemente
sadias esta intimamente relacionada as altas concentracbes de progesterona,
estradiol e glicogénio, e a alteragdes do pH vaginal; o controle de seu crescimento
depende da presencga de outros microrganismos na microbiota vaginal (MENDES et

al., 2005).

Algumas espécies de Candida apresentam dimorfismo morfolégico além de
formarem pseudo-hifas, uma forma exagerada de brotamento, onde as células
recém-formadas permanecem fixadas a célula-mae (MURRAY et al., 2002). Seus
esporos constituem a forma resistente do fungo e estdo associados as colonizagdes
assintomaticas. Por outro lado, os micélios, formas germinativas, tém a capacidade
de invadir os tecidos e ocasionar a sintomatologia propria da infeccéo (Figura 3.1)

(ZIARRUSTA, 2002).
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Figura 3.1 - Exame a fresco de secre¢do vaginal: Presenca de esporos e pseudo-hifas semelhantes
a Candida spp (fonte: www.medsobral.ufc.br/).

Quando cultivadas em meios artificiais, as espécies de Candida desenvolvem-se
bem, apresentando colonias com coloragcdo e aspecto que variam de branco a
creme (Figura 3.2-A). Ao microscopio, apresenta-se como uma levedura Gram
positiva, de forma oval ou arredondada, parede fina, com brotamento Unico ou
multiplo, medindo cerca de 0,2 a 0,3 um de didmetro (Figura 3.2-B). Possuem odor
de levedo e crescem em uma faixa de temperatura entre 20 e 40°C e pH entre 5e 6

(MENDES, 2005; MENDONGCA; DESLANDES; LEMOS 1989).

Esfregaco de tecido corade com Gram. Candida sp.

A B

Figura 3.2 — A) Coldnias de Candida spp em meio sélido agar Sabouraud (fonte: www.
Medschool.lsuhsc. edu/M|crob|ology/mm|p/2003m|p) B) Candida sp ao microscopio
(fonte www.fop.unicamp.br/ddo/microbiologia/aulas/roteiro/
Candida_e_ candldlase pdf)



http://www.medsobral.ufc.br/
http://www.fop.unicamp.br/ddo/microbiologia/aulas/
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A variabilidade de comportamento das diferentes espécies de Candida criou a
necessidade de desenvolvimento de métodos rapidos e faceis para sua
identificacdo. O meio de cultura CHROMagar Candida® mostrou-se um método
sensivel além de especifico para identificacdo presuntiva das espécies mais
comumente isoladas de leveduras pertencentes ao género Candida (CROCCO et

al., 2004).

Candida albicans €, sem duvida alguma, a espécie mais frequentemente isolada
de infecgcdes superficiais e invasivas em diferentes sitios anatdmicos e em
casuisticas de todas as partes do mundo. Levedura com potencial patogénico
bastante conhecido, apresenta como principais fatores de patogenicidade e
viruléncia, a capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e epitélios, o dimorfismo
com producdo de estruturas filamentosas que auxiliam a invasdo tissular, a
termotolerancia significativa, e a produgdo de enzimas como proteinases e
fosfolipases. Trata-se de uma espécie naturalmente sensivel a todos os antifungicos
de uso sistémico, embora sejam conhecidos casos de resisténcia adquirida a
azoélicos, em pacientes expostos a estes medicamentos por tempo prolongado

(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; COTTER; KAVANAGH, 2000).

Das cerca de 163 espécies do género Candida descritas, aproximadamente 20
estdo associadas a processos infecciosos no homem (KURTZMAN; FELL, 1998). A
proporcao de infecgcbes graves atribuidas a diferentes espécies deste género e aos
fungos filamentosos vem crescendo consideravelmente nas ultimas décadas. Tem

sido comprovado, através de culturas do fluido vaginal, que 15% a 25% dos casos
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de vaginites sdo provocados por Candida spp, sendo que em 84% desses, Candida
albicans é o agente responsavel, seguida de Candida glabrata (11,7%), Candida
tropicalis (5,3%), Candida krusei (2,6%) e outras espécies (2%) (GALLE; GIANINNI,

2004).

3.2 Candidiase Vulvovaginal

Por candidiase ou candidose, entende-se as diferentes relagdes que ocorrem
entre hospedeiro e microbiota autéctone, isto €, do comensalismo a doenca
sistémica fatal. Leveduras do género Candida sdo responsaveis pela colonizagao,
por infecgdes fungicas superficiais em pacientes imunocompetentes e por infecgoes
sistémicas em imunodeprimidos. Devido as diversas formas com que a doenga se
apresenta, impde-se a necessidade do estabelecimento de diferentes métodos

diagndsticos e esquemas terapéuticos (ZAITZ et al., 1998).

Micoses sistémicas, diagnosticadas em pacientes imunodeprimidos, representam
enfermidades de indiscutivel gravidade; no entanto, as vulvovaginites candidiasicas,
por sua frequéncia e dificil tratamento em alguns casos, constituem um importante

problema sanitario (ZIARRUSTA, 2002).

A candidiase ou moniliase vulvovaginal € uma das causas mais comuns de
infeccdo do trato genital feminino. E caracterizada por apresentar um exsudato
branco caseoso, cuja principal manifestagao € o prurido vulvar intenso, causado pela

producdo de micotoxinas, bem como de etanol, acido acético e acido piruvico,
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produtos da fermentagao glicidica (MENDONCA; DESLANDES; LEMOS 1989;

MURRAY et al., 2002; RASO; TAFURI, 1992; SOBEL; FARO; FORCE, 1998).

Segundo Galle e Gianinni (2004), candidiase € a segunda causa mais frequente
de vulvovaginite em mulheres na idade adulta. Estudos estatisticos mostram que
75% das mulheres terdo, pelo menos, um episddio de candidiase vulvovaginal
(CVV) ao longo de suas vidas, sendo que 40% a 50% destas teriam uma segunda
infeccdo e cerca de 5% poderiam adquirir padrédo crénico com episoédios de

candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR).

As infecgbes vaginais sao, tradicionalmente consideradas infecgbes das
mucosas, e, portanto, afetadas pelos mecanismos de imunidade celular do
hospedeiro. No entanto, estudos recentes sugerem que, mais do que a resposta
celular é a resposta local, que protege contra as infecgbes por C. albicans. Tal
conclusao esta respaldada em estudos clinicos controlados que sugerem que as
vaginites por Candida spp, ndo sdo mais frequentes em mulheres infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia humana (VIH), ndo havendo, portanto, correlagdo com o
decréscimo das células CD4 (CLARK et al., 1995; FIDEL JUNIOR; SOBEL, 1996;

WHITE, 1996).

A presencga de lactobacilos produtores de perdxido (bacilo de Ddderlein) na
microbiota vaginal, os quais formam acido latico a partir do glicogénio, propicia uma
acidez adequada (pH 4,5) do ambiente vaginal, dificultando a proliferagdo da maioria

dos patdégenos. No entanto, por crescer bem em meio acido, Candida spp encontra
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nestas condi¢cdes, ambiente adequado a sua proliferagcao (VAL; ALMEIDA FILHO,

2001).

A patogénese de Candida spp se processa em trés etapas: (1) Inicialmente
ocorre a adesao vaginal, essencial para a sobrevivéncia dos esporos. A maior
frequéncia de Candida albicans neste tipo de infeccdo, justifica-se pela maior
capacidade de aderéncia da mesma, em relacdo a outras espécies. Um ambiente
hiperestrogénico (gravidez e uso de anticonceptivos orais), uma microbiota vaginal
comprometida (diminuicdo dos lactobacilos), promovem ou facilitam o processo de
fixagdo. (2) Uma vez aderidos, os esporos germinam e desenvolvem hifas e
micélios, tornando-se capazes de penetrar e invadir o epitélio vaginal; a penetragao
das hifas é facilitada pela producao de proteases, as quais tém o poder de destruir
proteinas com fungéo defensiva ao nivel de mucosa vaginal. (3) A invasao epitelial
ocasiona a liberagdo de uma série de substancias (prostaglandinas, bradiquininas)
com capacidade de induzir reacdes inflamatoérias local como edema, eritema,

aumento do fluxo vaginal (ZIARUSTA, 2002).

Candidiase vulvovaginal recorrente, € caracterizada por quatro ou mais
episodios de candidase em um periodo de 12 meses. Hipoteses tém sido formuladas
para explicar tais episédios: (1) A re-infeccdo, quando a Candida € completamente
erradicada da vagina e re-introduzida a partir de reservatérios endégenos (trato
digestivo, trato wurindrio, etc) ou por transmissdo sexual (DST); (2) A
recorréncia/recidiva, baseada na semelhanca de bidtipos das cepas detectadas em
sucessivos episodios. Diferentes fatores estao relacionados, em ambas as hipoteses

(Tabela 3.1), incluindo aqueles que fazem referéncia ao agente infeccioso e ao



Farias, Edineide M. F. G. de  Avaliacdo da atividade antifungica de Lippia sidoides... 11

hospedeiro. A auséncia de uma completa erradicagcdo por um tratamento
inadequado ou pela existéncia de cepas resistentes, pode ocasionar uma falha

terapéutica e, portanto, uma recidiva (VAL; ALMEIDA FILHO, 2001; ZIARRUSTA,

2002).

Tabela 3.1 — Patogénese da candidiase vulvovaginal recorrente (ZIARRUSTA, 2002).

HIPOTESE FONTE CAUSA COMENTARIOS
Re-infeccao | Digestiva Anal A re-infeccao pode ou ndo,
DST Parceiro ser causada pela mesma
cepa
Recorréncia | Viruléncia da Candida | Resisténcia Espécies de Candida

Dimorfismo antimicaéticos Nao-C. albicans.
Fatores do hospedeiro | Modulagao antigénica Imunidade  humoral e
Imunoldgica celular

Flora bacteriana local;

N&o imunoldgica Nivel de estrogenos

3.3 Agentes Antifungicos

Por focalizarem a membrana citossolica dos fungos, os agentes antifungicos
convencionais, sao toxicos para as células do hospedeiro ou s&o fungistaticos,
apresentando limitado espectro de atividade, o que dificulta a sua utilizacdo

terapéutica (MURRAY et al., 2002).

Enquanto se dispbe de uma grande diversidade de antibidticos antibacterianos, o

numero de farmacos para o tratamento das infecgbes fungicas € relativamente
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pequeno; isto decorre do fato de que os fungos, como os mamiferos, sao
organismos eucariotos (apresentam nucleo individualizado), o que dificulta o
desenvolvimento de compostos especificos para células fungicas (MURRAY et al.,

2002).

Os agentes antifungicos de uso clinico estao classificados em trés grupos, todos
interagindo ou inibindo o ergosterol, principal esterol da membrana plasmatica da
maioria dos fungos, a saber: (1) Antibi6ticos polienos, metabdlitos secundarios de
espécies de Streptomyces (anfotericina B, nistatina), ligam-se ao esterol da
membrana fungica aumentando a sua permeabilidade, levando a morte celular; (2)
Compostos azdlicos, antibidticos sintéticos (miconazol, cetoconazol, fluconazol,
etc.), atuam na biossintese do ergosterol; e (3) Andlogos de nucleosidios (5-
fluorocitosina), alilaminas (terbinafinas) e tiocarbamatos, inibem a formagdo do
lanosterol, precursor do ergosterol (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1994, 1996;

MURRAY et al., 2002).

O ergosterol é indispensavel na manutencédo da permeabilidade e fluidez da
membrana, garantindo a modulagado de enzimas ligadas a membrana plasmatica. A
auséncia do ergosterol e o acumulo de seus precursores afetam a estrutura da
membrana plasmatica e a absor¢gdo de varios nutrientes, tornando o fungo

vulneravel a danos (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1994, 1996).

O surgimento de cepas resistentes, principalmente as substancias azdlicas, tem
dificultado a escolha da terapéutica mais eficaz na candidiase. Embora a

susceptibilidade das leveduras do género Candida aos antifungicos disponiveis seja
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previsivel, nem sempre uma determinada amostra isolada segue o padrao geral.
Essa é uma das razdes da crescente importancia dos testes de susceptibilidade. A
elaboragcdo da metodologia M27-A do National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 1997) é o resultado de um esforgo para a padronizagdo desses

testes (MARTINEZ; ALBRECHT, 1998; REX et al., 2000).

Candida albicans é o patdgeno mais comum nas candidiases cutaneas e de
orofaringe, porém espécies ndo-C. albicans tém aumentado em numero e em
importancia nas candidiases vaginal e sistémica. Muitas das espécies n&o-C.
albicans mais comumente isoladas sdo menos susceptiveis aos derivados azdlicos,
dificultando o tratamento dessas infecgbes (CROCCO et al., 2004). O uso
indiscriminado de antifungicos, especialmente o fluconazol, tem favorecido a
emergéncia destas espécies. A eficacia deste triazol na prevengédo e tratamento da
candidiase, assim como a sua baixa toxicidade, o tornou o antifungico de escolha
para essas patologias; no entanto, a erradicagcdo completa da infec¢ao é dificultada
pela ocorréncia de re-infec¢des, alguns meses apos a conclusdo do tratamento. Nas
recidivas pode-se verificar o surgimento de isolados de C. albicans com
susceptibilidade diminuida ao fluconazol, in vivo e in vitro; a substituicdo de uma
estirpe de C. albicans sensivel por outra estirpe resistente e ainda, por espécies
nao-C. albicans, como C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis

(COLEMAN et al., 1998).

Os antimicéticos vém sendo a forma de intervengdo terapéutica mais

amplamente utilizada no combate a infec¢gdes candidisiacas; desta forma, o estudo
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dos mecanismos genéticos que levam a resisténcia é fundamental para a adequada
utilizacado desta droga. O aumento destas infeccbes é em parte, consequéncia do
uso constante e inadequado de antimicéticos e inibidores celulares em geral,
levando a selecao de isolados fungicos resistentes. Tal fato tem levado a busca de
novos agentes antifungicos, menos téxicos e mais ativos sistematicamente, inclusive
de origem vegetal (GEORPAPADOKOU; WALSH, 1994, 1996; MURRAY et al.,

2002).

3.4 Plantas Medicinais e Fitoterapia

As plantas, através do seu metabolismo secundario, dao origem a um grupo de
compostos quimicos que, por vezes, sao especificos a determinadas familias,
géneros ou espécies. Tais substancias apresentam estrutura complexa, baixo peso
molecular e marcantes atividades biologicas, possuindo grande valor agregado
devido as suas aplicagbes como medicamentos, cosméticos, alimentos e agro-
quimicos, além de constituirem uma inesgotavel fonte de prospecgao para o
planejamento racional de novos farmacos (COSTA, M., 2002; MONTANARI;

BOLZANI, 2001; PINTO et al., 2002; SIMOES et al., 2002).

Os compostos fendlicos flavondides sdo metabdlitos secundarios amplamente
encontrados em materiais vegetais, principalmente nos o6leos essenciais. Muitas
funcbes especificas desses metabdlitos, tém sido demonstradas em plantas,
incluindo protegao contra radiagcdes ultra-violeta, insetos, fungos, virus e bactérias

(HARBORNE, 1991; MARKHAM,1989; NASCIMENTO et al., 2000).
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O uso de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencdo de doencas,
remonta aos primérdios da origem do homem. O conhecimento das propriedades
curativas e nutritivas das plantas deve ter sido adquirido através de dois caminhos:
(1) A experimentagdo, de onde devem ter sido originados também diversos
alimentos; (2) O instinto, isto €, uma forma irracional de relacionamento homem-
natureza, a semelhanca dos animais silvestres que procuram remédios em plantas,
como se soubessem “racionalmente” do seu valor terapéutico (VEIGA JUNIOR;

PINTO; MACIEL, 2005).

Informagdes transmitidas de geragcdo a geragdo, foram se acumulando
gradativamente, até o surgimento de documentos escritos em placas, papiros e
outras reliquias, fazendo referéncia a listas de plantas medicinais constantes de
“farmacopéias” ligadas a antigas culturas. Talvez o mais famoso desses achados
arqueoldgicos seja o Papyrus de Ebers, datado do século XVI a.C., contendo mais
de oitocentas formulas e prescrigcbes de farmacos usadas na regido Mesopotamica.
Outra interessante fonte de informacgdes sobre plantas medicinais € a Biblia, onde
sdo citadas cerca de trezentas espécies (ANSEL; POPOVICH; ALLEN-JUNIOR,

2000; OGA; SIQUEIRA, 2003; THOMSON, 1981).

No decorrer dos séculos, o homem foi estreitando cada vez mais, sua relacéo
com as plantas. Com o inicio das migragdes, surgiram as trocas de experiéncias e
de espécies vegetais entre diferentes grupos étnicos. Vestigios arqueoldgicos
descobertos em Shanidar, norte do Iraque, mostram que o homem de Neanderthal,
ha 60 mil anos, ja tinha o conhecimento de pelo menos oito plantas utilizadas como

medicamento (ARRUDA, 2002).
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No Brasil, o uso de plantas para fins medicinais esta historicamente ligado a
cultura indigena, africana e européia. Esta ultima, representada pelos colonizadores
portugueses e jesuitas que trouxeram uma nova concepg¢ao de saber e pratica de
saude, semelhante a encontrada na Europa Medieval (ALVES, 2005; ARRUDA,

2002).

O bioma vegetal brasileiro é constituido por cerca de 350.000 e 550.000
espécies, das quais, mais de 55.000 ja foi catalogada, constituindo a maior
diversidade genética vegetal do mundo (DIAS, 1996). Considerando que mais da
metade dessas espécies se encontra nas florestas tropicais, essas regides devem
ser consideradas como prioritarias no estabelecimento de programas de
conservagao, in situ, do germoplasma vegetal. A devastagdo antropica de tais
florestas acarreta a migragdo das populagdes a elas associadas, normalmente para
centros urbanos, provocando uma interrupg¢ao no fluxo de conhecimento adquirido e
acumulado ao longo do tempo, sobre a utilizacdo medicinal tradicional de suas
plantas (SIMOES et al., 2002). A rica diversidade de nossa flora tem sido
progressivamente destruida e a medicina tradicional brasileira, baseada em plantas
tropicais, esta sendo alterada pela cultura moderna (AMOROZO; GELY, 1988). Esse
processo foi denominado por Schultes (1994) de “queima da biblioteca”, o qual
propds a sua conservacao etnobotanica como forma de proteger o conhecimento

dessas comunidades.

Com o reconhecimento da fitoterapia pela Organizagdo Mundial de Saude

(OMS), na Conferéncia de Alma-Ata (DECLARACAO DE ALMA-ATA, 1978), o
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aproveitamento de plantas medicinais foi ressaltado como parte do “Programa
Saude Para Todos No Ano 2000”, recomendando-se inclusive, a realizacdo de mais
estudos e a propagagao do uso das plantas medicinais regionais nos Programas de
Atencao Primaria a Saude. Esta pratica pode se constituir numa alternativa muito
util, devido a sua eficacia aliada a um baixo custo operacional, a relativa facilidade
para aquisicdo das plantas e a compatibilidade cultural do programa com a

populagao atendida (AMORIM, 1999; MATOS, 1994; TORRES et al., 2005).

Segundo a OMS, em documento divulgado na década de 90, as plantas
medicinais constituem a unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude em
65-80% da populagdo dos paises em desenvolvimento. Tendo recomendado,
portanto, aos paises membros, dentre eles o Brasil, para que considerem a tradicao
e 0 uso secular amplamente distribuido de plantas, como um lastro de
experimentacdo suficiente para respaldar o seu uso oficial em terapéutica (OMS,

1991; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

O emprego de plantas na cura de diversas doengas vai desde as formas mais
simples de tratamento local, usadas na medicina popular, até a obtencao de formas
farmacéuticas através de metodologias tecnologicamente sofisticadas, utilizadas
nas industrias de medicamentos. H4 um ponto comum em ambos o0s casos: o
homem percebeu a presencga, nas plantas, de “algo” que, administrado sob forma de
mistura complexa (extrato) ou de substancia pura isolada, por qualquer via, tem a
propriedade de provocar reacdes benéficas, capazes de levar a recuperagcado da
saude. Este “algo” € o principio ativo ou marcador, que pode ser representado por

uma unica substancia da planta ou por um conjunto delas; estas substancias atuam
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sinergicamente, quer empregadas ainda dentro da propria planta ou em seus
extratos, quer extraidas e incorporadas a comprimidos, solugcbes, pomadas ou

capsulas, etc, pela industria farmacéutica (ALVES, 2005).

As pesquisas com plantas medicinais possuem, geralmente, propésitos voltados
ao desenvolvimento de farmacos para emprego na medicina humana. Segundo
Pinto et al. (2002), isto pode ser observado a nivel mundial, como por exemplo, no
periodo compreendido entre 1983 e 1994, foram aprovados 529 novos farmacos,

dentre os quais 39% sao produtos naturais ou derivados semi-sintéticos.

Nos ultimos anos, um numero significativo de estudos tem sido conduzido em
diferentes paises para comprovar a eficacia de extratos vegetais. No entanto, as
propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais da flora brasileira, propagadas
por usuarios ou comerciantes, ainda possuem pouca comprovacao cientifica. Muitas
dessas plantas sao, inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles
utilizados pelos silvicolas. A pesquisa etnofarmacolégica €, portanto, um grande
desafio em nosso pais (BRITO A. R.; BRITO A. A., 1999; VEIGA JUNIOR; PINTO;

MACIEL, 2005).

A composicao quimica e o aspecto farmacoldgico de diversas plantas do
Nordeste brasileiro vém sendo investigados por varios pesquisadores. Muitas
dessas plantas sdo, ha muito, empregadas na medicina popular em virtude de seus
conhecidos poderes curativos contra infecgdes. Entre as mais utilizadas destacam-
se: hortela-da-folha-miuda (Mentha x villosa Huds), roma (Punica granatum L.),

meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.), capim-santo (Cymbopogon
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citratus Stapf.) e alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) (CARVALHO et al. 1998;
CRAVEIRO et al., 1981; DUARTE et al., 2005; MEDEIROS FILHO; PIRES; FREIRE,

1997; PASCUAL et al., 2001).

Segundo a OMS, “planta medicinal é todo e qualquer vegetal que possui, em um
ou mais 6érgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que
sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”. O estudo prévio quanto a aspectos
agrondmicos, fitoquimicos, farmacolégicos, toxicolégicos, e o desenvolvimento de
metodologias analiticas e tecnoldgicas, constituem a fundamentagdo cientifica
necessaria ao desenvolvimento de um produto fitoterapico, o que o diferencia das
preparacdes utilizadas na Medicina Popular (PETROVICK; GONZALEZ ORTEGA;

BASSANI, 1997).

A Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) N°. 48/2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004a), que dispbe sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos, em seu Anexo: REGULAMENTO TECNICO PARA MEDICAMENTOS
FITOTERAPICOS, o qual abrange medicamentos cujos principios ativos s&o

exclusivamente derivados de drogas vegetais, define:

Droga vegetal - planta medicinal ou suas partes, apds processos de
coleta, estabilizagdo e secagem, podendo ser integra, rasurada,
triturada ou pulverizada; Derivado de droga vegetal - produtos de
extragcdo da matéria prima vegetal: extrato, tintura, dleo, cera,
exsudato, suco, e outros; Fitoterapico - medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E
caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,

assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.
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Sua eficacia e seguranga € validada através de levantamentos
etnofarmacolégicos de utilizagdo, documentagdes técnico-cientificas
em publicagdes ou ensaios clinicos fase 3. Nao se considera
medicamento fitoterapico aquele que na sua composi¢ao, inclua
substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagoes

destas com extratos vegetais.

Em fevereiro de 2005, o Ministério da Saude divulgou resumo executivo da
Politica Nacional de Medicina Natural e Praticas Complementares (PMNPC), no qual
evidencia a intengdo de oficializar e regulamentar o uso de plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos no Sistema Unico de Saude (SUS). Dentre as principais
diretrizes esta a garantia do acesso aos seus usuarios de um ou mais dos seguintes
produtos: planta medicinal “in natura”, planta medicinal seca (droga vegetal),

fitoterapico manipulado e fitoterapico industrializado.

3.5 O Género Lippia

O taxon genérico Lippia (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200 espécies de
ervas, arbustos e pequenas arvores, distribuidas principalmente entre os paises da
América Central e do Sul e territérios da Africa Tropical. Esse género, em geral,
apresenta um consistente perfil, quanto ao seu uso popular, composi¢ao quimica e
propriedades farmacolégicas. Sua utilizagdo mais comum é como medicamento no
tratamento de desordens respiratdrias, na forma de decocto, podendo também ser
utilizado como condimento na preparagao de alimentos. Algumas espécies também

apresentam atividade analgésica, anestésica, antiespasmddica, antiinflamatodria,
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antisséptica, antimicrobiana, antimalarica, citostatica, anti-hipertensiva, entre outras

(LEAL et al., 2003; LORENZI; MATOS, 2002; PASCUAL et al., 2001).

A composigdo quimica dos 6leos essenciais de varias espécies de Lippia tem
sido investigada por meio de técnicas cromatograficas. Os componentes mais
frequentemente encontrados séo: limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, canfora, linalool,

o-pineno e timol (PASCUAL et al., 2001).

3.5.1 Lippiasidoides Cham.

Originaria de climas tropicais e subtropicais, Lippia sidoides Cham. (syn. L.
multicapitata Mart.), popularmente conhecida no Brasil como “alecrim-pimenta”,
“alecrim do nordeste”, “estrepa-cavalo” e “alecrim-bravo”, apresenta-se como um
grande arbusto caducifélio, ereto, muito ramificado e quebradico, de 2-3 m de altura,
préprio da vegetagcdo do semi-arido nordestino. Possui folhas com forte odor de
canfora e sabor picante, com 2-3 cm de comprimento e inflorescéncias pequenas,
esbranquicadas, presentes durante quase todo o ano (Figura 3.3). Apds sua
introdugédo nos programas de fitoterapia em atengao primaria a saude, passou a ser
cultivada em varios estados do Sul e Sudeste, em solos de alta fertilidade,

produzindo plantas com folhas muito maiores (LEAL et al., 2003; LORENZI; MATOS,

2002; NUNES, 1999).
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Figura 3.3 — Lippia sidoides Cham. cultivada no Centro de Treinamento de Carpina — PE
(CETREINO): aspecto geral da planta.

Juntamente com as flores, as folhas constituem a parte medicinal desta
espécie, usada na forma de cha do tipo abafado (infusdo) em lavagens nasais no
tratamento de rinites alérgicas e na forma de tintura, como logédo tépica para
lavagens e compressas em ferimentos infectados. A tintura diluida é também
utiizada na forma de gargarejo ou bochecho, nas infeccbes da garganta e
inflamacdes da gengiva, e nas lavagens vaginais, como desodorante e antisséptico
intimo. Estas preparacbdes sao também muito eficientes como medicagcdo de uso
externo para tratar acne, sarna infectada, pano branco, impigens, caspa, bem como
para combater o mau cheiro das axilas e dos pés (LORENZI; MATOS, 2002;

MATOS, 2000; PASCUAL et al., 2001).

Seu oleo essencial tem forte atividade contra Streptococcus mutans, principal
agente causador da carie dental, podendo ser usado como medicagcdo anticarie
preventiva na forma de creme dental e colutério; pode também ser adicionado a
produtos cosmeéticos, como antisséptico contra a microflora cutanea (MENDONCA et

al., 1990; NUNES, 1999).
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Folhas, flores e frutos secos e triturados constituem excelente mistura para
tempero de carnes e pizzas, que pode ser usado no lugar do tomilho (Thymus

vulgaris quimiotipo thymolifera) (LORENZI; MATOS, 2002).

3.5.1.1 Atividade Bioldgica

O d6leo essencial e o extrato etandlico de Lippia sidoides Cham. tém
demonstrado fortissima atividade antimicrobiana, in vitro, contra: Staphylococcus
aureus, em infecgbes de pele e garganta; Streptococcus mutans, responsavel pela
carie dentaria; Corynebacterium xerosis, causador do mau cheiro nas axilas e nos
pés; Candida albicans e Candida spp, encontradas em aftas e no corrimento vaginal;
Trichophytum rubrum e Trichophytum interdigitale, agentes causadores de micoses
na pele; Escherichia coli, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis e uma
pequena atividade contra Pseudomonas aeruginosa (LACOSTE et al., 1996; LEMOS

et al., 1990; LORENZI; MATQOS, 2002).

Brito A. R. e Brito A. A. (1993) relataram uma atividade anestésica local do
Oleo essencial de Lippia sidoides, devido a presenca de timol em sua composicao,
além de significativa atividade antiespasmaddica e efeitos sedativos. Relataram ainda
um efeito anti-hipertensivo da agua residual da destilagdo a vapor de folhas de

Lippia sidoides.

Lacoste et al. (1996) avaliaram as propriedades antibacteriana e antifungica
de duas amostras do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. e, comparativamente,

do timol e carvacrol (principios ativos majoritarios), frente aos microrganismos que
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colonizam as axilas e os pés. O Corynebacterium xerosis, responsavel pelo odor
caracteristico das axilas, foi especialmente inibido por ambos (6leo essencial e
principios ativos); enquanto que, sobre a microbiota dos pés, as propriedades

inibidoras foram menos expressivas.

Em ensaios de atividade de varios 6leos essenciais de plantas nordestinas
contra a placa bacteriana, realizados por Morais et al. (1996), Lippia sidoides foi a
que apresentou melhores resultados. Fernandes Filho et al. (1998) prepararam e
avaliaram clinicamente um antisséptico bucal a base do d6leo essencial desta
espécie, o qual foi testado em soldados do Hospital Geral de Fortaleza, que fizeram
uso exclusivo do produto como agente de limpeza durante sete dias, resultando na
inibicdo de 12% e reducao de 6% da formagao da placa bacteriana, demonstrando,
que o antisséptico bucal preparado com 6leo essencial de Lippia sidoides constitui

um excelente coadjuvante na assepsia bucal.

Queiroz (1998), através da técnica de difusdo em agar, avaliou a
susceptibilidade de 14 cepas de leveduras do género Candida, isoladas de cavidade
bucal, incluindo C. albicans, C. stellatoidea, C. guilliermondii, C. krusei e C. tropicalis
frente aos extratos e O6leo essencial, obtidos de plantas medicinais, nas
concentragbes que variaram entre 156 a 5.000 ug/mL e 0,02 mL/disco,
respectivamente. Os resultados obtidos com os extratos revelaram atividade
antifungica a partir das concentragdes de 2.500 ug/mL para a maioria das espécies

vegetais. Para o 6leo essencial proveniente das folhas de Lippia sidoides, cerca de
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71,4% das cepas incluidas no teste foram inibidas, mostrando boas perspectivas

para avaliagdes farmacoldgicas mais abrangentes.

Nunes (1999) desenvolveu preparagdes cosméticas de uso odontoldgico
(creme dental e enxaguatoério bucal) a partir do macerado hidroalcodlico de folhas de
Lippia sidoides Cham. As preparag¢des foram avaliadas clinicamente e comparadas a
um produto de referéncia do mercado (enxaguatério bucal Kolynos Ah!®), quanto a
sua eficiéncia como coadjuvante no controle da placa bucal, em 84 (oitenta e quatro)
voluntarios do Comando Militar do Nordeste, obtendo resultados satisfatorios para

os produtos formulados.

O Oleo essencial e a agua residual da destilagdo a vapor de Lippia aff
sidoides Cham. apresentaram atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata, o
mais importante hospedeiro de Schistosoma mansoni no Brasil (CRAVEIRO et al.,

1981; PASCUAL et al., 2001).

A biocompabilidade do extrato hidro-alcodlico de Lippia sidoides Cham.
(Verbenaceae) frente ao tecido subcutédneo de ratos foi avaliada por Couto et al.
(2000). Ao final dos experimentos, os autores constataram que o extrato estudado
promoveu no tecido subcutaneo dos ratos, em todos os periodos analisados, um
processo inflamatorio cronico que variou de moderado a discreto, e que o mesmo foi
bem tolerado pelo tecido subcutaneo dos animais, pois decorridos 60 dias, a area
implantada com o material teste apresentou-se em fase final do processo de

cicatrizagao.
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Girao et al. (2003) avaliaram o efeito de um antisséptico bucal preparado a
base do 6leo essencial de Lippia sidoides sobre a gengivite marginal de caes, nos
quais foi aplicada a preparagao por dois dias durante duas semanas. Os resultados
mostraram significante redugado nos indices da placa bacteriana, célculo, gengivite e

infiltracao inflamatéria dos caes.

Carvalho et al. (2003) avaliaram a atividade larvicida do éleo essencial e do
hidrolato (solugdo saturada de 6leo essencial em agua) de Lippia sidoides Cham.,
contra larvas de Aedes aegypt. Os bio-ensaios foram realizados com o O6leo
essencial, com o hidrolato puro e diluido, e com os seus principais constituintes,
timol e carvacrol. Os resultados comprovaram a atividade larvicida das amostras
testadas, sendo o timol, derivado fendlico alquilado, o principio-ativo responsavel por
essa agao; este resultado sugere que o 6leo essencial de Lippia sidoides é um

larvicida natural promissor, mais seletivo e biodegradavel.

Da mesma forma, Costa J. et al. (2005) estudaram a atividade larvicida do
O0leo essencial de Lippia sidoides sobre larvas de Aedes aegypti e Culex
quinqueffasciatus, obtendo excelentes resultados quanto ao potencial ativo, que em
concentracdes de até 100 ppm apresentaram um percentual de morte total das
larvas (100%), produzindo uma CLso de 19,5 ppm para larvas de Aedes aegypti e
16,6 ppm para Culex quinqueffasciatus, apontando para uma perspectiva de
elaboragcdo de formulacbes que possam funcionar como alternativa natural ao

combate de larvas de mosquitos.
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Nunes et al. (2005) caracterizaram Lippia sidoides Cham. como matéria-
prima para uso em produtos farmacéuticos através de ensaios fisico-quimicos: perda
por dessecacgao, teor de 6leo essencial e perfil cromatografico em cromatografia em

camada delgada — CCD.

3.5.1.2 Constituintes Quimicos Ativos

Analisando a composig¢ao quimica de varias espécies de Lippia, inclusive L.
sidoides, Lemos et al. (1990, 1992) encontraram diferentes concentra¢des de timol e
carvacrol. Exemplares de uma mesma espécie, coletados em diferentes sitios,
também apresentaram essas diferencas. Além do estudo fitoquimico, foi avaliada
ainda a atividade antimicrobiana do 6leo essencial dessas espécies frente a fungos

e bactérias patogénicas.

As folhas de Lippia sidoides produzem cerca de até 4% de 6leo essencial
contendo como principais constituintes, o timol, cujo teor tem variado entre 34,2 a
95% em varias determinagdes, e carvacrol (seu isbmero de posi¢ao), monoterpenos
fendlicos dotados de fortissima atividade antibacteriana e antifungica, inclusive
contra Candida albicans, isolada de fluido vaginal (LEAL et al., 2003; LORENZI;
MATOS, 2002). Além destes, foram encontrados: p-cimeno, o-terpineno
(monoterpenos) e B-cariofileno, a-copaeno e a-humuleno (sesquiterpenos). A agao
antisséptica de seu extrato etandlico esta relacionada com a presenca de
flavondides e quinonas, componentes quimicos fixos referidos por diferentes autores

(MACAMBIRA et al., 1986; NUNES, 1999). O teor de timol encontrado na planta
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apresenta uma variagao sazonal e uma redugéo em torno de 30,7%, no rendimento
da extracdo do dleo essencial das folhas de Lippia sidoides, apds cinco meses de

seu armazenamento (NUNES, 1999).

O timol (Figura 3.4A), cuja nomenclatura quimica é 5-metil-2-(1-metil-etil)
fenol (CqoH140), componente quimico majoritario no o6leo essencial de Lippia
sidoides, € encontrado principalmente em espécies da familia Lamiaceae como
Thymus vulgares L. e Monarda punctata L., ocorrendo também em diversas
espécies do género Lippia (Verbenaceae). Apresenta-se em forma de cristais
grandes ou de p6 de coloragao branca e cristalina com um aroma forte e irritante
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; THE MERCK INDEX, 1996). Utilizado como
principio ativo de varias formulagdes anti-sépticas, para o tratamento de infeccbes
da boca, garganta e pele. Sua utilizagdo em farmacia € limitada pela pouca
solubilidade em agua. Quando adicionado ao meio de cultura, inibe totalmente o
crescimento de fungos como Aspergillus flavus e A. vesicolor em concentragdes

inferior a 0,4 mg/mL (NUNES, 1999).

O carvacrol (Figura 3.4B), de nomenclatura quimica 2-metil-2-(1-metil-etil)-
fenol (C1oH140), é isbmero de posigdo do timol e tem caracteristicas quimicas e
atividade semelhantes. Possui aroma forte e irritante, € pouco soluvel em agua e
bastante soluvel em alcool. Este composto possui propriedades antimicrobianas,
anti-inflamatdrias, antioxidantes e antineoplasicas comprovadas cientificamente

(THE MERCK INDEX, 1996).
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Figura 3.4 — Estrutura quimica do timol (A) e carvacrol (B), presentes no 6leo essencial de Lippia
sidoides Cham. (THE MERCK INDEX, 1996).

Estudando o extrato etandlico de Lippia sidoides, Costa S. et al. (2002)
isolaram e elucidaram as estruturas de 13 compostos, utilizando detalhada analise
espectroscopica, principalmente RMN de hidrogénio e carbono 13. Dentre eles,
encontram-se um flavondide e uma lignana, identificados como taxifolina e

isolariciresinol.

Leal et al. (2003) avaliaram o teor de timol, principio ativo usado como
marcador nas tinturas das folhas de Lippia sidoides, preparadas com material
coletado antes, durante e apés floracdo, concluindo que o melhor momento para a
coleta da planta parece ser apés a sua floracdo, o qual apresentou maior teor do
marcador; embora os resultados obtidos mostrem apenas uma discreta diferenga

nas concentragdes de timol, nos diferentes estagios de desenvolvimento da planta.

Os processos de secagem pos-colheita de plantas medicinais influenciam
no rendimento de dOleos essenciais e/ou concentragdes dos componentes ativos;
baseados nessa informagdo e objetivando reduzir o tempo necessario para
completar o processo de secagem, Randunz et al. (2001) avaliaram a influéncia da

temperatura do ar, no tempo de secagem em estufa sobre folhas de “alecrim-
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pimenta” (Lippia sidoides Cham.), operando com temperaturas de 40, 50, 60, 70° C e
temperatura ambiente. Os resultados mostraram que o aumento da temperatura
proporcionou uma reducgado significativa no tempo gasto na secagem, nao
apresentando, porém, diferengas significativas no teor de éleo essencial, exceto
para a amostra seca a temperatura ambiente, que apresentou menor rendimento,

inclusive inferior ao do material fresco.

A viabilidade de processos de extragao de produtos naturais usando didxido
de carbono (CO;) pressurizado, proximo ao ponto critico ou sob condi¢des
supercriticas, técnica bastante difundida na industria, especialmente no campo de
alimentos, cosméticos e medicina, como forma de reduzir o gasto de energia, levou
Sousa et al. (2002) a utilizar um sistema de extracdo através de fluidos
pressurizados (SFE) para a obtencdo do 6leo essencial de Lippia sidoides, cujo

maior componente, o timol, € um potente antisséptico do grupo fenol.

3.6 Toxicidade

A toxicidade de uma substancia a um organismo vivo pode ser considerada como
a capacidade de lhe causar dano e/ou morte. Desta forma, toda substancia, pode
ser considerada um agente potencialmente toxico, dependendo das condi¢des de
exposi¢ao, como dose administrada ou absorvida, tempo e freqiéncia de exposicao,
a via pela qual é administrada, bem como das condigdes fisioldgicas do individuo
que recebe a dose. Por outro lado, todas as substancias podem ser usadas de
forma segura, desde que as condigbes de exposicdo sejam mantidas abaixo dos

niveis de tolerancia (OGA; SIQUEIRA, 2003).
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Os organismos vivos apresentam a capacidade de se adaptarem as condigdes
adversas de exposicdo aos xenobidticos (substdncias quimicas estranhas ao
organismo), através de modificagcbes bioquimicas, morfoldégicas e mecanismos
fisiolégicos; no entanto, quando os mecanismos de adaptagado sio ultrapassados,
manifesta-se o efeito toxico. No caso de medicamentos em particular, deve-se
distinguir os efeitos colaterais (ndo desejados, porém toleraveis) da toxicidade, ou

seja, efeitos lesivos de maior gravidade, as vezes, letais (OGA; SIQUEIRA, 2003).

Por ser uma substancia estranha ao organismo humano, nele introduzido com
finalidades terapéuticas, a planta medicinal utilizada em medicamentos &€ um
xenobidtico, e os produtos de sua biotransformacdo sao potencialmente toxicos.
Portanto, o uso popular, e mesmo o tradicional, ndo sao suficientes para validar
eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros; faz-se
necessario que se estabeleca a relacdo risco/beneficio do seu uso, através de
estudos farmacodinamicos e toxicolégicos pré-clinicos e clinicos de medicamentos

(SIMOES et al., 2002).

Quando comparada aos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a
toxicidade das plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial; entretanto, isto
nao é verdadeiro, chegando mesmo a constituir um sério problema de saude
publica. Efeitos adversos dos fitomedicamentos e possiveis adulteragdes que podem
levar a toxicidade, bem como a agado sinérgica (interagdo) com outras drogas,
ocorrem corriqueiramente. Pesquisas para avaliagdo do uso seguro de plantas

medicinais e fitoterapicos, assim como o controle da comercializagdo pelos érgaos
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oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais, sdo ainda

incipientes no Brasil (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A Resolugdo - RE N° 90/2004 da ANVISA (BRASIL, 2004b), determinou a
publicagdo do GUIA PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-
CLINICA DE FITOTERAPICOS, que tem por objetivo indicar métodos padronizados
para os estudos de toxicologia pré-clinica, requeridos para o registro e renovacéao de
registro dos fitoterapicos. Estes testes, devem ser conduzidos com amostras
padronizadas do medicamento fitoterapico ou do derivado vegetal a partir do qual é
produzido. A referida resolugdo, estabelece os seguintes tipos de ensaios:
Toxicidade Aguda (dose unica ou dose fracionada administrada no periodo de 24
horas); Toxicidade de Doses Repetidas (longa duragao — 90 dias); Estudo Especial -
Genotoxicidade e Avaliacdo Toxicologica de Medicamentos Fitoterapicos de Uso

Topico.

3.6.1 Toxicidade Aguda

Toxicidade aguda de uma substancia é definida como efeitos adversos que
ocorrem apos a administracdo de uma dose unica ou doses multiplas dentro de um
periodo de 24 horas, e tem como objetivo caracterizar a relagdo dose/resposta que
conduz ao calculo da Dose Letal Média (DLsp). Este parametro representa a
probabilidade estatistica de uma dose causar efeito letal em 50% dos individuos de
uma populacdo experimental. A DLsy € uma ferramenta util na identificagcdo da

toxicidade relativa de qualquer substancia, e sua correlagdo com a Dose Efetiva ou
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Eficaz Média (DEs), permite determinar o indice Terapéutico (1.T.) da droga, ou seja,

a sua margem de seguranca (OGA; SIQUEIRA, 2003; SILVA P., 2002).

Lippia sidoides demonstrou baixa toxicidade dos constituintes hidrossoluveis
arrastados por vapor d’agua durante a extracdo de 6leo essencial de suas folhas,
em ensaio toxicolégico agudo pré-clinico. Além disso, o teste de reagao por contato,
feito com a aplicagdo de d6leo essencial a 1% na pele dos animais, ndo causou

alergia (MENDONCA et al., 1990; VIANA; MATOS; CRAVEIRO, 1978).

Estudos para a determinagédo da alergenicidade cutanea e oftalmica do éleo
essencial de Lippia sidoides em coelhos foram efetuados através de diluigdes do
6leo a 10% com variagcéo de 1/5 a 1/100, onde na concentragcado de 1/100 ocorreu

auséncia de reacao alérgica (SOUZA et al., 1991).

Carvalho et al. (2003) avaliaram a toxicidade aguda do hidrolato puro e diluido
de Lippia sidoides, em camundongos utilizando a via intraperitoneal (i.p.). Os
resultados mostraram que as injegdes, por via intraperitoneal, do hidrolato puro nao

causaram nenhum efeito adverso ou mortalidade.
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3.6.2 Relacdo Dose-Resposta

A relacao dose/resposta é representada por uma curva Gaussiana teorica,
calculada estatisticamente a partir de observagdes de mortalidade apds exposicao a

doses relacionadas da substancia a ser testada (OGA; SIQUEIRA, 2003).

A constituicao fisica e quimica da substancia farmacéutica — particularmente a
solubilidade lipidica, o grau de ionizagdo e o tamanho molecular — determina, em
grande parte, a capacidade de levar a cabo sua atividade biolégica. A resposta
bioldégica a um farmaco é o resultado de sua interagdo com os receptores celulares
ou sistemas enzimaticos importantes. Para qualquer substancia farmacologicamente
ativa, na faixa de sensibilidade da estrutura afetada pela droga (biofase), a
magnitude do efeito € diretamente proporcional a sua concentragcédo no local de agao

(ANSEL; POPOVICH; ALLEN-JUNIOR, 2000; SILVA P., 2002).

A regra principal da posologia € que ela deve ser suficiente para produzir o
efeito terapéutico desejado, com a menor quantidade possivel de medicamento e, se
possivel, sem se observarem reagcbes adversas e efeitos colaterais (OGA;

SIQUEIRA, 2003).

Na avaliagado da toxicidade de uma droga através da determinagao da dose
letal, deve-se levar em consideracdo a variagcao individual de sensibilidade as
drogas, portanto, os testes devem ser realizados com um grande numero de

animais. Silva P. (2002) relata que Trevan, em 1927, sugeriu que se considerasse
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como dose letal aquela que matasse 50% dos animais injetados (DLso), isto porque
os valores em torno da DLsy variam menos que aqueles ao redor da DL ou DLgg.
Estes valores quando interpolados em grafico (colocando-se em ordenadas a
percentagem de animais mortos e em abcissas as doses empregadas) resultam

numa curva sigmoide.

3.7 Formas Farmacéuticas de Uso Tépico

Pomadas, cremes, sistemas transdérmicos de liberagdo de farmacos, logdes e
solugdes sado as formas farmacéuticas dermatoldgicas, tépicas, usadas com maior
freqUéncia; entretanto, outras preparacdes, tais como pastas, linimentos, pds, géis,
tinturas e aerossois também sao usados. As preparagdes sao aplicadas a pele ou
mucosas, por seus efeitos fisicos, ou seja, sua capacidade de agir como protetores,
lubrificantes, emolientes, secantes, etc., ou devido ao efeito especifico de seus

principios ativos (ANSEL; POPOVICH; ALLEN-JUNIOR, 2000).

Os cremes e pomadas vaginais sao bastante empregados principalmente no
combate as infeccbes que ocorrem no sistema genito-urinario feminino, para
restaurar a mucosa vaginal e para contracep¢do. Em infecgbes vaginais, o0s
organismos patogénicos comumente envolvidos sdo Trichomonas vaginalis, Candida
albicans ou outras espécies de Candida e Haemophilus vaginalis. (ANSEL;

POPOVICH; ALLEN-JUNIOR, 2000).

As preparagdes farmacéuticas vaginais sdo tamponadas com pH acido em torno

de 4,5, semelhante ao pH da vagina normal. Essa acidez inibe a maioria dos
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organismos patogénicos e, ao mesmo tempo, proporciona um ambiente favoravel
para uma eventual re-colonizagdo da mucosa vaginal pelos Lactobacillus spp,
produtores de acidos de ocorréncia natural na vagina (ANSEL; POPOVICH; ALLEN-

JUNIOR, 2000).

Os cremes sao definidos como emulsdes liquidas viscosas ou semi-sdlidas do
tipo agua em o6leo (A/O) e 6leo em agua (O/A). Podem ser preparadas de duas
maneiras: por incorporagcao e por fusdo. A escolha do método usado em uma
determinada preparacdo depende basicamente da natureza dos seus compostos.
No método de incorporacdo, os componentes do creme sao misturados por varios
meios (em almofariz ou com espatula em uma placa de vidro ou marmore), até
obtencdo de uma preparacdo uniforme. Ja no método de fusdo, todos os
componentes da fase oleosa ou apolar (fase A) sao fundidos/aquecidos a uma
temperatura de aproximadamente 70°C; na fase B (fase polar), composta de
liquidos, promove-se 0 aquecimento a mesma temperatura; em seguida misturam-se
ambas as fases, na mesma temperatura, evitando-se a precipitacdo de compostos.
As substancias termolabeis ou os componentes volateis devem ser acrescentados
por ultimo, quando a temperatura da mistura for suficientemente baixa para nao
provocar decomposi¢cao ou volatilizagdo de tais substancias (ANSEL; POPOVICH,;

ALLEN-JUNIOR, 2000; FONSECA; PRISTA, 1984).

Na preparacdo de um creme ha de se considerar as fases oleosa e aquosa. Na
fase aquosa ocorre a presenga de um emulgente (anidnico, catiénico, ndo-ibnico ou
anfotérico), por vezes, a propria fase gordurosa pode apresentar poder emulsivo,

como acontece com a lanolina que emulsiona a agua no 6leo. A escolha do
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emulgente é extremamente importante, lembrando que o equilibrio hidréfilo — lipéfilo
(EHL) é uma propriedade aditiva, podendo eleger-se dois ou mais emulsivos de
sinais contrarios, desde que a sua mistura proporcione o EHL adequado a emulsao

(DE MELO, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico

Foram realizadas cinco coletas (dezembro de 2004, margo, maio e outubro de
2005 e abril de 2006) do material botanico, Lippia sidoides Cham., cultivado na Horta
medicinal do Centro de Treinamento de Carpina - CETREINO - municipio de

Carpina —PE. Todas as coletas ocorreram no periodo da manha.

Inicialmente, coletou-se a planta inteira (raiz, caule, folha e flor), a qual foi
deixada para secar ao ar livre, sem incidéncia de luz solar, a temperatura ambiente
(28 — 30 °C). Apos a secagem, suas partes foram separadas manualmente,
trituradas em moinho elétrico e acondicionadas em depdsitos de vidro com tampa.
Este material serviu para realizacdo de testes preliminares de atividade, para

selecao da parte mais ativa da planta.

As demais coletas destinaram-se a obtencdo do material da parte selecionada
para realizacdo de testes complementares e preparacdo do creme. Ao material

coletado foi dispensado o mesmo tratamento descrito acima.

Foram preparadas exsicatas do espécime estudado, que se encontram
depositadas no Herbario IPA, do Instituto de Pesquisas Agronémicas do Estado de

Pernambuco, sob o N° 70.207.
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4.2 Microorganismos-teste

Linhagens de Candida spp foram obtidas no Laboratério Municipal de Saude
Publica do Recife (LMSPR) e na Unidade de Laboratério do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (ULAB-HC), isoladas de material de secregao
vaginal e posteriormente identificadas, no Laboratério de Farmacos e Ensaios
Antimicrobianos (LFEA) do Departamento de Antibiéticos da UFPE. As linhagens de
Candida spp foram mantidas sob refrigeragdo e transferidas periodicamente para
tubos de ensaio contendo o meio de cultura agar Sabouraud, assegurando, dessa

forma, a viabilidade das mesmas para a realizagao dos experimentos.

4.2.1 Identificacdo dos Isolados Clinicos

Sempre que possivel, os isolados clinicos de Candida spp foram
identificados, a nivel de espécie, utilizando-se o meio cromogénico CHROMagar
Candida® (PROBAC do Brasil) que permite o isolamento e diferenciacdo da maioria

das espécies de Candida.

4.3 Obtencéo dos Extratos Vegetais

Extratos brutos das diferentes partes da planta (raiz, caule, folha e flor), foram
obtidos com etanol P.A. (marca Vetec) e etanol a 70%, na proporgdo de 1g do
material vegetal para 5 mL de solvente (1:5, peso-volume), por maceragdo em

repouso durante seis dias a temperatura ambiente (28—-30°C), ao abrigo da luz. Apos
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esse periodo, os extratos foram filtrados em papel de filtro, procedendo-se uma
segunda extragao, para garantir o maximo de obtencéo dos principios ativos. Apos
filtracdo, o extrato foi evaporado em Rota-Evaporador (Janke & Kunkel Ika-Werk) a

temperatura constante de 45+1°C (Figura 4.1).

Material vegetal
(15 dias — 28 -30 °C)

g

(|

Extracao
maceragéo 6 dias: 28 — 30 °C
(planta + solvente — 1:5 peso-volume)

{
Filtracdo
4
Evaporacao
(rota-evaporador)
4
Extrato bruto

Figura 4.1 — Representacéo esquematica da obtencao dos extratos vegetais
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4.4 Avaliacdo da Atividade Antifungica “In Vitro” dos Extratos Brutos

Todos os procedimentos envolvendo a obtencédo dos extratos vegetais e testes
de atividade antifungica foram realizados no Laboratério de Farmacos e Ensaios

Antimicrobianos (LFEA) do Departamento de Antibiéticos da UFPE.

4.4.1 Selecdo do Extrato Mais Ativo

Preliminarmente, foi realizado um screening da atividade antifungica dos
extratos etandlico e hidroalcodlico de raiz, caule, folhna e flor de Lippia sidoides
Cham. contra seis isolados clinicos de Candida spp, para sele¢cao do extrato com
melhor atividade. O extrato selecionado foi testado frente a 45 linhagens de Candida

spp, isoladas de secrecao vaginal.

A atividade antifungica in vitro foi avaliada, qualitativamente, de acordo com o
método de difusdo em disco de papel, descrito por Bauer et al. (1966), utilizando-se
uma concentragcdo de 2.000 pg/disco e quantitativamente, pela determinagdo da
Concentragdo Minima Inibitéria — CMI do extrato mais ativo (GROVE; RANDALL,

1955; LORIAN, 1986).

Como padrdao de comparagdo dos resultados, foi utilizado o antifungico
Fluconazol, cedido pela Farmacia Escola do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco.
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4.4.2 Teste de Difusdo em Disco de Papel

A técnica de difusao em disco de papel se baseia na inibicdo do crescimento
do microrganismo, com consequente formagao de um halo de inibigao, na superficie
do meio de cultura solido semeado com o microrganismo-teste, ao redor de um
disco de papel de filtro impregnado com a substancia em estudo (Figura 4.2). Este
método informa se o microrganismo € sensivel ou resistente a uma determinada

substancia numa concentragao conhecida (KONEMAN, et al., 2001).

Discos de papel (Whatman n® 2) com 6 mm de diametro (LORIAN, 1986)
foram impregnados, assepticamente, com 20 uL de uma solugéo a 100.000 ug/mL
dos extratos brutos em estudo, dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO), ficando

cada disco a uma concentragéo de 2.000 ug.

Para efeito de comparacao dos resultados, foi utilizada uma solugao a 2.500
ug/mL do antifungico Fluconazol, ficando cada disco a uma concentragao de 25 ug

(BARRY et al., 2002).

Os testes foram realizados em ftriplicata, expressando-se os resultados em
milimetros (mm), pela média aritmética dos didmetros dos halos de inibigdo obtidos,

calculando-se o desvio padrao.
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I Extrato bruto pilular I

J

Suspensdo microbiana Solucdo em DMSO —_— Discos de papel —
padronizada (100.000 pa/ml) 6mm

@ ‘ Semeadura ‘ E

(placas de Petri + meio de cultura)

{

Incubacéo
24-48h - 35°C

d

Leitura dos resultados
(halo de inibicdo em mm)

Figura 4.2 — Representacao esquematica do teste de difusdo em disco de papel

44.2.1 Meio de Cultura

Para manutencgao das linhagens de Candida spp, para o teste de difusdo em
disco e para determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI), utilizou-se o
meio agar Sabouraud (SAB) - Fabricante: Merck, preparado segundo as instrugoes

do fabricante.
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4.4.2.2 Padronizacdo dos Inéculos

Os inéculos fungicos foram obtidos a partir de culturas recentes (cultivo de
24 horas). As suspensdes foram preparadas com soro fisiolégico e padronizadas
com turbidez equivalente a do tubo n° 0,5 da escala de McFarland, que corresponde

a aproximadamente 10° UFC/mL (Unidades Formadoras de Colénias).

44.2.3 Semeio

As suspensdes fungicas padronizadas foram semeadas pela técnica de
spread plate no meio de cultura especificado no sub-item 4.4.2.1, contido em placas
de Petri, com swabs estéreis, e os discos de papel, previamente impregnados com
os extratos brutos e padrao de referéncia, foram colocadas sobre a superficie dos

meios semeados.

4.4.2.4 Incubacéo e Leitura

As placas semeadas foram incubadas em estufa BOD a uma temperatura
de 35°C por um periodo de 24 horas. Apds o periodo de incubacgao foi realizada a
leitura dos resultados, pela medicdo do didmetro dos halos de inibicdo do
crescimento fungico, formados em volta dos discos, utilizando-se para isso, uma
régua graduada em milimetros (mm). Foram considerados positivos os halos com

didmetro iguais ou superiores a 10 mm.
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4.4.3 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria — CMI

Para determinagcdo da CMI, foram selecionadas as linhagens que
apresentaram halos de inibicdo iguais ou superiores a 14mm de diametro no teste

de difusdo em disco de papel (sub-item 4.4.2).

A CMI do extrato bruto selecionado foi determinada pelo método de diluigdes
seriadas em meio solido (GROVE; RANDALL, 1955; LORIAN, 1986). Aliquotas de
diferentes volumes (1,0 mL; 0,5 mL; 0,25 mL; 0,12 mL; 0,06 mL; 0,03 mL e 0,015
mL) de uma solugéo a 20.000 ug/mL do extrato bruto, foram colocadas em placas de
Petri esterilizadas, as quais foi adicionado o meio de cultura agar Sabouraud
fundido, em quantidade suficiente para completar 10 mL, homogeneizando-se em
seguida. Apos solidificagdo do meio, as placas foram semeadas em estrias, com
suspensdes padronizadas dos inoculos fungicos (sub-item 4.4.2.2) e incubadas em

estufa BOD a 35°C por um periodo de 24 horas (Figura 4.3).

Como controle positivo, uma placa contendo apenas o meio de cultura foi
semeada e incubada em idénticas condi¢des, assegurando assim a viabilidade dos

microrganismos.

Apos o periodo de incubacéo foi realizada a leitura das placas, considerando-
se como valor de CMI, a menor concentracdo do extrato bruto selecionado que

impediu crescimento visivel do microrganismo semeado.
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DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA

ETAPA 1: Preparacdo da solucédo de Lippia sidoides Cham. a 20.000pg/mL

" > Q

Extrato Bruto DMSO Solugdo a
20.000pg/mL

ETAPA 2: Preparagdo das placas para determinagdo da CMI

Solugédo a
20.000pg/mL

imL 0,5mL 0,25mL 0,12mL | 0,06mL 0,03mL 0,01mL Controle
| ’ | ' | ) | ] | ) | ’ | ] |
- A . & . & -

Adicionar 10mL de meio Sabouraud / placa

e homogeneizar rotativamente
| | | | | | | |
ETAPA 3: Preparagao dos in6culos

= J = F

Inoculo Agua esterilizada Suspensédo Fangica
Fiangico (5mL) ajustada para o tubo 0,5
da escala de Mc Farland

ETAPA 4: Semeio com algaem L

ssssscas
= T TRt

Figura 4.3 - Representagdo esquematica da determinacédo da Concentracdo Minima Inibitéria
(CMI)
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4.5 Avaliacdo da Toxicidade

Foi determinada a toxicidade do extrato que apresentou melhor atividade
antifungica no teste de difusdo em disco de papel.
Os ensaios para avaliacdo da toxicidade foram realizados no Biotério do

Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco.

45.1 Animais

Foram utilizados camundongos albino Swiss fémeas (Mus musculus), com
faixa etaria de 60 dias e entre 25-35 g de peso corpoéreo, provenientes do Biotério do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em temperatura de 25 £ 2°C e

condigdes controladas de iluminagao (ciclo claro/escuro de 12 horas cada).

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE, processo n ° 23076.015542/2004-31.

4.5.2 Estudo Toxicolégico Agudo

A investigacdo da toxicidade aguda foi feita de acordo com a metodologia

preconizada por Karber e Behrens (1964), que determina a realizagdo dos ensaios

em duas etapas: preliminar (ensaios preliminares) e definitiva (ensaios definitivos).
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45.2.1 Toxicidade Aguda — Ensaios Preliminares

Os ensaios preliminares permitem determinar a maior dose que néo
apresenta letalidade (D4) e a menor dose capaz de provocar a morte de 100% dos
animais (D). Esta etapa representa uma avaliacdo estimativa das propriedades
téxicas de um fitoterapico, fornecendo informagdes acerca dos riscos resultantes de

uma exposicao de curta duragao (DI STASI, 1996).

Os animais foram divididos em grupos contendo seis camundongos (n=6)
cada. Estes foram previamente marcados, pesados e privados de ragao por 12

horas antes da realizagdo dos ensaios, recebendo agua ad libitum (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Grupo de camundongos albino Swiss fémeas (Mus musculus) utilizados no teste de
toxicidade aguda: A) Rabo marcado; B) Lombo marcado: C) Cabeca marcada; D)
Cabeca e rabo marcados; E) Cabeca, rabo e lombo marcados; F) Sem marca.
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Inicialmente foram administradas doses do extrato selecionado (sub-item
4.4.1) em concentragdes crescentes seguindo uma progressao geomeétrica de razéo
2, as quais variaram entre 500 — 2.000 mg/kg de peso corporeo, por via

intraperitoneal (Figura 4.5).

Posteriormente as doses foram ajustadas para a definicdo de D; (maior
dose que nao apresenta letalidade) e D, (menor dose capaz de provocar a morte de

100% dos animais).

Figura 4.5 — Aplicacdo intraperitoneal do extrato bruto selecionado de Lippia sidoides Cham.,
diluido em solucdo fisiologica, em camundongo albino Swiss fémeas (Mus
musculus).

Na preparagdo das doses, o extrato foi pesado em balanga analitica
(CELTAC — FA 2104 N) e diluido em solucao fisiologica (0,9% de NaCl, p/v),
utilizando-se para isso, 2-3 gotas dos tensioativos: Tween 80 e 6leo de girassol. O
grupo controle recebeu apenas solugéo fisiolégica e os tensioativos, nas mesmas
quantidades.

Nos primeiros 60 minutos apés a administracdo da solugdo do extrato,

foram observados parametros tais como: sinais de toxicidade de carater geral,
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efeitos sobre deambulagcdo, reagdes comportamentais, alteragdes da freqiéncia
respiratoria e numero de 6bitos. Os animais permaneceram em observacao durante

48 horas.

4.5.2.2 Toxicidade Aguda — Determinacao da DLsg

Apos definicdo de D1 e D, nos ensaios preliminares, passou-se a etapa
definitiva com aplicagdo de doses crescentes do extrato bruto selecionado (sub-item
4.4.1), com a finalidade de se determinar a dose letal média (DLso), representada

pela formula:

DLso = Df - Z(ab) /'n

Onde,
Df = dose minima capaz de matar todos os animais;
a = diferenca entre duas doses consecutivas administradas;
b = média de animais mortos entre duas doses consecutivas;

N = numero de animais por lote

4.6 Estudo Farmacotécnico

4.6.1 Obtencdo do Creme Vaginal

Foi preparado um creme tipo emulsdo 6leo em agua (O/A). O método

utilizado foi o de fusdo, no qual, os componentes foram misturados apds serem

fundidos/aquecidos e, posteriormente, resfriados sob agitagdo constante até
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obtencao do creme. A incorporagao do extrato bruto selecionado foi feita por ultimo,
quando a temperatura da mistura se encontrava suficientemente baixa, para evitar
possivel decomposicdo ou volatilizagdo de alguns de seus componentes (ANSEL,;

POPOVICH; ALLEN-JUNIOR, 2000; FONSECA; PRISTA, 1984).

Foram testadas sessenta formulagdes centesimais, variando-se a quantidade

dos componentes da fase hidrofilica ou dispersante e da fase lipofilica ou dispersa.

A melhor formulagdo encontrada foi utilizada para obtengdo do creme vaginal a base

do extrato bruto selecionado de Lippia sidoides Cham.

4.6.1.1 Componentes da Fase Oleosa (Lipofilica) ou Apolar

Acido Estearico

L

Alcool Cetoestearilico

L

Glicerina

4.6.1.2 Componentes da Fase Aquosa (Hidrofilica) ou Polar

Trietanolamina

L

L

Agua Destilada
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4.6.1.3 Técnica Preparatéria do Creme Vaginal

Os componentes da férmula foram pesados em balanca analitica e medidos
em provetas nas quantidades necessarias para cada formulacédo centesimal testada,

e reservados.

Em um béquer de 100 mL foram aquecidos os constituintes lipossoluveis
(fase lipofilica) a 70°C, utilizando-se uma placa de aquecimento. Em outro béquer
foram colocados os constituintes hidrossoluveis (fase hidrofilica) e igualmente

aquecidos a mesma temperatura.

A fase lipofilica foi colocada em um gral de porcelana, a qual foi adicionada
lentamente a fase hidrofilica, homogeneizando-se energicamente com movimentos
alternados de pilacdo e rotagao, tendo-se o cuidado de minimizar a aeragao da

mistura.

Quando a mistura atingiu a temperatura de aproximadamente 35°C, o
extrato bruto selecionado (sub-item 4.4.1) de Lippia sidoides Cham foi adicionado,
mantendo-se a homogeneizagao constante até consisténcia final, obtendo-se, desta
forma, um creme de coloragao verde oliva brilhante (DE MELO, 2002).

Os estudos farmacotécnicos para formulagdo do creme vaginal foram
realizados no Laboratério de Desenvolvimento de Fitomedicamentos e
Fitocosméticos (LABDEFF), CECINE — PROEXT da Universidade Federal de

Pernambuco.
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4.7Avaliagcédo da Atividade Antifungica do Produto Acabado

A atividade antifungica in vitro do creme vaginal a base de Lippia sidoides Cham.,
formulado conforme descrito no sub-item 4.6.1.3, foi avaliada qualitativamente pela
técnica do pogo em camada dupla (well) (GROOVE; RANDALL, 1955) e pela técnica
do agar spot test (GAGNON et al., 2004; TOURE et al., 2003), utilizando-se,
respectivamente, uma concentragdo de 2.000 ug/pogo e de 2.000 ug/spot. Para
realizacdo dos ensaios, foram selecionadas duas linhagens de Candida spp que
apresentaram os maiores halos de inibigao no teste de difusdo em disco.

Os testes foram realizados em ftriplicata e os resultados expressos pela média

aritmética dos didametros dos halos de inibigdo obtidos nas trés placas.

4.7.1 Padronizacdo dos In6culos Fungicos

Os inoculos fungicos foram padronizados conforme descrito no sub-item

442.2.

4.7.2 Técnica do Poco em Camada Dupla (Well)

4.7.2.1 Preparacéo das Placas de Petri

Foi utilizado o meio de cultura agar Sabouraud (MERCK), preparado

segundo as instrugdes do fabricante e esterilizado em autoclave por 15 minutos a

121°C. O meio foi liquefeito e distribuido em placas de Petri (cerca de 10 mL)
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previamente esterilizadas, para obtengdo da camada base e deixado solidificar em
superficie plana. A seguir foram adicionados 5,0 mL do mesmo meio fundido e
resfriado a uma temperatura aproximada de 50°C, adicionado de 1,0 mL do indculo,
para formar a camada seed (sementeira). Apds solidificagdo, as placas foram
colocadas em refrigerador por 15 minutos, para uma rapida solidificagcédo da camada

seed.

Apods a solidificacédo, foram perfurados, em camara de fluxo laminar, pogos
de 6 mm de didmetro, com auxilio de uma canula de vidro esterilizada. Em seguida

o agar recortado foi removido com alga de platina flambada em bico de Bunsen.

4.7.2.2 Diluicdo do Creme

Em balanga analitica foram pesadas 1.022,6 mg do creme vaginal,
formulado no sub-item 4.6.1.3, equivalente a 34 mg do extrato bruto selecionado
(sub-item 4.4.1) de Lippia sidoides Cham., o qual foi diluido, assepticamente, em 1
mL de agua destilada estéril, obtendo-se uma solugdo a uma concentragdo de
34.000 pug/mL. Desta solugao, foram transferidos 60 uL (equivalente a 2.000 pug do

extrato bruto) para cada poco.

As placas foram mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos, para

difusdo do agente antimicrobiano e em seguida incubadas a 35 °C durante 24 horas.
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4.7.3 Técnicado Agar Spot Test

O teste foi realizado em placas de Petri contendo 10 mL de agar Sabouraud
semeado, pela técnica do spread plate, com a suspensdo padronizada das
linhagens de Candida spp selecionadas.

Sobre a superficie do meio semeado foram colocadas 60 mg do creme
vaginal, formulado no sub-item 4.6.1.3, equivalentes a 2.000 ug do extrato bruto
selecionado (sub-item 4.4.1). As placas contendo os spots foram mantidas a
temperatura ambiente por 30 minutos e em seguida incubadas a 37°C por 18-24

horas.

4.8 Determinacao das Classes de Compostos

A prospecgdo dos diversos constituintes quimicos do extrato bruto selecionado
(sub-item 4.4.1) de Lippia sidoides Cham. (com excegado de protidios, lipidios e
outras substancias macromoleculares) foi realizada com base em técnicas de
caracterizagao que permitem detectar a presenca ou auséncia de determinadas
classes de compostos.

Os grupos de constituintes analisados estdo listados na Tabela 4.1 (MATOS,
1997). A determinagéo das classes de compostos foi realizada com o extrato bruto
selecionado no sub-item 4.4.1.

Os ensaios fitoquimicos foram realizados no Laboratorio de Quimica de
Produtos Naturais do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de

Pernambuco.
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Tabela 4.1 - Reagentes de complexagdo utilizados na prospec¢do da constituicdo quimica do
extrato bruto selecionado de Lippia sidoides Cham.

CLASSES
DE COMPOSTOS

FENOIS

TANINOS PIROGALICOS
(HIDROLISAVEIS)

TANINOS FLOBABENICOS
(CONDENSADOS)

ANTOCIANINAS E
ANTOCIANIDINAS

FLAVONOIS E XANTONAS

CHALCONAS E AURONAS

FLAVANONOIS
LEUCOANTOCIANIDINAS
CATEQUINAS
FLAVANONAS

ALCALOIDES

BASES QUATERNARIAS

QUINONAS

TRITERPENOIDES

ESTEROIDES

SAPONINAS

ACIDOS FIXOS FORTES

CUMARINAS

REAGENTES _
DE COMPLEXACAO
FeCI3
FeCI3
FeC|3

Acidular a pH 3, alcalinizar
apH85eapH11
Alcalinizar a pH 11

Acidular a pH 3, alcalinizar a pH 11

Alcalinizar a pH 11

Acidular com HCla pH 1-3
Acidular com HCl a pH 1-3
Alcalinizar com NaOH a pH 11

Reagentes:Hagen, Mayer e
Dragendorff (meio acido)

Acidular o meio

Sol. etérea, adicionar NH,OH 6N
Cloroférmio, Anidrido acético,
N32804Y H2804

Cloroférmio, anidrido acético,

N82804 e H2804

Agua destilada: 2 a 3 ml

NH4OH; NaOH 1 N; reagente de
Nesler

KOH 1N. Radiagao UV

REACOES OBSERVADAS
(TESTE POSITIVO)

Cor variavel: azul — vermelho

Ppt. escuro: cor azul

Ppt. escuro: cor verde
Acido (pH 3) — vermelha
alcalino (pH 8,5) — lilas
alcalino (pH 11) — azul

Coloragao amarela

Acido (pH 3) — vermelho;
Alcalino (pH11): verm. purpura

Coloragao vermelho - laranja
Coloragao vermelha
Coloragao pardo-amarela
Coloragao vermelho laranja

Precipitado floculoso

Precipitado floculoso

Coloragao vermelha na fase
aquosa alcalina

Coloragao pardo até vermelha
Coloracgao azul evanescente
até verde permanente

Formagdo de espuma apos
agitagdo (2 min.)

Coloragdo marrom no frasco
que contém NaOH

Fluorescéncia azulada forte
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4.9 Analise Cromatografica

Visando comprovar a presenga de timol, composto fendlico com reconhecida
atividade antibacteriana e antifungica (constituintes majoritarios de Lippia sidoides
Cham.), conforme relatado por diversos autores (CARVALHO et al.,, 1998;
CRAVEIRO et al., 1981; LEMOS et al., 1990, 1992; PASCUAL et al., 2001), foram
realizadas analises cromatograficas do extrato bruto selecionado no sub-item 4.4.1,
empregando-se placas de silica F254 Merck, eluida no sistema tolueno/cloroférmio
(9,5:0,5). A revelagdo do compostos quimicos foi feita através da luz ultravioleta de
comprimento de onda variando de 254 a 366nm. (HARBORNE, 1982; WAGNER,

1996).

4.10 Bioautograma

O teste de bioautografia foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Romeiro (2001). Este ensaio permite comparar a atividade do extrato estudado,
através de revelacgao biolégica com a do Timol, referido, por diversos autores, como

o principal responsavel pela atividade antifungica de Lippia sidoides Cham.

O ensaio foi realizado em duplicata, utilizando-se uma das linhagens de Candida

spp que apresentou o maior halo de inibicdo no teste de difusdo em disco.

Em placas de cromatografia em camada delgada (15 x 5 cm), foram aplicados 5

ML de uma solugdo a 200.000 pg/mL do extrato bruto selecionado (sub-item 4.4.1) e
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5 uL de uma solucédo de Timol a 80.000 ug/mL (obtendo-se uma concentragao de
1.000 ug do extrato e 400 ug de Timol, no ponto de aplicagdo). As placas foram
submetidas ao sistema eluente tolueno/cloroférmio (95:5). Apds secagem, as placas
cromatografadas foram colocadas em placas de Petri e sobre elas verteu-se o meio
de cultura agar Sabouraud, contendo a suspensdo padronizada da linhagem de
Candida spp selecionada (1 mL de suspenséo para 5 mL de meio). As placas foram
incubadas a 35°C, em estufa BOD, até nitido crescimento do microrganismo (48 h),

para observacio da presenca ou ndo de halos de inibigao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéao e Identificagdo dos Isolados Clinicos

Foram obtidas 45 linhagens de Candida spp, isoladas de secrec¢ao vaginal, das
quais, 32 foram identificadas como Candida albicans (71,1%), cinco como Candida
tropicalis (11,1%), uma Candida krusei (2,2%) e sete nao foram identificadas a nivel

de espécie (15,6%) (Figura 5.1).

Figura 5.1 — Identificacdo de espécies de Candida em meio CHROMagar Candida®: A) Candida
albicans; B) Candida tropicalis; C) Candida krusei; D) Candida sp.

A grande predominancia de C. albicans entre os isolados estudados, coincide
com as afirmagdes de Galle e Gianinni (2004), segundo os quais, esta espécie &

responsavel por 84% dos casos de candidiase vaginal.
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Da mesma forma, Azzam et al. (2002) estudando vulvovaginites causadas por
Candida spp e Trichomonas vaginalis em mulheres sexualmente ativas, afirmam ter
encontrado 87% de C. albicans nos casos positivos de candidiase vulvovaginal

(CWV).

Buchta e Spacek (2004) encontraram C. albicans presente em 88,5% dos casos
de candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR) em pacientes do Hradec Kralove
Faculty Hospital, no periodo de 1995-2002. Dentre as espécies Nao-C. albicans,

relatam 4,9% de C. glabrata e 3,1% de Candida krusei.

A identificacdo de espécimes de Candida tropicalis (11,1%) e Candida krusei
(2,2%), usando o meio CHROMagar Candida® também vem de encontro a quanto
referido por Eyler, Pierson e Reed (1996) que relatam haver encontrado percentuais
de 5,3% e 2,6% de ocorréncia destas espécies, respectivamente, utilizando o meio

Diamond’s modificado.

As linhagens estudadas, com seus respectivos laboratorios de origem, estédo

listadas na Tabela 5.1.



Farias, Edineide M. F. G. de

Tabela 5.1 — Linhagens de isolados clinicos de Candida spp, obtidos de secrecéo vaginal.

NO

01 Candida albicans
02 Candida albicans
03 Candida albicans
04 Candida albicans
05 Candida albicans
06 Candida albicans
07 Candida albicans
08 Candida albicans
09 Candida sp

10 Candida sp

11 Candida albicans
12 Candida sp

13 Candida albicans
14 Candida albicans
15 Candida tropicalis
16 Candida albicans
17 Candida albicans
18 Candida tropicalis

19 Candida albicans
20 Candida albicans
21 Candida tropicalis
22 Candida albicans
23 Candida albicans
24 Candida albicans

25 Candida albicans
26 Candida albicans
27 Candida albicans
28 Candida sp

29 Candida albicans

30 Candida sp

31 Candida krusei
32 Candida albicans
33 Candida sp

34 Candida albicans
35 Candida albicans

36 Candida tropicalis
37 Candida sp

38 Candida albicans
39 Candida albicans
40 Candida tropicalis

41 Candida albicans
42 Candida albicans
43 Candida albicans
44 Candida albicans
45 Candida albicans

Avaliacdo da atividade antifangica de Lippia sidoides...

Espécie Origem

ULAB-HC
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
ULAB-HC
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR
LMSPR

61
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5.2 Obtencao dos Extratos Brutos
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O rendimento dos extratos brutos, etandlico e hidroalcodlico, obtido das

diferentes partes da planta encontra-se discriminado na Tabela 5.2.

Os extratos da raiz e caule foram evaporados a secura, entretanto, devido ao alto

teor de 6leo contido nas folhas e flores, tais extratos ndo chegaram a secura, sendo

concentrados até uma consisténcia denominada extrato pilular.

Tabela 5. 2 — Rendimento dos extratos brutos, etanélico e hidroalcodlico, das varias partes

da planta.
Material Solvente Rendimento

Parte botanica/ Solvente botanico (mL) (@)
Raiz / Etanol gf%) 200 2,88
Raiz / Etanol a70% 89.25 446,25 3,80
Caule / Etanol 200 1000 4,48
Caule / Etanol a 70% 200 1000 1,66
Folha / Etanol 100 500 7,07
Folha/ Etanol a 70% 100 500 3,87
Flor / Etanol 50 250 6,42
Flor / Etanol a 70% 50 250 0,47
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5.3Avaliacao da Atividade Antifungica de Lippia sidoides Cham.

5.3.1 Testes Preliminares

O ensaio preliminar com os extratos brutos, etandlico e hidroalcodlico, das

diferentes partes da planta mostrou que o extrato etandlico bruto pilular da folha e o

extrato etandlico bruto pilular da flor de Lippia sidoides Cham. foram os que

apresentaram os melhores halos de inibicdo para as seis linhagens de Candida

albicans testadas (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 — Atividade antifiingica dos extratos brutos, etanolico e hidroalcoélico, de diferentes partes
de Lippia sidoides Cham., frente a isolados clinicos de Candida albicans em meio agar
Sabouraud (Halo de inibicdo em mm).

EXTRATOS
LINHAGEM ETANOLICO HIDROALCOOLICO

Raiz Caule Folha Flor Raiz Caule Folha Flor
01 - C. albicans 15 00 20 20 00 12 20 18
02 - C. albicans 12 10 21 20 00 00 18 17
03 - C. albicans 10 09 26 24 00 10 20 20
04 - C. albicans 00 00 22 21 00 00 18 17
05 - C. albicans 12 10 25 23 00 10 20 18
06 - C. albicans 12 09 22 19 00 00 20 15

O extrato etandlico bruto pilular da folha de Lippia sidoides Cham. apresentou

maior atividade antifungica, com halos superiores a 20 mm de didmetro para todas

as linhagens de Candida albicans testadas, sendo, desta forma, o extrato

selecionado para a realizagao de todos os testes descritos na metodologia.
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5.3.2 Atividade Antifungica do Extrato Etandlico Bruto Pilular de Folhas de

Lippia sidoides Cham.

O extrato etandlico bruto pilular da folha de Lippia sidoides Cham.,
selecionado no teste preliminar, apresentou atividade para os 45 (100%) isolados
clinicos de diferentes espécies de Candida testadas, com halos de inibigdo entre 12

e 20 mm de didmetro (Tabela 5.4).

Com o Fluconazol, usado como padrdo de comparagao, 8 (17,7%) das 45
linhagens de Candida spp n&o foram inibidas; 16 (35,5%) apresentaram halos de
inibicdo entre 11 e 20 mm de didmetro; 6 (13,3%), halos de 21 a 30 mm e 15

(33,3%), halos acima de 31 mm (Tabela 5.4).

A presenca de colOnias resistentes ao Fluconazol, in vitro, ratifica as
afirmacdes de Coleman et al. (1998) que chama a atengéo para o surgimento de
linhagens de C. albicans com susceptibilidade diminuida a esta droga, in vivo e in

vitro, em candidiases recorrentes.

Observou-se uma maior sensibilidade de C. albicans, quando comparada com
C. krusei e C. tropicalis, confirmando quanto relatado por Coleman et al. (1998),
segundo o qual € comum, especialmente em candidiases recidivas, a substituicdo
de C. albicans por espécies nao-C. albicans, mais resistentes, como C. krusei e C.

tropicalis, entre outras.
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Tabela 5.4 — Atividade antifngica do extrato etanélico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. e
fluconazol, frente a isolados clinicos de Candida spp em meio agar Sabouraud.

HALOS DE INIBICAO (mm)

MICRORGANISMO EXTRATO FLUCONAZOL

(X£3d) (X£3d)
01 - Candida albicans 16+ 0 0+ 0
02 - Candida albicans 19 + 0 0+ 0
03 - Candida albicans 12,66 + 0,58 0-+ 0
04 - Candida albicans 13,66 + 0,58 19,33+ 1,15
05 - Candida albicans 18,33 + 0,58 0+ 0
06 - Candida albicans 17+ 1,73 18,50 + 0,50
07 - Candida albicans 17+ 0 0+0
08 - Candida albicans 14 +1 31,33+ 1,53
09 - Candida sp 12,66 + 0,58 14,16 £ 0,29
10 - Candida sp 15,33+ 0,58 11,66 + 0,57
11 - Candida albicans 20,33 + 0,58 38+ 0
12 - Candida sp 14,66 + 0,58 0+ 0
13 - Candida albicans 14,66 + 0,58 36,66 + 1,15
14 - Candida albicans 14,66 + 0,58 41,33+ 1,15
15 - Candida tropicalis 14,33 + 0,58 30+ 0
16 - Candida albicans 17+ 0 35,33+ 0,57
17 - Candida albicans 19,33 + 3,21 20,83+ 0,76
18 - Candida tropicalis 13+ 0 36+ 1,73
19 - Candida albicans 15+ 0 00
20 - Candida albicans 17,33 + 0,58 38+ 2
21 - Candida tropicalis 13+ 1 30+ 0
22 - Candida albicans 17,66 + 0,58 38+ 0
23 - Candida albicans 15,66 + 1,15 13,66 + 0,57
24 - Candida albicans 17+ 0 36,33 + 2,89
25 - Candida albicans 16,66 + 0,58 18,66 + 1,15
26 - Candida albicans 17 £1 18,16 + 0,76
27 - Candida albicans 16,33+ 1,15 30+ 0
28 - Candida sp 12+ 1 14,33 + 2,52
29 - Candida albicans 14,66 + 0,58 40+ 0
30 - Candida sp 12+ 0 13,66 + 0,57
31 - Candida krusei 9,33+ 0,58 0+ 0
32 - Candida albicans 17,33 + 0,58 17,66 + 0,57
33 - Candida sp 12,66 + 0,58 15+ 0
34 - Candida albicans 18+ 0 22,66 + 0,57
35 - Candida albicans 16,66 £ 1,15 18,83 + 0,29
36 - Candida tropicalis 12,66 + 1,15 32+ 2
37 - Candida sp 15+ 0 24,83+ 0,76
38 - Candida albicans 19+ 0 17,66 + 0,57
39 - Candida albicans 16,66 + 0,58 35+ 0
40 - Candida tropicalis 13,33+ 0,58 13+ 0
41 - Candida albicans 16,66 + 0,58 21,33 + 0,57
42 - Candida albicans 19,66 + 0,58 20,33 + 0,57
43 - Candida albicans 19,66 + 1,53 40+ 0
44 — Candida albicans 17,66 + 0,58 40+ 0
45 — Candida albicans 17,33+ 0,58 40+ 0

X = Média Aritmética; 8 = Desvio Padréao
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Na figura 5.2 pode-se observar o halo de inibicdo formado pelo extrato
etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. frente a uma linhagem de
Candida albicans. A figura 5.3 mostra uma linhagem de Candida albicans sensivel

(A) e uma resistente (B) ao Fluconazol (padréao de comparagéao).

Figura 5.2 — Halo de inibicdo de uma linhagem de Candida albicans formado pelo extrato
etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham., pelo teste de difusdo em
disco de papel.

Figura 5.3 — A) Linhagem de Candida albicans sensivel ao fluconazol, com col6nias resistentes
dentro do halo de inibicdo; B) Linhagem de Candida albicans resistente ao
fluconazol, pelo teste de difuséo em disco de papel.
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Vale ressaltar, que os halos obtidos com o extrato etandlico bruto pilular de
folnas de Lippia sidoides Cham. apresentaram-se limpidos, sem presenga de
colbnias resistentes, observadas nos halos de inibicao formados pelo fluconazol em

43,5% das linhagens testadas.

Nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6, pode-se comparar a sensibilidade das linhagens
de Candida spp testadas, frente ao extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia

sidoides Cham. e ao Fluconazol.

Extrato etanolico

45 - L Fluconazol
40 -
35 -
30 -
25
20 -
15 4
10

Média do halos de inibicao
(mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Linhagens de Candida

Figura 5.4 — Atividade antifingica do extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides
Cham., e do fluconazol, frente as linhagens 1 a 15 de Candida spp.
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Média dos halos de inibicédo
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Linhagens de Candida

Figura 5.5 — Atividade antifungica do extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides
Cham. e do fluconazol, frente as linhagens 16 a 30 de Candida spp.

Extrato etandlico

Fluconazol

Média dos halos de inibicdo
(mm)

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Linhagens de Candida

Figura 5.6 — Atividade antifungica do extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides
Cham. e do fluconazol, frente as linhagens 31 a 45 de Candida spp.

Estes resultados confirmam as informagdes de Lorenzi e Matos (2002) que
refere uma forte atividade do 6leo essencial e do extrato etandlico desta espécie,

para Candida albicans e outras espécies de Candida, isoladas do fluido vaginal.
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5.4 Concentragdo Minima Inibitéria — CMI

A Concentragdo Minima Inibitéria para todas as linhagens de Candida spp
testadas foi de 250 ug/mL. De acordo com Duarte et al. (2005) e Aligiannis et al.
(2001), os valores de CMI obtidos neste estudo, permitem classificar o extrato
etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. como um forte inibidor de

Candida spp.

A figura 5.7 mostra as placas contendo diferentes concentragdes do extrato
etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham., frente a cinco linhagens
de Candida spp, apresentando inibicdo do crescimento de todas as linhagens, até a

placa n°. 4, contendo 0,12 mL da solugéo a 2.000 ug/mL do extrato.

Figura 5.7 - Placas de Petri contendo diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto pilular
de folhas de Lippia sidoides Cham., frente a cinco linhagens de Candida spp,
isoladas de secrecdo vaginal: 1) 2.000 pg/mL; 2) 1.000 pg/mL; 3) 500 pg/mL; 4)
250 pg/mL; 5) 125 pg/mL; 6) 62,5 ug/mL; 7) 31,2 ng/mL; 8) 0,0 ug/mL (controle).
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5.5 Avaliagéo da Toxicidade

Neste estudo foram realizados ensaios preliminares (Tabela 5.5) e definitivos
(Tabela 5.6), para a determinagao da DLs do extrato etandlico bruto pilular de folhas
de Lippia sidoides Cham. em camundongos albino Swiss fémeas (Mus musculus) . A
via de administragcao utilizada foi intraperitoneal. Os efeitos encontrados através das
reacbes comportamentais, demonstraram acao estimulante sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC) dos animais testados, com concentragbes diversas do

extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham.

Inicialmente as reacdes comportamentais com acao estimulante que mais se
destacaram, de acordo com as doses administradas, foram: agitagao (950, 960,
1.000, 1.335, 1.350 e 2.000 mg/Kg), seguida de reagcao de fuga (960, 980, 1.300,
1.335 e 1.500 mg/Kg), pilo-eregao (950, 980 e 2.000 mg/Kg), e tremores
finos/grosseiros (1.300, 1.335 e 1.500 mg/Kg), as quais perduraram durante toda a

fase experimental.

Quanto aos demais efeitos estimulantes sobre o SNC, classificados como
acentuados, foram evidenciados: na dose de 950 mg/Kg, movimentos circulares; 980
mg/Kg, erecdo de cauda, movimentos esteriotipados e agressividade; 1.300 mg/Kg,
convulsao; 1.335 mg/Kg, movimentos estereotipados e circulares; 1.500 mg/Kg,

movimentos de vibrissas e 2.000 mg/Kg, exoftalmia.
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Tabela 5.5 — Principais rea¢cdes comportamentais relacionadas as doses administradas por via
intraperitoneal, do extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides

Cham., nos ensaios preliminares da avaliagdo da toxicidade aguda

Acdes Doses
950 | 960 | 980 | 2000 |
SN CENTRAL
Estimulantes
1 Freqliéncia respiratoria + - - +
Agitacao +++ +++ ++ +++
Piloeregao +++ - 4+ e+
Exoftalmia ++ - + et
Movimentos estereotipados + ++ +++ ++
Movimentos circulares +++ - ++ ++
Movimentos de vibrissas + + + +
Convulséao clénica - - - -
Convulsao + - - -
Tremores finos/grosseiros ++ - ++ ++
Erecdo de cauda + + + ++
Postura de ataque ++ - ++ -
Agressividade ++ - +++ -
Saltos - - - -
Reacéo de fuga ++ +++ +4++ ++
Depressores
Abaixamento trem posterior + + + +++
Dispnéia + +++ + ++
|Frequéncia respiratoria - - - ++
Sedacédo - ++ - -
Prostragao - ++ - ++
Outros comportamentos
Alteragao de marcha +++ +++ +++ ++
Contorgbes abdominais - + +++ -
Elevacgéo de trem anterior - + - -

SN Autbnomo

TExcrecéo fecal + + + +++
Espasmos + +++ + +
Diarréia - - F+ .
Refluxo + + - +
Palidez + + 4+ +
Distensdo abdominal - - - -
Diurese aumentada - - - -
Irritac&o da conjuntiva + +++ - +
Espasticidade - - - ++
Cianose - - - ++
Edema de focinho + - - T+

- = sem efeito (ausente em todos o0s animais do grupo)

+ = efeito leve (presente em 1-2 animais do grupo)

++ = efeito moderado (presente em 3-4 animais do grupo)
+++ = efeito acentuado (presente em 5-6 animais do grupo)
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Tabela 5.6 - Principais rea¢des comportamentais relacionadas as doses administradas por via

intraperitoneal, do extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides

Cham., nos ensaios definitivos da avaliacao da toxicidade aguda.

Acdes Doses
1000 | 1300 | 1.335 1350 | 1.500
SN CENTRAL
Estimulantes
1 Frequiéncia respiratéria + ++ + - +
Agitacao +++ ++ +++ +++ ++
Piloerecéo ++ ++ + ++ +
Exoftalmia - ++ + - ++
Movimentos estereotipados + ++ +++ ++ ++
Movimentos circulares + ++ +++ + +
Movimentos de vibrissas + + ++ - +++
Convulséo clénica - ++ + - -
Convulsao - +++ - - ++
Tremores finos/grosseiros ++ +++ +++ ++ +4++
Erecdo de cauda + + ++ - +
Postura de ataque - + + - -
Agressividade - ++ - - -
Saltos - ++ - - -
Reacao de fuga ++ +++ +++ ++ +4++
Depressores
Abaixamento trem posterior + ++ + - +
Dispnéia - +++ - + 4+
|FreqUéncia respiratéria - - - + ++
Sedacéao - - - - -
Prostragao +++ +++ + + +++
Outros comportamentos
Alteracao de marcha +++ +++ +++ +++ +++
Contorgoes abdominais - - ++ - -
Elevacgao de trem anterior - - - - -
SN Auténomo
TExcrecéo fecal - ++ + ++ -
Espasmos + +++ + + +
Diarréia +++ - - - -
Refluxo - ++ ++ -
Palidez + ++ ++ + -
Distensédo abdominal - - + - -
Diurese aumentada - - - + +
Irritacdo da conjuntiva - + + - +
Espasticidade - +++ +++ + -
Cianose - + + ++ 4+
Edema de focinho - - + - +

- = sem efeito (ausente em todos 0s animais do grupo)

+ = efeito leve (presente em 1-2 animais do grupo)

++ = efeito moderado (presente em 3-4 animais do grupo)
+++ = efeito acentuado (presente em 5-6 animais do grupo)
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Outros efeitos estimulantes, de carater moderado e leve, foram observados, logo
apoés a administracdo das doses, dentre os quais, podem ser citados: convulsao

clénica, postura de ataque e saltos.

Na maioria dos grupos de animais testados, apés a exacerbagao dos efeitos
estimulantes, foram observados efeitos depressores acentuados, dentre os quais
destacam-se: dispnéia, nas doses de 960, 1.300 e 1.500 mg/Kg; prostracéo (1.000,
1.300 e 1500 mg/Kg); sedagao (960 mg/Kg) e abaixamento de trem posterior (2.000

mg/Kg).

As doses de 950, 980, 1.335 e 1.350 mg/Kg apresentaram efeitos depressores

em menor escala, onde foram observadas reagdes mais breves.

Todos os animais apresentaram uma acentuada alteracdo da marcha, nas doses
testadas. No que diz respeito as alteragées do Sistema Nervoso Autdonomo (SNA),
foram evidenciadas reagdes de espasmos, espasticidade, diarréia, palidez e cianose

(Tabelas 5.5 e 5.6).

Como mencionado anteriormente, as reagdes comportamentais dos animais
comprovaram a atividade estimulante do extrato estudado, sobre o SNC. Esses
efeitos caracterizaram-se por agcdes ao nivel de receptores adrenérgicos, nicotinicos
e muscarinicos. As substancias estimulantes podem agir tanto por mimetizacao de
neurotransmissores, como também por efeito direto de agcao central. Tais efeitos
podem estar relacionados as alteracbes na neurotransmissao serotoninérgica

central, o que condiz com a literatura quando postula que as substancias que atuam
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no Sistema Nervoso Central podem agir estimulando-o ou inibindo-o (GILMAN A. G,;

GOODMAN; GILMAN A., 1996).

Além das alteragdes comportamentais, o numero de 6bitos verificado em cada
grupo, nas diferentes doses testadas, foi registrado. Nos ensaios preliminares, a
maior dose que nao apresentou letalidade (D1) foi 980 mg/Kg e a menor dose que

apresentou 100% de letalidade (D2) foi 2.000 mg/Kg (Tabela 5.7).

Tabela 5.7 — Namero de dbitos em relacéo as doses testadas, do extrato etanolico bruto pilular de
folhas de Lippia sidoides Cham., nos ensaios preliminares e definitivos, destacando-se
a D1 (maior dose que nédo apresentou letalidade) e D2 (menor dose que apresentou
100% de letalidade).

Dose Obitos
(mg/kg de peso corpéreo) (ap6s 48 horas)
950 0/6*
960 0/6*
980** 0/6*
1.000 1/6*
1.300 2/6*
1.335 3/6*
1.350 4/6*
1.500 5/6*
2.000%** 6/6*

* = nimero de animais por grupo
**=D1
*xx = D2

Os resultados encontrados, nas fases preliminares e definitivas, permitiram
estabelecer a relagdo de concentragdes das doses com o numero de ébitos, cujos
valores interpolados para um grafico, resultaram na construgdo da curva dose-

resposta, sigmdide (Figura 5.8), conforme relatado por Silva P. (2002).
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Figura 5.8 — Curva dose/resposta da toxicidade aguda do extrato etandlico bruto pilular de
folhas de Lippia sidoides Cham., aplicado intraperitonealmente em camundongos
albino Swiss fémeas.

O extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. apresentou
uma DLsy de 1.329,17 mg/Kg em camundongos albino Swiss fémeas, por via
intraperitoneal. A partir deste valor, estimou-se a dose adequada (10% do valor da
DLsp) para a elaboragdo de um creme vaginal numa faixa de seguranga pré-clinica

apropriada.

5.6 Obtencao do Creme Vaginal

As dez melhores formulagdes centesimais testadas na etapa inicial, destacando-
se a formulacdo utilizada na preparagdo do creme vaginal a base do extrato
etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. podem ser vistas na

Tabela 5.8.
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Tabela 5.8 — Variagdes das formulagdes centesimais de creme vaginal (CRE) & base do extrato
etanolico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham.
Formulacdes
Constituintes CRE |CRE |[CRE |CRE |CRE |CRE |CRE |CRE |CRE |[CRE10
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Acido estearico 10,0 (10,0 |10,0 (10,0 (10,0 (10,0 (10,0 |10,0 |10,0 |10,0
Alcool ceto- estearilico [ 10,0 [10,0 |10,0 |10,0 |10,0 |10,0 [10,0 [10,0 [10,0 |10,0
Glicerina 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 8,0 7,5 7,0 6,0 8,0
Trietanol-amina 4,0 4,5 5,0 55 4,0 4,0 55 5,0 6,0 5,0
Extrato vegetal 3,32 (3,32 (3,32 (332 (332 |3,32 |3,32 |3,32 [3,32 (3,32
Agua dest q.s.p. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

A tecnologia desenvolvida segundo a literatura, forneceu um produto acabado,

denominado, provisoriamente, CandLip, com qualidade dentro das especificacbes

dos compéndios oficiais (Figura 5.9). O creme vaginal formulado contém 133 mg do

extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. por volume

aplicado (4g), o que corresponde a sua dose terapéutica (10% do valor da DLsp),

equivalente a 66.500 Ul - Unidades Internacionais (FERREIRA, A., 2000).

CandLip - Creme vaginal

Extr Etnndli

PFllato

da Lippis
60.500 Uldose tamp

4 \
éullca

Figura 5.9 — Creme vaginal formulado com o extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia

sidoides Cham.
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5.7 Avaliacdo da Atividade Antifungica do Produto Acabado

O creme vaginal preparado a base do extrato etandlico bruto pilular de folhas de
Lippia sidoides Cham. inibiu as linhagens n°. 02 (Candida albicans) e n° 43
(Candida albicans), utilizando-se a técnica do agar spot test e a técnica do pogo em
camada dupla (Well), com halos que variaram entre 12,33 e 21 mm de diédmetro,

conforme mostram as figuras 5.10 e 5.11, respectivamente.

Figura 5.10 - Halos de inibicdo de Candida albicans (Linhagem n°. 02) pelo creme vaginal a base
do extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides: A) técnica do agar
spot test; B) técnica do poco em camada dupla (Well).

Figura 5.11 - Halos de inibi¢do de Candida albicans (Linhagem n°. 43) pelo creme vaginal a base
do extrato etandlico bruto pilular da folha de Lippia sidoides: A) técnica do &gar
spot test; B) técnica do pogo em camada dupla (Well).
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Os halos obtidos pela técnica do agar spot test foram maiores, para as duas
linhagens testadas, provavelmente por uma maior difusdo do produto ao se utilizar
esta técnica. A obtencdo de halos menores que aqueles observados no teste de
atividade do extrato bruto, pode ser explicada pela velocidade de difusdo do
principio ativo nos dois testes. Os resultados demonstram a atividade do produto
formulado, uma vez que foram obtidos halos limpidos, sem presenga de colénias

resistentes.

5.8 Determinacdo das Classes de Compostos

As classes de compostos encontradas no etandlico bruto pilular de folhas de
Lippia sidoides Cham., com suas respectivas concentragdes podem ser vistas na
Tabela 5.9.

Os testes realizados apresentaram resultados positivos para diversos compostos,
que variaram entre fraco (+), médio (++) e forte (+++). A presenca de compostos
fendlicos, detectada no teste realizado com FeCls, sugere a presenga de timol e
carvacol, isbmeros de posigao encontrados no género Lippia. Outros compostos que
apresentaram resultados fortes (+++) foram quinonas, esterdides e acidos fixos

fortes.

A presenca de componentes quimicos fixos identificados no etandlico bruto
pilular de folhas de Lippia sidoides Cham., como flavondides e quinonas, coincide
com os relatos de Lorenzi e Matos (2002), os quais afirmam que estes compostos

contribuem para sua acao antisséptica.
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Tabela 5.9 Principais componentes quimicos do extrato etandlico bruto pilular de folhas de
Lippia sidoides Cham.

CLASSES REAGENTES RESULTADOS*
DE COMPOSTOS DE COMPLEXACAO

FENOIS FeCls +++

TANINOS PIROGALICOS (HIDROLISAVEIS) | FeCl3 ++

TANINOS FeCls ++

FLOBAFENICOS ( CONDENSADOS)

ANTOCIANINAS E ANTOCIANIDINAS Acidular a pH 3, alcalinizar S
apH8,5eapH11.

FLAVONOIS Alcalinizar a pH 11 +

XANTONAS Alcalinizar a pH 11 +

CHALCONAS E AURONAS Acidular a pH 3, alcalinizar a pH 11 ++

FLAVANONOIS Alcalinizar a pH 11 +

LEUCOANTOCIANIDINAS Acidular com HCla pH 1-3 0

CATEQUINAS Acidular com HCl a pH 1-3 0

FLAVANONAS Alcalinizar com NaOH a pH 11 ++

ALCALOIDES Reagentes:Hagen, Mayer e 0
Dragendorff (meio acido)

BASES QUATERNARIAS Acidular o meio 0

QUINONAS Sol. etérea, adicionar NH;OH 6N +++

TRITERPENOIDES Cloroférmio, Anidrido acético, 0
Na2804, H2SO4

ESTEROIDES Cloroférmio, anidrido acético, Na SO, e +++

H2SO4
SAPONINAS Agua destilada: 2 a 3 ml 0
ACIDOS FIXOS FORTES NHsOH; NaOH 1 N; reagente de Nesler +++

KOH 1N. Radiagéo UV
CUMARINAS 0

* + = Fraco; ++ = Médio; +++ = Forte; S = Suspeito; 0 = Ausente.
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5.9 Cromatografia em Camada Delgada

A presenca do timol no extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides
Cham. foi comprovada através de comparagdo com o timol puro comercial, em

cromatografia em camada delgada, conforme mostrado na Figura 5.12.

Figura 5.12 — Cromatografia em camada delgada de silica gel, mostrando idénticos valores de Rf
para o timol (T) e o extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides
Cham. (E).

5.10 Bioautograma

A revelagao biolégica com Candida albicans, da placa cromatografada com o
timol e o extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham.,
comprovou que a atividade antifungica deste ultimo, coincide com a do timol
(mesmos Rfs), comprovando a presenca desta substéncia no extrato estudado

(Figura 5. 13).
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Figura 5.13 — Halos de inibicdo de Candida albicans pelo extrato etandlico bruto pilular de folhas
de Lippia sidoides Cham. e pelo timol, em placa de silica gel, em revelagdo bioldgica, mostrando
idénticos valores de Rfs: E) extrato; T) timol

Considerando-se que foram usadas concentragdes distintas para o extrato
estudado e a substancia pura, ndo € possivel afirmar, com seguranga, que 0 mesmo
apresente maior poder de inibicdo comparado ao do timol, embora este tenha

apresentado halo menor em relagcédo ao do extrato.
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6 CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos permite concluir que:

= As substancias antifungicas de Lippia sidoides Cham. estdo contidas

principalmente nas folhas e flores.

#= O extrato etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. foi o que

apresentou melhor atividade frente as linhagens de Candida spp testadas.

#® Candida albicans corresponde a 71,1% das linhagens de Candida spp

testadas.

#= O timol esta presente no extrato etandlico bruto pilular das folhas de Lippia

sidoides Cham.

#= A atividade antifungica do extrato etandlico bruto pilular das folhas de Lippia

sidoides Cham. esta relacionada com a presenca de timol.

# O extrato etandlico bruto pilular das folhas de Lippia sidoides pode ser

classificado como um forte inibidor de Candida spp.



Farias, Edineide M. F. G. de  Avaliacdo da atividade antifungica de Lippia sidoides... 83

# O extrato etandlico bruto pilular das folhas de Lippia sidoides Cham. induz
efeitos estimulantes em camundongos albino Swiss fémeas, a nivel de SNC, com

disturbios reversiveis ou provocando sequelas a nivel periférico.

= A producdo da forma farmacéutica plastica creme vaginal a base do extrato
etandlico bruto pilular de folhas de Lippia sidoides Cham. apresentou-se viavel

em escala piloto.
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7 PERSPECTIVAS PARA ESTUDOS POSTERIORES

L

Complementacao dos ensaios toxicoldgicos pré-clinicos.

ik

Realizacdo de ensaios clinicos.

L

Avaliagao da atividade antifungica dos extratos brutos das fracbes mais ativas

juntas (folha e flor) de Lippia sidoides Cham.

i3

% Avaliacao da atividade antifungica dos extratos brutos das fragbes mais ativas
de Lippia sidoides Cham., frente a outros fungos causadores das micoses

oportunistas.

i

#= Controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico da forma farmacéutica

acabada.

i

# Controle de estabilidade quimica do produto acabado, para a determinagao

do prazo de validade.

ik

Avaliagao do comportamento reoldgico do produto acabado.

L

Estudo farmacotécnico para desenvolvimento de cremes e géis

dermatoldégicos.
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	ABSTRACT
	1 INTRODUÇÃO
	Importante fonte de substâncias biologicamente ativas, as plantas revelam uma grande diversidade tanto de estrutura, quanto de propriedades físico-químicas e biológicas, muitas das quais se constituem em modelos para a síntese de um grande número de fármacos (WALL; WANI, 1996). 

	A flora brasileira, pelo grande número de espécies vegetais, embora constitua um verdadeiro tesouro de produtos naturais, é ainda muito pouco estudada, qualquer que seja o aspecto científico que se queira abordar. Face aos saltos em que caminha a sociedade moderna nos mais variados ramos do conhecimento, levando à extinção de muitos habitats, faz-se necessário, por parte dos pesquisadores, um maior discernimento no aprofundamento das pesquisas, para preservar as reservas naturais do nosso planeta.
	O  screening de extratos vegetais para pesquisa de novos medicamentos, ainda permanece como uma prática bastante usual, apesar do rápido desenvolvimento da biotecnologia e da biologia molecular  (COSTA, M., 2002). No Brasil e em outros países, a prática de buscar nas plantas medicinais, uma fonte de recursos terapêuticos encontra-se tanto dentro de um contexto cultural, na medicina popular, quanto na forma de fitoterápicos, os quais  têm se tornado o suporte da indústria farmacêutica de pequeno e médio porte, agregando-se, desse modo, valor como fonte promissora de recursos econômicos (FARIAS et al.,1994).
	Tabela 3.1 – Patogênese da candidíase vulvovaginal recorrente (ZIARRUSTA, 2002).

	No decorrer dos séculos, o homem foi estreitando cada vez mais, sua relação com as plantas. Com o início das migrações, surgiram as trocas de experiências e de espécies vegetais entre diferentes grupos étnicos. Vestígios arqueológicos descobertos em Shanidar, norte do Iraque, mostram que o homem de Neanderthal, há 60 mil anos, já tinha o conhecimento de pelo menos oito plantas utilizadas como medicamento (ARRUDA, 2002). 
	Droga vegetal - planta medicinal ou suas partes, após processos de coleta, estabilização e secagem, podendo ser íntegra, rasurada, triturada ou pulverizada;  Derivado de droga vegetal - produtos de extração da matéria prima vegetal: extrato, tintura, óleo, cera, exsudato, suco, e outros; Fitoterápico - medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. É caracterizado pelo conhecimento da eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância de sua qualidade. Sua eficácia e segurança é validada através de levantamentos etnofarmacológicos de utilização, documentações técnico-científicas em publicações ou ensaios clínicos fase 3. Não se considera medicamento fitoterápico aquele que na sua composição, inclua substâncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associações destas com extratos vegetais.
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	Em ensaios de atividade de vários óleos essenciais de plantas nordestinas contra a placa bacteriana, realizados por Morais et al. (1996), Lippia sidoides foi a que apresentou melhores resultados. Fernandes Filho et al. (1998) prepararam e avaliaram clinicamente um antisséptico bucal à base do óleo essencial desta espécie, o qual foi testado em soldados do Hospital Geral de Fortaleza, que fizeram uso exclusivo do produto como agente de limpeza durante sete dias, resultando na inibição de 12% e redução de 6% da formação da placa bacteriana, demonstrando, que o antisséptico bucal preparado com óleo essencial de Lippia sidoides constitui um excelente coadjuvante na assepsia bucal.
	Girão et al. (2003) avaliaram o efeito de um antisséptico bucal preparado à base do óleo essencial de Lippia sidoides sobre a gengivite marginal de cães, nos quais foi aplicada a preparação por dois dias durante duas semanas. Os resultados mostraram significante redução nos índices da placa bacteriana, cálculo, gengivite e infiltração inflamatória dos cães.
	Lippia sidoides demonstrou baixa toxicidade dos constituintes hidrossolúveis arrastados por vapor d’água durante a extração de óleo essencial de suas folhas, em ensaio toxicológico agudo pré-clínico. Além disso, o teste de reação por contato, feito com a aplicação de óleo essencial a 1% na pele dos animais, não causou alergia (MENDONÇA et al., 1990; VIANA; MATOS; CRAVEIRO, 1978).
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