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RESUMO

O género Lippia é conhecido por seu carater aromatico e uso medicinal
de suas espécies como uma alternativa terapéutica. Os 0leos essenciais de Lippia
gracilis e L. origanoides coletados no Par4d e no Maranhdo foram obtidos por
hidrodestilacdo e mostraram-se ricos em monoterpenos. Os compostos majoritarios
do 6leo de L. gracilis foram o timol (72,5%); p-cimeno (9,3%) e o éter metilico do
timol (5,4%); para o Oleo de L. origanoides foram timol (45,8%), p-cimeno (14,3%), y-
terpineno (10,5%) e carvacrol (9,9%). Os Oleos apresentaram potencial larvicida
frente & Artemia salina com valores de CLsode 7,4 + 0,2 ug.mL™ para L. origanoides
e de 18,7 + 0,2 ug.mL?para L. gracilis, ambas mais ativas que o lapachol (CEsy =
21,2 + 2,2 ug /mL). O oleo essencial de L. gracilis apresentou moderada capacidade
de sequestro do radical DPPH com valor de CEsy =35,7 *+ 3,32 ug.mL™ cerca de 8
vezes menos ativo que o padrao trolox (CEsp de 4,5 £ 0,1).

Além disso, o 6leo de L. gracilis mostrou-se um bom fungicida natural
frente ao fitopatégeno C. sphaerospermum com limite de deteccdo de 5 g, cerca de
10 vezes menos ativo que o miconazol (Lp = 0,5 ug). Por outro lado, o 6leo de L.

origanoides n&o mostrou atividade expressiva (Lp = 100 pg).

Palavras-chave: Lippia gracilis, Lippia origanoides, Oleo essencial,

Atividade antifingica, Atividade antioxidante, Toxicidade.



ABSTRACT

The genus Lippia is known for its aromatic character and medicinal use of its
species as an alternative therapy. Essential oils of Lippia gracilis and L.
origanoides collected in Para and Maranhdo were obtained by hydrodistillation
and were rich in monoterpenes. The major compounds oil of L. gracilis were
thymol (72.5%), p-cymene (9.3%) and thymol methyl ether (5.4%); for oil of L.
origanoides were thymol (45.8%), p-cymene (14.3%), y-terpinene (10.5%) and
carvacrol (9.9%). The oils had potential larvicide against Artemia salina with LCsg
values of 7.4 + 0,2 pg.mL™ to L. origanoides and 18.7 + 0.2 pg.mL™ to L. gracilis,
both more active than lapachol (ECsp = 21.2 + 2.2 ug/ ml). The essential oil of L.
gracilis showed moderate scavenging capacity DPPH with ECsy value = 35.7 +
3.32 ug.mL™ about 8 times less active than the standard trolox (ECso of 4.5 +
0.1). Furthermore, the oil L. gracilis proved to be a good natural fungicide against
the phytopathogen C. sphaerospermum with limit of detection of 5 pg, about 10
times less active than miconazole (D_ = 0.5 ug). Moreover, the oil L. origanoides

no showed significant activity (D_ = 100ug).

Keywords: Lippia gracilis, Lippia origanoides, essential oil, antifungal activity,

antioxidant activity, toxicity.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade por milhares de
anos. A busca por alivio e cura de doencas através da ingestdo deervas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A
histéria do desenvolvimento das civilizacdes Oriental e Ocidental é rica em exemplos
da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos dedefesa (VIEGAS JR & BOLZANI, 2006).

Os Oleos essenciais sdao produtos naturais utilizados como agentes
medicinais desde a antiguidade. O uso de 6leos essenciais em alimentos, bebidas,
higiene pessoal vem ganhando importancia devido a preocupacédo com a utilizacéo
de aditivos sintéticos nesses produtos que podem ser prejudiciais a saude. Os 6leos
essenciais tém sido propostos para o controle de doencas humanas como as
doencas provenientes da peroxidacéo lipidica que causam arteriosclerose, doenca
de Alzheimer, carcinogénese eo envelhecimento (RUBERTO & BARATTA, 2000;
MIMICA-DURIK et al., 2004).

Entre as plantas utilizadas como medicinais, destacam-se as espécies da
familia Verbenaceae pertencente a ordem Lamiales. Os géneros mais
representativos em numero de espécies sdo: Verbena, Lippia, Citharexylum,
Stachytarpheta, Glandularia e Duranta (JUDD, 2002). O género Lippia é o segundo
maior da familia Verbenaceae (GOMES et al., 2011). InUmeras propriedades
farmacoldgicas estdo relacionadas a espécies deste género como a atividade
antimicrobiana sobre diversos microrganismos (BASSOLE, 2002).

A avaliacdo da bioatividade e toxicidade de substancias organicas, sejam
elas provenientes de plantas ou produtos sintéticos, € pouco viavel em laboratorios
tradicionais de quimica, farmacologia ou microbiologia. A necessidade de se realizar
ensaios com procedimentos simples e rapidos levou a busca de metodologias
(CAVALCANTE et al., 2000). Métodos usando bioautografia em CCD possuem boa
compatibilidade com um grande numero de amostras e tém grande utilidade para
rastrear extratos de plantas. Para a triagem inicial dos 6leos, sao utilizados
bioensaios simples, rapidos, baratos e com boa reprodutibilidade. Uma das
vantagens é o emprego de pequenas quantidades de amostra (MARSTON et al.,
2002). Recentemente, tem havido um crescente interesse em a busca por

especiarias, plantas aromaticas e medicinais, como fontes de antioxidantes naturais.
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No geral, a capacidade antioxidante desses tecidos vegetais esta associada com a
atividade das enzimas sequestrar o radical livre e com o conteludo de substancias
antioxidantes, principalmente compostos fendlicos (RUBERTO & BARATTA, 2000;
MIMICA-DURIK et al., 2004).

Diante do grande potencial dos produtos naturais e 0leos essenciais e da
necessidade de se realizar testes rapidosem plantas medicinais com uso tradicional
para a descoberta de novos famacos, principalmente antimicoticos mais eficazes e
seguros e com poucos efeitos colateraise a busca de novos compostos
antioxidantes que tem importante papel no sistema de defesa do corpo humano.
Sendo assim, esse trabalho justifica-se pelo uso de procedimentos simples para
testar espécies de Lippia que apresentam uma extensa lista de atividades biol6gicas
e farmacologicas entre elas antimicrobianas e antioxidantes e correlacionar essas

atividades com a composi¢ado quimica das amostras.
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1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a composicao quimica dos 0leos essenciais de Lippia e avaliar

suas atividades bioldgicas.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtencéo do 6leo essencial das espécies de Lippia.

e Avaliagdo das atividades antioxidantes e antifingicas dos 6leos essenciais de
espécies de Lippia;

e Avaliacdo da toxicidade dos 6leos essenciais das espécies de Lippia
coletadas.



16

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 GENERO LIPPIA

Espécies de Verbenacae estdo distribuidas em 100 géneros com
ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo como nas regides
aridas do sudoeste dos EUA, nas florestas tropicais da América Central e nos
campos rupestres e cerrados do Brasil. Estendem-se até o Uruguai e regido central
da Argentina. Na Africa, a ocorréncia também coincide com centros de alto
endemismo, na regido leste, associada as montanhas mais altas e picos alpinos
(SALIMENA, 2000). Estas espécies sdo utilizadas na medicina tradicional e seu
potencial biologico esta associado a presenca de varios compostos quimicos com
atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e citotéxica (BLOOR, 1995).

O género Lippia foi primeiramente descrito em 1753 por Linnaeu e
atualmente reune 200 espécies e trés centros de diversidade, o Brasil € o maior
deles com 111 espécies (SALIMENA, 2002). Esta incluido na tribo Lantanae Briq.,
subtribo Lantaninae (JUNELL, 1934) e morfologicamente se assemelha a Lantana
L., do qual se difere por apresentar fruto esquizocéarpico, separado em dois
mericarpos unisseminados quando maduro e calice comprimido, muito reduzido,
tubuloso ou conato na base, bilobado (SANDERS, 2001). E conhecido por seu
carater aromatico e mais de cinquenta tipos de 6leos essenciais tém sido relatados
(TERBLACHE & KORNELIUS, 1996; PASCUAL et al., 2001).

Os principais constituintes volateis freqientemente encontrados nos 6leos
de espécies de Lippia sao timol, carvacrol, 1,8-cineol, limoneno, p-cimeno, linalol, a-
pineno e B-cariofileno. Muitas espécies de Lippia mostram variacdes intraespecificas
para os componentes de seus 0leos essenciais (MATOS et al., 1996; ZOGHBI et al.,
1998; ATTI-SERAFINI et al., 2002)

Espécies de Lippia sdo usadas na medicina tradicional como uma
alternativa terapéutica devido as suas conhecidas atividades como: analgésica,
antiinflamatdria, antitérmica, sedativa, antifingica, anti-hipertensiva, diurética,
larvicida, antimicrobiana, antiviral, moluscicida, antimalarica, anticonvulsivantes, anti-
espasmadica e atividades estimulantes (VALENTIN et al., 1995; PASCUAL et al.,
2001;. ABENA et al., 1998, MONTEIRO et al., 2007).
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Nos dUltimos anos, estudos estdo sendo desenvolvidos para a
determinacdo da atividade antimicrobiana de extratos de plantas, e uma grande
variedade destes extratos demonstram atividade sobre um extenso numero de
microrganismos. O extrato de Lippia sidoides Cham. possui efeito inibitério utilizando
o teste de difusdo em disco frente a diversos microrganismo como Streptococcus
mitis, S. sanguinis e S. mutans, S.sobrinuse , Lactobacillus casei com formagéo de
halos de inibicdo variando de 14 a 23 mm (ALBUQUERQUE, 2007).

3.1.1 Lippia origanoides

FIGURA 1 - Lippia origanoides Schauer

Lippia origanoides Schauer é um arbusto aromatico até 1,8 m de altura,
conhecida popularmente como "erva-do-marajé”, cresceem &reas de savanas do
Norte do Brasil. Na Amazobnia suas folhas e galhos sdo usadospara dar sabor aos
alimentos e seu cha no tratamento de doencas do estdmago e do figado e em
problemas menstruais (MAIA et al., 2001; VERDCOURT, 1992). As variacdes nas
quantidades dos compostos majoritarios encontrados em varias amostras de 6leos
dede L. Origanoides como o carvacrol, timol, B-cariofileno, p-cimeno, B-mirceno, a-
humuleno e y-terpineno) levaram a classificagdo da sua composi¢cdo quimica por
guimiotipos diferentes. Na literatura sao encontrados relatos de atividades biol6gicas
e farmacoldgicas dos Oleos essenciais de L. origanoides, apresentando
principalmente atividades antifungicas e antibacterianas (OLIVEIRA et al., 2007;
DOS SANTOS et al., 2004).
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3.1.2 Lippia gracilis

FIGURA 2 - Lippia gracilis Schauer

7z

Lippia gracilis Schauer é uma planta aromética endémica do nordeste
brasileiro, proprio da vegetacdo semiarida, conhecida popularmente como “alecrim-
da-chapada” ou “alecrim-de-serrote”. E encontrada predominantemente nos estados
da Bahia, Sergipe e Piaui (LORENZI & MATQOS, 2000). As folhas de L. gracilis séo
usadas no tratamento de infec¢cdes da garganta e boca e de problemas vaginais,
além disso, sdo empregadas em tratamentos dermatolégicos para acne, panos
brancos, impigens, caspa, queimaduras e feridas (GIRON et al., 1991; MATOS,
1999).

Algumas espécies de Lippia sdo caracterizadas pela presenca de 6leos
essenciais com atividade antimicrobiana, devido aos monoterpenos fendlicos timol e
carvacrol. Dentre estas espécies, destaca-se a L. gracilis que apresenta altos teores
destes monoterpenos (MATOS et al., 1999).

3.2 BIOAUTOGRAFIA DIRETA

3.2.1 Cladosporium

Os fungos sdo organismos eucariontes, filamentosos ou unicelulares, sédo
heterotréficos e nutrem-se por absor¢cdo. Sao encontrados no solo, plantas,
materiais inorganicos e em ambientes Umidos como carpetes aparelhos
condicionadores de ar e umidificadores. Sua reproducdo ocorre sexuada ou

assexuadamente, germinando em niveis variaveis de pH. Apresentam parede celular
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rigida e sdo aptos a sobreviver em condi¢cdes adversas como frio intenso, ou longos
periodos de seca (PEREIRA, 2007).

Cladosporium ¢é considerado um dos fungos mais cosmopolitas,
particularmente em regides temperadas, onde age como invasor secundario de
vegetacdo morta, seus esporos sao considerados importantes alérgenos em todo o
mundo e sua prevaléncia em reacfOes alérgicas mostra grandes variacfes entre
diferentes regides (SANTOS et al, 2003).

Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides s&o espécies
semelhantes e bastante comums, com ocorréncia registrada em todas as partes do
mundo. S&o saprofitas, contaminante do ar de alimentos, endofiticos com funcao
biolégica importante na decomposicdo de matéria organica sendo também forte
competidor com outros microrganismos. A caracteristica definitiva entre as duas
espécies é o formato do conidio, elipsoidal ou limiforme, sendo raramente
encontrado conidios com formato globoso ou subgloboso (DOMSCH et al., 1993;
ELLIS, 1971; SAMSON et al., 2000; PEREIRA et al., 2005).

FIGURA 3 — Cladosporium sphaerospermum cultivado em placa de petri.

3.2.2 Bioautografia

A bioautografia € um método util para a localizacdo de substancias com
acao antimicrobiana encontradas em o6leos, extratos ou em fragbes complexas,
como os derivados dos produtos naturais (CAMPOS, 2006). Muitas pesquisas sao
realizadas para a obtencdo de novos agentes antimicoticos, tendo em vista a

expansdo de micoses sistémicas incluindo aquelas derivadas de casos de AIDS.
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Sendo assim, a bioautografia direta, um teste que combina a cromatografia em
camada delgada (CCD) e o teste biolégico in situ é considerada uma excelente
técnica para conduzir a facil localizagdo dos compostos ativos em uma matriz
complexa. No método de bioautografia direta os fungos C. sphaerospermum e C.
cladosporioides sdo empregados como detectores dos compostos toxicos, Oleos
essenciais e extratos brutos etandlicos (HOMANS & FUCHS, 1970) apud da Silva

etal. (2002).

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.3.1 Antioxidantes

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado
o papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis
pelo envelhecimento e pelas doencas degenerativas, como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncBes cerebrais
(SOUSA et al., 2007).

Os antioxidantes sado substancias capazes de prevenir os efeitos
deletérios da oxidacdo pela inibicdo da lipoperoxidacdo, sequestro de radicais livres
e/lou quelacdo de ions metélicos. Os antioxidantes podem ser divididos em duas
classes: os com atividade enzimatica e os sem atividade enzimética. No primeiro
grupo estdo os compostos capazes de bloquear a iniciacdo da oxidacao, ou seja, as
enzimas que removem as espécies reativas ao oxigénio. No segundo grupo estao
moléculas que interagem com espécies radicalares e sdo consumidas durante a
reacdo. Neste grupo incluem-se o0s antioxidantes naturais, como 0S compostos
fendlicos (MOREIRA & MANCINI FILHO, 2003).

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacao,
através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e
complexacdo de metais. Podem ser sintéticos ou naturais. Alguns dos antioxidantes
sintéticos mais importantes sédo hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de
butila (BHT) e entre os naturais destacam-se acido ascorbico, vitamina E e [3-
caroteno (RICE-EVANS et al., 1996).
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A oxidacdo € um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do
oxigénio nas células vivas também leva a producdo de radicais. Oxidantes s&o
compostos produzidos pelo metabolismo normal do corpo e se nao controlados,
podem provocar danos extensivos. O estresse oxidativo tem sido associado ao
desenvolvimento de muitas doencgas cronicas e degenerativas, incluindo o cancer,
doencas cardiacas, doencas degenerativas como Alzheimer, bem como esta
envolvido no processo de envelhecimento. O balango entre o estresse oxidativo e as
fungbes antioxidantes dos organismos vivos parece ter um papel na carcinogénese.
Estudos clinicos e epidemiolégicos tém mostrado evidéncias de que antioxidantes
fendlicos de cereais, frutas e vegetais sdo os principais fatores que contribuem para
a baixa e significativa reducédo da incidéncia de doencas cronicas e degenerativas
encontradas em populacdes cujas dietas sdo altas na ingestdo desses alimentos.

(ROESLER, et al., 2007).

3.3.2 Radicais livres

As moléculas organicas e inorganicas e os atomos que contém um ou
mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados
como radicais livres (HALLIWELL, 1994). Essa configuragéo faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito
reativas. A presenca dos radicais € critica para a manutencdo de muitas funcdes
fisiolégicas normais (POMPELLA, 1997). Os radicais livres podem ser gerados no
citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas,
lipideos, carboidratos e DNA) estd relacionado com o seu sitio de formacéo
(ANDERSON, 1996; YU & ANDERSON, 1997). Entre as principais formas reativas
de oxigénio o O, apresenta uma baixa capacidade de oxida¢do, OH™ mostra uma
pequena capacidade de difusdo e € 0 mais reativo na inducdo de lesdes nas
moléculas celulares. O H,O, ndo é considerado um radical livre verdadeiro, mas é
capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por
meio de reacdes enziméticas (ANDERSON, 1996).
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3.3.3 Estresse oxidativo

A formacao de radicais livres in vivo ocorre via acao catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
celular e pela exposicdo a fatores exdégenos. Contudo, na condicdo de pro-oxidante
a concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior geracao intracelular
ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (CERUTTI, 1991, 1994). O
desequilibrio de pré-oxidantes e antioxidantes que resulta na inducdo de danos
celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993).

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, frequentemente é
acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a producao
de uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos e morte celular
(ANDERSON, 1996). Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido
relacionados com a etiologia de varias doencas, incluindo doencas degenerativas
tais como as cardiopatias, arteriosclerose e problemas pulmonares (AMES et al.,
1993; WITZUM, 1994; ROY & KULKAMI, 1996; STAHL & SIES, 1997). Os danos no
DNA causados pelos radicais livres também desempenham um papel importante nos

processos de mutagénese e carcinogénese (POULSEN et al., 1998).

3.3.4 Método do sequestro do radical DPPH (1,1-Difenil-2-procririhidrazila)

H
N—N

DPPH - Forma radicalar DPPH - Forma reduzida

NO, + R’

N—N NO, + RH

FIGURA 4 - Sequestro do DPPH® por um antioxidante: o elétron livre do DPPH* é emparelhado com
um H de um antioxidante para formar o DPPH-H (YAMAGUCHI et al, 1998).

Véarios métodos sédo utilizados para determinar a atividade antioxidante
em extratos e substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe), de

coloragdo puarpura que absorve em 515 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma
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espécie radicalar, o DPPH- é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracéo
amarela, com consequentemente desaparecimento da absorcao, podendo a mesma
ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais
livres e/ou a porcentagem de DPPHe+ remanescente no meio reacional (SOUSA et
al.,, 2007). A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a
quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. A quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada
concentracdo eficiente (CEsp), também chamada de concentracdo inibitoria (Clsp).
Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsg €

maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

3.4 TOXICIDADE

3.4.1 Ensaio biolégico com larvas de Artemia salina

Existe uma grande necessidade de bioensaios 0s quais possam detectar
um amplo espectro de atividades bioldégicas em plantas e, que além de confiaveis,
possam ser empregados para produtos quimicos naturais, que sejam rapidos, faceis
e de baixo custo, para monitorar o fracionamento e triagem fitoquimica. O ensaio de
toxicidade utilizando larvas de A. salina preenche a esses requisitos, sendo muito util
no biomonitoramento da atividade de extratos e plantas (MEYER et al.,1982;
SIQUEIRA, 2001).

3.4.2 Artemia salina Leach

Artemia salina é um crustaceo da classe Anostracea, que vive em aguas
salinas e salobras de todo o0 mundo. Apresenta quatro estagios de desenvolvimento
(ovo, nauplio, metanauplio e adulto) e alguns mecanismos de adaptacdo que as
tornam cosmopolitas, como a osmorregulacdo, a presenca de pigmentos
respiratorios como a hemoglobina e a disponibilidade de alternativas reprodutivas
que facilitam a dispersdo e a perpetuacdo dessa espécie. Essas alternativas de
reproducdo se referem a oviparidade, viviparidade, partenogénese e encistamento

(diapausa), quando as condi¢cdes ambientais sdo improéprias. Os individuos adultos
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apresentam notavel dimorfismo sexual e, em condicdes adequadas, € possivel

eclodir simultaneamente as larvas em cultura (LOPES, 2005).

FIGURA 5- Artemia salina em um estagio de desenvolvimento de 15 dias vista ao

microscopio 6ptico. Fonte: www.bioaquatica.blogspot.com

3.4.3 Avaliagédo da toxicidade

O ensaio da letalidade de Artemia salina foi proposto por Michael,
Thompson e Abramovitz (1956), e mais tarde desenvolvido por Vanhaeckeet al.
(1981) e Sleet e Brendel (1983). O ensaio consiste em avaliar a capacidade das
amostras em causar a morte dos microcrustaceos de Artemia salina cultivados em
laboratorios. E considerado como uma ferramenta Util para a avaliagdo preliminar da
toxicidade, sendo empregado para deteccao de toxinas fungicas, toxicidade de
extratos e Oleos de plantas, metais pesados, toxinas de cianobactérias, pesticidas e
teste de citotoxicidade de materiais dentarios (CARBALLO et al., 2002).

A letalidade de organismos simples é utlizada para um rapido
monitoramento da resposta biolégica (MEYER et al.,1982). O ensaio de letalidade
permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto, é considerado essencial como
bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biolégica
(COLEGATE & MOLYNEUX, 1993).

3.4.4 Correlagéo entre o bioensaio com Artemia salina e atividade biologica

Alguns autores afirmam que ndo existe nenhuma correlagdo entre o
bioensaio com A. salina e os efeitos toxicolégicos em um animal inteiro (HARTL &
HUMPF, 2000; PIMENTA et al., 2003), no entanto, é valido acrescentar que diversos

trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre esta espécie com outras
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atividades biolégicas, como antifingica, antiviral, antimicrobiana, parasiticida,
antitumoral e tripanocida (SAHPAZ et al., 1994). MCLAUGHLIN e colaboradores
(1993) investigaram a utilizacdo do ensaio com A. salina como um “pré-screening”
da atividade antitumoral de extratos de plantas, determinando uma correlacao
positiva entre letalidade do “camarao de salmoura” e a toxicidade.

Os metabdlitos do fungo Fusarium sheldon, encontrado em plantacdes de
milho, tiveram suas toxicidades comparadas utilizando o bioensaio, que provou ser
um sistema conveniente e rapido para avaliagcdo de toxicidade deste grupo de
micotoxinas fuminosinas (HARTL & HUMPF, 2000).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL UTILIZADO
4.1.1 Equipamentos e acessoOrios

Aquério de vidro (capacidade 10,63 m®);

Balanca analitica CELTAC, modelo FA2104N;

Balanca semi-analitica BIOPRECISA, modelo BS3000A;

Bomba de aeracéo;

pHmetro SCHOT, modelo Handylab 1.;

Pipetadores automaticos LABMATE e EPPENDORF (2-10 yL, 10-100 uL, 100-1000
pL, 1000-5000 pL);

Cromatografoa gas acoplado a espectrobmetro de massas THERMO ELECTRON
CORPORARION, modelo DSQII;

Cromatografo a gas THERMO ELECTRON CORPORARION, modelo FOCUS GC;
Cubetas de plasticos para espectrofotometria, caminho 6ptico de 1 cm.
Espectrofotdmetro U/V Visivel GBC 196.

4.1.2 Reagentes utilizados nos ensaios de toxicidade e analise oxidativa

Carbonato de sédio P. A (99,5% de pureza); VETEC.

Cloreto de sédio P. A (99-105% de pureza); VETEC.

Cloreto de magnésio hexahidratado P.A (99-102% de pureza); VETEC.
Cloreto de célcio dihidratado P.A (74-78% de pureza); VETEC.

Cloreto de Potéassio P.A (99% de pureza); VETEC.

Sulfato de sédio anidro P.A (99% de pureza); VETEC.

Dimetilsulfoxido (99,5% de pureza); SIGMA.

Fosfato de Potassio Monobdésico P.A. anidro; VETEC.

DPPH (85%de pureza) FLUKA

Agua ultrapura (MILIQ)

Metanol grau espectrofotométrico / cromatografico (99% de pureza), VETEC.

4.1.3 Padrdes utilizados

e Lapachol (98% de pureza) — SIGMA ALDRICH (para o bioensaio da A.salina)
e Trolox® (98% de pureza) SIGMA
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Coleta e processamento do material vegetal

As partes aéreas (galhos e ramos finos) das espécies de Lippia foram
coletadas em expedicOes cientificas a Floresta Nacional de Carajas, localizada no
municipio de Parauapebas, regido Sudeste do estado do Para e ao Municipio de
Carolina, Maranhéo.

As exsicatas das espécies L. gracilis (#MG 200187) e L. origanoides (#
MG 133921) identificadas e registradas no herbario do Museu Paraense Emilio
Goeldi (Belém / PA). O material foi transportado em sacos plasticos, seco em estufa

de ventilacdo e moido em moinho de facas.

4.2.2 Obtencao dos 6leos essenciais

O material triturado foi pesado, submetido a extracdo por hidrodestilacao.
em processo continuo por 3h, em sistemas de vidro do tipo Clevenger modificado
(figura 6), acoplados a sistemas de refrigeragcdo, com temperatura da agua de
condensacédo em torno de 15°C. Os 6leos obtidos foram centrifugados e secos com
sulfato de sodio anidro, armazenados em ampolas de vidro ambar, na auséncia de

oxigénio e, conservados em ambiente refrigerado a 5 — 10°C.
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FIGURA 6- Sistemas de vidro do tipo Clevenger modificado, acoplados a sistemas de refrigeragéo.

4.2.3 Céalculo do rendimento e umidade

O rendimento bruto em 6leo foi calculado através da relacdo do volume
do d6leo obtido, com a massa do material vegetal utilizado na hidrodestilacdo. O
calculo do rendimento em 6leo para base do material livre de umidade (BLU) foi
obtido através da relacdo entre massa, 6leo e umidade.

O teor de agua foi determinado através do aparelho sistema de secagem
por infravermelho (GEHAKA). O teor de umidade foi calculado através da relacéo
entre a quantidade de massa inicial (Mi = 5 g) e a massa final (Mf) do material

botanico.

4.2.4 Analise da composi¢do quimica dos Oleos essenciais

A identificacdo dos componentes volateis foi feita por CG/EM, utilizando
um espectrofotometro DSQ Il THERMO ELETRON, nas seguintes condi¢des: coluna
DB-5ms (30m x 0,25 mm; 0,25 um de espessura do filme); programa de
temperatura: 60°C-240°C (3°C/min); gas de arraste: hélio (velocidade linear de 32
cm/s, a 100°C); tipo de injegao: "splitless" (0,1 yL de uma solug¢ao do 6leo 0,2% em
hexano); espectros de massas: impacto eletrénico, 70Ev; temperatura da linha de
transferéncia 200°C.

A identificacdo dos componentes volateis foi feita por comparacdo dos
seus espectros de massas e indices de retencdo com os existentes nas bibliotecas
do sistema de dados e da literatura. A andlise quantitativa dos 6leos foi feita por CG-

DIC FOCUS nas mesmas condic¢des, utilizando nitrogénio como gas de arraste.
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4.2 5 Bioensaio de toxicidade em Artemia salina Leach.

4.2.5.1 Cultura das larvas

Preparou-se uma solucdo de agua salgada artificial (salmoura) para
viabilizar a eclosdo dos ovos de Artemia salina. A salmoura consistiu em uma
mistura de 46 g de NaCl, 22 g de MgCl,.6H,0, 8 g de Na,SO,, 2,6 g de CaCl,.2H,0
ou CaCl,.6H,0, 1,4 g de KCI dissolvidos em 2000 mL de &gua destilada. O pH da
salmoura foi ajustado a 9,0 usando Na,COg3 para evitar risco de mortedas larvas por
diminuicdo do pH durante o periodo de incubagédo (LEWAN et al., 1992). A salmoura
foi colocada em um recipiente de vidro, revestido externamente de papel aluminio
(para evitar a penetracdo da luminosidade do meio externo), composto por duas
divisérias e de um sistema de oxigenacao constituido de bomba de aeracédo, em
ambos os lados. Uma das divisérias foi iluminada por uma lampada de 40 W. Os
ovos de A. salina (25 mg) foram depositados na divisoria sem a iluminacéo a fim de
que, apos a eclosao, as larvas migrassem em direcdo a luz; uma vez que elas
apresentam afinidade pela mesma (fototropismo positivo). Apds um periodo de 24h
de eclosao, as larvas foram consideradas apropriadas para os testes (MEYER et al.,
1982).

4.2.5.2 Preparo das amostras e calculo da CLsg

As amostras de 6leos essenciais foram preparadas em tubos de ensaio,
primeiramente nas concentracdes de 100, 50, 25, 10, 5 e 1 pg.mL™. Em cada tubo
teste foram adicionadas 10 larvas de A. salina com auxilio de micropipetas
automaticas. Foi usado como solvente a agua da salmoura e dimetilsulfoxido
(DMSO), numa proporgédo de 95:5. O volume final da solugdo contida no tubo de
ensaio foi de 5 mL. No grupo controle e no controle positivo com o lapachol foi
utilizado o solvente acima mencionado e 10 larvas nas mesmas condi¢cdes do
bioensaio. Apos 24h de contato das larvas de A. salina com a solugdo das amostras
foram contadas as larvas mortas (em cada uma das concentracdes) e calculada a
taxa de mortalidade e o valor da CLsp, utilizando o método estatistico Probitos
(FINNEY, 1971).
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4.2.6 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical livre DPPH

4.2.6.1 Preparo da solucao de DPPH

Para realizacdo do teste de DPPH foi preparada uma solucdo com
metanol a 60 pM. A absorbancia inicial foi de 517 nm para concentragdo da amostra
de 0,62 + 0,02, a temperatura ambiente.

Para avaliar a atividade antioxidante, foi preparada a mistura reacional
1950uL da solucdo do radical DPPH e 50uL da amostra previamente diluida em
metanol em diversas concentracdes. A leitura da absorbancia das amostras foi
obtida a fim de se observar o efeito da concentracdo do substrato sobre o radical
DPPH. A leitura da absorbancia foi monitorada em intervalos de 5 e 10 minutos até

ser atingida a absorbancia constante.

5.2.6.2 Inibigao do radical DPPH

A atividade de sequestro do radical de cada amostra foi calculada

seguindo com a porcentagem de inibicao (PI) do radical DPPH.

loppr(%0) = [1—(Abs ,/Abs 5 )] x100

Ag e A, sdo valores de absorbancia do branco e amostra,

respectivamente, \o término da reacao.
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4.2.7 Bioensaio da atividade antifungica utilizando o método da bioautografia.

4.2.7.1 Preparo do meio de Cultura

O fungo C. sphaerospermum Penzig (SPC 491) foi cedido pelo Instituto
de Botanica de Sao Paulo. O fungo foi cultivado em meio sintético de Batata
Dextrose Agar (BDA). Para o preparo do meio utilizou-se 3,9 g.mL™ do meio sintético
em pé em agua destilada e autoclavado a 120° C por 15 minutos. Foram feitos
repiques dos fungos em placas de petri e foram incubados em ambiente escuro por
14 dias a uma temperatura de 22° C. As cepas foram mantidas em tubos de ensaio
na mesma temperatura em uma sala apropriada e exclusiva para a sua manutencao,

0S repiques para manter as cepas foram realizados a cada quinze dias.

4.2.7.2 Aplicagéo das amostras nas placas

As amostras foram solubilizadas a uma concentracdo de 40 mg.mL™ em
metanol. Foram feitas sucessivas diluicdes a partir das quais foram retiradas
aliquotas de 10 uL e aplicadas na placa resultando em quantidades correspondentes
a 200, 100, 50, 25, 10, 5, 2,5, 1 pg/spot. O miconazol foi utilizado como controle
positivo. O solvente foi removido da placa cromatografica 24h antes da aplicacéo
dos esporos (CAFEU et al., 2005).

4.2.7.3 Preparo da solucao nutritiva e nebulizacdo dos esporos

A bioautografia direta consistiu na nebulizacdo de suspensdes de
esporos do fungo C. sphaerospermum. A solu¢éo nutritiva foi preparada a partir de
uma solucao salina contendo KH,PO,4 (7,0 g), NaxHPO,4. 2H,0 (3,0 g), KNO3 (4,0 g),
MgSO,. 7 H20 (1,0 g), esta solugéo foi misturada com glicose 30% na propor¢cao de
6:1 e autoclavada a 120°C por 20 minutos. Os esporos dos fungos foram
adicionados nesta solugdo nutritiva para se obter uma suspensdo. As placas
cromatograficas foram nebulizadas com a suspensdo e em seguida incubadas em

camara umida a 25° C por 48 h. O aparecimento de zonas de inibicdo na placa
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nebulizada com C. sphaerospermum ou indica a presenca de substancia(s) com
potencial antifungico (SILVA et. al., 1998).

O miconazol € usado como padréo antifiingico. O limite de detecc¢éo foi
determinado para as amostras potencialmente ativas. Os resultados foram
expressos com base nos valores da concentracdo do limite de deteccdo para se
produzir um halo de inibicdo e, em seguida, comparada como o padrdo (CAFEU et
al., 2005).

4.2.8 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. O teste de Tukey foi usado
para avaliar as diferencas da inibicdo do radical DPPH (software GraphPadPrism
5.0). Resultados com valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS
ESPECIES DE LIPPIA

Os oOleos essenciais apresentaram coloracdo amarelo-claro. O Oleo
essencial de L. gracilis apresentou rendimento de 3,7% e o de L. origanoides foi de
2,1%. Os teores de umidade foram de 5,0% e 11,8% para L. origanoides e de L.
gracilis, respectivamente. A tabela 1 relaciona as espécies, quantidade de 6leo

obtido, umidade e rendimento.

TABELA 1 — Rendimento e umidade dos 6leos essenciais.

Espécie Rendimento Umidade
B.L.U. (%) (%)

Lippia gracilis 3,7 11,8

Lippia origanoides 2,1 5,0

Foram identificados 92,8% da composi¢cado quimica do 6leo essencial de
L. gracilis. Os compostos majoritarios foram o timol (72,5%), p-cimeno (9,3%) e éter
metilico do timol (5,4%). O éleo mostrou composicdo quimica diferenciada quando
comparado ao 6leo do espécime coletado no Ceara que apresentou como principais
constituintes carvacrol (50,13%), p-cimeno (10,73%) e B-cariofileno (5,96%) (NETO
et al., 2009).

No O6leo essencial de L. origanoides foram identificados 96% da
composicdo quimica e os componentes principais foram timol (45,8%), p-cimeno
(14,3%), y-terpineno (10,5%) e carvacrol (9,9%) (DAMASCENO et al., 2011). Maia e
colaboradores (2003) descreveram que o 6leo essencial de L. origanoides como dois
tipos quimicos: timol e 1,8-cineol (Figura 7) variando de acordo com as condicdes
ambientais que a espécie estd submetida como clima, estacao do ano, localizacéo e
etc.
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OH

timol 1,8-cineol

FIGURA 7 — Estrutura quimica do timol e do 1,8-cineol

A presenca de timol como constituinte majoritario dos 6leos L. origanoides
e de L. gracilis pode ser observado em estudos realizados com outras espécies de
Lippia. A literatura menciona teores elevados de timol e carvacrol como principais
componentes de L. schomburgkiana (SANTOS et al, 2004; OLIVEIRA et al, 2007).
Neves e colaboradores (2008) realizaram a determinacdo dos compostos quimicos
presentes no Oleo essencial de L. gracilis Schauer em dois locais da caatinga de
Pernambuco, Buique e Ouricuri. O estudo mostrou a presenca de carvacrol e p-
cimeno como constituintes principais em Buique e timol, y-terpineno e 4-metoxi-
acetofenona como compostos majoritarios em Ouricuri.

As estruturas destes compostos encontram-se na Tabela 1 e os dados da

composicao quimica na tabela 2.
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TABELA 2-Composigdo quimica dos 6leos essenciais em porcentagem relativa (%) para

as espéices de Lippia

Constituintes IR IR (Lit.) L. gracilis L. origanoides
a-Pineno 939 932 25
Sabineno 975 969 0,3
B-Pineno 979 974 1,55 2.4
Mirceno 978 988

6-Carene 1002 1001 0.6
a-terpineno 1008 1014

p-cimeno 1016 1020 9,3 14,3
(E)-B-ocimeno 1050 1044 0,6
y-terpineno 1051 1054 10,5
Terpinoleno 1089 1086 0,2
Linalol 1097 1095 0,3
Umbelulone 1171 1167 0,3
Terpinen-4-ol 1177 1174 0,7
a-terpineol 1188 1186 0,3
Timol-metil-eter 1235 1232 5,37 4,8
Carvacrol-metil-éter 1245 1241 0,3
Timol 1289 1289 72,5 45,8
Carvacrol 1299 1298 9,9
a-copaeno 1377 1374 0,9
Neril acetato 1362 1359 0,1
E-cariofileno 1417 1417 1,7
trans-a-Bergamoteneo 1435 1432 0,6
a-humuleno 1452 1452 1,35 0,5
Dehidroaroaromadendreno 1460 1460 0,1
Butil-hidroxi-ansiol 1484 1488 2,75

Germacreno D 1485 1484 0,1
a-Muuroleno 1489 1500 0,1
y-cadieno 1500 1513

d-cadineno 1523 1522 0,6
Oxido de cariofileno 1583 1582 0,4
Epoxidohumuleno II 1608 1608 0,1

e Lit: ADAMS, 2007; IR: indice de retencéo
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5.2 BIOENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE ARTEMIA SALINA LEACH.

Nos testes com o grupo controle, ndo foi verificado mortalidade. Isto
demonstra que € viavel a utilizacdo do DMSO como solvente para o ensaio. Os
valores de CLsy foram calculados através da conversdo da porcentagem de
mortalidade das larvas em Probitos; o que possibilitou tracar a equacao da reta em
funcéo dos valores das concentracdes em escala logaritimica.

No gréfico 1, observa-se as conversdes em Probitos dispostas no eixo
das abscissas e as concentracdes das amostras em pg.mL™ dispostas no eixo das
ordenadas. Verifica-se também a equacédo da reta acompanhada do coeficiente de
correlacédo (R?), bem como os pontos da reta que representam a média dos valores
obtidos em triplicata para cada concentragao.

y = 3,50In(x) - 5,23
R2=0,96

1 10 100

FIGURA 8- Modelo do gréafico utilizado para o calculo do valor da CLsy das amostras (dados de L.
gracilis).

5.2.1 Toxidade dos 6leos essenciais

Segundo Meyer e colaboradores (1982) as amostras que apresentarem
CLso com valores abaixo de 1000 pg.mL™ s&o consideradas ativas toxicolégica e
biologicamente. Portanto, consideram-se todas as amostras analisadas como
bioativas; uma vez que ndo houve CLsy acima de 1000 pg.mL‘como podemos

observar na tabela abaixo.



TABELA 3 - Valores da CLs, para as amostras de 6leos essenciais.

37

Amostra Concentracdes Mortalidade R%* CLs, Oleo Intervalo de
(Mg.mL™) (%) (Mg.mL™M**  confianca
(95%)
50 100
L. gracilis 25 56,7 0,96 18,7+0,2 18,6 — 18,6
10 10,0
5 0,0
25 100
L. origanoides 10 46,7 0,97 7,4+0,19 72-7,6
5 20,0
1 0

* coeficiente de correlagdo; ** média + desvio padréo.

No bioensaio com larvas de A. salina, o lapachol

(Figura 8) foi utilizado

como controle positivo de toxidade. A taxa de mortalidade variou de 0 a 100% de

acordo com a tabela 4.

O

T
OH

(@]

FIGURA 9 - Estrutura quimica do lapachol

TABELA 4 - Toxidade do padrao lapachol frente as larvas de A. salina.

Amostra  Concentragdes Mortalidade R CLg, Oleo Intervalo de
(Mg.mL™) (%) (Hg.mL™)** confianca
a (95%)
50 100,0
Lapachol 25 66,7 0,93 21,2+2.2 18,3 -24,5
10 3,3

5 0
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Lopes e colaboradores (2002) estabeleceram os seguintes critérios de
classificacdo de toxicidade com base nos niveis de CLsg em A. salina: CLsp < 80
pg.mL™; altamente téxico, Clso entre 80 pg.mL™e 250 pg.mL™; moderadamente
toxico e CLsp> 250 pg.mL™ndo téxico ou de baixa toxicidade.

Os Oleos testados apresentaram uma taxa de mortalidade variando de 0 a
100%, de acordo com a faixa de concentracdo. As concentracdes testadas 50 a 5
ng.mL™ para as amostras de L. gracilis e de 25 a 1 pg.mL™ para L. origanoides. A
amostra com menor toxicidade foi L. gracilis (CLso= 18,7+ 0,2 pg.mL™) e mostrou
atividade mais préxima ao do lapachol (CLso= 21,2 + 2,2ug.mL™). O 6leo essencial
de L. origanoides se mostrou extremamente toxico (CLso= 7,4 + 0,192 pg.mL™Y),
ligeiramente mais toxico que resultados apresentados na literatura, como o0s
resultados de Rebelo e colaboradores (2009) que identificaram o componente timol
(34%) como majoritario no 6leo essencial de Conobeas coparioides frente a A. salina

este se apresentou como altamente téxico, com CLsoem torno de 7,8 pg.mL™.

5.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante das amostras pelo sequestro do
radical livre DPPH foi medida pela descoloracdo do meio reacional de violeta para
amarelo claro e assim pelo decréscimo da absorbancia a 517 nm. O valor da CEs foi
calculado através da interpolacdo por regressdo linear. Esse valor indica a
concentracdo capaz de inibir em 50% a reacao radicalar, ou seja, quanto menores
os valores da CEsp, maiores as porcentagens de inibicdo dessas reagdes envolvendo
o radical DPPH.

TABELA 5 - Valor da CEsg do 6leo essencial de L. gracilis (folhas)

Amostra Concentra?()es CEs, Oleo

(ug.mL™) (ug.mL )y
100

L. gracilis 50 35,7+3,32
20

10
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A amostra apresentou atividade antioxidante, no entanto, cerca de oito
vezes menos reativa do que o padréo Trolox que apresentou uma CEsg de 4.5 +0,1.
O oleo essencial das folhas de Lippia gracilis reagiu com o DPPH por 60 minutos. A
atividade antioxidante do 6leo pode ser justificada pela presenca de mais de 80% de
timol e carvacrol. A literatura menciona estas substancias como responsaveis pela
elevada atividade antioxidante do 6leo essencial do orégano (Origanum vulgare) no
processo de oxidacao dos alimentos (LAGOURI, 1993).

Para Ramos e colaboradores (2003), os valores de CEsg inferiores a 30
pg.mL™ indicam bom potencial como sequestrador de radicais livres, o que foi
observado pelos extratos metandlicos, as fracdes acetato de etila e hidroalcodlica e
0 Oleo essencial de Lippia origandide (DAMASCENO et al. 2009).

A inibicdo do radical DPPH variou conforme a concentragdo. Os

respectivos valores estéo listados na Figura 9.

100,0 4
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c 1
2 600 -
©
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0,0 : : ‘
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Figura 10. Resultados da atividade de sequestro do radical DPPH para o 6leo essencial de L. gracilis.
Barras de erros mostram o desvio padrdo (n = 3). 2P¢ valores com a mesma letra ndo apresentam
diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5.4 BIOENSAIO DA CAPACIDADE ANTIFUNGICA FRENTE A C.
SPHAREOSPERMUM.

A atividade antifungica, realizada através do método de bioautografia
direta frente ao fungo fitopatogénico C. sphareospermum. Apds 48h os halos de

inibicdo foram observados e os limites de deteccao séo mostrados na tabela 5.
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TABELA 6 — Limites de deteccao (LD) dos Gleos essenciais frente ao fungo C. sphareospermum.

Amostra Limite de detecc&io ug/mL™
L. gracilis 50
L. origanoides 100,0

A atividade antifungica frente a C. sphareospermum foi mais efetiva para
0 Oleo das folhas de L. gracilis, pois apresentou limite de deteccao de 5 pg, cerca de
10 vezes menos ativo que o miconazol que possui o limite de deteccao de 0,5 pug. O
Oleo de L. origanoides apresentou limite de deteccdo de 100 pug, como mostra a
figura 10.

O dleo essencial de L. alba e seus extratos brutos apresentam uma boa
atividade antifungica (SANTOS, 1996; OLIVEIRA, 2000; RAO et al., 2000) o que
pode ser comprovado pela atividade antifingica apresentada pelos extratos
cloroférmico e cetbnico da raiz de L. alba verificada nos estudos de Aguiar et
al.(2008). Segundo Silva et al. (2011) extratos da Lippia sidoides Cham. apresenta
atividade antifungica frente as leveduras do género Céandida.

200pg 100pg 50ppg 25pug 10 Mg 5 ug 25ug 1pug

Figura 11. Bioautograma do 6leo essencial de L. gracilis. As placas foram borrifadas com a cultura de
C. sphareospermum. Zonas brancas indicam inibicdo do crescimento dos esporos.
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6. CONCLUSOES

As espécies L. gracilis e L. origanoides apresentaram bom rendimento em
Oleo essencial e composi¢do quimica semelhante aos estudos descritos na literatura
com elevado teor do fendlico timol, comum entre género.

O ensaio com larvas de A. salina indicou alta toxicidade, com valores de
CLso menores que o lapachol, usado como indicativo de atividade citotoxica. O Oleo
essencial de L. gracilis mostrou-se eficiente como sequestrador de radicais DPPH
com moderada atividade antioxidante e apresentou potencial fungicida frente a C.
sphareospermum.

Os resultados obtidos reforcam o uso de espécies de Lippia como
alternativa terapéutica na medicina tradicional. O 6leo essencial de L. gracilis e L.
origanoides podem ser utilizados como matéria-prima na elaboracdo de farmacos,
fungicidas naturais, cosméticos e alimentos, o que provocaria um uso racional

destas espécies com ampla distribuicdo na Amazoénia.
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