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RESUMO - O objetivo deste estudo foi padronizar a matéria-prima e o extrato do vegetal Lippia sidoides
Cham, bem como determinar sua atividade antimicrobiana frente ao Streptococcus mutans. Ensaios de
perda por dessecacdo, teor de 6leo essencial e perfil cromatografico em CCD foram realizados para a
matéria-prima, e para o extrato, apos sua preparacao, foram realizados os ensaios de residuo seco, pH, teor
de timol (CLAE) e atividade antimicrobiana. Sendo assim, pode-se afirmar que a matéria-prima e o extrato
de Lippia sidoides Cham podem ser usados na producéao de formulacdes de uso odontoldgico, pois a mesma
foi padronizada e o extrato possui atividade antimicrobiana.

PALAVRAS-CHAVE - Padronizacgédo, Atividade Antimicrobiana, Lippia sidoides Cham.

SUMMARY - In this work we aimed the standardization of the plant material and crude extract of Lippia
sidoides Cham as well as its antimicrobial activity evaluation over Streptococcus mutans. Dessication
loss, essential oil content and TLC chromatographic assays were made with the plant material. For the
crude extract, after its obtention, the dry residue, pH, timol content (HPLC) and antimicrobial activity
assays were accomplished. In this way, it was possible to suggest that the plant material and the crude
extract of Lippia sidoides Cham can be used to prepare products of odontologic uses due to the fact that

both plant and crude extract were standardized and this last showed antimicrobial activity.
KEYWORDS - Standardization, antimicrobial activity, Lippia sidoides Cham.
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INTRODUGCAO

Lippia sidoide Cham (Verbenaceae) € um arbusto
do Nordeste do Brasil, encontrado principalmen-
te nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte, popu-
larmente conhecida como alecrim pimenta, que con-
tém em sua composicdo um Oleo essencial rico em Ti-
mol e Carvacrol, na qual apresenta propriedades bac-
tericida, fungicida, moluscicida e larvicida (Cavalcanti
et al, 2004; Kunle et al., 2003; Giraoetal., 2003; Car-
valho etal., 2003; Leal etal., 2003; Costa etal., 2002).
Quando estes 0leos sdo incorporados, na forma de tin-
tura, em formulagdes do tipo Creme Dental ou Coluto6-
rio, reduzem o crescimento de placa bacteriana em
humanos (Girao et al., 2003; Nunes, 1999; Fernandes-
Filho et al., 1998).

Numa industria farmacéutica que produz medica-
mentos fitoterdpicos, as drogas vegetais constituem o
principal grupo de matéria prima, e é portanto a ela
que se deve concentrar-se toda a atencgéo possivel (Ju-
nior & Pinto, 2005), uma vez que a padronizacao far-
macobotanica, verificacdo da pureza, qualidade qui-
mica dos vegetais, associada a uma adequada técnica

de extracdo dos seus principios ativos, sdo considera-
das etapas imprescindiveis para a produgéao racional
destes fitoterapicos (Baby et al., 2005).

Os objetivos deste trabalho consistem na padroni-
zacdo da matéria prima e das condicdes de extracdo a
partir do vegetal Lippia sidoides Cham, bem como a
determinacao da sua atividade antimicrobiana do ex-
trato padronizado frente ao Streptococcus mutans.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

A matéria-prima, folhas e inflorescéncia da Lippia
sidoides Cham utilizada no preparo do extrato hidro-
alcoolico, foi cultivada e coletada no periodo de flora-
cdo, em uma area experimental do Instituto de Pesqui-
sas Agrondmicas de Pernambuco (IPA) localizado no
distrito de Itapirema, municipio de Goiana-PE. Uma
exsicata, desta espécie, encontra-se depositada no her-
bério da Universidade Federal de Pernambuco (Depar-
tamento de Botanica) e IPA sob o n°® 52798 e que a
mesma foi identificada e coletada pela taxonomista ofi-
cial do IPA Valdelice Correia Lima.
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Microorganismo

Os microrganismos utilizados, neste estudo, foram
quatro amostras de Streptococcus mutans isolados e
identificados de pacientes portadores de placa bacte-
riana dental, examinados na clinica de odontopedia-
tria do Departamento de Odontologia da Universidade
Federal de Pernambuco. Estes microrganismos foram
isolados no meio de cultura mitis salivarius e identifi-
cados pelo sistema Strep 20, Biomerieux.

Extrato e meios de cultura utilizados

Foi utilizado o extrato hidroalcodlico da Lippia si-
doides Cham previamente padronizado, numa concen-
tracdo equivalente a 820 g de timol em cada disco. Os
meios de cultura utilizados foram: mitis salivarius de-
sidratado, usado para manutencao dos microrganismos
e durante todo experimento; Caldo peptonado conten-
do 20% de sacarose, usado para preparacao dos inocu-
los. Estes foram preparados conforme instrucées dos
fabricantes e esterilizado em autoclave a 121°C por 15
a 20 minutos.

Metodologia

Padronizacdo da matéria-prima vegetal e das con-
digoes de extracao

a) Determinacdo da perda por dessecacao

A perda por dessecacao foi determinada segundo
metodologia adotada pela Farmacopéia Brasileira, IV
edicdo, e que este pardmetro foi determinado ao longo
de cinco meses de armazenamento, sendo os resulta-
dos expressos em percentagem (m/m).

b) Determinacdo do teor de éleo essencial

O teor de 6leos essenciais da Lippia sidoides Cham
foi determinado por arraste a vapor d'agua, em apare-
lho de Clevenger modificado (Mesquita et al,, 2005;
Oliveira et al., 2005). Este teste foi realizado no tempo
zero, e ao longo de cinco meses de armazenamento.
Para andlises dos resultados foi considerado o volume
de 6leo essencial em 100g de droga vegetal e em per-
centual do vegetal dessecado conforme descricao da
Farmacopéia Brasileira, IV edicao.

c) Analise qualitativa daLippia sidoides Cham

Para a determinacéao da “impressao digital” da Lip-
pia sidoides Cham, foi utilizado cromatografia em ca-
mada delgada, sendo utilizado uma solucao padrao de
timol a 1% (Merck). As amostras foram preparadas
aquecendo, durante 10 minutos, 5g do material vege-
tal em 30mL de etanol, metanol e acetato de etila res-
pectivamente.

Os cromatogramas foram obtidos empregando-se
como fase estacionaria placas cromatograficas de gel
silica e como fase moveis, misturas em proporgdes vo-
lumétricas dos seguintes sistemas: Sistema I — Benze-
no: Acetato de etila (97:3) e vanilina sulfdrica para
monoterpendides como revelador. Sistema II — Acetato
de etila: Acido acético: Acido férmico: Agua
(100:11:11:26) e Difenilboriloxetilamina para fendis
como revelador segundo metodologia adotada por (Nu-
nes, 1999).

d) Determinacdo da granulométria dos pos e ob-
tencdo do extrato hidroalcodlico da Lippia sidoides
Cham

Para obtencgdo do extrato hidroalcoélico, na forma
de tintura, as partes aéreas do vegetal Lippia sidoides
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Cham (folhas e inflorescéncias) foram desidratadas em
sala ventilada, temperatura ambiente e, posteriormen-
te, trituradas em moinho manual. Apds trituracdo, a
técnica de granulométria por tamisacao foi emprega-
da, na qual foram utilizados tamises com aberturas de
malhasde 2,5; 2,0; 1,6; 1,25; 0,8; 0,5; 0,25mm e coletor,
esta operacao de tamisacao foi realizada durante 35
minutos a 90 vibragoes por minutos (Prista et al., 1995).
Em seguida, foi realizada maceracao em percolador de
inox com capacidade de 20 Litros, durante 8 dias utili-
zando alcool etilico a 70%, na proporcao de 20:100 dro-
ga/solvente. Apos este procedimento, a percolacéo foi
realizada com ajuste de gotejamento de 30 gotas por
minuto.

e) Anadlise quantitativa do teor de timol

O teor de timol foi determinado a partir do método
desenvolvido e validado por Nunes (1999), na qual
foi utilizados um Cromatografo Liquido de Alta Efi-
ciéncia (CLAE) com sistema de injecdo manual, equi-
pado com Loop de 20uL, modelo HP série 1100 e inte-
grador HP série 3395. Os extratos foram tratados em
cloroférmio, obtendo 04 partigdes, onde uma aliquota
foi diluida em metanol PA (Merck) e injetada no cro-
matografo.

f) Determinacdo do pH do extrato de Lippia sidoi-
des Cham

O pH dos extratos, foi determinado em um pHme-
tro da série 3020 (Jenway) devidamente calibrado com
uma solucao tampao pH 7,0 e 4,0.

g) Determinacao do residuo seco (Rs) do extrato
de Lippia sidoides Cham

O residuo seco do extrato foi determinado pesando-
se, exatamente 20g do extrato em pesa filtro (27 x
55mm), previamente tarado e deixando em estufa a
105°C por duas horas conforme descri¢ao da Farmaco-
péia Brasileira, IV edicao.

Determinacao da atividade antimicrobiana do ex-
trato hidroalcodlico de Lippia sidoides Cham

O método utilizado para a determinacao da ativi-
dade antimicrobiana foi o de difusdo em meio sé6lido
preconizado por Bauer (1966) e estudado por An-
drade et al (2005). As preparacdes dos in6culos bac-
terianos foram realizadas diluindo as culturas de
Streptococcus mutans, de maneira a obter uma turbi-
dez equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Fair-
land, o que corresponde a 10° unidades formadoras
de colonia (UFC/mL). Em placas de Petri estéreis de
90mm de didmetro, foram distribuidos 18mL do meio
Mitis Salivarius e deixado sobre uma superficie pla-
na até completa solidificacdo. Os discos de papel de
filtro, pesando 30mgi4mg/cm2 e didmetro de 6mm,
foram preparados, impregnando-os com 20uL do ex-
trato padronizado de Lippia sidoides Cham (Nunes,
1999).

As suspensoes bacterianas padronizadas foram se-
meadas por esgotamento com Swabs estéreis em toda a
superficie do meio. As placas de petri foram mantidas a
temperatura ambiente para total absorcao dos inéculos e
incubadas a 37°C durante 18 horas. Apés o periodo de
incubacao, as leituras foram efetuadas pela medida dos
halos de inibicdo em torno do disco e comparadas com o
padréo antibacteriano de Ciprofloxacina (1000pug/mL) e
com o solvente contido no extrato, etanol a 70%, além de
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se fazer, também, a determinacao da concentracdo inibi-
toria minima (Acar & Gold Stain, 1996).

RESULTADOS E DISCUS SAO

Padronizacao da matéria-prima vegetal de Lippia
sidoides

A caracterizacdo de uma matéria-prima vegetal se
dé dentro de um ciclo de processamento e, no caso dos
fitoterdpicos, pela correta qualificacdo da matéria-prima
vegetal (Junior & Pinto, 2005). O ponto de partida para
alcancar estes objetivos é através de um adequado pro-
tocolo de coleta, seguido da correta classificacao Farma-
cobotanica para em seguida determinar outros parame-
tros como, perda por dessecacéo, teor de dleo essencial,
residuo seco e perfil cromatografico (Nunes et al., 2000).

O estabelecimento do perfil cromatografico em Cro-
matografia de Camada Delgada (CCD) foi utilizado como
forma de caracterizar as folhas e inflorescéncias da Lip-
pia sidoides Cham, pois este permite a montagem de
uma "impressao digital” para a droga vegetal a partir
de seus constituintes quimicos. As CCD, tanto no siste-
ma I como no Sistema II, demonstraram a identidade
quimica da Lippia sidoides Cham, pois foi claramente
evidenciado em funcao da coloracao especifica frente ao
padréo timol. As andlises das amostras mostraram um
perfil cromatografico com manchas que correspondiam
a heterosideos de flavona e heterosideos de flavanonas.

O teste Farmacopéico, teor de Oleo essencial, esta
descrito na Tabela [, na qual mostra o teor de 6leo es-
sencial tanto no vegetal fresco como no vegetal desseca-
do por 100g de amostra. Assim sendo, a presenca dos
constituintes volateis existentes nas folhas e inflorescén-
cia da Lippia sidoides Cham foi confirmada. A presen-
¢a, destes volateis, nos vegetais estd diretamente relaci-
onada com a sua atividade biolégica (Nunes, 1999).

A perda por dessecacéo (PD) apresentou um Coefi-
ciente de Variacao (CV%) de 0,256 1m/m ao longo dos 5
meses de armazenamento. Segundo Prista et al (1995)
a PD esta ligada a estabilidade microbiolégica da plan-
ta, como expressao da sua susceptibilidade ao desen-
volvimento de bactérias e fungos, e estabilidade qui-
mica, representada especialmente pelos processos de
hidrolise. Com isso, deduz-se que, as amostras de Lip-
pia sidoides Cham nao estavam contaminadas e que
podiam ser utilizada, perfeitamente, para o estudo de
determinacao da atividade antimicrobiana, um dos ob-
jetivos deste estudo.

Padronizacao das condicées de extragao

A distribuicdo granulométrica influi na reprodutibi-
lidade da extracao, ja que este fendmeno esté relacio-
nado com a superficie e espessura das particulas em
contato com o liquido extrator (Prista et al, 1995). A
Tabela IT mostra o teor de timol em cada fracdo da ana-
lise granulométrica por tamisacdo. Observa-se que os
teores de timol, em cada fracdo, estiveram bem préxi-
mos, isto pode ser explicado pela fragilidade das mem-
branas dos tecidos da Lippia sidoides Cham, nos quais
estdo presentes nas glandulas que contém as substan-
cias ativas (Nunes et al., 2000). Os teores de timol en-
contrados, em cada fracdo granulométrica, estdo em
concordancia com Leal et al (2003) que encontrou, em

TABELA |
Teor de 6leo essencial tanto no vegetal fresco
como no vegetal dessecado por 100g de amostra de
Lippia sidoides Cham

Amostras Oleo essencial % (m/v)
Vegetal fresco 3,8
Vegetal Dessecado 53

TABELA 11
Teor de timol da Lippia sidoides Cham obtidos de cada fracdo
dos tamises utilizados na andlise granulométrica

Malha do Tamis (mm) Fracéao retida na Malha (g) Teor de Timol (mg/mL)

25 6,3 2,06
2,0 5,2 2,06
1,6 7,6 2,06
1,25 74 2,02
0,80 12,9 2,60
0,50 3,5 1,92
0,25 34 2,36
Coletor 0,8 2,09
TABELA 11l

Avaliacdo da reprodutibilidade das solucdes extrativas da
Lippia sidoides Cham em 5 lotes diferentes

Lotes das solugoes Volume (Litros) Timol (mg/mL) s CV (%)
1 1 2,16 = 0,63 3,6889
2 1 2,11 £0,2 1,26652
3 1 2,13+ 0,86 1,9955
4 1 2,16 + 0,05 0,827815
5 1 2,14+0,28 3,593839

s = Desvio Padrao; CV = Coeficiente de Variagdo

TABELA IV
Resultados das anadlises estatisticas para médias repetidas do
teor de timol nos 5 lotes de extratos de Lippia sidoides Cham

Fonte davariacdo SQ Gl MQ Fcalc. F critico
Entre Grupos 1,250667 4 0,312667 1,227749 3,47805
IntraGrupos  2,546667 10 0,254667
Total 3,797333 14
TABELA V

Valores da determinacdo do Residuo Seco (RS) nos cinco lotes
de extratos de Lippia sidoides Cham

Lotes das solugées  Volume (Litros) RS (%) m/m *s CV (%)
1 1 2,16 + 0,63 3,6889
2 1 2,11 +£0,2 1,26652
3 1 2,13+ 0,86 1,9955
4 1 2,16 + 0,05 0,827815
5 1 2,14 + 0,28 3,593839

* Os valores expressados nesta Tabela refere-se a média de trés repetigoes autenticas de cada
ote

seu estudo, durante a floracao, valores de 2,0+0,03mg/
mL de timol.

A avaliacao da reprodutibilidade das solucoes ex-
trativas estd devidamente relacionada em 5 lotes, e
encontra-se descrita na Tabela III. As andlises estatis-
ticas para médias repetidas, Tabela IV, demonstraram
que nao houveram diferencas significativas nos teores
de timol nos 5 lotes.

A Tabela V mostra os valores da determinacao do
Residuo Seco (RS) nos cinco lotes de extratos. Este
parametro, segundo Nunes et al (2000) apresenta im-
portancia tanto na caracterizacdo da matéria-prima como
na optimizacao das solucoes extrativas, sendo que os
valores observados através das andalises de variancias
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TABELA VI
Resultados das anélises estatisticas para médias repetidas do
Residuo seco nos 5 lotes de extratos de Lippia sidoides Cham

Fonte da variagao SQ Gl MQ Fcalc. Fcritico
Entre Grupos 0,010493 4 0,002623  1,18014 3,47805
Intra Grupos 0,022227 10 0,002223
Total 0,03272 14
TABELA VII

Avaliacao da reprodutibilidade dos valores de pH das solucées
extrativas de Lippia sidoides Cham

Lotes das solugées  Volume (Litros) pH = s CV (%)
1 1 6,286 + 0,1517 2,413299
2 1 6,366 + 0,2753 4,324537
3 1 6,213 + 0,0602 0,968936
4 1 6,496 + 0,085 1,308498
5 1 6,333 + 0,2272 3,587557

TABELA VIII
Resultados das anadlises estatisticas para médias repetidas do
pH nos 5 lotes de extratos de Lippia sidoides Cham

Fonte da variacao sSQ Gl MQ Fcalc.  Fcritico
Entre Grupos 0,13256 4 0,03314 1,026854 3,47805
Intra Grupos 0,322733 10 0,032273
Total 0,455293 14
TABELA IX

Atividade Antimicrobiana do extrato padronizado
de Lippia sidoide Cham frente a quatro cepas de
Streptococcus mutans, usando o método de difusdo em disco
e expresso em diametro do halo (mm)
Ciprofloxacino’

Microrganismos Extrato de Lippia sidoides

(1000pg/mL)
Streptococcus mutans 1C 01 08 15
Streptococcus mutans 1C 02 08 18
Streptococcus mutans 1C 03 11 14
Streptococcus mutans 1C 04 11 17

" Padrdo

TABELA X
Resultados dos ensaios da avaliacdo da Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI) do extrato padronizado de Lippia sidoides
Cham

Microrganismos Extrato Padronizado de Lippia sidoides Cham

Puro 1/2 1/4 1/8 1/16

Streptococcus mutans IC 01 S S S R R
Streptococcus mutans IC 02 S S R R R
Streptococcus mutans IC 03 S S S R R
Streptococcus mutans |C 04 S S R R R

* S = Sensivel ; R = Resistente

(Anova), Tabela VI, ndo evidenciaram diferencas sig-
nificativas de RS nos 5 lotes estudados. O mesmo per-
fil foi observado, também, para a variavel pH, uma vez
que os valores observados, a partir dos dados da Tabe-
la VII e VIII, mostram que nao foram identificadas di-
ferencas estatisticamente significativas, ou seja, o va-
lor de F calculado é menor que o valor de F critico. Os
parametros estatisticos encontrados, neste estudo, fo-
ram determinados a partir do programa Anova-Fator
Unico Excel/97.

Atividade antimicrobiana do extrato padronizado da

Lippia sidoides Cham frente ao Streptococcus mutans
Apos a caracterizacdo da matéria-prima e a padro-

nizacao do extrato, foi determinada a atividade antimi-
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crobiana frente ao Streptococcus mutans. Os resulta-
dos dos ensaios da avaliacao preliminar antimicrobia-
na do extrato estdo apresentados nas Tabelas IX e X,
respectivamente. No método da difusdo em disco, Ta-
bela IX, foi medido um halo de inibicdo significativo
quando comparado com o padrao Ciprofloxacino, o que
levou, a partir destes resultados a determinar a CMI
deste extrato (Tabela X). Os resultados da CMI de-
monstrou uma atividade antimicrobiana frente ao Strep-
tococcus mutans, porém deve-se fazer um estudo mais
aprofundado a cerca da cepa mais sensivel ao extrato
de Lippia sidoides Cham.

Sendo assim, pode-se concluir, a partir deste estu-
do, que as técnicas de controle de qualidade adotadas,
e a determinacdo da atividade antimicrobiana utiliza-
das, sugerem que a matéria-prima foi devidamente
caracterizada e seu extrato padronizado, podendo as-
sim, ser o mesmo usado na producao de formulac¢oes
galénicas de uso odontoldgicos para o combate da ca-
rie dentaria em humanos, devido a comprovacao de
sua atividade antimicrobiana frente ao streptococcus
mutans, um dos principais agentes etiolégicos desta
patologia.
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