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ESTUDO DA TOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Lantana camara
L. (VERBENACEAE) COMO FERRAMENTA DE PRESERVACAO DA ESPECIE
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Resumo

Lantana camara L. (Verbenaceae) conhecida no Brasil como camara é usada na medicina popular como expectorante,
febrifuga e anticonvulsivante. No presente trabalho objetivo-se avaliar a toxicidade a atividade antiflngica e a atividade
moduladora de L. camara. As folhas da referida espécie foram secas e submetidas a extracdo do 6leo essencial pelo sistema de
hidrodestilacdo a frio. A toxicidade do 6leo essencial foi avaliada frente a larvas de Artemia salina Leach. A avaliacdo da
atividade antifangica foi determinada pelo método de microdiluicdo, determinando a concentracao inibitéria minima (CIM) a
partir de concentrac@es subinibitdrias (CIM 1/8) utilizando farmacos comerciais para a modulacéo, frente a trés leveduras do
género Candida. A toxicidade foi considerada moderada de acordo com parametros pré-estabelecidos. O 6leo em estudo inibiu
0 crescimento de C. krusei, porém na associacdo junto aos farmacos comerciais ndo houve atividade com relevancia clinica.
Novas pesquisas devem ser realizadas no sentido de identificar o mecanismo de acéo pelo qual L. camara afeta a C. Krusei,
bem como para ampliar o conhecimento sobre a espécie em estudo. Tal conhecimento pode servir como ferramenta essencial
para a preservacao da espécie.
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Abstract

Lantana camara L. (Verbenaceae) known in Brazil as chamber is used in folk medicine as an expectorant, febrifuge and
anticonvulsant. The objective in this study is to evaluate the toxicity and antifungal activity and modulating activity as well of
L. camara. The leaves of this species were dried and subjected to the extraction of essential oil by the cold hydrodistillation
system. The essential oil’s toxicity was evaluated in larvae of Artemia salina Leach. The evaluation of the antifungal activity
was determined by the microdilution method, determining the minimum inhibitory concentration (MIC) from subinibitory
concentrations (MIC 1/8) using commercial drugs for the modulation in three yeasts of the genus Candida. Toxicity was
considered moderate according to pre-established parameters. The oil under study inhibit the growth of C. krusei, but in
association with commercial drug no activity with clinical relevance. Further studies should be conducted to identify the
mechanism of action by which L. camara affects C. krusei and to increase knowledge about the studied species as well. Such
knowledge can serve as an essential tool for the preservation of the species.

Keywords: Essential oil. Artemia salina. Modulating activity. Drugs.

Introducéo

Desde o inicio da civilizacdo, 0 homem faz uso das plantas, pela necessidade de sobrevivéncia, levando-o a
descoberta de possiveis aplicacBes terapéuticas de determinadas espécies, com registros dessa utilizacdo, pelos
gregos, desde o século XIII antes de Cristo (RIBEIRO, 1996).
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O conhecimento acerca das plantas medicinais foi transmitido de geragdo para geracdo, formando-se
farmécias naturais, constituidas por plantas encontradas no ambiente e plantas exéticas, cultivadas em quintais e
jardins, préticas estas que evoluiram com ele ao longo dos anos, constituindo a medicina do homem primitivo (DI
STASI, 1996).

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (2013) indicam que as plantas medicinais sdo 0s componentes
primarios para os cuidados da salde, e cerca de 80% da populagdo mundial faz uso da medicina tradicional,
utilizando algum tipo de erva, na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel
(NASCIMENTO et al., 2000; CAETANO et al., 2002).

As plantas com propriedades medicinais eram e ainda sao utilizadas nas formas de chd, xaropes, inalages,
banhos, decoccdo, infusdo dentre outros. Sendo as mesmas de facil acesso e baixo custo para a comunidade. Assim,
devido ao rico valor das plantas utilizadas na medicina popular, tem-se buscado maiores informagGes acerca de
estudos farmacologicos, quimicos e toxicos dessas plantas, a fim de conhecer melhor suas possiveis aplica¢des para
fabricacdo de medicamentos, na composicdo de cosméticos e outros farmacos, bem como uma fonte de preservacéo
da sua espécie (BRASILEIRO et al., 2006).

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

As folhas de Lantana camara L. sdo ricas em 6leos essenciais, compostos fendlicos e triterpendides, com
predominancia de flavondides. Tais substancias presentes nessa espécie também sdo encontradas em algumas
plantas daninhas que possui propriedades alelopaticas e de toxicidade (COSTA, et al., 2008).

Plantas ricas em triterpendides sdo usadas desde os primordios da humanidade aplicados como
antiinflamatorios, antifngicos, antivirais, analgésicos, cardiovasculares, protetores do sistema vascular, anti-
alérgicos, antipirético e anticancerigeno (MENDES, 2003), na forma de chas e infusGes.

O ensaio de toxicidade frente aos ovos de A. salina € utilizado como método alternativo para a
determinagdo da toxicidade, pois demonstra a sensibilidade desse microcrustaceo a substancias toxicas (UTYAMA
et al., 2007). A utilizagdo da A. Salina em estudos preliminares de toxicidade deve-se a simplicidade com que pode
ser manuseado, rapidez e o baixo custo (LUNA, 2005).

O aumento progressivo da resisténcia a microrganismos e a busca de novos agentes antibacterianos e
fungicidas tornam essencial o uso de produtos naturais de plantas como alternativas no combate a fungos e
bactérias (MBWAMBO et al., 2007). Nos ultimos anos, muitas plantas foram avaliadas ndo somente pela atividade
antibacteriana, mas também como um agente modificador de resisténcia aos antibioticos (GIBBONS, 2004).

Diante dessas consideracdes, no presente trabalho objetivou-se, avaliar toxicidade e a atividade antiflngica,

bem como a atividade moduladora do 6leo essencial de L. camara L. (Verbenaceae).
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Material e Métodos

Material Vegetal

As folhas de L. camara L., foram coletadas no més de setembro de 2013, no Horto de Plantas Medicinais e
Aromaéticas da Universidade Regional do Cariri — URCA, municipio de Crato — CE. Uma amostra da exsicata foi
enviada para identificacdo botanica no Herbério Caririense Dardano de Andrade-Lima — HCDAL, onde encontra-se
depositada sob registro de n° 7518.

Obtenc&o do Oleo Essencial

As folhas da espécie em estudo foram secas ao sol, trituradas e submetidas ao sistema de hidrodestilagcdo
em aparelho tipo Clevenger modificado. 300 gramas da amostra foram colocadas em um baldo de vidro de 5,0 L
juntamente com de 2,0 L de 4gua destilada e aquecido até ebulicdo por 3 horas. O 6leo essencial obtido foi coletado
e tratado com sulfato de sodio anidro (Na,SO,), posteriormente foi armazenado sobre refrigeragdo a menos -4 °C

até a realizag&o dos testes. O 0Oleo essencial apresentou um rendimento de 0,29 %.

Toxicidade frente a Larvas de Artemia Salina Leach

Ovos de A. salina Leach foram adicionados em agua marinha artificial e submetidos & aeracdo constante
por 24h, periodo necessario para a eclosdo das larvas. Em seguida, foram preparadas as concentragdes (1000, 500,
250, 100, 50, 10, 5 ug/mL) nas quais foram adicionadas dez larvas em cada concentragdo, segundo metodologia
descrita por Meyer (1982). O teste foi acompanhado por controle positivo onde utilizou-se o dicromato de potassio
(K,Cr,0y) e controle negativo utilizando apenas agua marinha artificial e dimetilsulfoxido (DMSO). A leitura foi
realizada apds 24h e o célculo da CLs, foi obtido por regressao linear utilizando o programa GraphPad Prism 5

Demo, sendo considerado ativo quando CLsy <1000 pg/mL.

Avaliacdo da Atividade Antifingica e Concentracdo Inibitéria Minima (Cim)

A atividade antifungica do dleo essencial foi avaliada pelo método de microdiluicdo, com base no
documento M38-A de acordo com NCCLS (2003). Foram utilizadas trés leveduras do género Candida: Candida
albicans LM 122, Candida krusei LMBM 02 e Candida tropicalis LM 23.

Previamente aos testes, as linhagens do género Candida foram reavivadas em uma placa de Petri contendo

meio de cultura Agar Heart Infusion — HIA (Difco Laboratories ltda), na concentracdo indicada pelo fabricante, em
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seguida foi levada a estufa incubadora a 37 °C, aproximadamente, durante 24 horas. Logo apds 0s microrganismos
foram transferidos para uma solucéo salina afim de se obter uma concentragdo de 10° UFC/mL, comparando-se &
escala Mac Farland.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo. Uma
solucdo contendo 1350 pL Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) e 150 pL do in6culo foi colocada em cada
eppendorfs. Em seguida foram distribuidos 100 pL desta solugcdo em cada cavidade da placa de microdiluicdo e
logo ap6s adicionou-se 100 pL do dleo na primeira cavidade, sendo passado para as demais, através de sucessivas
microdiluicBes até a pendltima cavidade. As concentracfes do 6leo variaram entre 1024 a 1 pug/mL e a ultima
cavidade foi reservada para controle. Todo o teste foi feito em triplicata. A placa foi colocada na estufa em uma
temperatura de aproximadamente 37°C, por um periodo de 24 horas (JAVADPOUR et al., 1996).

A Atividade Antifungica foi avaliada através da turbidez de cada poco da placa de microdiluicdo. A
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo do 06leo essencial capaz de inibir o

crescimento dos fungos, conforme detectado macroscopicamente (NCCLS, 2003).

Avaliacdo da Atividade Moduladora por Microdiluicéo

Para verificar se 0 6leo essencial em estudo modificaria a acdo de drogas frente as leveduras testadas,
foram utilizados trés farmacos comerciais: Nistatina, Benzoil metronidazol e Mebendazol. Todas as drogas foram
dissolvidas em agua destilada e esterilizada e testadas tanto na presenga como na auséncia do Oleo através da
microdiluigdo em triplicata, a partir de uma concentra¢do inicial de 1024 pg/mL. Utilizou-se a metodologia
proposta por Coutinho et al. (2008), onde a solucdo do 6leo foi testada em concentracdo sub-inibitéria (MIC/8) de
512 pg/mL. Foram distribuidos 100 pL. de uma solug@o contendo CSD, indculo e 6leo em cada pogo no sentido
alfabético da placa. Em seguida, 100 pL da droga foram misturados ao primeiro pogo, procedendo-se a
microdiluicdo em série até a pendltima cavidade, onde a ultima foi utilizada como controle. As concentra¢fes dos

antifungicos testados variavam gradualmente de 512 a 1 ug/mL em cada pogo respectivamente.

Analise Estatistica

As andlises estatisticas das médias em triplicata (n=3) * desvio padrdo foram realizadas usando a Analise

de Variancia (ANOVA). Todas as andlises foram realizadas usando o programa software GraphPad Prism 5.
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Resultados e Discussdo

Toxicidade

Os indices de mortalidade das larvas no bioensaio para avaliar a toxicidade das folhas secas de Lantana
camara, frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach, alteraram entre 0 e 100 % da taxa de mortalidade. A dose
necessaria para matar 50% das larvas (CLsp) foi calculada, indicando que o 6leo possui atividade, sendo
considerada significativa por apresentar uma CLs, menor que 1000 pg/mL (MEYER et al., 1982).

O 6bleo essencial das folhas secas de Lantana camara L., quando comparado ao método descrito por
Dolabela (1997), apresentou uma CLsy 207.9 pg/mL, sendo caracterizado com uma toxicidade moderada, uma vez
gue a mesma se enquadra nos indices entre 80pg/mL e 250pug/mL.

O teor de toxicidade diverge quando comparado com resultados obtidos por Costa et al. (2008), os quais
utilizando a mesma metodologia frente a A. salina obtiverm uma CLs, de 14 pg/mL do 6leo essencial de L. camara
L., sendo considerado altamente téxico.

A CLsydo controle positivo foi de 55,96 pg/mL, apresentado-se semelhante quando comparada com o teste
frente as larvas de A. salina., sendo considerado ativo para esse microcrustaceo. Dessa forma, sugere-se maiores
investigacbes na busca de ampliar os conhecimentos sobre a espécie em estudo, por apresentar resultados
significativos para a citoxicidade.

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (Cim)

Na avaliacdo da atividade antifingica do 6leo essencial das folhas secas de L. camara, verificou-se uma
atividade inibitdria com relevancia do ponto de vista clinico, frente a levedura C. krusei LMBM 02, onde o produto
natural em estudo inibiu o crescimento fungico a uma concentrag&o inibitéria minima de 512 pg/mL (Tabela 01). O
6leo, entretanto, ndo demonstrou efeito contra as demais linhagens testadas em concentragfes abaixo de 1024

pg/mkL.

Tabela 1: Concentracao inibitoria minima — CIM do 6leo essencial das folhas
secas de Lantana camara L.

LEVEDURAS CIM (ug/mL)
OEFLc
Candida albicans LM 122 > 1024
Candida krusei LMBM 02 512
Candida tropicalis LM 23 > 1024

OEFLc: Oleo essencial das folhas secas de L. camara L.
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Pesquisas sobre bioatividade antifungica do 6leo essencial de L. camara ndo sdo tdo frequentes. Neste
contexto, embora ndo tenha tido uma abordagem com fungos patdgenos de humanos e sim de plantas, um estudo
pode ser destacado apenas para evidenciar o que ha na literatura cientifica a cerca de estudos envolvendo
bioatividade para a espécie, como o de Passos et al. (2012), que evidenciou, em ensaio in vivo, o potencial
antifungico do 6leo essencial da planta ao inibir o crescimento do fungo fitopatogénico Corynespora cassiicola.

Hernéandez et al. (2008), utilizando a metodologia de difuséo, utilizando o cetoconazol como antifingico
padrdo frente as leveduras Aspergillus niger e Fusarium moniliforme, verificou a presenca de atividade antifingica
contra as cepas testadas, utilizando 6leos essenciais das espécies Lantana achyranthifolia e Lantana graveolens. A
atividade antifungica exibida pelo 6leo, segundo os autores, foi atribuida a presenca de alguns componentes
quimicos presente no 6leo, tais como o carvacrol, acetato de o - terpinilo, cimeno e timol, que j& sdo conhecidos
por apresentar atividade antimicrobiana conforme pode ser conferida por Knobloch et al. (1985) e Juven et al.
(1994).

Deena e Thoppil (2000), estudando a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. camara, utilizando
filtro de difusdo em disco de papel frente a C. albicans, afirma que houve atividade antifingica, uma vez que inibiu
o0 crescimento utilizando o dleo essencial puro, demonstrando ser uma espécie sensivel a presenca do 6leo.

Trabalhos realizados por Pardo et. al. (2011), com extratos das folhas de Lantana camara L. frente a
leveduras do género Candida, apresentou inibicdo de crescimento frente aos fungos Candida krusei e Candida
dublinensis. Os autores ressaltam ainda que vale a pena observar os efeitos de diferenciacdo de cada composto
presente no extrato, para cada espécie. Compreender os mecanismos e a acao destes compostos sobre cada espécie,
podem ser servir para compreencdo das diferengas metabolicas entre estas espécies de Candida.

Atividade Moduladora

Produtos naturais de origem vegetal podem modificar a atividade de antibiéticos modulando ou revertendo
a resisténcia de microrganismos, e alterar a susceptividade microbiana a antibioticos e antifingicos por inibig&o,
interferindo na resposta esperada. (GIBBONS, 2004). Embora os antibiéticos e fungicidas de origem microbiana ja
venham sendo utilizados na pratica médica desde os anos 40, 0 uso desses e de outros, derivados de plantas, ainda é
incipiente. Portanto, muitas sdo as razBes que estimulam os estudos sobre a triagem de novas moléculas com
propriedades antimicrobianas a partir de fitoquimicos. Dentre essas, podemos citar, ainda, 0 aumento da resisténcia
dos microrganismos aos antimicrobianos tradicionais e a maior sensibilidade de pacientes tratados com drogas
imunossupressoras as infecgdes fungicas e bacterianas (COWAN, 1999).

Na associacdo do O6leo essencial com os farmacos comerciais utilizados junto as leveduras, em
concentragdes sub-inibitérias (MIC/8), foi verificado que ndo houve nenhuma atividade de relevancia clinica,
sendo todos os resultados >1024 pg/ml (Tabela 2). Desta forma, o estudo mostra que o 6leo essencial de L. camara
ndo potencializa, mas também ndo antagoniza o efeito dos farmacos testados, o que pode sugerir uma interacao do

tipo indiferenca.
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Tabela 2: Valores da concentragdo inibitéria minima (CIM) de Farmacos
comerciais, na auséncia e na presenca do 6leo essencial das folhas de Lantana

Farmacos  C. albicans LM 122 C. krusei LMBM 02 C. tropicalis LM 23
CIM CIM CIM CIM CIM CIM

Combinado Combinado Combinado

OELc (1024 OELc (512 OELc (1024
Hg/mL) Hg/mL) Hg/mL)
Nistatina  >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
BM >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Me >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

OELc: Oleo essencial de Lantana camara L.; BM: Benzoil metronidazol; Me: Mebendazol

Este foi o primeiro relato envolvendo modulagdo de antifingicos por 6leo essencial de L. camara.

Sendo assim, contribui cientificamente, servindo de base para futuras pesquisas.

Concluséao

O 6leo essencial de Lantana camara L., frente a larvas de Artemia salina, apresenta uma toxicidade
moderada, com uma atividade antiflngica de relevancia clinica frente a levedura Candida krusei LMBM 02.

O oleo essencial L. camara, ndo modulou o efeito antiflngico dos farmacos comerciais testados. As
informacBes obtidas nesse trabalho irdo contribuir como ferramenta de preservagdo da espécie, tendo sido o
primeiro relato envolvendo modulagéo de antifungica por 6leo essencial de conhecimento toxico.

Diante disso, novas frentes de pesquisas devem ser desenvolvidas na busca de ampliacdo e comprovacéo do

conhecimento da espécie em estudo.
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