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Caracterização química e atividades antioxidante, anti-acetilcolinesterase, ansiolítica e 

antibacteriana de espécies do gênero Lippia L. (Verbenaceae) do Cariri cearense 

 

RESUMO 

 

Plantas medicinais tem se mostrado como importante ferramenta para a busca de novas drogas, 

auxiliando no descobrimento de novos compostos fitoquímicos e de diferentes mecanismos de 

ação farmacológica. As espécies de Lippia L. ganham destaque devido a importância dos usos 

tradicionais em que são aplicadas nas partes do mundo onde se distribuem, sendo estes 

principalmente medicinal e alimentício. Este estudo teve como objetivo caracterizar e comparar 

a composição química volátil e não-volátil de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. 

Wilson, Lippia sidoides Cham. e Lippia gracilis Schauer e avaliar suas atividades antioxidante, 

anti-acetilcolinesterase, ansiolítica e antibacteriana. A identificação da composição química dos 

óleos essenciais e dos extratos etanólicos se deu por Cromatografia Gasosa acoplada a 

Espectrometria de Massas (CG/EM) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiência acoplado a 

Espectrômetro de Massas com Ionização por Eletrospray (HPLC-DAD-ESI-MSn), 

respectivamente. A capacidade antioxidante foi verificada pelo sequestro dos radicais livres 

1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

(ABTS), poder de redução e quelação de ferro, proteção da desoxirribose e co-oxidação do 

ácido linoleico, e a atividade de inibição da acetilcolinesterase foi avaliada. A atividade 

antimicrobiana foi determinada pela concentração inibitória mínima e pela modulação de 

antibióticos da classe dos aminoglicosídeos e beta-lactâmicos. A toxicidade e efeito ansiolítico 

foram avaliados pelo modelo Zebrafish. Os óleos essenciais apresentam composições químicas 

sem relação entre si. Estes apresentam atividade antioxidante relevante, correlacionada a ação 

de compostos distintos e não-majoritários, com destaque para o óleo essencial de L. sidoides 

com IC50 de 5,22 µg/mL para inibição do ABTS. Já os extratos, apresentaram composições 

ricas em compostos fenólicos, especialmente a classe dos flavonoides e com atividade 

antioxidante significativa, com destaque para o extrato de L. gracilis com IC50 de 0,59 µg/mL 

para quelação de Fe2+. Estes também apresentaram atividade inibidora de enzima 

acetilcolinesterase com concentrações clinicamente relevantes. Quanto a atividade 

antibacteriana, todas as amostras se mostraram eficazes frente as linhagens testadas. Na 

modulação, tanto os óleos essenciais quanto os extratos modificaram a ação dos antibióticos 

testados, onde o efeito sinérgico mais significativo foi obtido pelo extrato etanólico de L. alba 

frente a Staphylococcus aureus, diminuindo o valor da CIM da amicacina de 853,3 µg/mL para 

32 µg/mL. As amostras não foram toxicas em 96 h de exposição em Zebrafish nas 

concentrações testadas e apresentaram efeito ansiolítico, neuromodulando o receptor GABAA. 

O extrato de L. alba neuromodulou o receptor 5-TH. Assim, diante dos resultados obtidos, as 

espécies do gênero Lippia em estudo mostram potencial biológico promissor. 

 

Palavras-Chave: Lippia; Monoterpenos; Compostos fenólicos; Antioxidante; Anti-AChE; 

Antimicrobiano; Ansiolítico; Zebrafish. 
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Chemical characterization, antioxidant, anti-acetylcholinesterase, anxiolytic and 

antibacterial activities of species of the genus Lippia L. (Verbenaceae) from Cariri Ceará 

 

ABSTRACT 

 

Medicinal plants have been shown to be an important tool for the search for new drugs, helping 

to discover new phytochemical compounds and different mechanisms of pharmacological 

action. Lippia L. species are highlighted due to the importance of the traditional uses in which 

they are applied in the parts of the world where they are distributed, being these mainly 

medicinal and food. This study aims to characterize and compare the volatile and fixed chemical 

composition of Lippia alba (Mill.) NEBr. ex Britton & P.Wilson, Lippia sidoides Cham. and 

Lippia gracilis Schauer and evaluate their antioxidant, anti-acetylcholinesterase, anxiolytic and 

antibacterial activities. The identification of the chemical composition of essential oils and 

ethanol extracts was done by Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry (CG/MS) 

and High Performance Liquid Chromatography coupled with Electrospray Ionization Mass 

Spectrometer (HPLC-DAD-ESI-MSn), respectively. The antioxidant capacity was verified by 

the scavenging of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) free radicals, iron reduction and chelation power, 

deoxyribose protection and co-oxidation of linoleic acid, and the acetylcholinesterase inhibition 

activity was evaluated. The antimicrobial activity was determined by the minimal inhibitory 

concentration and the modulation of antibiotics of the aminoglycoside and beta-lactam class. 

Toxicity and anxiolytic effect were evaluated by the Zebrafish model. Essential oils have 

unrelated chemical compositions. These have relevant antioxidant activity, correlated with the 

action of distinct and non-majority compounds, especially the essential oil of L. sidoides with 

IC50 of 5.22 µg/mL for inhibition of ABTS. The extracts, on the other hand, showed 

compositions rich in phenolic compounds, especially the class of flavonoids, and with 

significant antioxidant activity, especially the extract of L. gracilis with IC50 of 0.59 µg/mL for 

Fe2+ chelation. These also showed acetylcholinesterase enzyme inhibitory activity at clinically 

relevant concentrations. As for antibacterial activity, all samples were effective against the 

strains tested. In the modulation, both essential oils and extracts modified the action of the tested 

antibiotics, where the most significant synergistic effect was obtained by the ethanol extract of 

L. alba leaves against Staphylococcus aureus, decreasing the MIC value of amikacin from 853.3 

µg/ml to 32 µg/ml. The samples were not toxic in 96 h of exposure in Zebrafish at the 

concentrations tested and showed an anxiolytic effect, neuromodulating the GABAA receptor. 

L. alba extract neuromodulated the 5-TH receptor. Thus, in view of the results obtained, the 

species of the genus Lippia under study demonstrate promising biological potential. 

 

Keywords: Lippia; Monoterpenes; Phenolic compounds; Antioxidant; Anti-AChE; 

Antimicrobial; Anxiolytic; Zebrafish. 
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IMPORTÂNCIA/RELEVÂNCIA PARA A SOCIEDADE 

 

 Pesquisas que buscam identificar a composição química e avaliar as atividades 

farmacológicas de espécies medicinais e alimentícias são importantes para validação de seus 

usos. As conhecidas cidreiras ou alecrins (Lippia L.) são utilizados para o tratamento de 

diferentes enfermidades através de seu consumo como chás, temperos e em banhos, estando 

essas ações associadas aos seus componentes químicos. Este estudo mostrou que espécies deste 

gênero apresentam potencial terapêutico para auxiliar na prevenção ou tratamento de doenças 

neurodegenerativas e ansiedade, como também de infecções antibacterianas. Assim, estes 

resultados servem de base para estudos que procurem desenvolver novas medicações e 

conservantes para alimentos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O uso de plantas medicinais pela humanidade atravessa gerações por meio da 

experiência adquirida mediante utilização prévia, sendo este muitas vezes a única alternativa 

terapêutica para o tratamento e prevenção de doenças de diferentes comunidades (SALVINO, 

2020). A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) regulamenta o uso de partes de 

plantas medicinais: folhas, cascas, raízes ou flores, como opção terapêutica dentro do Sistema 

Único de Saúde (SUS), através de resoluções que estabelecem quais, como e quando as ditas 

drogas vegetais devem ser utilizadas (FLOR; BARBOSA, 2015). Este cenário promove o 

aumento da prescrição destes vegetais por profissionais de saúde da assistência básica e do seu 

uso pela população em geral (SANTOS; MARTINS; NASCIMENTO, 2020). 

Por meio deste conhecimento tradicional, estudos de cunho etnofarmacológico tem se 

mostrado como importante ferramenta para a busca de novas drogas, gerando conhecimento 

para a produção de novos medicamentos e auxiliando na manutenção da saúde de todas as 

camadas sociais (ALBUQUERQUE; RAMOS; MELO, 2012; AÑEZ, 2009). Estes estudos são 

essenciais para o resgate de dados sobre espécies com potencial medicinal, auxiliando no 

descobrimento de novos compostos fitoquímicos e de diferentes mecanismos de ação 

farmacológica vegetal, além de fornecer informações importantes acerca de segurança de uso 

para ensaios de toxicidade (OTENIO et al., 2020). 

 O conhecimento sobre os compostos obtidos pelo metabolismo secundário vegetal 

detém grande valor agregado devido às suas aplicações como medicamentos, cosméticos, 

alimentos e agroquímicos (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). Devido à diversidade 

estrutural desses metabólitos, a recente modernização das metodologias de isolamento e 

identificação de compostos de fontes naturais tem propiciado o aumento no número de novas 

estruturas químicas bioativas para diversas indicações terapêuticas, como antioxidante, 

antimicrobiana, anticancerígena, dentre outras (BRANDÃO et al., 2010; MA et al., 2016; 

MACHADO et al., 2008). 

 Essa diversidade se dá tanto por fatores genéticos quanto ambientais e seu conhecimento 

é essencial para uso adequado destes recursos, já que a variabilidade química dentro de 

determinada espécie ou gênero permite selecionar aqueles indivíduos que apresentam 

composição química de interesse. Esses constituintes químicos também servem de base para 

estudos de classificação quimiotaxonômica, já que as estruturas químicas dos metabólitos 

secundários e suas vias biossintéticas são frequentemente específicas e restritas a organismos 

taxonomicamente relacionados, conhecidos como quimiovariedades ou apenas quimiotipos 

(SANFELIU, 2015; SINGH; GEETANJALI, 2018). 
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 Entre os principais fatores bióticos e abióticos que afetam o metabolismo secundário 

vegetal, tanto no conteúdo total quanto nas proporções relativas desses compostos, estão 

sazonalidade (GOUVEA et al., 2012), ritmo circadiano (BELBIN et al., 2019), 

desenvolvimento vegetal (LI et al., 2020), fenologia (RIBEIRO et al., 2019), temperatura 

(SHAMLOO et al., 2017), altitude e nutrientes (HASHIM et al., 2020), estresse hídrico 

(CASER et al., 2019), radiação UV (GHASEMZADEH et al., 2016), dentre outros. 

 Neste sentido, gênero Lippia L. ganha destaque devido a importância dos usos 

tradicionais em que é aplicado nas diversas partes do mundo onde se distribui, sendo estes 

principalmente medicinal e alimentício (PASCUAL et al., 2001). Suas espécies seguem um 

perfil geral de uso, sendo principalmente utilizadas na forma de infusão e decocto de suas 

folhas, partes aéreas ou flores e administradas por via oral como sedativo e hipertensivo, bem 

como para o tratamento de distúrbios dos sistemas respiratório e digestivo (ALBUQUERQUE 

et al., 2007; NELO, 2018). 

 Este gênero caracteriza-se por apresentar espécies aromáticas, tendo sua constituição 

volátil amplamente explorada em trabalhos de cunho fármaco-químico, porém sua composição 

não volátil também apresenta compostos relevantes como flavonoides, iridoides, 

fenilpropanoides glicosilados e naftoquinonas (GÜERECA et al., 2007; JESUS, 2018). Os 

flavonoides, encontrados em maior abundância nesse gênero, possuem uma gama de atividades 

biológicas, como antimicrobiano, antiviral, antiulcerogênico, antineoplásico, antioxidante, 

antihepatotóxico, anti-hipertensivo, hipolipidêmico, anti-inflamatório, antiplaquetário, dentre 

outros (MACHADO et al., 2008). 

 Apesar de estudos realizados demonstrarem a importância do gênero Lippia L. para a 

fitoterapia, devido a usos terapêuticos apresentados pelas populações tradicionais, e de suas 

diferentes espécies já terem sido identificadas e caracterizadas, ainda existe escassez de 

trabalhos publicados ou detalhados de suas atividades farmacológicas, associados a 

identificação ou isolamento químico (MAGALHÃES, 2018; SOUSA, 2008). 

Além disso, de modo geral, os membros desse gênero apresentam similaridades em sua 

constituição química, atividades farmacológicas e usos populares, sendo reconhecido por sua 

composição volátil, que caracteriza a maior parte dos trabalhos relacionados as suas atividades 

biológicas, mostrando assim, a necessidade de estudos que envolvam outras classes de 

metabolitos secundários presentes, buscando estabelecer aspectos biológicos e dados 

quimiotaxônomicos mais consistentes (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011; JESUS, 

2018; MAGALHÃES, 2018; SOARES, 2001). 

Diante do exposto, este estudo buscou caracterizar e comparar a composição química 

volátil e não-volátil das espécies Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson, Lippia 
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sidoides Cham. e Lippia gracilis Schauer presentes no Cariri cearense a fim de verificar 

similaridade entre os seus compostos, bem como avaliar suas capacidades antioxidante, 

inibidora da acetilcolinesterase, antibacteriana, ansiolítica e sua toxicidade, verificando a 

influência da constituição química sobre essas bioatividades. 

Os resultados da pesquisa estão apresentados em três capítulos, subsequentes, após a 

fundamentação teórica. O primeiro capítulo mostra o estudo com os óleos essenciais das três 

espécies estudadas, destacando a composição química, analisada por cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), e atividade antioxidantes por diferentes 

mecanismos, relacionados através de cálculos quimiométricos. Este capítulo corresponde ao 

artigo publicado na revista Food Chemistry intitulado ‘Comparative analysis of chemical 

profiles and antioxidant activities of essential oils obtained from species of Lippia L. by 

chemometrics’. 

O segundo capítulo relata sobre os extratos etanólicos das três espécies, mostrando a 

composição química, analisada por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

(HPLC-DAD-ESI-MSn), e as atividades antioxidante e anti-acetilcolinesterase, também 

correlacionadas por quimiometria. Por fim, o terceiro capítulo aborda as atividades 

antibacteriana e moduladora frente a cepas multirresistentes, bem como atividade ansiolítica 

via neuromodulação GABAérgica e serotoninérgica e toxicidade em Zebrafish adultos para os 

óleos essenciais e extratos etanólicos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 Caracterizar e comparar quimicamente as espécies de L. alba, L. sidoides e L. gracilis 

do Cariri cearense e avaliar atividades biológicas especificas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Identificar os constituintes químicos voláteis e não-voláteis das espécies estudadas; 

 Comparar a constituição química dos óleos essenciais e extratos etanólicos das espécies 

estudadas através de análises quimiométricas; 

 Avaliar a capacidade antioxidante das espécies estudadas por diferentes mecanismos, 

como sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS, proteção da desoxirribose e β-caroteno, 

quelação e redução de íons de ferro; 

 Avaliar a atividade antibacteriana, através da Concentração inibitória mínima e 

modulação de antibióticos; 

 Avaliar a ação inibitória da enzima Acetilcolinesterase; 

 Avaliar a toxicidade e o efeito ansiolítico via neurotransmissão GABAérgica e 

serotoninérgica em Zebrafish adultos; 

 Verificar a relação entre as atividades biológicas avaliadas e as respectivas composições 

presentes nas espécies estudadas. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1. Gênero Lippia L. 

 

 A família Verbenaceae apresenta por volta de 36 gêneros e 1035 espécies. Os gêneros 

mais representativos em número de espécies são: Verbena, Lippia, Citharexylum, 

Stachytarpheta, Glandularia e Duranta (JUDD et al., 2008). Esta pertence à ordem Lamiales, 

enquadrando-se no clado das Asterídes, subclado Asterídes I, um grupo de plantas considerado 

monofilético (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2016). 

 Esta é amplamente distribuídas em regiões tropicais, subtropicais e temperadas das 

Américas, África e Índia, bem como em outras regiões do globo, especialmente em partes mais 

quentes do mundo. Os centros de maior diversidade são as regiões subtropical e subárrida da 

América do Sul e as cordilheiras do centro do México aos Andes centrais. (ATKINS, 2004; 

SANDERS, 2001). O Brasil apresenta um relevante centro da diversidade dessa família, onde 

são conhecidos 16 gêneros e 276 espécies, com 174 endêmicas, 50 consideradas raras, e 27 

estão ameaçadas de extinção (CARDOSO et al., 2018). 

 O gênero Lippia é o segundo maior gênero de Verbenaceae e o mais representativo na 

flora brasileira, reúne cerca de 200 táxons com ampla distribuição na Região Neotropical, nas 

regiões áridas do sudoeste dos Estados Unidos, florestas tropicais decíduas da América Central 

e nos campos rupestres e cerrados do Brasil, regiões de altos índices de endemismos (ATKINS, 

2004; SALIMENA; MÚLGURA, 2015; SOUSA et al., 2013). 

 Lippia caracteriza-se por apresentar plantas arbustivas ou subarbustivas, com folhas 

decussadas, geralmente com indumento glandular, florescências parciais capituliformes ou 

espiciformes, congestas, axilares, brácteas membranáceas ou cartáceas, verdes ou coloridas, 

amarelas, róseas ou vináceas, ultrapassando ou não o comprimento das flores. Possui flores 

sésseis, com cálice comprimido, 2-alado, induplicado, membranáceo, inconspícuo, persistente 

no fruto; corola hipocraterimorfa, alva, rósea, magenta, lilás ou amarelas, tubo reto ou curvo, 

limbo 4-5 lobado, lábio superior ou adaxial 2-lobado, lábio inferior ou abaxial único, 2 lobos 

laterais; 4 estames; ovário monocarpelar, bilocular, 2-ovulado, estigma lateral. Fruto dividido 

na maturidade em dois mericarpos (TRONCOSO, 1974). 

 Algumas espécies deste gênero, no decorrer dos anos, apresentam problemas de 

nomenclatura botânica devido à dificuldade na sua identificação correta, acarretando no uso de 

diferentes sinonímias para uma mesma espécie na literatura, como a L. alba (Mill.) N. E. Br., 

por exemplo, que recebe o nome de L. geminata microphylla Griseb, L. germinata H.B.K., L. 
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globiflora Kuntze, L. lantanoides Coult, Lantana alba Mill e Phyla germinata H.B.K 

(PASCUAL et al., 2001). 

 

3.1.1.  Usos tradicionais 

 

 As espécies de Lippia têm longa história de uso em aplicações medicinais tradicionais, 

algumas das quais foram validadas cientificamente (OKHALE et al., 2016). A maior 

compreensão dos seus usos populares no país vem em paralelo ao aumento do interesse 

científico sobre suas espécies, reproduzido na variedade de estudos que abordam além da 

composição química das plantas, os seus aspectos botânicos e farmacológicos (SOARES, 

2001). 

Etnobotânicamente, as espécies deste gênero têm sido utilizadas na América do Sul e 

Central e na África tropical como alimentos, medicamentos, adoçantes e aromatizantes de 

bebidas (OKHALE et al., 2016). No nordeste brasileiro, as espécies de Lippia são utilizadas na 

medicina popular para o tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse, onde na maioria 

dos casos, as partes usadas são as folhas e flores na forma de infusão ou decocto, administrados 

oralmente ou através de emplastos (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011). A Tabela 1 lista 

os principais usos tradicionais para esse gênero. 

Algumas espécies deste gênero, por possuírem atividade comprovada, frente a gama de 

doenças, estão presentes em algumas unidades de saúde da família do estado do Ceará, sendo 

aplicadas como fitoterápicos alternativos aos medicamentos convencionais, principalmente por 

apresentarem menor custo a pacientes oriundos de zonas rurais ou que não possui condições de 

adquirir medicamentos comerciais (COSTA et al., 2017). 

 

Tabela 1. Usos tradicionais de espécies do gênero Lippia L. 

Espécies Usos tradicionais 

L. abyssinica (Otto & A.Dietr.) Cufod. Tratamento de distúrbios respiratórios. 

L. alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson 

Analgésico, anti-inflamatório, antipirético; 

antiespasmódico; hipotensor; repelente; 

sedativo; tempero culinário; tratamento de 

doenças cutâneas, de distúrbios 

gastrointestinais, de doenças hepáticas e 

vesiculares, de doenças respiratórias, 
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remédio para diarreia, distúrbios menstruais, 

anemia, sífilis e gonorreia. 

L. brasiliensis (Link) T.R.S.Silva Antiespasmódico. 

L. chevalieri Moldenke 

Sedativo; antipirético; amebicida; 

antimalárico; tratamento de doenças 

respiratórias, gástricas, sífilis e gonorreia. 

L. gracilis Schauer 

Analgésico; antipirético; cicatrizante; 

tratamento de doenças cutâneas e 

respiratórias; miíase. 

L. graveolens Kunth 

Analgésico, anti-inflamatório, antipirético; 

tempero culinário; antiespasmódico; 

abortivo; remédio para diarreia, distúrbios 

menstruais, diabetes; tratamento de doenças 

respiratórias. 

L. integrifolia (Griseb.) Hieron Digestivo. 

L. javanica (Burm.f.) Spreng. 

Analgésico, anti-inflamatório, antipirético; 

antiespasmódico; tratamento de doenças 

respiratórias, venéreas, oculares e dérmicas; 

repelente. 

L. kituiensis Vatke 
Analgésico; Inseticida; Tratamento de 

doenças do sistema respiratório e sarampo. 

L. micromera Schauer 

Tempero culinário; diurético; remédio para 

distúrbios gastrointestinais e doenças 

respiratórias. 

L. microphylla Cham. Tratamento de doenças respiratórias; miíase. 

L. multiflora Moldenke 

Tratamento de doenças hepáticas, 

vesiculares, respiratórias e desordens do 

sistema nervoso; anti-hipertensivo; 

antimalárico; anti-Candida. 

L. origanoides Kunth 

Tempero culinário; antimalárico; remédio 

para distúrbios gastrointestinais e doenças 

respiratórias. 

L. plicata Baker Relaxante muscular; dor de garganta. 

L. rehmannii H.Pearson Alimento; repelente. 



23 

 

 

L. turbinata Griseb. 
Remédio para distúrbios gastrointestinais e 

reumatismo. 

Fonte: Adaptado de Pascual et al. (2001) e Camilo et al. (2022). 

 

3.1.2. Atividades biológicas e composição química 

 

 Em meio aos grupos de plantas investigados pelos pesquisadores na bioprospecção de 

novas fontes de estudos, o gênero Lippia se evidencia com suas espécies aromáticas utilizadas 

na obtenção de compostos importantes na fabricação de fármacos, cosméticos, herbicidas e 

inseticidas (SOUSA, 2008). Dentre as principais atividades farmacológicas relatadas na 

literatura, destacam-se: antimicrobiana, anti-inflamatória, repelente de insetos, antipirético e 

anestésico, observadas em diferentes espécies do gênero. A Tabela 2 lista as atividades 

biológicas demonstradas em diversos estudos. 

 

Tabela 2. Atividades biológicas das espécies do gênero Lippia L. 

Espécie 
Parte da 

planta 
Extrato 

Atividade 

biológica 
Autor 

L. adoensis 

Hochst. 

Folhas Óleo essencial Antioxidante (FIKADU; 

YAYA; 

CHANDRAVA

NSHI, 2022) 

 Folhas Extratos 

metanólico e 

aquoso. 

Antioxidante (SASIKUMAR; 

ERBA; EGIGU, 

2020) 

L. alba (Mill.) 

N.E.Br. ex 

Britton & 

P.Wilson 

Folhas Óleo essencial Repelente (LIMA et al., 

2016; MOTA et 

al., 2022) 

 Folhas  Óleo essencial Antibacteriana (GODOY et al., 

2020; 

POSSAMAI et 

al., 2019) 

 Folhas Óleo essencial Citotoxicidade  (MIURA et al., 

2021) 
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 Folhas Óleo essencial Anestésico (KAMPKE et 

al., 2018; 

SOUZA et al., 

2017a) 

 Folhas Óleo essencial Quimiopreventivo (MONTERO-

VILLEGAS et 

al., 2018) 

 Folhas Óleo essencial Antifúngica (FONTANA et 

al., 2021; 

GEROMINI et 

al., 2015) 

 Folhas Extrato aquoso Anti-AChE (JESUS et al., 

2019) 

 Folhas Óleo essencial Ansiolítica (ALVARADO-

GARCÍA et al., 

2021) 

 Folhas Extrato etanólico 

e fracções hexano, 

diclorometano, 

acetato de etila e 

hidroalcoólica. 

Antioxidante e 

antibacteriana. 

(OLIVEIRA et 

al., 2018) 

 Folhas Óleo essencial Antibacteriana e 

antibiofilme. 

(BATISTA et 

al., 2018) 

 Folhas Óleo essencial Antioxidante (NONATO et 

al., 2022) 

 Folhas Óleo essencial Inseticida (ALVES et al., 

2015) 

 Folhas e 

inflorescências 

Óleos essencial Hemolítica e anti-

AChE. 

(MUÑOZ-

ACEVEDO et 

al., 2019) 

 Folhas e 

inflorescências 

Óleo essencial Antibacteriana (MAJOLO et al., 

2017) 

 Folhas secas Óleo essencial Anti-helmíntica (GOMES et al., 

2022) 
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 Partes aéreas Hidrolato Anestésico (MAIA et al., 

2019) 

 Partes aéreas Óleo essencial Antioxidante (JOSHI et al., 

2018) 

 Partes aéreas Extrato etanólico Alelopática (OLIVEIRA et 

al., 2019b) 

 Partes aéreas Óleo essencial Antibacteriana e 

antibiofilme. 

(PORFÍRIO et 

al., 2017) 

L. gracilis 

Schauer 

Brotos Óleo essencial Antibacteriana (SILVA et al., 

2019a) 

 Folhas Óleo essencial Antioxidante (NONATO et 

al., 2022) 

 Folhas Óleo essencial Citotoxicidade  (MIURA et al., 

2021) 

 Folhas Óleo essencial Antibacteriana (CARDOSO-

JÚNIOR et al., 

2021) 

 Folhas Óleo essencial Larvicida (DIAS et al., 

2015) 

 Folhas Óleo essencial Antifúngica e 

antibiofilme. 

(OLIVEIRA et 

al., 2020b) 

 Folhas Óleo essencial Antibacteriana e 

antibiofilme. 

(SILVA et al., 

2022) 

 Folhas Óleo essencial Repelente e 

inseticida. 

(SANTOS et al., 

2019) 

 Folhas Óleo essencial Inseticida (MONTEIRO et 

al., 2021a; 

OLIVEIRA et 

al., 2020a) 

 Folhas e 

inflorescência 

Óleo essencial Anti-helmíntica (OLIVEIRA et 

al., 2021) 

 Folhas secas Óleo essencial Anti-helmíntica (GOMES et al., 

2022) 
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 Folhas secas Óleo essencial Carrapaticida (PENHA et al., 

2021) 

 Folhas secas Óleo essencial Acaricida e 

repelente. 

(TEODORO et 

al., 2021) 

 Folhas secas Óleos essencial Larvicida (GALVÃO et 

al., 2019) 

L. grata 

Schauer 

Folhas Óleo essencial Antioxidante (SIQUEIRA-

LIMA et al., 

2017) 

 Folhas Óleo essencial Larvicida, anti-

AChE, anti-

fosfatase, anti-

amilase e anti-

esterase. 

(FELIX et al., 

2021) 

 Folhas e 

inflorescências 

secas 

Óleos essencial Anti-helmíntica (BARRIGA et 

al., 2020) 

L. graveolens 

Kunth 

Folhas Extratos 

hexânico, acetato 

de etila, 

metanólico e 

aquoso. 

Ansiolítica (GONZÁLEZ-

TRUJANO et 

al., 2017) 

 Folhas Extrato 

metanólico 

Antioxidante (GUTIÉRREZ-

GRIJALVA et 

al., 2017) 

 Folhas Extrato hexânico Inseticida (GUEVARA et 

al., 2018) 

 Folhas Extratos 

metanólico e 

clorofórmico 

Anti-inflamatória (LEYVA-

LÓPEZ et al., 

2016) 

 Partes aéreas  Extrato 

hidroalcóolico 

Antioxidante (CORTÉS-

CHITALA et al., 

2021) 
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 Ramos Óleo essencial Antifúngica e 

pesticida. 

(MEDINA-

ROMERO et al., 

2021) 

L. hirta 

(Cham.) 

Meisn. ex 

Walp. 

Partes aéreas Óleo essencial Antioxidante e anti-

AChE. 

(OLIVEIRA et 

al., 2019a) 

 Partes aéreas Extrato aquoso Antioxidante e 

antiAChE 

(OLIVEIRA et 

al., 2019a) 

L. integrifolia 

(Griseb.) 

Hieron. 

Partes aéreas Óleo essencial Antioxidante (BARBIERI et 

al., 2016) 

 Partes aéreas Óleos essencial Antifúngica (LEAL et al., 

2018) 

L. javanica 

(Burm.f.) 

Spreng. 

Folhas Extrato aquoso Antioxidante (BHEBHE; 

CHIPURURA; 

MUCHUWETI, 

2015) 

 Folhas Extrato 

metanólico 

Larvicida  (PHAMBALA 

et al., 2020) 

 Folhas Óleo essencial Inseticida (KAMANULA 

et al., 2017)  

 Folhas Óleo essencial Antimicrobiana (ENDRIS; 

ASFAW; 

BISRAT, 2015) 

L. lacunosa 

Mart. & 

Schauer 

Partes aéreas Óleo essencial Antifúngica (MEDEIROS et 

al., 2016) 

L. macrophylla 

Cham. 

Folhas Óleo essencial Tripanocida (SOUZA et al., 

2017b) 

L. micromera 

Schauer 

Folhas Óleo essencial Antibacteriana (BUGAYONG; 

CRUZ; 

PADILLA, 

2019) 



28 

 

 

L. microphylla 

Cham. 

Folhas Óleo essencial Tocolítica (SILVA et al., 

2021a) 

 Folhas Extrato etanólico Antioxidante e 

fotoprotetora. 

(NUNES et al., 

2018) 

 Partes aéreas Óleo essencial Antitumoral (XAVIER et al., 

2015) 

L. multiflora 

Moldenke 

Folhas Óleo essencial Antioxidante, 

inseticida, anti-

AChE, anti-BChE e 

anti-tirosinase. 

(KOBENAN et 

al., 2022) 

 Folhas Óleo essencial Antifúngica (ETIENNE; 

MOHAMED; 

CHRISTIANE, 

2020) 

 Folhas Óleo essencial Antioxidante, 

antiviral, anti-

AChE, anti-BChE e 

anti-amilase. 

(JOSÉ-RITA et 

al., 2022) 

 Folhas Óleo essencial Anti-inflamatória (SORO et al., 

2016) 

 Folhas e caules Extrato aquoso Ansiolítica (NGAIBI et al., 

2021) 

 Parte aéreas Óleo essencial Inseticida (ILBOUDO et 

al., 2015) 

 Partes aéreas Óleo essencial Antibacteriana (SAMBA et al., 

2020) 

L. origanoides 

Kunth 

Folhas Óleo essencial Antibacteriana (RIBEIRO et al., 

2021) 

 Folhas Óleo essencial Antisséptica e 

antibacteriana 

(ALMEIDA et 

al., 2016) 

 Folhas Óleo essencial Antimicrobiana (HERNANDES 

et al., 2017; 

SARRAZIN et 

al., 2015) 
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 Folhas Óleo essencial Alelopática (SOUSA et al., 

2020) 

 Folhas Óleos essencial Tocolítica (MACÊDO et 

al., 2022) 

 Folhas Óleo essencial Antifúngica  (MEDEIROS et 

al., 2016) 

 Folhas Óleo essencial Antioxidante, 

acaricida, anti-

AChE e inseticida. 

(MAR et al., 

2018) 

 Folhas Extrato etanólico Inseticida (FLORES et al., 

2017) 

 Folhas e 

inflorescência 

Óleo essencial Anti-helmíntica (OLIVEIRA et 

al., 2021) 

 Folhas e 

inflorescências 

Óleo essencial Antibacteriana (MAJOLO et al., 

2017) 

 Partes aéreas Óleo essencial Antimicrobiana (PERERA et al., 

2016) 

 Partes aéreas Óleo essencial Antioxidante e anti-

tirosinase. 

(SILVA et al., 

2017) 

 Planta inteira Óleo essencial Antibacteriana, 

anti-biofilme e anti-

Quorum. 

(CÁCERES et 

al., 2020) 

L. palmeri 

S.Watson 

Folhas Extrato 

metanólico 

Antioxidante (GUTIÉRREZ-

GRIJALVA et 

al., 2017) 

 Folhas Hidrolato Antibacteriana (GARCÍA-

ROMO et al., 

2018) 

 Folhas Extratos 

metanílico e 

clorofórmico 

Anti-inflamatória (LEYVA-

LÓPEZ et al., 

2016) 

L. rigida 

Schauer 

Folhas Óleo essencial Larvicida e 

anticâncer  

(OLIVEIRA et 

al., 2016) 
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L. rubella 

(Moldenke) 

T.R.S.Silva & 

Salimena 

Partes aéreas Extrato etanólico 

e frações 

hexanico, 

diclorometano, 

acetato de etila e 

n-butanol. 

Antifúngica (MARTINS et 

al., 2019) 

L. scaberrima 

Sond. 

Partes aéreas Óleo essencial Antimicobacteriana 

e hepatoprotetora. 

(REID; 

OOSTHUIZEN; 

LALL, 2020) 

 Partes aéreas Extrato etanólico Antimicobacteriana

, antiproliferativa e 

inibitória da COX-

II. 

(REID; 

OOSTHUIZEN; 

LALL, 2020) 

L. schaueriana 

Mart. ex 

Schauer 

Folhas Óleo essencial Inseticida (OLIVEIRA et 

al., 2020a) 

L. sidoides 

Cham 

Folhas Óleo essencial Antioxidante (GARMUS et 

al., 2015; 

NONATO et al., 

2022) 

 Folhas Óleo essencial Citotoxicidade  (MIURA et al., 

2021) 

 Folhas Óleo essencial Anti-Candida  (BRITO et al., 

2015) 

 Folhas  Óleo essencial Inseticida e 

repelente 

(BACCI et al., 

2015) 

 Folhas Óleos essencial Antibacteriana e 

modulador de 

antibióticos 

(VERAS et al., 

2017) 

 Folhas Óleo essencial Antifúngica (ZILLO et al., 

2018) 

 Folhas Óleos essencial Antifúngico (OLIVEIRA et 

al., 2019a, 

2019b) 
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 Folhas Óleos essencial Antimicobacteriana (MOTA; 

DANTAS; 

FROTA, 2018) 

 Folhas Óleo essencial, 

extrato etanólico e 

frações hexânica, 

diclorometano, 

acetato de etila e 

fração aquosa. 

Antimicrobiana, 

anti-inflamatória e 

antinoceptiva. 

(MORAIS et al., 

2016) 

 Folhas Óleo essencial Inseticida (FIGUEIREDO 

et al., 2017) 

 Folhas Extratos aquoso e 

etanólico 

Modula proteases, 

fosfolipases, α-

amilase, α-

glicosidase, lipase e 

tripsina. 

(BRAGA et al., 

2019) 

 Folhas e galhos Óleo essencial Amtibacteriana (VÁZQUEZ-

SÁNCHEZ et 

al., 2018) 

 Folhas e 

inflorescência 

Óleo essencial Acaricida (SANTANA et 

al., 2021) 

 Folhas e 

inflorescências 

Óleo essencial Antibacteriana (MAJOLO et al., 

2017) 

 Folhas secas Óleo essencial Carrapaticida (PENHA et al., 

2021) 

 Folhas secas Óleo essencial Antibacteriana (MONTEIRO et 

al., 2021) 

 Partes aéreas Óleo essencial Antidepressiva (PARENTE et 

al., 2018) 

 Partes aéreas  Extrato etanólico Inibidora da 

fosfodiesterase 

(RAJGOPAL et 

al., 2015) 

L. thymoides 

Mart. & 

Schauer 

Folhas Óleo essencial Repelente (BRITO et al., 

2021; MOTA et 

al., 2022) 
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 Folhas Óleo essencial Antioxidante (NASCIMENT

O et al., 2021) 

 Folhas Óleo essencial  Anti-AChE (SILVA et al., 

2019) 

 Folhas e caules Extrato 

metanólico e 

frações hexanica, 

diclorometano e 

acetato de etila. 

Antioxidante, 

antimicrobiana e 

antipirético. 

(SILVA et al., 

2015) 

 Folhas secas Óleo essencial Antibacteriana e 

relaxante muscular. 

(SILVA et al., 

2016) 

 Folhas secas Óleo essencial Antimicrobiana (SILVA et al., 

2021) 

L. turbinata 

Griseb. 

Partes aéreas Óleo essencial Antioxidante (BARBIERI et 

al., 2016) 

 

 Devido a maioria das espécies desse gênero serem aromáticas, os estudos químicos e 

farmacológicos se concentram, principalmente, na utilização dos seus óleos essenciais, todavia 

sua composição não-volátil se constitui de compostos importantes como flavonoides, 

naftoquinonas e iridóides glicosílados (FUNARI et al., 2012). 

 Nos estudos que relatam a composição química volátil das espécies de Lippia, observa-

se que, geralmente, estas apresentam variações nos teores de óleos essenciais, onde os 

componentes comumente encontrados nesses óleos são monoterpenos, como limoneno, p-

cimeno, linalol, cânfora, timol e α-pineno, e o sesquiterpeno β-cariofileno (GOMES; 

NOGUEIRA; MORAES, 2011; PASCUAL et al., 2001). O Apêndice 1 descreve a composição 

desses óleos. 

 Quanto aos compostos fenólicos existem poucos relatos, onde a maioria dos flavonoides 

encontrados nestas espécies são flavonas, especialmente as 6-hidroxiflavonas, metoxiflavonas 

e alguns sulfatos de flavonas (mono e disulfatos), mas estes foram estudados e identificados 

apenas em algumas espécies. As naftoquinonas identificadas em Lippia foram o lapachenol, o 

isocatalponol, o 6- oxo-3,4,4a,5-tetrahidro-3-hidroxi-2,2-dimetilnafto-1,2-pirano e a 

lippidoquinona. Além destes, existem relatos de alcaloides, taninos, saponinas e iridóides 

encontrados em algumas espécies, mas sem relação classificativa comum entre estas (GOMES; 

NOGUEIRA; MORAES, 2011; PASCUAL et al., 2001). O Apêndice 2 mostra os compostos 

não-voláteis relatados no gênero Lippia. 
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3.2. Espécies reativas e estresse oxidativo 

 

As espécies reativas são átomos, moléculas ou íons, que possuem alta reatividade e 

constituem três categorias diferentes: espécies reativas de oxigênio (EROs), espécies reativas 

de enxofre (EREs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs), que ainda podem ser divididas em 

dois grupos: os radicais livres e os compostos não radicalares. O primeiro grupo é classificado 

como átomos ou moléculas que possuem pelo menos um elétron desemparelhado em seus 

orbitais externos, o que permite a transferência de elétrons com moléculas vizinhas, criando 

alterações no ambiente molecular ao seu redor, como OH• (íon hidroxila), HOH• (íon peroxil), 

•O2
- (ânion superóxido), NO (óxido nítrico) e O2 (oxigênio molecular). O segundo grupo, como 

H2O2 (peróxido de hidrogênio) e HOCl (ácido hipocloroso), não possuem elétrons livres, sendo, 

portanto, menos instáveis que os radicais livres, mas também podem reagir com moléculas em 

ambientes próximos (MARTELLI; NUNES, 2014). 

 A produção de espécies reativas é parte integrante do metabolismo e está presente em 

condições normais, especialmente nos processos fisiológicos envolvidos na produção de 

energia, regulação do crescimento celular, fagocitose, sinalização intracelular e síntese de 

substâncias importantes, tais como hormônios e enzimas (VASCONCELOS et al., 2014). No 

entanto, a formação endógena exacerbada pode ser causada pela ativação aumentada de 

fagócitos, pela interrupção dos processos normais de transferência de elétrons na cadeia 

respiratória mitocondrial, pelo aumento da concentração de íons metálicos de transição por 

escape do grupamento heme de proteínas em locais de lesão ou doenças metabólicas e por níveis 

diminuídos das defesas antioxidantes (FILIPPIN et al., 2008). 

Além disso, fatores exógenos podem estar relacionados a formação dessas espécies 

reativas, como poluição ambiental, resíduos de pesticidas, substâncias presentes em alimentos 

e bebidas (aditivos químicos, hormônios, entre outros), Raio-x, radiação ultravioleta e radiação 

gama , estresse, dentre outros (VASCONCELOS et al., 2014). 

Contudo, o organismo humano detém um sistema antioxidante para neutralizar e 

eliminar essas espécies reativas em excesso, impedindo seus efeitos nocivos. O sistema 

antioxidante endógeno é formado principalmente por enzimas, como a superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO), glutationa 

redutase (GR) e peroxirredoxinas (Prxs), que agem catalisando direta ou indiretamente as 

espécies reativas para proteger as células; e por antioxidantes não enzimáticos, como a 

ceruloplasmina, ferritina, transferrina, melatonina, glutationa, lactoferrina, ácido úrico, 

bilirrubina e poliaminas, que neutralizam o efeito oxidativo promovendo uma enzima 
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antioxidante ou processando diretamente a reação em cadeia oxidativa (HE et al., 2017; 

MENDES; PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA, 2020). 

Em circunstâncias normais, existe equilíbrio entre a produção de espécies reativas e sua 

neutralização pelos sistemas antioxidantes endógenos, porém quando ocorre produção 

excessiva desses compostos ou deficiências dos sistemas antioxidantes, surge o quadro 

denominado de estresse oxidativo, ocorrendo procura por estabilidade dessas espécies através 

do emparelhamento de elétrons com macromoléculas biológicas em células saudáveis. Este 

quadro causa uma série de lesões celulares por meio de peroxidação dos lipídeos de membrana, 

oxidação de receptores hormonais e enzimas, e lesões no material genético, como oxidações de 

bases do DNA que podem culminar em processos mutagênicos e tumorais (KUMAR; 

PANDEY, 2015; MARTELLI; NUNES, 2014). 

 

3.3. Antioxidantes naturais 

 

 Há tendência em substituir os antioxidantes sintéticos utilizados na indústria alimentícia 

por antioxidantes naturais, devido os primeiros apresentarem toxicidade ao longo do tempo, 

podendo causar alergias cutâneas, problemas do trato gastrointestinal, aumento do risco de 

câncer, danos ao DNA e induzir a senescência prematura (LOURENÇO; MOLDÃO-

MARTINS; ALVES, 2019). 

 Em conjunto com as defesas antioxidantes endógenas, os compostos antioxidantes 

ingeridos na alimentação trabalham para evitar a sobrecarga de espécies reativas no organismo 

(MENDES; PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA, 2020). Estes antioxidantes exógenos são 

provenientes principalmente de alimentos e plantas medicinais, como frutas, vegetais, cereais, 

cogumelos, bebidas, flores, especiarias e ervas medicinais tradicionais (XU et al., 2017). Estes 

compostos antioxidantes, como vitaminas, minerais, compostos fenólicos e carotenoides, atuam 

tanto sobre as espécies reativas quanto estimulando os sistemas de defesa endógena 

(CÂNDIDO; SILVA; AGOSTINI-COSTA, 2015). 

Os minerais, como selênio, magnésio, manganês, zinco, cobre e ferro, apesar de não 

atuarem diretamente como antioxidantes, agem como cofatores essenciais para enzimas do 

sistema endógeno, sendo o zinco, cobre e manganês necessários para superóxido dismutases 

tanto no citosol quanto na mitocôndria, o selênio e o magnésio são componentes essenciais das 

glutationa peroxidases e o ferro é um constituinte da catalase, que catalisa a decomposição do 

peróxido de hidrogênio (AMORIM; TIRAPEGUI, 2008; LANDETE, 2013; MENDES; 

PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA, 2020). 
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O ácido ascórbico, conhecido como vitamina C, está envolvido na primeira linha de 

defesa antioxidante, protegendo as membranas lipídicas e as proteínas do dano oxidativo, além 

de ser eficaz na regeneração da forma antioxidante da vitamina E, pela redução dos radicais 

tocoferoxila. Ele apresenta 4 grupos –OH, distribuídos em dois pares em átomos de carbono 

adjacentes, sendo assim capaz de quelar íons metálicos (Fe2+) e de eliminar o óxido de 

nitrogênio e espécies reativas de oxigênio, como o íon radical superóxido, o peróxido de 

hidrogênio, o radical hidroxila e o oxigênio singlete, atuando como agente redutor (BREWER, 

2011; PEHLIVAN, 2017). 

Vitamina E é um antioxidante lipossolúvel e termo comum para o grupo dos tocoferóis 

e tocotrienóis (α-, β-, γ- e δ-), dos quais α-tocoferol tem a maior atividade biológica 

(LANDETE, 2013). Ela funciona como quebra de cadeia durante a peroxidação lipídica nas 

membranas celulares e várias partículas lipídicas, incluindo lipoproteína de baixa densidade 

(LDL), interceptando os radicais peroxil lipídico (LOO•) e encerrando as reações em cadeia da 

peroxidação lipídica (NIMSE; PAL, 2015). 

Os carotenoides são pigmentos lipossolúveis responsáveis pela cores vermelha, laranja, 

rosa e amarela de diversas frutas e vegetais, onde α-caroteno, β-caroteno, β-criptoxantina, 

licopeno, luteína e zeaxantina são os seis carotenoides mais abundantes encontrados no plasma 

sanguíneo, sendo os três primeiros responsáveis pela atividade pró-vitamina A .(ELVIRA-

TORALES; GARCÍA-ALONSO; PERIAGO-CASTÓN, 2019). Estes compostos atuam como 

antioxidantes através de oxidação, redução, abstração do átomo de H e reações de adição, tendo 

efetividade contra oxigênio singlete (1O2), ácido hipocloroso (HOCl), peróxido de hidrogênio 

(H2O2), radical de óxido nítrico (NO•) e ânion peroxinitrito (ONOO-) (RIBEIRO et al., 2018). 

A atividade antioxidante dos compostos fenólicos está diretamente ligada à sua estrutura 

onde o número de grupos hidroxila e sua posição em relação ao grupo funcional carboxila 

influenciam nesta atividade (VUOLO; LIMA; MARÓSTICA JUNIOR, 2019). Estes compostos 

atuam como antioxidantes primários pela transferência de átomo de hidrogênio (HAT) ou 

transferência de elétron único (SET), transferência de elétron-perda de próton sequencial 

(SPLET) e formação de aduto radical (RAF), bem como promovem a quelação de íons 

metálicos como o ferro e o cobre (ALOV; TSAKOVSKA; PAJEVA, 2015; AMAROWICZ; 

PEGG, 2019). 

 Dentre os compostos fenólicos, os flavonoides se destacam quanto a atividade 

antioxidante. São uma classe de compostos amplamente encontrados em frutas, vegetais e 

classificados de acordo com a oxidação e saturação expressa na estrutura heterocíclica do anel 

C (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). A ação antioxidante dos flavonoides inclui 

extinguir os radicais livres por doação de elétrons ou transferência de átomos de H, quelação 
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de metais, suprimir as enzimas associadas à geração de radicais livres e estimular as enzimas 

antioxidantes internas (BANJARNAHOR; ARTANTI, 2014). 

 

3.4. Óleos essenciais 

 

Óleos essenciais (OE) são definidos pela Organização Internacional de Padronização 

(ISO) como produto obtido a partir de matéria-prima natural de origem vegetal, por destilação 

a vapor, por processos mecânicos ou por destilação a seco (GROOT, 2020). Estes são 

caracterizados por ser uma mistura de metabólitos secundários voláteis que desempenham 

papéis importantes na defesa vegetal, contra estresses bióticos e abióticos e em processos de 

sinalização, envolvendo também a atração de polinizadores e insetos benéficos (CAMPOLO et 

al., 2018). 

Os OE são produzidos em diferentes órgãos vegetais como flores, ervas, brotos, folhas, 

frutos, galhos, cascas, sementes, madeira, rizomas e raízes e podem ser armazenados em 

estruturas específicas, como tricomas glandulares, cavidades secretoras e dutos de resina 

(CAMPOLO et al., 2018). Compostos químicos distintos são detectados em OE, indo desde 

hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, 

éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas, até compostos com 

enxofre, onde a maioria dos componentes apresentam estrutura terpenoide ou fenilpropanoide 

(SIMÕES et al., 2017). 

 Os fenilpropanoides compreendem classes estruturais com funções biológicas dsitintas 

envolvidas na defesa, sobrevivência e suporte estrutural associado ao desenvolvimento vegetal, 

tendo sua biossíntese regulada por diversos estímulos ambientais. O metabolismo dos 

fenilpropanoides está centralizado no metabolismo aromático geral das plantas, partindo do 

chiquimato e da fenilalanina à polímeros de lignina, cumarinas, fenólicos voláteis e taninos 

hidrolisáveis (ROCK, 2017). 

 Os terpenos são um grupo de substâncias vegetais variáveis, cuja estrutura deriva do 

isopreno, que, após a ligação com radicais fosfato, origina as duas unidades de C5 básicas, o 

difosfato de isopentenila (IPP) e o difosfato de dimetilalila (DMAPP). Estas sofrem 

condensação, originando hidrocarbonetos acíclicos, que se dobram de diferentes maneiras 

dando origem as classes de terpenos, que apresentam carbonos múltiplos de cinco. 

Monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15) são mais frequentemente encontrados em OE, 

enquanto que os diterpenos (C20), principalmente quando oxigenados, aparecem apenas em 

óleos extraídos com solventes orgânicos e por fluido supercrítico (SIMÕES et al., 2017). 
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 A composição volátil de uma espécie é estabelecida geneticamente, podendo ser 

especifica de um órgão e característica de um estágio de desenvolvimento, porém as condições 

ambientais no qual está inserida são capazes de causar variações significativas, fazendo com 

que indivíduos botanicamente idênticos difiram na sua composição química (SIMÕES et al., 

2017). Assim, o estudo da variabilidade química e a determinação dos quimiotipos de OE são 

de essencial importância, pois podem determinar diferentes bioatividades e níveis de 

toxicidade. Além disso, é importante salientar que compostos menores desempenham papel 

importante no polimorfismo químico de uma espécie, já que as atividades biológicas de um OE 

podem se dar pela ação sinérgica da composição minoritária (ZOUARI, 2013). 

 Os OE detêm vasto campo de aplicações, sendo seus maiores compradores as indústrias 

de aromas e fragrâncias, seguidos pela indústria de alimentos, onde OE e seus derivados são 

adicionados a uma série de produtos, incluindo bebidas não alcoólicas e alcoólicas e alimentos 

para fins aromatizantes. Outras aplicações importantes se dão em perfumes, produtos 

domésticos, como detergentes, amaciantes, produtos de limpeza e outras mercadorias de 

consumo, incluindo aromas de ambiente, velas, incenso e produtos cosméticos (GROOT; 

SCHMIDT, 2016). Além disso, apresentam diversas propriedades biológicas, como anticâncer, 

anti-inflamatória, antidiabética, antiulcerogênica, antidepressiva, ansiolítica, incluindo 

potenciais antioxidantes e antimicrobianas (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). 

 Diversos trabalhos demonstraram que as propriedades antioxidantes dos óleos 

essenciais depende de sua composição, estando bem estabelecido que os compostos fenólicos 

e os metabólitos secundários com ligações duplas conjugadas geralmente apresentam ação 

antioxidante substancial (DHIFI et al., 2016). Para a atividade antimicrobiana, sua principal 

característica é hidrofobicidade, que permite que os OE dividam os lipídios da membrana 

celular bacteriana, sendo rompida e deixada mais permeável. Usualmente, os compostos 

fenólicos são responsabilizados por sua atividade antibacteriana, por provocarem coagulação 

do conteúdo celular e interrupção da membrana citoplasmática, fluxo de elétrons, força motriz 

do próton e transporte ativo (HANIF et al., 2019). Além deles, os álcoois terpênicos, cetonas e 

ésteres também determinam esta atividade (DHIFI et al., 2016). 

 

3.5. Resistência de microrganismos 

 

 A resistência antimicrobiana aos antibióticos (RMA) é um dos problemas de saúde 

pública mais relevante da atualidade, devido as bactérias que antes mostravam-se suscetíveis 

aos antibióticos utilizados deixaram de respondê-los. O desenvolvimento deste quadro é 

resultante da pressão seletiva praticada pelo uso de antibióticos, porém tem se agravado 
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rapidamente devido ao uso inadequado desses fármacos, acabando por existir uma correlação 

entre o consumo exacerbado e os níveis elevados de resistência (LOUREIRO et al., 2016). 

Além disso, a RMA pode estar associada a outros fatores incluindo práticas de 

prescrição e educação do paciente inadequadas, instalações de diagnóstico limitadas, venda não 

autorizada de antimicrobianos, falta de mecanismos reguladores de drogas funcionando 

adequadamente e uso não humano de antimicrobianos, como na produção animal 

(AYUKEKBONG; NTEMGWA; ATABE, 2017). 

Os mecanismos que promovem a RMA podem ser classificados em resistência 

intrínseca, que está ligada a características estruturais e/ou funcionais exclusivas de 

determinadas bactérias, como alguns grupos de bactérias que normalmente não têm um local-

alvo para o antibiótico específico, tornando-os ineficazes; e como resistência adquirida, na qual 

as bactérias suscetíveis desenvolvem resistência contra certos antibióticos ao receber códigos 

genéticos de outras cepas bacterianas (ABUSHAHEEN et al., 2020). 

A resistência adquirida pode se dá por três mecanismos principais como a modificação 

de enzimas ou inativação de agentes antimicrobianos, pelo acúmulo intracelular reduzido de 

antimicrobianos pelo influxo reduzido ou o efluxo intensificado, pelas alterações nos locais-

alvo e pela disseminação de genes de resistência (ABUSHAHEEN et al., 2020), incluindo 

mecanismo de conjugação/mobilização (realizada por plasmídeos e elementos conjugativos 

integrativos), transdução (realizada por bacteriófagos) e transformação (absorção de DNA 

extracelular) (PARTRIDGE et al., 2018). 

 Diante disso, algumas abordagens foram desenvolvidas para combater a RMA, se 

dividindo em duas áreas principais: a primeira, prioritariamente, é o reconhecimento preciso de 

alvos moleculares que não se predispõem a mecanismos de resistência de desenvolvimento 

rápido; e a segunda, é a necessidade imediata de superar os cinco mecanismos principais de 

ação antimicrobiana (síntese da parede celular e de proteínas, RNA polimerase e DNA girase, 

mecanismo de folato e estrutura da membrana), como o incremento de moléculas que barrem o 

desenvolvimento de resistência por efluxo e alteração do alvo molecular apresentado por 

bactérias Gram-negativas (DHINGRA et al., 2020). 

 Na direção de novos antimicrobianos, a triagem vegetal como fonte alternativa é 

realizada em todo o mundo, onde suas propriedades antimicrobianas estão ligadas a presença 

de compostos ativos como quinonas, fenóis, alcaloides, flavonoides, terpenoides, óleo 

essencial, taninos, lignanas, glucosinolatos, bem como os peptídeos que formam seus sistemas 

de defesa análogos em estrutura e função aos peptídeos antimicrobianos (CHANDRA et al., 

2017). 
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 A célula microbiana é afetada por metabólitos secundários de diversas maneira, 

incluindo a perturbação das funções e estrutura da membrana celular, interferência com o 

metabolismo intermediário, interrupção da síntese e função de DNA/RNA e da comunicação 

celular normal e pela indução da coagulação de constituintes citoplasmáticos. Além disso, a 

combinação da terapia de antibióticos padrões com extratos de plantas que possuem atividade 

sinérgica bactericida, pode ser utilizada para expansão do espectro antimicrobiano, prevenção 

da emergência de mutantes resistentes a medicamentos e minimizar o nível de toxicidade dos 

antimicrobianos convencionais (ANAND et al., 2019). 

 

3.6. Transtornos de ansiedade 

 

A ansiedade é um transtorno psiquiátrico comum associado ao medo, nervosismo, 

apreensão e pânico, podendo envolver ainda os sistemas cardiovascular, respiratório, 

gastrointestinal ou nervoso, individualmente ou combinados (MARTIN, 2003). Este, incluindo 

transtorno de pânico com ou sem agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno 

de ansiedade social, fobias e transtorno de ansiedade de separação, são os transtornos mais 

predominantes, atingindo 3,6% da população mundial e 9,3% dos brasileiros, sendo o Brasil o 

país com maior índice desse transtorno nas Américas (BANDELOW; MICHAELIS, 2015; 

WHO, 2017). 

 Biologicamente, a ansiedade pode ocorrer por três principais aspectos: o primeiro são 

alterações neuroanatomicas nas regiões cerebrais que modulam as emoções, especialmente as 

amigdalas (condicionamento e resposta ao medo), o hipocampo (processamento do contexto) e 

córtex pré-frontal (modulação do medo e suas respostas de extinção); o segundo são os 

neurotransmissores, como o ácido γ-aminobutírico (GABA), noradrenalina e serotonina, que 

regulam a ansiedade por neuroquímica através do sistema límbico; e o terceiro são as 

anormalidades no funcionamento e ativação do eixo Hipotálamo-Hipófise-Adrenal (HPA), 

componente importante na resposta neuroendócrina ao estresse (LIMA et al., 2020). 

 Além destes, a ansiedade também pode decorrer de fatores genéticos e ambientais. 

Quanto aos fatores genéticos, estudos tem apontado para uma herança ligada a múltiplos genes 

candidatos, especialmente aos genes relacionados à função monoaminérgica, neuropeptídeos 

ou sistemas relacionados ao eixo HPA, fornecendo evidências de associações entre variantes 

no gene da monoaminoxidase A (MAOA), o gene catecol-O-metiltransferase (COMT), o gene 

do receptor de serotonina 1A (5-HT1A), o gene do receptor de adenosina A2A (ADORA2A), o 

gene do receptor de neuropeptídeo S (NPSR1) ou o gene do receptor de hormônio liberador de 

corticotropina 1 (CRHR1) (SCHIELE; DOMSCHKE, 2018). 
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 Já os fatores ambientais estão ligados a experiências psicossociais estressantes e 

traumáticas como abusos e negligências emocional e/ou física, violência sexual, doenças 

crônicas, lesões traumáticas, luto, divórcio, dificuldades financeiras, dentre outros (SCHIELE; 

DOMSCHKE, 2018; STRÖHLE; GENSICHEN; DOMSCHKE, 2018). 

 Por outro lado, estudos em roedores vem demonstrando que a hiperativação do sistema 

colinérgico desempenha um papel na causa de sintomas de ansiedade e depressão, onde níveis 

altos de acetilcolina (ACh) no sistema nervoso central promovem comportamentos similares a 

estas patologias em roedores e humanos. Assim, de acordo com esta hipótese, a redução da 

expressão da acetilcolinesterase (AChE), principal enzima degradativa da ACh, no cérebro 

pode estar subjacente ao aumento do comportamento ansioso e depressivo, sendo a pesquisa 

voltada para a ACh uma esperança para terapias medicamentosas mais eficazes no tratamento 

destes transtornos (MCCLOSKEY; YOUNG; ANDERSON, 2017). 

 Atualmente, os benzodiazepínicos (BZD) e os inibidores seletivos da recaptação de 

serotonina (ISRS) são os medicamentos mais eficazes no controle dos sintomas de ansiedade 

(BENNEH et al., 2017). Os BZD atuam como moduladores alostéricos positivos em receptores 

GABAA, exibindo também propriedades amnésicas, anticonvulsivantes, sedativas e relaxantes 

musculares, tendo seu uso crônico provocado tolerância e efeitos colaterais consideráveis 

(GRIESSNER et al., 2021; VOSSEN et al., 2020). Já os ISRS, apresentam melhor relação 

benefício versus risco do que qualquer outro medicamento utilizado da farmacoterapia atual, 

porém, ainda assim, seus efeitos colaterais incluem nervosismo no início da terapia, 

embotamento emocional, problemas gastrointestinais, insônia, disfunção sexual e risco 

aumentado de ideação suicida (SARTORI; SINGEWALD, 2019). 

 Devido aos efeitos colaterais apresentados, a busca por novos compostos com atividade 

ansiolítica e antidepressiva se faz necessária (LÓPEZ-RUBALCAVA; ESTRADA-

CAMARENA, 2016). Estudos retratam a ação ansiolítica de fitoquímicos dietéticos como 

terpenos, alcaloides, flavonoides, ácidos fenólicos, saponinas, lignanas, cinamatos e de 

diferentes extratos vegetais em uma gama de modelos animais, mostrando a interação destes 

com os receptores GABAA em sítios BZD e não-BZD, receptores serotoninérgicos 5-HT, 

sistemas noradrenérgico e dopaminérgico, receptores de glutamato e canabinoides. Sendo 

importante ressaltar que a administração destes a longo prazo não está associada a efeitos 

adversos clinicamente graves em humanos (FEDOTOVA et al., 2017). 

 

3.7. Quimiometria 
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 Análise multivariada se refere a todas as técnicas estatísticas que analisam múltiplas 

medidas sobre indivíduos ou objetos sob investigação ao mesmo tempo, desse modo, qualquer 

análise simultânea de mais do que duas variáveis podem ser classificadas, a princípio, como 

multivariada. Esta é caracterizada por um conjunto de técnicas para análise de dados que está 

sempre em desenvolvimento e que abrange uma vasta esfera de possíveis situações de pesquisa 

(HAIR et al., 2009). 

 Os métodos utilizados para análise multivariada podem ser classificados em três 

categorias com base em seus objetivos. Na primeira categoria se encaixam os métodos 

correlacionais que revelam as variâncias ou covariâncias das variáveis observadas por meio de 

suas associações de um ao outro, incluindo a correlação canônica, análise de regressão, análise 

de componente principal, análise de fator e modelagem de equação estrutural. A segunda 

categoria junta os métodos de diferença que avaliam as variáveis com base em suas diferenças 

entre os grupos, incluindo a família ANOVA, regressão logística, análise discriminante e 

análise conjunta. Já a terceira, agrupa os métodos de distância ou similaridade que localizam 

itens de interesse em relação uns aos outros, representados por análise de cluster, escalonamento 

multidimensional e análise de correspondência (MCQUITTY, 2018). 

 A análise de dados multivariados é ferramenta poderosa para analisar e estruturar 

conjuntos de dados obtidos em processos químicos, como na análise de misturas complexas, na 

síntese de compostos com as propriedades desejadas e na construção e operacionalização de 

tecnologias químicas (VARMUZA; FILZMOSER, 2009). Assim, quimiometria é definida 

como a disciplina química que utiliza matemática, estatística e outros métodos derivados que 

usam lógica formal para projetar ou selecionar procedimentos e experimentos de medição de 

ideais e fornecer o maior número de informações químicas relevantes por meio da análise de 

dados (AMIGO, 2021). 

 Além do planejamento experimental, a estatística multivariada aplicada à química é 

usada no processamento dos dados analíticos, abrangendo projetos de experimentos upstream 

e análises de dados para obtenção dos resultados após a realização de testes. A necessidade 

dessas ferramentas quimiométricas vem de encontro ao desenvolvimento de instrumentos 

analíticos que fornecem grandes quantidades de dados cada vez mais complexos (CORREIA; 

FERREIRA, 2007; ROUSSEL et al., 2014), como cromatografia hifenizada e espectroscopia 

como detecção de matriz de diodo de cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC-DAD), 

análise de espectro de massa de cromatografia gasosa (GC-MS), detecção de matriz de diodo 

de eletroforese capilar (CE-DAD), HPLC-MS e HPLC-ressonância magnética nuclear (NMR) 

(BANSAL et al., 2014). 
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Essa parte da quimiometria desenvolve ferramentas computacionais que permitem 

explorar os dados obtidos por meio de análises químicas, verificando se há similaridade entre 

as amostras que, por sua vez, vão corresponder à composição química (CORREIA; 

FERREIRA, 2007). Além disso, análises quimiometricas podem ser utilizadas para obter dados 

precisos sobre a correlação entre a composição química de uma espécie e suas atividades 

biológicas (GREGÓRIO; OLIVEIRA, 2021). 
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Resumo: Devido à importância das doenças associadas ao estresse oxidativo, a busca por 

antioxidantes naturais mostra-se essencial. Este trabalho teve como objetivo comparar a 

composição química e o potencial antioxidante de óleos essenciais do gênero Lippia L. por 

meio de análises quimiométricas. Os óleos essenciais foram caracterizados por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas. Os potenciais antioxidantes foram determinados 

por DPPH, ABTS, proteção da desoxirribose e β-caroteno, quelação e redução de ferro. Todos 

os dados foram relacionados por análises multivariadas. Os óleos essenciais apresentaram 

composições químicas com baixa semelhaça e nenhuma relação estatisticamente significativa. 

Estes apresentaram atividade antioxidante relevante, principalmente para L. sidoides que obteve 

IC50 de 5,22 ± 0,08 µg/mL na captura de ABTS. Análises multivariadas mostraram a eficácia 

de compostos de L. alba na eliminação de DPPH, redução de Fe3+ e proteção de β-caroteno, e 

componentes de L. gracilis na proteção de desoxirribose. Assim, estudos que comprovem o 

potencial antioxidante dos compostos Lippia contra o estresse oxidativo e seu uso na 

conservação de alimentos são fundamentais. 
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 19 

Abstract: Due to the importance of diseases associated with oxidative stress, the search for 20 

natural antioxidants proves to be essential. This work aimed to compare the chemical 21 

composition and antioxidant potential of essential oils from the genus Lippia L. through 22 

chemometric analysis. The essential oils were characterized by gas chromatography coupled 23 

with mass spectrometry. Antioxidant potentials were determined by DPPH, ABTS, 24 

Deoxyribose and β-carotene protection, Iron chelation and reduction methods. All data were 25 

related by multivariate analyzes. Essential oils showed low similar chemical compositions and 26 

no statistically significant relationship. These showed relevant antioxidant activity, especially 27 

for L. sidoides that obtained IC50 of 5.22±0.08 µg/mL in ABTS capture. Multivariate analyzes 28 

showed the effectiveness of L. alba compounds to DPPH scavenging, Fe3+ reduction and β-29 

carotene protection, and L. gracilis components to deoxyribose protect. Thus, studies proving 30 

the antioxidant potential of Lippia compounds against oxidative stress and their use in food 31 

conservation are fundamental. 32 

 33 

Keywords: Lippia; Essential oils; Antioxidant activity; PCA; HCA; Chemometrics. 34 

 35 



66 

 

 

1. Introduction 36 

Reactive oxygen species (ROS) are oxidizing agents capable of causing direct damage 37 

to biomolecules such as lipids, proteins and DNA, where their excessive production directly 38 

contributes to an oxidative imbalance that often results in oxidative stress, a set of harmful 39 

biochemical events that act as a trigger for the development of numerous diseases, leading to 40 

irreversible damage and cell death (Chatterjee, 2016). 41 

Given the importance of oxidative stress-associated diseases in the context of global 42 

health, the search for natural antioxidants capable of neutralizing the action of free radicals has 43 

attracted the interest of researchers all over the world (Dziąbowska-Grabias et al., 2021). 44 

Natural antioxidants can be found in a wide variety of plant species, as they are produced by 45 

their secondary metabolism and stored in different parts of vegetables, including fruits, which 46 

encourages the consumption of these products to take advantage of their biological activities 47 

(Safaeian et al., 2020). 48 

In this context, studies show that essential oils are endowed with pharmacological 49 

properties that make them useful in the management of diseases associated with oxidative stress 50 

(Goudjil et al., 2020). Essential oils are complex substances formed by volatile compounds such 51 

as monoterpenes and sesquiterpenes hydrocarbons and their oxygenated derivatives. 52 

Importantly, the therapeutic potential of many of these compounds has been previously reported 53 

(Giacometti et al., 2018). 54 

The genus Lippia, the second largest genus in the family Verbenaceae, includes more 55 

than 200 species of herbs, shrubs, and small trees characterized by the presence of essential oils 56 

(Silva et al., 2018). In Brazil, this genus is the principal representant of the family, with 88 57 

species, 68 of which are endemic and distributed in biomes such as the cerrado and rupestrian 58 

fields (Salimena & Múlgura, 2015). 59 

Species of Lippia have been widely used in the treatment of parasitic infections, asthma, 60 

stomach pain, and menstrual disorders. Additionally, Due to the significant production of 61 

essential oils, many of these species are used in the cosmetic industry, especially in the 62 

production of perfumes (Soto-Armenta et al., 2019). Accordingly, previous studies have 63 

reported the analgesic, anti-inflammatory, antipyretic, antihypertensive, and antimicrobial 64 

properties of species belonging to the genus (Siqueira-Lima et al., 2019). 65 

Studies have demonstrated the antioxidant potential of essential oils obtained from 66 

species of Lippia. Importantly, evidence indicates that these substances can be successfully 67 

used in the food industry, as they are capable of increasing the concentration of phytochemicals, 68 

as well as improving the quality and conservation of food for consumption (Ishkeh et al., 2019). 69 

Despite the chemical complexity and diversity of essential oils in this genus, it has been 70 
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suggested that the food-improving properties of this substances are directly related to the action 71 

of phenolic monoterpenes present in the composition of these species (Cantú-Valdéz et al., 72 

2020). 73 

The mechanisms underlying the antioxidant interactions of mixtures of compounds have 74 

not been sufficiently elucidated, and for essential oils only general statements have been made, 75 

indicating, for the most part, that the antioxidant activity of the majority composition can be 76 

modulated by other components present in these mixtures (Ciesla et al., 2016). In this context, 77 

chemometric techniques can represent important alternatives in the characterization of the 78 

properties of individual constituents, as they enable the evaluation of multiple variables and 79 

their interactions, as well as allow the obtaining of a single and global response for multiple 80 

dependent variables (Diedrich et al., 2021). 81 

Considering the above-mentioned evidence, this work aimed to compare the chemical 82 

composition and antioxidant potential of essential oils from three species of the genus Lippia 83 

L. using chemometric analysis. 84 

 85 

2. Materials and Methods 86 

 87 

2.1. Botanical material and essential oil extraction 88 

Fresh leaves of Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson (878 g) and Lippia 89 

sidoides Cham. (3000 g) were collected in the Garden of Medicinal Plants of the Regional 90 

University of Cariri (7°14’20.1” S 39°24’53.1” W) in April 2019, and exsiccate of each species 91 

was identified and deposited at the Herbarium Caririense Dárdano de Andrade Lima 92 

(HDCAL/URCA) under the registry numbers 13907 and 3038, respectively. The leaves of 93 

Lippia gracilis Schauer (418 g) were collected in the Gisélia Pinheiro district, Crato, Ceará, 94 

Brazil (7°13’05.2” S 39°25’44.9” W) in April 2019, and the species exsiccate were identified 95 

and registered at the Herbarium Prisco Bezerra of the Federal University of Ceará (registry 96 

number 44456). For both collection areas, according to the Köppen classification, the climate 97 

is AW, corresponding to a humid tropical climate, with an average annual rainfall of 850 mm, 98 

an average air temperature of 27 ºC and a relative humidity of around 75% (Vásquez et al., 99 

2019). 100 

Essential oil extraction was performed by hydrodistillation in a Clevenger-type 101 

apparatus. Fresh leaf samples were crushed and subjected to distillation for 2 h (ANVISA, 102 

2019). After extraction, the essential oils of L. alba (LaEO), L. sidoides (LsEO) and L. gracilis 103 

(LgEO) were dried with anhydrous sodium sulfate (Na2SO4), presenting yields (w/w) of 0.18%, 104 

0.52%, and 0.89% respectively. 105 
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 106 

2.2. Chemicals and solvents 107 

All chemicals were analytical grade. Dichloromethane, chloroform, and methanol 108 

(MeOH) were purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Hesse, Alemanha). Ascorbic acid, 109 

Na2SO4, hydrocarbons (C8-C40), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2′-Azino-bis(3-110 

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic Acid) (ABTS), H2O2, FeSO4, Deoxyribose, KH2PO4, 111 

trichloroacetic acid (TCA), thiobarbituric acid (TBA), FeCl3, Tris-HCl, o-phenanthroline (o-112 

phe), linoleic acid, Tween 40, and β-carotene were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 113 

Missouri, USA). 114 

 115 

2.3. Essential oil analysis 116 

The volatile constituents were analyzed by Gas Chromatography coupled with Mass 117 

Spectrometry (GC/MS) using a Shimadzu model GC-MS QP2010 apparatus equipped with an 118 

Rtx-5MS fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm), both provided by 119 

Shimadzu Scientific Instruments Inc. (Columbia, Maryland, USA). The temperature was 120 

programmed as follows: 60 - 240 °C at 3 °C/min; 240 - 280 °C at 10 °C/min, ending at 280 °C 121 

for with 10 min. Helium was used as the carrier gas with a flow rate of 1.5 mL/min and split 122 

mode with a 1:50 ratio. The injection port was set at 220 °C. Operating parameters of MS 123 

quadrupole: interface temperature = 240 °C; Electron impact ionization set at 70 eV with scan 124 

mass ranging from 40 to 350 m/z and sampling rate of 1.0 scan/s. Injected volume: 1 μL of a 5 125 

μg/mL solution in dichloromethane. The constituents were identified by computational search 126 

using digital libraries of mass spectral data (NIST 08) and by comparing their authentic mass 127 

spectra. The Kovats retention index was obtained by injecting a mixture of C8-C40 linear 128 

hydrocarbons under the same conditions as the samples, as described by Van Den Dool and 129 

Kratz (1963). The identity of the compounds was confirmed by comparing their retention 130 

indices and mass spectra with those taken from the literature (Adams, 2007). 131 

 132 

2.4. Antioxidant activity analysis 133 

2.4.1. DPPH free radical scavenging  134 

The DPPH free radical scavenging was determined following the method proposed by 135 

Rufino et al. (2007a). To this end, each essential oil was diluted to concentrations ranging from 136 

5 to 1000 µg/mL. Then, wells on a 96-well plate were filled with 20 μL of the essential oil and 137 

280 μL of a 0.06 mM DPPH solution. After 30 min of reaction in a dark environment, the 138 

readings were taken at 515 nm in a spectrophotometer Kasuaki DR-200BS (Araucária, Paraná, 139 

Brazil). MeOH and ascorbic acid were used as the blank and positive control, respectively, 140 
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while the solvent + DPPH was used as the negative control. The results were calculated 141 

according to equation 1, where Abs means absorbance: 142 

 143 

AA% = 100 – {[(AbsSample –AbsBlank)/AbsNegativeControl]x 100} 144 

 145 

2.4.2. ABTS•+ free radical capture 146 

These analyses were carried out according to the method described by Rufino et al. 147 

(2007b). Briefly, 30 µL of each essential oil solution (5-1000 μg/mL) was transferred to test 148 

tubes containing 3.0 mL of ABTS•+ radical and kept reacting in the absence of light for 6 min. 149 

Then, the readings were performed at 734 nm. The same controls described in the previous 150 

section were included in this assay, and results were calculated using equation 1. 151 

 152 

2.4.3. Deoxyribose oxidative degradation assay 153 

The ability of the essential oils to inhibit deoxyribose degradation was assessed through 154 

the methodology of Puntel et al. (2005). The reactive mixture consisted of 240 µL of H2O2 (0.8 155 

mM), 240 µL of FeSO4 (0.08 mM), 450 µL of potassium phosphate buffer (7.5 mM, pH 7.4), 156 

150 µL of deoxyribose (1.5 mM) and 320 µL of H2O. For each extract concentration (5 to 1000 157 

µg/mL), 100 µL of the sample was added to the reaction, followed by incubation at 37 °C for 158 

60 min. After this period, the reactive mixture was added with 750 µL of 2.8% TCA and 750 159 

µL of 0.8% TBA, followed by an additional incubation at 100 °C for 20 min. The negative 160 

control and blank consisted of the reactive mixture components in the absence of extracts and 161 

deoxyribose, respectively. After cooling, the readings were performed at 532 nm and the results 162 

were expressed as a percentage of protection according to equation 2: 163 

 164 

Protection (%) = {[AbsControl - (AbsSample – AbsBlank)] / AbsControl} x 100 165 

 166 

2.4.4. Fe2+-chelating activity and Fe3+-reducing power test 167 

To analyze the Fe2+-chelating activity and Fe3+-reducing power of the essential oils we 168 

used the o-phe test, as reported by Minotti and Aust (1987), with some modifications. 169 

Eppendorf tubes were filled with 500 µL of extract solution (at concentrations ranging from 5 170 

to 500 µg/mL), 500 µL of FeSO4 (1000 μM) or 500 µL of FeCl3 (1000 μM), separately. After 171 

2 min of reaction, 50 µL of this mixture were added to each well on a 96-well plate containing 172 

a mix of Milli Q water, Tris-HCl (0.1 M, pH 7.4), and o-phe (300 µM). Fe2+ and Fe3+ controls 173 

were obtained by replacing the extract solution with Milli Q water, while the blank was obtained 174 

by adding Milli Q water with the corresponding ferrous solution. The readings were performed 175 
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in a spectrophotometer at 510 nm and the results were expressed in percentage, according to 176 

equation 2. Fe3+ reducing power was determined by comparing the results with those of Fe2+ 177 

controls. 178 

 179 

2.4.5. Co-oxidation of β-carotene/Linoleic acid method 180 

The analysis followed the methodology proposed by Rufino et al. (2006). The reaction 181 

mixture consisted of 40 µL of linoleic acid, 530 µL of Tween 40, 50 µL of β-carotene (20 182 

mg/mL), and 1 mL of chloroform. After homogenizing the mixture, an oxygenator was used to 183 

vaporize the chloroform and Milli Q water was added until reaching an absorbance ranging 184 

between 0.6 nm and 0.7 nm at 470 nm. For testing, 250 µL of this reactive mixture and 10 µL 185 

extract solution (5 to 1000 µg/mL) were kept reacting on wells on a microplate. The blank and 186 

controls were obtained by replacing respectively, the mixture components and extract solutions 187 

with Milli Q water. The results were expressed as a percentage of oxidation inhibition according 188 

to equation 2. 189 

 190 

2.5. Statistical analysis 191 

The values obtained in the antioxidant assays were expressed as mean ± standard 192 

deviation of three sample replicates (n = 3). For antioxidant activity analysis, after data 193 

normalization, a non-linear regression was applied to obtain the IC50 values. Then, ANOVA 194 

and Tukey's test was applied for multiple comparisons between pairs. The GraphPad Prism 195 

software version 8.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA) was used 196 

in all analyzes and results with a P < 0.05 were considered statistically significant. Principal 197 

Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA) were used to compare 198 

the composition of essential oils among the three species, as well as to correlate them with their 199 

antioxidant activities. Multivariate analyzes were performed using Jamovi software version 200 

1.6.16 (Jamovi Project, Sydney, Australia). 201 

 202 

3. Results and Discussion 203 

 204 

3.1. Essential oil analysis 205 

The compounds identified in the essential oils, as well as their percentages and retention 206 

indices, are listed in Table 1. Our analysis identified 96.51%, 98.80%, and 98.34% of the total 207 

constituents of LaEO, LsEO, and LgEO, respectively. Qualitatively, all of them presented 208 

monoterpenes as the most abundant compounds (LaEO: 83.88%, LsEO: 91.16%, and LgEO: 209 

84.29%), which is a common feature among species of this genus (Pascual et al., 2001). 210 
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The main constituents found in L. alba oil were geranial (43.20%), neral (30.17%), and 211 

(E)-caryophyllene (5.76%), thus being classified as belonging to the Citral chemotype, which 212 

is recognized for having numerous biological activities such as analgesic, anti-inflammatory, 213 

antipyretic, sedative, anti-asthmatic, anti- hypertensive, antispasmodic, emmenagogue, 214 

diaphoretic, among others (Silva et al., 2018). 215 

P-cymene (44.83%), thymol (29.92%), and eucalyptol (8.52%) were identified as the 216 

major compounds in the essential oil of L. sidoides, partially differing from previous reports 217 

identifying thymol as a major compound among specimens collected in the Northeast of Brazil 218 

(Santos et al., 2015). Studies have demonstrated that the chemical composition and yield of 219 

essential oils obtained from Lippia species can be influenced by abiotic factors, such as 220 

seasonality, water availability, light exposure, temperature, plant development stage, and plant 221 

nutritional status, as well as by genetic factors and procedures during and after the harvest 222 

(Soares & Tavares-Dias, 2013). These factors may be linked to the lower content of thymol 223 

content in the oil analyzed by this study, while its precursor (p-cymene) was found in greater 224 

concentrations. 225 

On the other hand, the essential oil of L. gracilis proved to be rich in thymol (34.75%), 226 

thymol methyl ether (12.38%), and p-cymene (12.23%), which is in line with previous studies 227 

analyzing species collected in the state of Maranhão, reporting the same compounds among the 228 

major components (Franco et al., 2014). Curiously, carvacrol, an isomer of thymol, represented 229 

only 10.06% of the total composition of LgEO, corroborating the evidence showing a linear 230 

relationship between the contents of these isomers among species, i.e., if the concentration of 231 

thymol is high, the concentration of carvacrol is low, and vice-versa (Nezhadali et al., 2014). 232 

In addition to these major compounds, myrcene, linalool, caryophyllene oxide, and (E)-233 

caryophyllene were identified in the essential oils of the species, the latter representing 5.76%, 234 

3.56%, and 6.70% of the essential oils of LaEO, LsEO, and LgEO, respectively. 235 

 236 

3.2. Antioxidant activity 237 

At a concentration of 1000 µg/mL, the essential oils of L. gracilis, L. sidoides and L. 238 

alba showed DPPH-scavenging activities, with inhibitions of 60.05%, 58.53%, and 29.89%, 239 

respectively (Figure 1A). In addition to presenting very similar scavenging capacity, LgEO and 240 

LsEO present statistically comparable IC50 values, as shown in Table 2. It has been 241 

demonstrated that the essential oils obtained from fresh and dried leaves of Lippia thymoides 242 

Mart. & Schauer (which are rich in thymol) showed DPPH-scavenging activities that were 243 

correlated with the concentration of thymol, with inhibition percentages ranging from 65.28 to 244 

89.97% (Nascimento et al., 2021). 245 
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The structural characteristics of thymol, especially the presence of phenolic hydroxyl 246 

and alkyl groups in the ortho and meta positions favor its antioxidant properties. The latter 247 

increases the electronic density of phenoxyl radicals formed by hydrogen donation, stabilizing 248 

them by inductive effects and thus enhancing the anti-radical activity (Aprotosoaie et al., 2019). 249 

All essential oils evaluated in this study showed significant ability to capture the ABTS 250 

radical, with an emphasis on the activity of LsEO and LgEO, which presented inhibition 251 

percentages corresponding to 99% at the concentrations of 500 and 1000 µg/mL, respectively. 252 

These percentages were very close to that obtained by ascorbic acid, which had 100% inhibition 253 

efficiency at 500 µg/mL, as shown in Figure 1B. Importantly, LaEO, LsEO and LgEO presented 254 

significantly lower IC50 values than that of the positive control (ascorbic acid), confirming their 255 

relevant antioxidant potential (Table 2). 256 

The ABTS radical is comparatively more reactive than the DPPH radical, as the oxidant 257 

mechanism of the former involves electron transfer, while the latter involves the transfer of H 258 

atoms (Kaviarasan et al., 2007). In addition, the ABTS test can be used for both water-soluble 259 

and fat-soluble samples, whereas the DPPH reagent should be preferentially used for organic 260 

solvents (Sucupira et al., 2014). These factors may explain the differences in the results 261 

obtained from these analyses. 262 

The deoxyribose protection test showed that the essential oils were effective in 263 

neutralizing the OH• radical, where the percentages of inhibition followed the order LaEO > 264 

LsEO > LgEO, as shown in Figure 1C. The IC50 of the samples did not differ statistically from 265 

ascorbic acid, except for LgEO, which was less effective when compared to the others (Table 266 

2). 267 

She et al. (2019), following the composition of the essential oil of Litsea cubeba (Lour.) 268 

Pers., for three months, identified citral as the major constituent of the essential oils of the 269 

samples studied in this period, demonstrating that this compound has significant OH•-270 

neutralizing activity, with IC50 of 0.14%, 0.04% and 0.31% (v/v). Furthermore, in vivo studies 271 

showed that citral is effective in reducing both intracellular and extracellular concentrations of 272 

ROS (Safaeian et al., 2020). 273 

On the other hand, when compared to quercetin (IC50 = 4.61 µg/mL) and carvacrol (IC50 274 

= 8.00 µg/mL), thymol (IC50 = 0.23 µg/mL) had more potent OH•-eliminating activity (Stoilova 275 

et al., 2008). Evidence indicates that the radical elimination mechanism by thymol occurs 276 

through the production of the phenoxyl radical as a transient species, which is formed mainly 277 

from adducts, with the addition of the OH• radical both in the ortho position (which is more 278 

energetically favorable) and in the phenolic group, which undergoes dehydration, generating 279 

the phenoxyl radical (Venu et al., 2013). 280 



73 

 

 

Thymol is also recognized to be able to increase levels of antioxidant compounds and 281 

oxygen uptake in plant tissues, including enzymatic and non-enzymatic systems, which leads 282 

to increased oxygen radical uptake and hydroxyl radical scavenging capacity of tissues, 283 

improving disease resistance and minimizing physiological degradation (Perumal et al., 2021). 284 

In addition, both thymol and citral hold GRAS status, generally recognized as safe, and are 285 

approved by the United States Food and Drug Administration (FDA) and can be used as food 286 

flavoring and preservatives (Masyita et al., 2022). 287 

The Fe3+ reduction test is used to evaluate the ability of compounds to reduce Fe3+ to 288 

Fe2+ through the donation of hydrogen atoms (Bouzenna et al., 2017). Our analysis showed that 289 

both LaEO and LgEO exhibited higher Fe3+ reducing power than the positive control ascorbic 290 

acid (Figure 1D). All the essential oils, as well as ascorbic acid, exhibited a concentration-291 

dependent effect, whereas LsEO presented the lowest IC50 among the essential oils (Table 2). 292 

The isolated compound citral is recognized for its ability to donate electrons, presenting a 293 

concentration-dependent Fe3+-reducing activity, with an IC50 of 125 µg/mL (Bouzenna et al., 294 

2017), which corroborates the results obtained with the LaEO. 295 

Also, all the essential oils exhibited Fe2+ chelating activity, among which LgEO, at the 296 

concentrations of 250 and 500 µg/mL, stands out for presenting higher chelation percentages 297 

than that of ascorbic acid (Figure 1E). As for the Fe3+-reducing activity, LsEO showed the 298 

lowest IC50 among the essential oils, followed by LaEO and LgEO. However, the positive 299 

control presented a significantly lower IC50 (Table 2). These results demonstrate the 300 

effectiveness of the essential oils as antioxidants that participate in the catalysis in the Fenton 301 

and Haber-Weiss reactions, originating reactive oxygen species such as hydroxyl radicals (HO•) 302 

and superoxide (O2
•−) (Barreiros et al., 2006). 303 

The co-oxidation test analyzed the ability of the essential oils to prevent lipid 304 

peroxidation by inhibiting the attack to β-carotene double bonds by the radicals generated 305 

during the oxidation of linoleic acid (Sucupira et al., 2014). The essential oils were found to 306 

neutralize the peroxide radicals, where LsEO and LgEO showed stronger activities than 307 

ascorbic acid at all tested concentrations, as shown in Figure 1F. Additionally, these essential 308 

oils presented the best IC50 values (Table 2), followed by the LaEO and ascorbic acid, 309 

respectively. 310 

The ability to inhibit lipid peroxidation in the co-oxidation test was demonstrated by 311 

several especies whose essential oils presented thymol as a major constituent. In this context, 312 

Origanum vulgare subsp. vulgare presented inhibitory activities of 99.89%, (Sarikurkcu et al., 313 

2015). Furthermore, Kazemi and Rostami (2015), studying the biological activities of the 314 
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essential oil of Achillea wilhelmsii L., found that even though thymol is not its major compound 315 

of the species, it represented 65% of the antioxidant activity presented by its oil. 316 

 317 

3.3. Multivariate analysis 318 

Principal Component Analysis (Figure 2) was conducted in order to explore the 319 

correlations between the chemical compositions and antioxidant potential of the essential oils. 320 

The number of principal components in the analysis was determined using the minimum 321 

eigenvalue criterion (> 1) considering the variability of the dimensions of the antioxidant 322 

responses and correlation coefficients, explaining 100% of the total variance of data. 323 

The analysis of graphically represented PCA scores shows that the chemical 324 

compositions of essential oils had little significant correlation with each other. Both PC1 325 

(weight – 25.10) and PC2 (weight – 22.90) played important roles in this differentiation, with 326 

PC1 showing positive charges and PC2 showing both negative and positive charges. On the 327 

other hand, all antioxidant activities showed positive values for PC1 demonstrating that the 328 

chemical composition of L. gracilis and L. alba oils significantly influence their activity. 329 

Accordingly, the presence of components such as camphene, δ-3-carene, carvacrol, carvacrol 330 

acetate, α-copaene, o-cymene, α-humulene, α- and β-pinene, α-terpinene and α-thujene was 331 

correlated with the antioxidant activity of the essential oils on deoxyribose degradation 332 

protection. On the other hand, compounds δ-cadinene and (E)-caryophyllene showed 333 

correlations with the antioxidant activity on the ABTS and iron-chelating assays. 334 

The present PCA analysis also indicates that most antioxidant activities are directly 335 

correlated with o-cymene, β-elemene, geranial, geraniol, geranyl acetate, germacrene D, 6-336 

methyl-Hept-5-en-2-one, linalool, neral, nerol, thuja- 2,4 (10)-diene, and vinyl amyl carbinol. 337 

These results showed that most of the antioxidant activity and essential oil content had a high 338 

load on PC1, showing L. gracilis and L. alba as species whose essential oils present the highest 339 

antioxidant activity and best essential oil content. On the other hand, L. sidoides had the most 340 

negative scores on PC1 and PC2, corroborating the weakest antioxidant activity and poorest 341 

essential oil content. 342 

The chemical composition similarity among the species was analyzed by Euclidean 343 

distance matrix using heatmap cluster analysis. This visual representation of numerical data 344 

shows individual values as colors where higher and lower numerical values are represented by 345 

darker-colored and lighter-colored squares, respectively and dendrograms demonstrate the 346 

relationships between groups in rows and columns. 347 

A heatmap showing the two-dimensional grouping of species and variables (chemical 348 

composition and antioxidant activity) is shown in Figure 3, where the grouping relationships at 349 
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the top represent the species, while those on the left represent the variables. The variability 350 

dispersion analysis clearly confirms that the species under investigation are chemically 351 

differentiated. Cluster 1 is characterized by the variables o-cymene, β-elemene, geranial, 352 

geraniol, geranyl acetate, germacrene D, 6-methyl-Hept-5-en-2-one, linalool, neral, nerol, 353 

thuja-2, 4 (10)-diene, and vinyl amyl carbinol, which have relatively high weights for L. alba. 354 

On the other hand, cluster 2, composed of the variables 9-epi-(E)-caryophyllene and δ-cadinene, 355 

contribute with low weight for L. sidoides and intermediate weight for L. alba and L. gracilis, 356 

while in cluster 3, 11-bicyclo[7, 2,0]undecan-3-ol, 9-epi-(E)-caryophyllene, p-cymene, 357 

eucalyptol, limonene, spathulenol, terpinen-4-ol, α-terpineol, verbenone, viridiflorene, and 358 

zonarene have relatively high weight for L. sidoides and intermediate weight for L. alba and L. 359 

gracilis. Finally, cluster 4 demonstrates the chemical composition of greater weight for L. 360 

gracilis and less weight for L. sidoides and L. alba. 361 

The variables at the top of the heatmap demonstrate that L. sidoides and L. gracilis 362 

(cluster 2) give a smaller contribution to the antioxidant activity, while cluster 1, represented 363 

by L. alba, demonstrates a greater contribution to the antioxidant capacity. Thus, we can 364 

conclude that the chemical composition of the essential oil of L. alba has greater general 365 

antioxidant power compared to the other species evaluated in this study. 366 

 367 

4. Conclusions 368 

 369 

The present study demonstrated the relationship between the chemical composition and 370 

the in vitro antioxidant activity of species of genus Lippia found in Cariri, Ceará. The essential 371 

oils of L. alba, L. sidoides and L. gracilis showed little similar chemical compositions and no 372 

statistically significant relationship. However, these oils presented relevant antioxidant activity 373 

in view of the different mechanisms studied, hich is related to the action of different and non-374 

majority compounds, as demonstrated by the multivariate analyses, especially those that have 375 

double bonds and hydroxyls in their structure. 376 

Multivariate analyzes demonstrated the effectiveness of compounds present in L. alba 377 

on DPPH free radical scavenging, reduction of Fe3+ ion, and inhibition of β-carotene oxidation, 378 

while deoxyribose degradation protection was linked mainly to the compounds identified in L. 379 

gracilis. On the other hand, ABTS radical capture and Fe2+ ion chelation have intermediate 380 

relationships with the composition of L. alba and L. gracilis. The antioxidant potential of the 381 

essential oils of these species for food systems still needs to be deepened with studies that seek 382 

to verify their direct action as natural preservatives as well as their applications in enriched 383 
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packaging films, being able to determine their performance and their effective use in food 384 

products. 385 

Finally, both cluster analysis and PCA analysis classified the variables by their 386 

similarity, reducing data redundancy, demonstrating that chemometric tools are valuable to 387 

correlate the antioxidant activity and chemical composition of a given species and therefore, 388 

can be used in the future to select the components that have a greater contribution to the 389 

antioxidant potential of natural products. 390 
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Table 1. Chemical compounds identified in the essential oils of L. alba, L. sidoides and L. 550 

gracilis. 551 

Nº Compound RI¹ RI² LaEO LsEO LgEO 

1. Aromadendrene 1665 1662 - 0.37±0.01a - 

2. 11-Bicyclo [7,2,0] undecan-3-ol 1643 1644 - 0.22±0.01a - 

https://doi.org/10.1016/s0021-9673(01)80947-x
https://doi.org/10.13083/reveng.v27i4.869
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3. δ-Cadinene 1528 1530 0.53±0.01a - 0.39±0.00a 

4. Camphene 953 953 - - 0.28±0.00a 

5. δ-3-Carene 1012 1011 - - 0.30±0.01a 

6. Carvacrol 1307 1307 - 0.31±0.01a 10.06±0.02b 

7. Carvacryl acetate 1357 1354 - - 0.62±0.01a 

8. (E)-Caryophyllene  1423 1423 5.76±0.01a 3.55±0.02a 6.76±0.04a 

9. 9-epi-(E)-Caryophyllene  1443 1442 - 0.78±0.01a - 

10. Caryophyllene oxide 1589 1589 1.02±0.01a 1.65±0.01a 0.23±0.02a 

11. (E)-methyl-Cinnamate  1387 1386 - - 6.03±0.00a 

12. α-Copaene  1386 1387 - - 0.38±0.01a 

13. o-Cymene  1025 1027 0.90±0.01a - - 

14. p-Cymene  1026 1026 - 44.83±0.00a 12.25±0.01b 

15. β-Elemene  1395 1394 3.95±0.01a - - 

16. Eucalyptol 1032 1032 - 8.52±0.00a 0.23±0.02b 

17. Geranial 1274 1270 43.25±0.03a - - 

18. Geraniol 1257 1256 1.20±0.01a - - 

19. Geranyl acetate 1379 1378 0.39±0.00a - - 

20. Germacrene D 1485 1485 1.37±0.01a 0.27±0.01a - 

21. 6-methyl-Hept-5-en-2-one 986 986 3.33±0.04a - - 

22. α-Humulene  1458 1458 - - 0.32±0.01a 

23. Limonene 1029 1029 - 1.33±0.01a 0.72±0.01a 

24. Linalool 1101 1101 0.99±0.00a 0.28±0.01a 0.38±0.01a 

25. Myrcene 991 991 0.63±0.01a 0.24±0.01a 1.77±0.00a 

26. Neral 1244 1242 30.17±0.00a - - 

27. Nerol 1230 1228 1.24±0.00a - - 

28. α-Pinene 933 933 - 1.45±0.00a 6.11±0.01a 

29. β-Pinene  980 980 - - 0.35±0.01a 

30. Spathulenol 1584 1584 - 0.29±0.01a - 

31. Terpinen-4-ol 1180 1180 - 1.22±0.01a 0.39±0.00a 

32. α-Terpinene 1018 1018 - - 0.68±0.01a 

33. γ-Terpinene 1059 1059 - - 2.68±0.01a 

34. α-Terpineol 1193 1195 - 0.70±0.01a - 

35. Thuja-2,4(10)-diene 1007 1009 0.43±0.01a - - 

36. α-Thujene 923 923 - - 0.32±0.01a 
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37. Thymol 1298 1298 - 29.92±0.01a 34.75±0.01a 

38. Thymol methyl ether 1237 1237 - 1.56±0.01a 12.38±0.01b 

39. Verbenone 1176 1176 - 0.38±0.01a - 

40. Vinyl amyl carbinol 942 941 1.45±0.00a 0.45±0.01a - 

41. Viridiflorene 1500 1501 - 0.25±0.01a - 

42. Zonarene 1527 1526 - 0.26±0.01a - 

 Total   96.66±0.10 98.92±0.09 98.47±0.08 

RI¹: Experimental retention index; RI²: Literature retention index; LaEO: L. alba essential oil; 552 

LsEO: L. sidoides essential oil; LgEO: L. gracilis essential oil. Compound elution order: 36, 553 

28, 40, 4, 29, 21, 25, 35, 5, 32, 13, 14, 23, 16, 33, 24, 39, 31, 34, 27, 38, 26, 18, 17, 37, 6, 7, 19, 554 

12, 11, 15, 8, 9, 22, 20, 41, 42, 3, 30, 10, 2, 1. Means followed by different letters differ by 555 

Tukey test with a P <0.05. 556 

 557 

Table 2. IC50 values of the essential oils of L. alba, L. sidoides e L. gracilis obtained through 558 

different antioxidant mechanisms. 559 

These results are expressed as mean ±SD (n=3). Means followed by different letters differ by 560 

Tukey test with a P <0.05. 561 

 562 

Sample 

IC50 (µg/mL) 

DPPH ABTS 
Deoxyribose 

protection 

Fe3+ 

Reduction 

Fe2+ 

Chelation 

Co-

oxidation 

LaEO 5,849±0.00a 45.79±1.81a 59.06±2.15a 67.42±6.94a 56.10±4.15a 737±57.97a 

LsEO 377±34.04b 5.22±0.08b 42.53±5.06a 50.05±1.90b 22.74±5.49b 69.08±0.28b 

LgEO 397±53.06b 88.91±1.27c 456±34.04b 62.49±1.08a 102±0.60c 40.25±2.03c 

Ascorbic Acid 34.02±0.60c 195±3.39d 33.51±0.58a 27.52±0.64c 9.79±0.95d 905±4.85d 
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Figure 1. Antioxidant activity of the essential oils of L. alba, L. sidoides and L. gracilis by 563 

different mechanisms. A: DPPH free radical scavenging; B: ABTS radical sequestration; C: 564 

Deoxyribose protection; D: Fe3+ reduction; E: Fe2+ chelation; F: Inhibition of linoleic acid 565 

degradation. Ascorbic acid was used as a standard antioxidant control. *: P < 0.05. Data were 566 

analyzed by ANOVA and Tukey's post hoc test. 567 

 568 
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 569 

Figure 2. Principal Component Analysis Biplot (Score e loading) showing correlations 570 

between the chemical compositions and antioxidant activities of Lippia L. essential oils. 571 

 572 

 573 
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Figure 3. Heatmap cluster analysis of Lippia species and variables (chemical composition and 574 

antioxidant activity).575 
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CAPÍTULO 2 

 

Artigo 2: Chemical characterization, antioxidant and anti-acetylcholinesterase activities of 

Lippia L. species compared by chemometric calculations 

 

Autores: Carla de Fatima Alves Nonato, Emerson Vinicius Silva de Melo, Cicera Janaine 

Camilo, Débora Odília Duarte Leite, Irwin Rose Alencar de Menezes, Joanda Paolla Raimundo 

e Silva, Josean Fechine Tavares, Daniela Ribeiro Alves, Selene Maia de Morais, José Galberto 

Martins da Costa. 

 

Periódico: Food Chemistry. 

Link: - 

Qualis: A1 (Percentil 94,76). 

Fator de Impacto (JCR): 9,231. 

Situação: Submetido. 

 

Resumo: O objetivo deste trabalho foi comparar a composição química não-volátil e as 

atividades antioxidante e antiaceticolinesterase de espécies do gênero Lippia usando cálculos 

quimiométricos. Os extratos foram caracterizados por cromatografia liquida acoplada a 

espectrometria de massas e seu conteúdo fenólico foi quantificado. Os potenciais antioxidantes 

foram determinados por DPPH, ABTS, proteção da desoxirribose e β-caroteno, quelação e 

redução de ferro, e a atividade de inibição da acetilcolinesterase foi avaliada. Os dados foram 

relacionados por análises multivariadas. Os extratos apresentaram composições com relação 

baixa e compostos compartilhados, destacando a classe dos flavonoides. L. alba e L. gracilis 

apresentaram maior quantidade de fenóis e flavonoides, respectivamente. Todos os extratos 

mostraram atividade antioxidante significativa, especialmente L. gracilis com IC50 de 

0.59±0.08 µg/mL para quelante de Fe2+, tendo também apresentado melhor inibição da 

acetilcolinesterase. Análises multivariadas mostraram a eficácia dos constituintes de L. sidoides 

na quelação de Fe2+, redução do radical DPPH, proteção da desoxirribose e anti-AChE. 

Conclui-se que os resultados demonstram importantes atividades dos extratos, sendo necessário 

estudos que certifiquem as correlações com os compostos de Lippia e seu uso na conservação 

de alimentos. 

Palavras-chave: Lippia; Flavonoids, Atividade antioxidante; anti-AChE; PCA; Quimiometria. 
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 22 

Abstract: This work aimed to compare the non-volatile chemical composition and the 23 

antioxidant and anti-acetylcholinesterase activities of species of the Lippia genus using 24 

chemometric calculations. The extracts were characterized by HPLC-DAD-ESI-MSn and their 25 

phenolics were quantified. Antioxidant potentials were determined by DPPH, ABTS, 26 

deoxyribose and β-carotene protection, iron chelation and reduction, and anti-27 

acetylcholinesterase activity was evaluated. Data were related by multivariate analyses. The 28 

extracts showed compositions with low ratio and shared compounds, highlighting the 29 

flavonoids. L. alba and L. gracilis showed higher amounts of phenols and flavonoids, 30 

respectively. All extracts showed significant antioxidant activity, especially L. gracilis with 31 

IC50 of 0.59±0.08 µg/mL for Fe2+ chelator, and also better acetylcholinesterase inhibition. 32 

Multivariate analyzes showed the efficacy of L. sidoides constituents in Fe2+ chelation, DPPH 33 

reduction, deoxyribose protection and anti-AChE. The results demonstrate important activities 34 

mailto:galberto.martins@urca.br
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of the extracts, requiring studies to certify the correlations with Lippia compounds and their use 35 

in food preservation. 36 

Keywords: Verbenaceae; Flavonoids, Antioxidant Activity; anti-AChE; PCA; Chemometrics. 37 

 38 

1. Introduction 39 

 40 

Neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease, 41 

frontotemporal dementia and amyotrophic lateral sclerosis are devastating disorders that 42 

inevitably progress to severe disability and death (Dawson et al., 2018). These can result from 43 

different pathogenic and metabolic mechanisms, such as mitochondrial dysfunction, 44 

excitoxicity, neuroinflammation, oxidative stress, among others (Bernhardi & Eugenín, 2012). 45 

Oxidative stress, caused by high concentrations of reactive oxygen species (ROS), plays 46 

a critical role in neurodegenerative disorders, accentuating the progression of these conditions 47 

through oxidative damage and interaction with mitochondria (Liu et al., 2017). Furthermore, 48 

the degradation of cholinergic neurons reduces the availability of neurotransmitters important 49 

for memory processing, contributing to cognitive impairment in Alzheimer's disease (H. Khan 50 

et al., 2018). 51 

In view of the etiology, pathophysiology and the reduced number of treatment options 52 

available for these disorders, the action of natural agents and plant extracts, as therapeutic 53 

alternatives alone or in combination with usual drugs, must be considered, especially 54 

phytochemicals abundant in different food sources, as they have underlying health effects 55 

associated with their consumption, such as phenolic compounds (Amato et al., 2019; Srivastava 56 

& Yadav, 2016). 57 

Species of the Lippia L. genus are used worldwide as food, beverages, seasonings and 58 

in the treatment of diseases of the gastrointestinal and respiratory tracts, also acting as 59 

analgesics, anti-inflammatories and antipyretics (Ombito et al., 2014). Phytochemical studies 60 

show their richness of phenolic compounds, mainly phenylpropanoids and flavonoids, which 61 

have different biological activities, such as anti-inflammatory, antioxidant, neuroprotective, 62 

hypotensive, hepatoprotective, among others (Leyva-Jiménez et al., 2019). 63 

The chemical diversity and complexity presented by plant extracts is related to the 64 

quality and abundance of their compounds, which have different polarities and can lead to 65 

dispersed bioactivity results. Despite this, chemometric analyzes are tools that provide the 66 

assessment of these variables and their interactions, facilitating the achievement of a single and 67 

global response for studies with multiple dependent variables (Diedrich et al., 2021). 68 
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This article proposes to offer continuity to the study of chemical composition-69 

bioactivity correlation of species of the Lippia genus. Recently an article with this approach 70 

involving volatile chemical components was published by this research group (Nonato et al., 71 

2022). This time, the work compares non-volatile chemical components and verifies their 72 

antioxidant and anti-aceticolinesterase properties involving three species of this genus. 73 

 74 

2. Methodology 75 

 76 

2.1. Plant material and extract obtention 77 

The leaves of Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson (110 g) and Lippia 78 

sidoides Cham. (170 g) were collected in the Medicinal Plant Garden of the Regional University 79 

of Cariri (7º14'20.1” S 39º24'53.1” W) in January 2019 and an exsiccate of each species was 80 

deposited in the Herbarium Caririense Dárdano de Andrade Lima (HDCAL/ URCA) under 81 

identification numbers 13907 and 3038, respectively. Lippia gracilis Schauer leaves (1170 g) 82 

were collected in the Gisélia Pinheiro neighborhood, municipality of Crato, Ceará, Brazil 83 

(7º13'05.2” S 39º25'44.9” W) in May 2019, with an exsiccate deposited in the Herbarium Prisco 84 

Bezerra of Federal University of Ceará, with registration number 44456. 85 

Fresh leaf extracts were obtained by exhaustive maceration in ethanol (99% for 72 h). 86 

The solutions obtained were concentrated in an evaporator at 50 °C under reduced pressure, 87 

obtaining a yield of 6.96%, 3.91% and 3.47% for the extracts of L. alba (LaEE), L. sidoides 88 

(LsEE) and L. gracilis (LgEE), respectively. 89 

 90 

2.2. Chemicals and solvents 91 

All chemicals were analytical grade. Chloroform (CHCl3), formic acid and methanol 92 

(MeOH) were purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Hesse, Alemanha). Ascorbic acid, 93 

gallic acid, quercetin, acetylthiocholine iodide, Ellman’s reagent, bovine serum albumin, 2,2-94 

Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic Acid) 95 

(ABTS), H2O2, FeSO4, Deoxyribose, KH2PO4, trichloroacetic acid (TCA), thiobarbituric acid 96 

(TBA), FeCl3, Tris-HCl, o-phenanthroline (o-phe), linoleic acid, Tween 40, Folin-Ciocalteu, 97 

Na2CO3, AlCl3, CH3CO2K and β-carotene were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 98 

Missouri, USA). 99 

 100 

2.3. Chemical composition 101 

2.3.1. Quantification of total phenols 102 
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The quantification of total phenols followed the Folin-Ciocalteu oxidation method 103 

proposed by Singleton et al. (1999). 25 µL aliquots of the diluted extracts were added to Folin-104 

Ciocalteu reagent (625 µL, 10%) and Na2CO3 (500 µL, 7.5%). Absorbances were measured in 105 

a spectrophotometer (Kasuaki DR-200BS) at 765 nm after incubation for 15 min at 45 °C and 106 

protected from light. For the calibration curve, gallic acid was used as a standard and for the 107 

blank test, MeOH. The analysis was performed in triplicate and the results were expressed as 108 

mg equivalent of gallic acid per g of extract (mg GA/g Ext.). 109 

 110 

2.3.2. Quantification of total flavonoids 111 

The total flavonoid content was measured by the AlCl3 colorimetric method according 112 

to Kosalec et al. (2004). 1160 µL aliquots of the diluted extracts were added to MeOH (760 113 

µL), AlCl3 (40 µL, 10%) and CH3CO2K (40 µL, 0.1 M). Absorbances were measured in a 114 

spectrophotometer at 415 nm after incubation for 30 min in the dark. Quercetin was used as a 115 

standard for the calibration curve and MeOH for the blank test. All analysis was performed in 116 

triplicate and results were expressed as mg quercetin equivalent per g of extract (mg QE/g Ext.). 117 

 118 

2.3.3. Analysis of compounds by HPLC-DAD-ESI-MSn 119 

The extracts were analyzed by Shimadzu HPLC, using a C18 analytical 120 

chromatographic column (Kromasil - 250 mm x 4.6 mm x 5 μm), coupled to a mass 121 

spectrometer (Ion-Trap AmazonX, Bruker or microTOFII, Bruker), with Ionization by 122 

Electrospray (ESI). The samples were solubilized in MeOH (1 mg/mL), with subsequent 123 

filtration through PVDF (Polyvinylidene Fluoride) filters, with a mesh size of 0.5 μm. The 124 

method used chromatographic grade MeOH (solvent B) and type I ultrapure H2O (Milli-Q), 125 

acidified with formic acid (0.1%, v/v) (solvent A), in a concentration gradient (5 to 100% of B 126 

in 95 min). The injection volume was 10 μL and the flow rate was 0.6 mL/min. In the mass 127 

spectrometer, the samples were submitted to a sequential fragmentation in MS3. The acquisition 128 

parameters in the Ion Trap and TOF were capillary 4.5 kV, final plate offset 500 V, nebulizer 129 

gas 35 psi, dry gas (N2) with flow of 8 mL/min and temperature of 300 ºC. The sample was 130 

analyzed in negative ionization mode and the identification of compounds was based on data 131 

(MS/MS) reported in the literature. 132 

 133 

2.4. Antioxidant activity 134 

2.4.1. DPPH free radical scavenging 135 

The assay followed the method proposed by Rufino et al. (2007). The concentrations of 136 

ethanolic extracts ranged from 5 to 1000 µg/mL. For the assay, 20 μL of the samples and the 137 
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DPPH radical (280 μL, 0.06 mM) were used. After 30 min of reaction in the dark, readings 138 

were performed in a spectrophotometer at 515 nm. As blank, positive control and negative 139 

control, MeOH, ascorbic acid were used and the sample aliquot was replaced by solvent, 140 

respectively. The results were calculated according to equation 1, where Abs means absorbance: 141 

𝐴𝐴% =  100 – {[
(𝐴𝑏𝑠𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 – 𝐴𝑏𝑠𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘)

𝐴𝑏𝑠𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
] 𝑥 100} 142 

 143 

2.4.2. ABTS free radical capture 144 

The ABTS radical capture activity followed the methodology proposed by Rufino et al. 145 

(2007). The concentrations evaluated ranged from 5 to 1000 μg/mL. In a dark environment, 30 146 

µL aliquots of each concentration were transferred to test tubes with 3.0 mL of the ABTS 147 

radical. The reading was performed in a spectrophotometer at 734 nm after 6 min of reaction 148 

of the mixture. Ascorbic acid was used as a positive control and MeOH as a blank. The results 149 

were obtained from equation 1. 150 

 151 

2.4.3. 2-Deoxyribose (2-DR) Oxidative Degradation Assay 152 

The ability of ethanol extracts to inhibit deoxyribose degradation was measured by the 153 

methodology of Puntel et al. (2005). The reaction mixture consisted of H2O2 (240 µL, 0.8 mM), 154 

FeSO4 (240 µL, 0.08 mM), potassium phosphate buffer (450 µL, 7.5 mM, pH 7.4), deoxyribose 155 

(150 µL, 1.5 mM) and H2O (320 µL). 100 µL of sample concentrations (5 to 1000 µg/mL) were 156 

added to the reaction mixture and incubated at 37 ºC for 60 min. After this period, TCA (750 157 

µL, 2.8%) and TBA (750 µL, 0.8%) were added and incubated again at 100 °C for 20 min. The 158 

negative control was obtained by the reaction in the absence of samples and the blank in the 159 

absence of deoxyribose. After cooling, the reading was performed in a spectrophotometer at 160 

532 nm and the results were expressed as percentage of protection by equation 2: 161 

Protection 2 − DR (%) =  {
[AbsControl – (AbsSample –  AbsBlank)]

AbsControl
} x 100 162 

 163 

2.4.4. Fe2+ Ion Chelator Assay and Fe3+ Ion Reducing Power 164 

The tests followed the method proposed by Minotti & Aust (1987), with some 165 

modifications. 500 µL aliquots of samples (5 to 500 µg/mL) were mixed with FeSO4 (500 µL, 166 

1000 µM) and FeCl3 (500 µL, 1000 µM) separately. After 2 min of reaction, 50 µL of this 167 

mixture was added to 96-well plates containing a mix with Milli-Q water, Tris-HCl (0.1 M, pH 168 

7.4) and o-phe (300 μM). The controls for Fe2+ and Fe3+ were obtained by replacing the aliquots 169 

of the samples with Milli-Q water and the blank contained only Milli-Q water and the respective 170 
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ferrous solutions. The reading was performed in a spectrophotometer at 510 nm and the results 171 

expressed as a percentage, according to equation 2. The results of the reducing power of Fe3+ 172 

were expressed compared to the controls of Fe2+. 173 

 174 

2.4.5. Co-oxidation of β-carotene/linoleic acid 175 

The assay followed the method of Rufino et al. (2006). In the preparation of the reaction 176 

mixture, linoleic acid (40 µL), Tween 40 (530 µL), β-carotene (50 µL, 20 mg/mL) and CHCl3 177 

(1 mL) were added. After homogenization, the CHCl3 was evaporated followed by the addition 178 

of oxygenated Milli-Q H2O until an absorbance between 0.6 nm and 0.7 nm at 470 nm was 179 

obtained. For the test, 250 µL of this reaction mixture and 10 µL of sample concentrations (5 180 

to 1000 µg/mL) were added to each microplate well. For the blank and control, the aliquot of 181 

the mix and the sample, respectively, were replaced by Milli-Q water. Results were expressed 182 

as percentage of oxidation inhibition according to equation 2. 183 

 184 

2.5. Acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity 185 

The inhibitory activity of the AChE enzyme followed the methodology described by 186 

Ellman et al. (1961). In 96-well plates, acetylthiocholine iodide (25 µL, 15 mM), 125 µL of 187 

5,5'–dithiobis-[2-nitrobenzoic] in Tris/HCL solution (50 nM, pH 8, with 0.1 M of NaCl and 188 

0.02 M MgCl2 .6H2O), 50 µL of the Tris/HCl solution (50 nM, pH 8, with 0.1% bovine serum 189 

albumin-BSA), 25 µL of the extract sample dissolved in MeOH were added and diluted 10 190 

times in the Tris/HCl solution (50 mM, pH 8) to obtain a final concentration of 2000 µg/mL. 191 

The concentrations tested were 6.25, 12.5, 25, 50, 100 and 200 µg/mL and readings were taken 192 

at 405 nm for 30 s. Then, AChE (25 µL, 0.25 U/mL) was added, and the absorbance was 193 

measured immediately and after 15 and 30 min. As a negative standard, all solutions were used, 194 

except the sample. The percentage of AChE inhibition was calculated by comparing the 195 

hydrolysis rates of the substrate of the samples in relation to the blank (assuming a total of 196 

100% AChE activity). 197 

 198 

2.6. Statistical analysis 199 

 The values obtained in the antioxidant assays were expressed as mean ± standard 200 

deviation of three sample replicates (n = 3). For antioxidant and anti-AChE activities analysis, 201 

after data normalization, a non-linear regression was applied to obtain the IC50 values. Then, 202 

ANOVA and Tukey’s test were applied for multiple comparisons between pairs. The GraphPad 203 

Prism software version 8.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA) 204 

was used in all analyzes and results with a P <0.05 were considered statistically significant. 205 
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Principal Component Analysis (PCA), Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and Pearson's 206 

correlation test were used to compare the composition of extracts among the three species, as 207 

well as to correlate them with their antioxidant and anti-AChE activities. Multivariate analyzes 208 

were performed using Jamovi software version 1.6.16 (Jamovi Project, Sydney, Australia). 209 

 210 

3. Results and Discussion 211 

 212 

3.1. Chemical composition 213 

All ethanol extracts were essentially rich in phenolic compounds, as shown in Table S1 214 

(See Supplementary Materials) and their main structures in Figure 1. LaEE showed a greater 215 

diversity of compounds, containing 5 iridoids, 1 phenylethanoid glycoside, 1 oxylipin, 1 fatty 216 

acid and 11 flavonoids. While LsEE and LgEE presented only flavonoids, with 12 and 15 217 

compounds, respectively, some compounds were identified in more than one sample, such as 218 

Emodin-8-O-glycoside (6) in LaEE and LsEE, Luteolin-6-O-glycoside (14), Eriodictiol (7) and 219 

Luteolin (13) in LsEE and LgEE, and the flavonoids Naringenin (16) and Cirsimaritin (5) 220 

present in all studied extracts. 221 

Iridoid glycosides are secondary metabolites known to be found in species of the 222 

Verbenaceae family (Hussain et al., 2019). In ethanolic and methanolic extracts from L. alba 223 

leaves, the presence of Geniposidic acid (8) and Shanzhiside methyl ester (19) were reported 224 

(Gomes et al., 2019; Hennebelle et al., 2008). On the other hand, for the compounds 225 

Monotropein (15), Loganic acid (11) and Loganin (12) this is the first report for extracts of this 226 

species. Commonly, 8-epi-Loganin is found in different extracts of L. alba, which is a 227 

stereoisomer of Loganin (Gomes et al., 2019; Hennebelle et al., 2008; Timóteo et al., 2015). 228 

The difference in composition between individuals of the same species may be linked to the 229 

variation of abiotic factors to which they are subjected, such as temperature, humidity, 230 

precipitation, among others (Li et al., 2020). 231 

Acteoside (1), also called Verbacoside, is a phenylethanoid glycoside already found in 232 

extracts of L. alba (Gomes et al., 2019; Trevisan et al., 2016). It is recognized for its biological 233 

activities, such as anticonvulsant, antiparkinsonian, cytotoxic, hypotensive, anticancer, 234 

antioxidant, etc. (R. A. Khan et al., 2022). Tuberonic acid glycoside (22), on the other hand, 235 

was only seen in extracts of L. graveolens Kunth and L. citriodora (Palau) Kunth (Cortés-236 

Chitala et al., 2021; Leyva-Jiménez et al., 2019), this being the first report in L. alba. 237 

The chemical compositions of the ethanolic extract of Lippia species showed an 238 

abundance of secondary metabolites of the flavonoids class (Leyva-Jiménez et al., 2019), 239 

corroborating with the results of this study. This essential ingredient present in a variety of 240 
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nutraceutical products has been studied exhaustively due to its antioxidant properties that can 241 

be used to prevent damage caused by oxidative stress and generation of free radicals through 242 

scavenging of ROS (Shen et al., 2022). 243 

The flavonoids Apigenin-7-O-glucuronide (3), Tricin-7-O-glucuronide (21), 244 

Isorhamnetin (10) and Naringenin appear in different extracts of L. alba (Gomes et al., 2019; 245 

Oliveira et al., 2018; Trevisan et al., 2016). As well as Taxifolin (20), Luteolin, Naringenin and 246 

Apigenin (2) in L. sidoides (Funari et al., 2012) and Naringenin, Quercetin (18), Orientin (17) 247 

and iso-Orientin (9) in L. gracilis (Moraes et al., 2018). The di-glycosylated form of the flavone 248 

Chrysoeriol (4) has also been reported for L. alba (Timóteo et al., 2015). 249 

Among the flavonoids identified, Naringenin and Cirsimaritin were found in the three 250 

extracts studied, which were reported in the species L. salviifolia Cham., L. velutina Schauer, 251 

L. balansae Briq., L. lupulina Cham., L. graveolens Kunth, L. citriodora (Palau) Kunth, L. 252 

javanica (Burm.f.) Spreng., L. chevalieri Moldenke and L. lacunosa Mart. & Schauer (Bangou 253 

et al., 2012; Castellar et al., 2011; Cortés-Chitala et al., 2021; Funari et al., 2012; Leyva-254 

Jiménez et al., 2019; Ombito et al., 2014). Thus, we suggest that these flavonoids can be 255 

considered chemical markers for the genus. The use of these markers for medicinal plants is 256 

essential considering that bioactivities can, in most cases, be related to a specific chemotype 257 

(Almeida et al., 2018). Figure S1 shows the proposed fragmentations for Naringenin and 258 

Cirsimaritin. 259 

The results show LaEE with a significantly higher content of total phenolics of 260 

30.11±1.24 mg GA/g Ext., followed by LgEE and LsEE (Table 1). Studies show high phenolic 261 

content for ethanolic, methanolic and aqueous extracts of L. alba leaves with 117.78±2.69, 262 

367.49±38.90 and 505.11±2.55 µg GAE/g dry weight, respectively (Dubey et al., 2020). 263 

Garmus et al. (2015), studying the influence of different types of extraction on the phenolic 264 

composition of L. siodides, obtained contents ranging between 38.20 ± 0.06 and 230.5 ± 0.1 265 

mg GAE/g extract. 266 

In terms of total flavonoids, LgEE had the highest rate of these compounds with 267 

8.76±0.27 mg QE/g Ext., followed by LsEE and LaEE (Table 1). However, these contents were 268 

lower than those obtained for different extracts of L. sidoides, with 43.5 ± 0.3 to 262.3 ± 0.4 269 

mg EC/g extract, and of L. alba, with 371.33±4.50 to 463.94±6.49 g QE/gm dry weight (Dubey 270 

et al., 2020; Garmus et al., 2015). Many studies consider the influence of genetic, abiotic 271 

factors, seasonality and type of extraction on the composition of a species (Shen et al., 2022). 272 

The results show that total flavonoid content is equivalent to 93.23%, 88.75% and 273 

23.21% of the total phenolic values obtained for LsEE, LgEE and LaEE, respectively. These 274 

percentages agree with the compositions identified in the HPLC-DAD-ESI-MSn analysis. 275 
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Many studies presented in the literature data, with chemical compositions similar to those 276 

presented in this manuscript, have reported the significant antioxidant activity of L. alba, L. 277 

gracilis and L. sidoides (Garmus et al., 2015; Moraes et al., 2018; Trevisan et al., 2016). 278 

 279 

3.2. Antioxidant activity 280 

The extracts exerted DPPH free radical scavenging activity, with percentages of 281 

maximum inhibition of 63.49%, 92.93% and 87.85% for LaEE, LsEE and LgEE, respectively, 282 

but showed lower activity than ascorbic acid, which obtained a percentage of 96.66%, as shown 283 

in Figure 2a. Despite differing in their inhibition percentages, their IC50 did not differ 284 

statistically from each other (Table 1). As for the capture of the ABTS radical, LaEE reached 285 

only 27.21% inhibition, demonstrating low activity against this radical. LsEE and LgEE 286 

reached percentages of 97.99% and 65.91%, exhibiting moderate activity (Figure 2b), with all 287 

IC50s differing statistically (Table 1). 288 

The free radical scavenging action of flavonoids depends on their chemical structure 289 

and can follow two pathways of action that include hydrogen atom transfer (HAT) and single 290 

electron transfer (SET). Apigenin follows both pathways, via the 4-hydroxyl group on its B 291 

ring, which donates its hydrogen and electron atom, and the m-5,7-dihydroxy arrangements on 292 

the A ring and the 4-oxo group on the C ring, which are responsible for the delocalization of 293 

electrons from the B ring (Kashyap et al., 2022). 294 

For the OH• radical reduction activity, the extracts showed moderate activity, except for 295 

LsEE, which showed a greater ability to protect deoxyribose than the positive control with a 296 

percentage of 89.85% (Figure 2C). As for IC50, LaEE and ascorbic acid did not differ 297 

statistically, demonstrating the same effectiveness (Table 1). These values are similar to those 298 

obtained by the aqueous and ethanolic extracts of L. alba leaves, with IC50 of 33.36±0.47 and 299 

39.31±0.28 μg/ml, respectively (Dubey et al., 2020). The authors relate these values to the 300 

phenolic content present in the extracts. 301 

For the reduction of Fe3+ ion (Figure 2D), all extracts showed a percentage above 90%, 302 

showing greater effectiveness than the positive control (86.9%), not having their IC50 303 

statistically differed (Table 1). The isolated flavonoids isovitexin and quercetin and kaempferol 304 

derivatives showed potential to reduce the Fe3+ ion, which suppresses the formation of ROS by 305 

the Fenton reaction, and inhibit the AChE enzyme, showing potential for their uses for the 306 

treatment of Alzheimer's disease (Ndhlala et al., 2013). 307 

As for the Fe2+ chelator test (Figure 2E), the three extracts showed greater efficiency in 308 

chelating this ion than ascorbic acid, except at the concentration of 25 µg/mL for LaEE and 309 

LsEE. The presented IC50s were also lower than the positive control, especially those obtained 310 
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by LaEE and LgEE, with 1.29 and 0.59 µg/mL (Table 1). This result may be related to the 311 

structure of the flavonoids present in these extracts, as they have proximal hydroxyl groups (o-312 

dihydroxyl group in the B or A ring), 3-hydroxy-4-keto group in the C ring, or the 5-hydroxy-313 

4-keto position of the A and C rings that are responsible for the chelation sites of metals, such 314 

as apigenin, luteolin and erydictiol (Kashyap et al., 2022; Shen et al., 2022). 315 

 All extracts were able to inhibit linoleic acid peroxidation, reaching a percentage greater 316 

than 90%, differing from ascorbic acid, which obtained only 55.91%, having lower activity than 317 

the extracts at all concentrations tested (Figure 2F). Of the IC50 obtained, the LsEE showed 318 

greater efficacy, with 6.65 µg/mL, while the others did not differ statistically. Su et al. (2022) 319 

demonstrated the efficacy of phlorizin in scavenging radicals formed by lipid peroxidation and 320 

its action in increasing the activity of antioxidant enzymes by T-AOC, SOD and GSH-PX in 321 

the hippocampus of mice. 322 

 323 

3.3. AChE inhibitory activity 324 

 The curve of the inhibitory activity of AChE by the ethanolic extracts is represented in 325 

Figure 3, showing that the inhibitory capacity of the samples continues with the increase of the 326 

concentration regardless of the elapsed reaction time. LgEE showed lower inhibition capacity, 327 

reaching only 52% at the three times studied. On the other hand, LaEE and LgEE showed 328 

moderate activity of inhibition, with maximum percentages of 72.2% and 75.4%, respectively. 329 

The IC50 obtained did not vary statistically between the extracts, however, they still showed 330 

concentrations above the positive control of Physotigmine (Table 1). 331 

Acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) are used for the treatment of alterations of 332 

cholinergic functions such as myasthenia gravis and Alzheimer’s disease. A large number of 333 

flavonoids have demonstrated an AChE inhibition potential, as for example, 2′,4′-dihydroxy-334 

6′methoxy-3′,5′-dimethyl-dihydrochalcone, quercetin, luteolin-7-O-rutinoside, isorhamnetin 335 

and others (H. Khan et al., 2018). Furthermore, Vanzolini et al. (2018) demonstrated that 336 

eriodictyol 2′ or 3′-O-glucoside as a ligand for acetylcholinesterase. 337 

Others studies also show that the Phloridzin derived, as 3-Hydroxyphlorizin, has a 338 

significant anti-AchE potential (Su et al., 2022). Apigenin shows a potential anti-AchE to be 339 

the most effective agent by in silico assay, suggesting that the main intermolecular interaction 340 

is a hydrophobic association, although hydrogen bonds between flavonoids and reveling the 341 

importance of hydroxyl positions in flavonoids seem to be of utmost importance for 342 

acetylcholinesterase inhibition (Sarkar et al., 2021). 343 

 344 

3.4. Multivariate analysis 345 
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The use of statistical tools helped the authors to predict the association between 346 

biological and pharmacological properties and the chemical components. The multivariate 347 

principal component analysis (PCA) is used to better understand the relationship among the 348 

studied variables (chemical compositions and biological properties), while Pearson's correlation 349 

coefficient was used to determine the relations between the variables. 350 

The PCA analysis identifies the most differentiating variables providing data sets of all 351 

variables to discriminate among the Lippia extracts and the correlations among these variables 352 

(chemical compositions and biological data). These results of the PCA were presented in terms 353 

of both score and loading plots (Biplot) present in figure 4, showing that the two first principal 354 

components (PCs) account for the full totality of the cumulative percentage of total variations, 355 

and PC1 and PC2 accounted for 57.2% and 42.8% of the variance, respectively and, the arrow 356 

vector indicating the contribution of variables to PC1 and PC2. A negative value of PC1 was 357 

correlated with IC50 for DPPH, Desoxyribose assay, Chelating, or capacity of iron reduction 358 

and anti-AchE, whereas the loadings on PC2 specified high contributions from ABTS and Co-359 

oxidation assay. It’s observed a clear separation of the different extracts of Lippia in quadrant 360 

PC1+ and PC2- for the LaEE with variables contributed mostly ABTS, whereas, in quadrant 361 

PC1- and PC2+ for the LsEE with variables contributed mostly Acetylcholinesterase inhibition, 362 

DPPH, Desoxiribose assay, Chelating Fe2+ assay and compounds 7, 11, 20, and 21. The LsEE 363 

it’s observed in quadrants PC1- and PC2- with the capacity of Reduction of Fe3+ and compounds 364 

24, 12, and 33 as variables with the most contribution. 365 

Based on the composition of different ethanolic extract, antioxidant activities and 366 

Acetylcholinesterase inhibition potential showed a significant variation, however, in the 367 

heatmaps it’s observed a significant separation among ethanolic extract of Lippia species. The 368 

colour present in the heatmap indicated the higher significance in the red color, whereas orange 369 

and yellow colours it’s indicative of the lower significance. The Figure 5 shows that LsEE 2 370 

have higher abundance of the compounds 1, 3, 7, 11, 13, 20, 21, 22 and 27 that are strongly 371 

correlated with antioxidant and AChE inhibition potential. Similarly, for the LaEE it’s observed 372 

that capacity of Reduction of Fe3+ present a significant correlation with the compounds 12, 24 373 

and 33, whereas the LgEE present a significant correlation of ABTS with higher abundance of 374 

compounds. 375 

Pearson's correlation test shows that ABTS strongly correlated with Acteoside, 376 

Apigenin-7-O-glucuronide, Chrysoeriol, Dihydroxy-tetramethoxy flavone, Geniposidic acid, 377 

Isorhamnetin, Loganic acid, Loganin, Monotropein, Oxo-dihydroxy-octadecenoic acid, 378 

Quercetagetin-dimethyl-O-hexoside, Shanzhiside methyl ester, Tricin, Tricin 7-O-glucuronide, 379 

Tuberonic acid glucoside. The Dexoribose assay and Chelant assay show strongly correlations 380 
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with 3-Hydroxyphlorizin, Apigenin, Eriodictyol, Luteolin, Luteolin-7-O-rutinose, Phloridzin 381 

and DPPH assay. The Reduction of Fe3+ show strong correlations with Apigenin-6,8-C-382 

diglucoside, Dihydrokaempferol, Iso-orientin, Isovitexin, Orientin, Pinocembrin, Quercetin, 383 

Sakuranetin, Vitexin. The Pearson's correlation also strong correlation of acetylcholinesterase 384 

activity with 3-Hydroxyphlorizin, Apigenin, Emodin-8-O-glicoside, Eriodictyol-7-O-glicoside, 385 

Luteolin-7-O-rutinose, Phloridzin. Then, the PCA, correlation, and statistical clustering 386 

methods combining the antioxidant data and chemical composition present in this study indicate 387 

that the LsEE might be suitable to act as a drug with the potential for the treatment of alterations 388 

of cholinergic functions as myasthenia gravis and Alzheimer’s disease. 389 

 390 

4. Conclusion 391 

 392 

The present work showed the relationship between the non-volatile chemical 393 

composition and the antioxidant and anti-AChE activities of species of the Lippia genus from 394 

Cariri Ceará. The chemical components of the extracts were little related, but shared relevant 395 

compounds. Among these, the flavonoids naringenin and cirsimaritin present in the three 396 

extracts indicate the possibility of a chemical marker for the genus. The samples showed 397 

significant antioxidant and anti-AChE activities, especially the extract of L. sidoides, and this 398 

action is linked to the chemical structure of flavonoids and other compounds present in their 399 

compositions. The multivariate analyzes showed the relationship of L. alba compounds with 400 

the capture of the ABTS radical and those of L. gracilis with the reduction of the Fe3+ ion. In 401 

contrast, the chelating actions of Fe2+, reduction of the DPPH radical, protection of deoxyribose 402 

and anti-AChE are related to the constituents of L. sidoides. Furthermore, the inhibition of 403 

linoleic acid peroxidation showed an intermediate relationship with the composition of L. alba 404 

and L. sidoides. Finally, the species studied show potential for studies that can elucidate the 405 

mechanisms involved in the actions presented and that seek to show their effectiveness in the 406 

treatment of neurodegenerative diseases and their potential as additives and preservatives in 407 

food systems. 408 
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Table 1. Total content of phenols and flavonoids, IC50 obtained by the ethanolic extracts of L. alba, L. sidoides and L. gracilis and by the positive 575 

controls for different activities tested. 576 

These results are expressed as mean ± SD (n=3). Means followed by different letters differ by Tukey's test with P < 0.05. LaEE: Lippia alba 577 

ethanolic extract; LsEE: Lippia sidoides ethanolic extract; LgEE: Lippia gracilis ethanolic extract. 578 

Samples 

  IC50 (µg/mL) 

Total phenolics 

(mg GA/g Ext.) 

Total flavonoids 

(mg QE/g Ext.) 
DPPH ABTS 

Deoxyribose 

protection 

Fe3+ 

reduction 

Fe2+ 

chelation 
Co-oxidation 

AChE 

inhibition 

LaEE 30.11±1.24ª 6.99±0.28a 47.3±0.00a 4438.0±20.0a 35.73±5.89a 41.62±1.15a 1.29±0.33a 50.81±2.33a 29.34±0.13a 

LsEE 9.17±0.26b 8.55±0.10b 69.11±9.26a 441.1±8.16b 127.72±57.11b 32.27±66.2a 5.2±1.9a 6.65±6.72c 35.32±0.10a 

LgEE 9.87±0.71b 8.76±0.27b 37.45±0.98a 625.6±31.3c 11.32±0.0c 61.48±14.54a 0.59±0.08a 29.96±4.17a 25.82±0.19a 

Ascorbic Acid - - 7.57±1.13b 195.4±4.52d 33.29±0.98a 27.52±0.79b 9.79±1.12b 709.27±127.43d - 

Physostigmine - - - - - - - - 1.15±0.05b 
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 579 

Figure 1. Main compounds identified in the ethanolic extracts of L. alba, L. sidoides and L. 580 

gracilis. Compounds: 1. Acteoside; 2. Apigenin; 3. Apigenin-7-O-glucuronide; 4. Chrysoeriol; 581 

5. Cirsimaritin; 6. Emodin-8-O-glicoside; 7. Eriodictyol; 8. Geniposidic acid; 9. Iso-orientin; 582 

10. Isorhamnetin; 11. Loganic acid; 12. Loganin; 13. Luteolin; 14. Luteolin-6-O-glicoside; 15. 583 

Monotropein; 16. Naringenin; 17. Orientin; 18. Quercetin; 19. Shanzhiside methyl ester; 20. 584 

Taxifolin; 21. Tricin-7-O-glucuronide; 22. Tuberonic acid glucoside. 585 

 586 
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 587 

Figure 2. Antioxidant activity of the ethanolic extracts of L. alba (LaEE), L. sidoides (LsEE) 588 

and L. gracilis (LgEE) by different mechanisms. A: DPPH free radical scavenging; B: ABTS 589 

radical sequestration; C: Deoxyribose protection; D: Fe3+ reduction; E: Fe2+ chelation; F: 590 

Inhibition of linoleic acid degradation. Ascorbic acid was used as a standard antioxidant control. 591 

*: P < 0.05. Data were analyzed by ANOVA and Tukey's post hoc test. 592 

 593 
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 594 

Figure 3. Inhibition of AChE promoted by ethanolic extracts of L. alba (A), L. sidoides (B) and 595 

L. gracilis (C) at different times. 596 

 597 

 598 

Figure 4. The biplot of PCA describing data sets obtained from the chemical compositions, 599 

antiradical assay (DPPH, ABTS, Desoxirribose, Reduction of Fe3+, Chelating Fe2+ and 600 

Cooxidation) and biological activity (Acetylcholinesterase inhibition) of Lippia extracts. LaEE: 601 
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Lippia alba ethanolic extract; LsEE: Lippia sidoides ethanolic extract; LgEE: Lippia gracilis 602 

ethanolic extract; Compounds: 1. 3-Hydroxyphlorizin; 2. Acteoside; 3. Apigenin; 4. Apigenin-603 

6,8-C-diglucoside; 5. Apigenin-7-O-glucuronide; 6. Chrysoeriol; 7. Cirsimaritin; 8. 604 

Dihydrokaempferol; 9. Dihydroxy-tetramethoxy flavone; 10. Dihydroxy-trimethoxyflavone; 605 

11. Emodin-8-O-glicoside; 12. Eriodictyol; 13. Eriodictyol-7-O-glicoside; 14. Geniposidic 606 

acid; 15. Isoorientin; 16. Isorhamnetin; 17. Isovitexin; 18. Loganic acid; 19. Loganin; 20. 607 

Luteolin; 21. Luteolin-6-O-glicoside; 22. Luteolin-7-O-rutinose; 23. Monotropein; 24. 608 

Naringenin; 25. Orientin; 26. Oxo-dihydroxy-octadecenoic acid; 27. Phloridzin; 28. 609 

Pinocembrin; 29. Quercetagetin-dimethyl-O-hexoside; 30. Quercetin; 31. Sakuranetin; 32. 610 

Shanzhiside methyl ester; 33. Taxifolin; 34. Tricin; 35. Tricin 7-O-glucuronide; 36. Tuberonic 611 

acid glucoside; 37. Vitexin. 612 

 613 

 614 

Figure 5. Heatmap of variables based on chemical composition and biological properties 615 

present in ethanolic extract of Lippia species. LaEE: Lippia alba ethanolic extract; LsEE: Lippia 616 

sidoides ethanolic extract; LgEE: Lippia gracilis ethanolic extract. 617 

 618 
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CAPÍTULO 3 

 

Artigo 3: Atividade antibacteriana, toxicidade e efeito ansiolítico via neurotransmissão 

GABAérgica e serotoninérgica de espécies do gênero Lippia L. em Zebrafish adultos. 

 

Autores: Carla de Fatima Alves Nonato, Emerson Vinicius Silva de Melo, Cicera Janaine 

Camilo, Maria Kueirislene Amâncio Ferreira, Jane Eire Alencar de Meneses, Antonio Wlisses 

da Silva, Hélcio da Silva Santos, José Galberto Martins da Costa. 
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Link: - 
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Fator de impacto (JCR): 5,561. 

Situação: Submetido. 

 

Resumo: As espécies do gênero Lippia são mundialmente utilizadas como alimentos, bebidas 

e temperos, sendo relatadas suas atividades antioxidante, sedativa, analgésico, anti-inflamatória 

e antipirética. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana, toxicidade e o 

efeito ansiolítico via neurotransmissão GABAérgica e serotoninérgica de três espécies deste 

gênero. A atividade antibacteriana foi avaliada pela concentração inibitória mínima e 

modulação de antibióticos. A toxicidade e efeito ansiolítico foram avaliados pelo modelo 

zebrafish. Todos os extratos e óleos essenciais apresentaram potencial antibacteriano, 

especialmente os de L. sidoides, bem como atividade modulatória, com destaque para o extrato 

de L. alba com melhores efeitos sinérgicos. As amostras não foram toxicas em 96 h de 

exposição e apresentaram efeito ansiolítico, neuromodulando o receptor GABAA. O extrato de 

L. alba neuromodulou o receptor 5-TH. Essas novas evidências farmacológicas abrem 

horizontes para abordagens terapêuticas a serem investigadas buscando relacionar as atividades 

apresentadas com a composição e seu potencial nas terapias ansiolítica e antibacteriana, assim 

como na conservação de alimentos. 

Palavras-chave: Verbenaceae; MIC; Modulação; Toxicidade; Ansiolítico; receptores de 

Serotonina. 
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1. Introdução 

 

Os transtornos de ansiedade estão entre as dez principais doenças responsáveis por 

incapacidades no mundo, tendo o Brasil sido considerado, pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS), o país com maior índice de transtornos de ansiedade das Américas em 2015, atingindo 

9,3% da população [1]. Os benzodiazepínicos (BZD) são os medicamentos utilizados contra 

ansiedade a décadas e atuam como moduladores alostéricos positivos em receptores GABAA, 

exibindo também propriedades amnésicas, anticonvulsivantes, sedativas, relaxantes 

musculares, onde seu uso crônico provoca tolerância e efeitos colaterais consideráveis [2,3]. 

Simultaneamente, outro problema da saúde mundial é a resistência antimicrobiana. 

Diversas bactérias patogênicas desenvolveram resistência às principais classes de antibióticos 

e bactérias multirresistentes causam infecções intratáveis, levando a alta morbidade e 

mortalidade em ambientes clínicos devido à falta de identificação precoce de microrganismos 

causadores e seus padrões de suscetibilidade antimicrobiana como também ao uso aberto e 

desnecessário de antibióticos de amplo espectro [4,5]. 

A falta de terapias eficientes, de medidas de prevenção bem-sucedidas e a baixa 

disponibilidade de novos antibióticos exigem o desenvolvimento de diferentes opções de 

tratamento e terapias antimicrobianas alternativas [6]. Da mesma forma que, devido aos efeitos 

adversos das drogas usuais, a busca por medicamentos seguros e adequados de fontes naturais 

que tratem a ansiedade se faz necessário [7]. 

Plantas medicinais são tradicionalmente utilizadas para a cura de alguns distúrbios, mas 

também se destaca como matéria-prima para a recuperação de compostos bioativos, 

promovendo propriedades benéficas à saúde [8]. Estudos mostram que diferentes extratos 

vegetais e produtos naturais vêm sendo estudados por seus potenciais farmacológicos, 

especialmente os fitoquímicos dietéticos como terpenos, compostos fenólicos, dentre outros 

[7]. 

As espécies do gênero Lippia são mundialmente utilizadas como alimentos, bebidas, 

temperos e no tratamento de doenças dos tratos gastrointestinal e respiratório, também agindo 

como analgésico, anti-inflamatório e antipirético [9]. Estudos mostram ação no sistema nervoso 

central, atuando como analgésico, ansiolítico, anticonvulsiovante, sedativo, antinocepitivo, 

bem como suas ações antioxidante, antiulcerogênica, antisséptica, antimicrobiana, dentre outras 

[10].  

Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar a toxicidade e os 

potenciais antibacteriano e o ansiolítico via neurotransmissão GABAérgica de três espécies do 

gênero Lippia encontradas no Cariri cearense. 
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2. Metodologia 

 

2.1. Material vegetal e obtenção dos extratos 

 As informações sobre coleta do material vegetal e obtenção dos óleos essenciais foram 

descritos em Nonato et al. [11], onde as folhas de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & 

P.Wilson e Lippia sidoides Cham. foram coletadas no Horto de plantas medicinais da 

Universidade Regional do Cariri (7º14’20.1”S 39º24’53.1”W) em janeiro de 2019 e as exsicata 

de cada espécie foram depositadas no Herbário Caririense Dárdano de Andrade Lima 

(HDCAL/URCA) sob números de identificações 13907 e 3038, respectivamente. As folhas de 

Lippia gracilis Schauer foram coletadas no bairro Gisélia Pinheiro, município de Crato, Ceará, 

Brasil (7º13’05.2”S 39º25’44.9”W) em maio de 2019, com exsicata depositada no Herbário 

Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceará, com registro nº 44456. 

A extração dos óleos essenciais foi realizada por hidrodestilação em aparelho tipo 

Clevenger. Amostras de folhas frescas foram trituradas e submetidas à destilação por 2 h. Após 

a extração, os óleos essenciais de L. alba (LaEO), L. sidoides (LsEO) e L. gracilis (LgEO) 

foram secos com Na2SO4 [11]. Simultaneamente, as folhas frescas foram submetidas a 

maceração exaustiva em etanol (99% por 72 h). As soluções obtidas foram concentradas em 

rota evaporador a 50 °C sob pressão reduzida, obtendo-se os extratos etanólicos de L. alba 

(LaEE), L. sidoides (LsEE) e L. gracilis (LgEE).  

 

2.2. Drogas e reagentes 

Foram utilizadas as seguintes substâncias: gentamicina, amicacina, benzilpenicilina e 

cefalotina (Sigma Chemical Corp.); diazepam (DZP; Neo Química®), flumazenil (Fmz; 

Sandoz®), dimetilsulfóxido (DMSO; Dynamic®), cloridrato de Granisetron (Gstn; 

Corepharma/Middlesex, NJ, EUA), maleato de pizotifeno (Piz; Farmácia Central de 

Manipulação/São Paulo, SP, Brasil), fluoxetina (Flx; Eli Lilly/Indianapolis, IN, EUA) e 

Ciproheptadina (Cypro; Evidence Soluções Farmacêuticas/Fortaleza, CE, Brasil). 

 

2.3. Atividade antibacteriana 

2.3.1. Concentração inibitória mínima (CIM) 

 A atividade antimicrobiana foi testada pelo método de microdiluição com base no 

documento M100 [12]. O ensaio foi realizado com quatro linhagens bacterianas: 

Staphylococcus aureus Sa 358, Streptococcus mutans INCQS 00446, Escherichia coli Ec 27 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. 
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 As amostras foram diluídas em água destilada estéril e DMSO (1024 µg/mL). Seguiram-

se diluições seriadas através da adição aos poços contendo a suspensão (105 UFC/mL, BHI 

10%), atingindo concentrações no intervalo de 512 a 8 µg/mL. Todo o teste foi realizado em 

triplicata e a placa incubada a 35±2 ºC por 24 h. A leitura foi realizada por colorimetria, 

adicionando 25 μL de solução de resazurina (0,01%) a cada poço após a incubação. A 

concentração inibitória mínima (CIM) foi definida como a menor concentração do extrato capaz 

de inibir o crescimento dos microrganismos. 

 

2.3.2. Avaliação da modulação por contato direto 

 Para analisar a ação dos óleos essenciais e extratos etanólicos como potencializadores 

de antibióticos da classe dos aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina) e dos beta-lactâmcos 

(benzilpenicilina e cefalotina), seguiu-se a metodologia proposta por Coutinho et al. [13]. 

Foram usadas as linhagens bacterianas multirresistentes Staphylococcus aureus Sa 358 e 

Escherichia coli Ec 27 (Tabela 1). O teste foi realizado na presença e ausência das amostras em 

estudo. 

 Os inóculos (CIM/8) em BHI a 10% foram distribuídos em placas de microdiluição 

seguidos da adição de concentrações das soluções de antibióticos (1024 µg/mL) através de 

diluição seriada. As placas foram incubadas a 35±2 ºC por 24 h e a leitura realizada por 

colorimetria pela adição de 25 μL de solução de resazurina (0,01%). 

 

Tabela 1. Origem bacteriana e perfil de resistência a antibióticos. 

Bactéria Origem Perfil de resistência 

Staphylococcus aureus Sa 358 Ferida Cirúrgica 
Ami, But, Ca, Gen, Neo, Net, 

Oxa, Para, Sis, Tob. 

Escherichia coli Ec 27 Ferida Cirúrgica 

Ami, Amox, Amp, Ast, Ax, 

Ca, Can, Caz, Cf, Cfc, Cip, 

Clo, Im, Szt, Tet, Tob. 

Ami: Amicacina; Amox: Amoxilina; Amp: Ampicilina; Ast: Azitromicina; Ax: Amoxacilina; 

But: Butirosine; Ca: Cefalexina; Can: Canamicina; Caz: Ceftazinidima; Cf: Cefalotina; Cfc: 

Cefaclor; Cip: Cipofloxacino; Clo: Clorafenicol; Gen Gentamicina; Im: Imipenem; Neo: 

Neomicina; Net: Netilmicina; Oxa: Oxacilina; Para: Paramomicina; Sis: Sisomicina; Szt: 

Sulfametoxazol; Tet: Tetraciclina; Tob: Tobramicina. Tabela adaptada de Sobral et al. [14]. 

 

2.4. Bioensaios com Zebrafish 

2.4.1. Animais 
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 Animais zebrafish adulto (Danio rerio) com 60 a 90 dias (0,4±0,1 g), selvagens, de 

ambos os sexos, foram obtidos de um fornecedor comercial (Fortaleza, CE). Os animais foram 

mantidos em aquário de vidro (n=5/L), à temperatura de 25±2 ºC, em ciclos de claro-escuro por 

24 h. Água foi tratada com anticloro. Os bioensaios realizados estão de acordo com os 

Princípios Éticos de Experimentação Animal e foram aprovados pelo Comitê de Ética para o 

Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Ceará (04983945/2021). Após os 

experimentos, os animais foram sacrificados por congelamento, imersos em água gelada (2-4 

ºC), por 10 min até perda de movimentos operculares. 

 

2.4.2. Toxicidade aguda 96 h 

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish adulto de acordo com a 

Organização de Cooperação Econômica e Método Padrão de Desenvolvimento [15] para 

determinar a DL50-96h. A mortalidade foi controlada de 12 em 12 h após o início dos testes. Os 

animais (n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal (i.p), com 20 µL dos óleos essenciais 

(4; 20 e 40 mg/kg; 20 µL; i.p.) e dos extratos (40; 200 e 400 mg/kg; 20 µL; i.p.), veículo (DMSO 

3%). Após 96 h, foram contabilizados o número de peixes mortos em cada grupo e determinado 

a dose letal capaz de matar 50 % dos animais (DL50) através do método matemático Trimmed 

Spearman-Karber com intervalo de confiança de 95% [16]. 

 

2.4.3. Avaliação da atividade locomotora (teste de campo aberto) 

Os animais receberam aplicação da amostra e posteriormente foram submetidos ao teste 

de campo aberto [17] para avaliar se houve alteração no sistema motor, seja por sedação e/ou 

relaxamento muscular. Os animais (n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal, com os 

óleos essenciais (4; 20 e 40 mg/kg; 20 µL; i.p.) e os extratos (40; 200 e 400 mg/kg; 20 µL; i.p.), 

grupo com veículo (DMSO 3%) e grupo tratado com DZP (4 e 10 mg/kg; 20 µL; i.p.). Após 30 

min dos tratamentos, os animais foram adicionados em placas de Petri (10 x 15 cm), contendo 

a mesma água do aquário, marcadas com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora 

através da contagem do número de cruzamento de linhas (CL). 

 

2.4.4. Avaliação Ansiolítica (Teste claro-escuro) 

O comportamento de ansiedade de um animal pode ser observado através do teste 

claro/escuro. Semelhante aos roedores, o zebrafish evita naturalmente as áreas iluminadas [18] 

O experimento foi realizado em um aquário de vidro (30 cm x 15 cm x 20 cm) dividido em uma 

área clara e uma área escura. O aquário foi cheio até 3 cm com água da torneira sem cloro e 

metais pesados, o que simulou um novo ambiente raso diferente do aquário convencional e 
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capaz de induzir comportamentos de ansiedade. Nos animais (n=6/grupo), 20 µL dos óleos 

essenciais (4; 20 e 40 mg/kg; 20 µL; i.p.) e dos extratos (40; 200 e 400mg/kg; 20 µL; i.p). Os 

grupos de controle negativo e positivo consistiram em DMSO (3%) e solução de DZP (4 e 10 

mg/kg), respectivamente. Após 1 h de tratamento, os animais foram colocados individualmente 

na zona clara e o efeito ansiolítico foi medido com base no tempo gasto na zona clara do aquário 

dentro de 5 minutos de observação [19]. 

 

2.4.5. Avaliação da neuromodulação GABAérgica 

Os mecanismos de ação das amostras que possuíram efeito ansiolítico foram 

identificados através do pré-tratamento com Fmz (antagonista dos BZD no receptor GABAA) 

[20]. Zebrafish (n = 6/grupo) foram pré-tratados com Fmz (4 mg/kg; 20 μL; i.p.). Após 15 min, 

foi administrada a melhor dose efetiva das amostras com efeito ansiolítico (4 mg/kg; 20 μL; i.p. 

para LaOE e LsOE; 40 mg/kg; 20 μL; i.p. para LgOE; 400 mg/kg; 20 μL; i.p. para os extratos) 

encontrada no teste piloto (ver seção anterior). Um grupo tratado com DMSO a 3 % (veículo; 

20 μL; i.p.) foi usado como controle negativo. O DZP (4 mg/kg, 20 μL; i.p.) foi usado como 

agonista do canal de ligação dos BZD no GABAA. Após 30 min do tratamento, os animais 

foram submetidos ao teste claro/escuro conforme descrito na seção anterior. 

 

2.4.6. Avaliação da neuromodulação serotoninérgica 

Os receptores envolvidos no efeito ansiolítico de LaEE foram identificados pelo pré-

tratamento com ciproheptadina (antagonista de 5-HTR2A), pizotifeno (antagonista de 5- HTR1 e 

5-HTR2A/2C) e granisetron (antagonista de 5-HTR3A/3B) antes da LDT [20]. Zebrafish 

(n=6/grupo) foram pré-tratados por via oral (v.o.) ciproheptadina (32 mg/kg; 20 μL; v.o.), 

pizotifeno (32 mg/kg; 20 μL; v.o.), ou granisetron (20 mg/kg; 20 μL; v.o.). Após 15 min, a 

melhor dose ansiolítica de LaEE (400 mg/kg; 20 µL) encontrada no piloto (ver seção anterior) 

foram administradas via intraperitoneal. DMSO a 3% (Veículo; 20 μL; i.p.) foi usado como um 

controle negativo e fluoxetina (Flx; 0,05 mg/kg; i.p.) foi usada como agonista do 5-HT. Após 

1 h dos tratamentos, os animais foram submetidos ao teste claro/escuro descrito na seção 

anterior. 

 

2.5. Analise Estatística 

 Para a atividade antibacteriana, os dados obtidos para cada amostra e concentração 

foram verificados quanto à distribuição normal e, em seguida, analisados por ANOVA de uma 

via com pós-teste de Bonferroni. Enquanto, para os testes com Zebrafish, os resultados foram 

expressos como valores da média ± erro padrão da média para cada grupo de 6 animais. Depois 
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de confirmar a normalidade de distribuição e homogeneidade dos dados, as diferenças entre os 

grupos foram submetidas à ANOVA unidirecional e two-way ANOVA para o mecanismo de 

ação via GABA, seguido do teste de Tukey. O software GraphPad Prism versão 8.0 para 

Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA) foi utilizado em todas as análises 

e os resultados com P <0.05 foram considerados como estatisticamente significativos. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1. Atividade antibacteriana 

 As cepas testadas mostraram-se sensíveis a todas as amostras testadas (Tabela 2). O 

LsEO demonstrou maior efetividade na inibição das cepas bacterianas, apresentando menor 

valor de CIM de 53,3 μg/mL frente a S. aureus 358. Além disso o LsEO mostrou-se mais efetivo 

que as demais amostras, obtendo menores valores de CIM frente a todas as bactérias testadas, 

exceto frente a E. coli 27, que foi mais sensível ao extrato da mesma espécie. A cepa E. coli 27 

apresentou sensibilidade a todas as amostras testadas, apresentando menores valores de CIM 

quando comparada as demais linhagens estudadas. A ação do LsEO pode estar relacionada aos 

seus constituintes, como timol e eucaliptol, que são reconhecidos por sua atividade 

antimicrobiana [11,21,22]. 

 

Tabela 2. Concentrações inibitórias mínimas dos óleos essenciais e extratos etanólicos de L. 

alba, L. sidoides e L. gracilis. 

Bactérias 
CIM (µg/mL) 

LaEO LsEO LgEO LaEE LsEE LgEE 

Staphylococcus aureus Sa 358 256 53,3 512 853,3 128 512 

Streptococcus mutans INCQS 00446 213,3 106,6 512 ≥1024 170,6 853,3 

Escherichia coli Ec 27 106,6 106,6 426,6 768 74,6 256 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 213,3 128 512 ≥1024 298,6 682,6 

INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde; ATCC: American Type 

Culture Collection. LaEO: óleo essencial de Lippia alba; LsEO: óleo essencial de Lippia 

sidoides; LgEO: óleo essencial de Lippia gracilis; LaEE: extrato etanólico de Lippia alba; 

LsEE: extrato etanólico de Lippia sidoides; LgEE: Extrato etanólico de Lippia gracilis. 

 

 A análise da atividade moduladora de antibióticos dos óleos essenciais e extratos 

etanólicos de Lippia contra cepas bacterianas mostrou efeitos sinérgicos e antagônicos, como 

pode ser observado nas Figuras 1 e 2. Frente a S. aureus, o LaEO combinado com a amicacina, 
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apresentou efeito sinérgico mais expressivo para os óleos essenciais, diminuindo a 

concentração de 853,3 µg/mL para 213,3 µg/mL. Efeito semelhante foi obtido para LsEO e 

LgEO com este antibiótico, obtendo concentrações reduzidas de 512 µg/mL e 426,6 µg/mL. 

Associados com a gentamicina, LaEO e LsEO obtiveram taxa de redução semelhante, variando 

de 512 µg/mL para 170,6 µg/mL e 173,3 µg/mL, respectivamente. Já LgEO mostrou maior 

eficácia reduzindo a CIM da gentamicina para 64 µg/mL. 

 O óleo essencial de L. alba potencializou o efeito da eritromicina com aumento de 

221,4% do diâmetro da zona de inibição em S. aureus ATCC 25923 numa concentração de 

apenas 12% [23]. Já o óleo essencial de L. sidoides frente a S. aureus ATCC 12624 reduziu em 

4 vezes os valores das CIMs da gentamicina e neomicina [24]. Além disso, estudos mostram a 

ação dos óleos essenciais destas espécies contra patógenos de origem alimentar, primordial para 

aplicações como conservante na indústria alimentícia [25]. 

 Quanto aos beta-lactâmicos (Figura 1A), nenhum dos óleos exerceram efeito 

estatisticamente significante combinados com estes antibióticos. Juntos com a benzilpenicilina 

houve apenas um único sinergismo, com redução baixa para LgEO de 1,3 µg/mL para 1 µg/mL. 

Os demais óleos apresentaram efeito antagônico combinados, aumentando o valor da CIM para 

1,5 µg/mL com LaEO e 1,6 µg/mL com LgEO. Agregados a Cefalotina, não houve nenhum 

efeito. Veras et al. (2017), ao testar o óleo essencial de L. sidoides frente a diferentes bactérias 

Gram-positivas e negativas, demonstrou não haver efeito modulador associado a 

benzilpenicilina e ceftriaxona. 
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Figura 1. Efeito modulador dos óleos essenciais de L. alba (LaEO), L. sidoides (LsEO) e L. 

gracilis (LgEO) sobre a atividade antibiótica de amicacina (1), gentamicina (2), 

benzilpenicilina (3) e cefalotina (4) contra cepas de Staphylococcus aureus Sa 358 (A) e 

Escherichia coli Ec 27 (B). Sin.: Sinergismo; Ant.: Antagonismo; *: p <0,05 (ANOVA e teste 

de Bonferroni). 

 

 Frente a E. coli (Figura 1B), os óleos apresentaram somente efeitos sinérgicos 

combinados com todos os antibióticos testados. Com a amicacina, LaEO e LsEO foram capazes 

de diminuir o valor da CIM de 384 µg/mL para 128 µg/mL e 74,6 µg/mL, respectivamente. Já 

combinados com a cefalotina, os três óleos tiveram o mesmo índice de redução, de 352 µg/mL 

para 0,5 µg/mL. Para a benzilpenicilina, houve queda no valor da CIM de 106,6 µg/mL para 1 

µg/mL por LaEO e LgEO e 0,83 µg/mL por LsEO, mas não foram estatisticamente 

significativos. Este efeito pode estar ligado ao caráter lipofílico dos óleos essenciais que 

interage com os lipopolissacarídeos da membrana externa da parede celular das bactérias Gram-

negativas, promovendo a partição da membrana externa e alterando a estrutura e função, o que 

desencadeia a lise bacteriana [26]. 

 Os extratos etanólicos das três espécies testadas apresentaram efeito sinérgico 

significativo, combinados com antibióticos da classe dos aminoglicosídeos frente a S. aureus 
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(Figura 2A). O LaEE mostrou melhor redução obtida para os extratos, diminuindo o valor da 

CIM da amicacina de 853,3 µg/mL para 32 µg/mL. Este efeito foi seguido pelo LgEE e LsEE 

com concentrações reduzidas de 53,3 µg/mL e 85,3 µg/mL, respectivamente. Já combinados 

com a gentamicina, estes decresceram o valor da CIM de 512 µg/mL para 21,3 µg/mL, 32 

µg/mL e 53,3 µg/mL por LaEE, LsEE e LgEE, nesta mesma ordem. 

Este efeito pode estar associado a presença de flavonoides na composição destes 

extratos, tendo estes compostos diferentes mecanismos antimicrobianos reconhecidos como 

inibição da síntese de ácidos nucleicos, alteração na função e permeabilidade da membrana 

citoplasmática, inibição do metabolismo energético, redução da adesão celular e formação de 

biofilme e inibição da porina na membrana celular, sendo estes efeitos associados 

principalmente a característica anfipática de suas moléculas bem como a potencialização de sua 

ação por seus substituintes hidrofóbicos [27]. 

 

 

Figura 2. Efeito modulador dos extratos etanólicos de L. alba, L. sidoides e L. gracilis sobre a 

atividade antibiótica de amicacina (1), gentamicina (2), benzilpenicilina (3) e cefalotina (4) 

contra Staphylococcus aureus Sa 358 (A) e Escherichia coli Ec 27 (B). Sin.: Sinergismo; Ant.: 

Antagonismo; *: p <0,05 (ANOVA e teste de Bonferroni).  
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 Frente a E. coli (Figura 2B), as associações com os extratos mostraram efeitos variados. 

Com a amicacina, LsEE apresentou efeito sinérgico significativo reduzindo o valor da CIM de 

384 µg/mL para 128 µg/mL, enquanto que LsEE e LgEE foram antagônicos, aumentando a 

concentração para 512 µg/mL. Combinado com a benzilpenicilina, LaEE antagonizou seu 

efeito, ampliando o valor da CIM de 106,6 µg/mL para 426,6 µg/mL. Enquanto isso, associados 

a cefalotina, os três extratos demonstraram sinergismo, com redução de 352 µg/mL para 13,3 

µg/mL por LaEE e LgEE e 42,6 µg/mL por LsEE. Efeitos antagônicos pela combinação entre 

diferentes antibióticos ou com produtos naturais são relatados na literatura, podendo ocorrer 

por ligação de compostos onde o antibiótico se ligaria ou a possível mecanismo de quelação do 

antibiótico diminuindo a ação do fármaco [28]. 

 

3.2. Bioensaios com Zebrafish 

As doses testadas para todas as amostras não foram tóxicas para zebrafish adulto até 96 

h de análise (Tabela 3), pois não houve morte e alteração anatômica aparente nos animais 

durante este período. Para o teste de campo aberto, LgEO e as menores dose de LaEO não 

causaram comprometimento motor em zebrafish. Diferente da maior dose de LaEO e LsEO que 

alteraram a locomoção, resultado similar ao DZP, tendo este último efeito dose dependente. Já 

para os extratos, LsEE não causou redução na locomoção dos animais nas doses testadas, 

divergindo do LgEE que alterou esta locomoção, efeito também apresentado pelo DZP. 

 

Tabela 3. Toxicidade aguda dos óleos essenciais e extratos etanólicos de L. alba, L. sidoides e 

L. gracilis. 

 

Amostras 

Mortalidade 96h 

DL50 (mg/kg)/IV CN D1 D2 D3 

LaEO¹ 0 0 0 0 > 40 

LsEO¹ 0 0 0 0 > 40 

LgEO¹ 0 0 0 0 > 40 

LaEE² 0 0 0 0 > 400 

LsEE² 0 0 0 0 > 400 

LgEE² 0 0 0 0 > 400 

CN: Grupo controle negativo (DMSO 3%); D1: Dose 1 (4 mg/kg¹; 40 mg/kg²); D2: Dose 2 (20 

mg/kg¹; 200 mg/kg²); D3: Dose 3 (40 mg/kg¹; 400 mg/kg²). DL50: Dose letal para matar 50% 

dos Zebrafish adulto; IV: Intervalo de confiança; LaEO: óleo essencial de Lippia alba; LsEO: 

óleo essencial de Lippia sidoides; LgEO: óleo essencial de Lippia gracilis; LaEE: extrato 
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etanólico de Lippia alba; LsEE: extrato etanólico de Lippia sidoides; LgEE: Extrato etanólico 

de Lippia gracilis. 

 

A atividade locomotora é um parâmetro de análise comportamental usado para avaliar 

produtos químicos que atuam no sistema nervoso central (SNC) em zebrafish [29]. Fármacos 

ansiolíticos, como os BZD, são relatados como responsáveis por reduzir a locomoção de 

zebrafish adulto [30]. Nesse estudo foi identificado que não houve alterações na atividade 

locomotora dos animais nos tratamentos realizados (Figura 3), demonstrando não causar efeitos 

colaterais como é comum nos BZD. Além disso, não foram observados efeito agudo de 

toxicidade por parte das amostras analisadas durante as 96 h de análise. Muitas pessoas utilizam 

plantas medicinais para aliviar distúrbios relacionados ao sistema nervoso central, como 

depressão, epilepsia, ansiedade e dores, embora a eficácia da maioria delas ainda não tenha sido 

comprovada por meio de estudos científicos [10]. 

 

 

Figura 3. Efeito dos óleos essenciais e extratos etanólicos de L. alba, L. sidoides e L. gracillis 

sob o comportamento locomotor do zebrafish adulto no Teste de Campo Aberto (0–5 min). Os 

valores representam a média ± erro padrão da média para 6 animais/grupo; ANOVA seguido 

pelo teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01, vs. controle; # p<0,05, # # p<0,01, # # #p<0,001 vs 

DZP). LaEO: óleo essencial de Lippia alba; LsEO: óleo essencial de Lippia sidoides; LgEO: 
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óleo essencial de Lippia gracilis; LaEE: extrato etanólico de Lippia alba; LsEE: extrato 

etanólico de Lippia sidoides; LgEE: Extrato etanólico de Lippia gracilis; DZP: Diazepam. 

 

O paradigma claro-escuro baseia-se na tendência de animais que apresentam ansiedade 

inata de escapar de compartimento bem iluminado para compartimento escuro, uma resposta 

antipredatória natural adaptativa induzida. Sendo assim estudos em zebrafish adulto mostraram 

que os compostos ansiolíticos reduzem a preferência pelo compartimento escuro de forma 

semelhante ao que ocorre em roedores [31]. Os animais tratados com os LgEO e LaEE (na 

maior dose), LaEO e LsEO (na menor dose) e LgEE (em todas as doses) apresentaram 

comportamentos ansiolíticos quando comparados ao grupo controle (Figura 4), pois aumentou 

a permanência dos animais na área clara do aquário, resultado similar ao efeito do grupo DZP. 

No entanto, LsEE não reverteu o comportamento de ansiedade nos animais. Vários estudos 

demonstram efeitos sedativos, ansiolíticos e anticonvulsivantes de L. alba [10] e L. sidoides 

[32], estando esta atividade ligada aos seus constituintes, como citral, β-mirceno, limoneno, 

timol, carvacrol, dentre outros [33,34]. Naringenina e quercetina também apresentam atividade 

ansiolítica em zebrafish [35,36]. Além disso, outras espécies da família Verbenaceae 

demonstram potencial ansiolítico pelo paradigma claro-escuro [37]. 
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Figura 4. Efeito dos óleos essenciais e extratos etanólicos de L. alba, L. sidoides e L. gracillis 

sob o comportamento de ansiedade de zebrafish adulto no Teste claro e escuro (0–5 min). Os 

valores representam a média ± erro padrão da média para 6 animais/grupo; ANOVA seguido 

pelo teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01, vs. controle). LaEO: óleo essencial de Lippia alba; 

LsEO: óleo essencial de Lippia sidoides; LgEO: óleo essencial de Lippia gracilis; LaEE: extrato 

etanólico de Lippia alba; LsEE: extrato etanólico de Lippia sidoides; LgEE: Extrato etanólico 

de Lippia gracilis; DZP: Diazepam. 

 

O mecanismo de ansiedade via neurotransmissão GABAérgica foi realizado através do 

pré-tratamento com Fmz. Este bloqueou o efeito ansiolítico dos animais tratados com todas as 

amostras, exceto LaEE (Figura 5), pois os peixes passaram maior parte do tempo na região 

escura do aquário evidenciando comportamento de ansiedade, demonstrando que efeito 

ansiolítico das amostras possui relação com o receptor GABAA na região de ligação dos BZD. 

O Fmz é responsável por antagonizar os efeitos dos BZD, tem perfil de seletividade na 

subunidade α semelhante ao DZP no receptor GABAA [38]. Estudos mostram a ação de óleos 

essenciais de L. alba nos receptores GABAérgicos de zebrafish e silver catfish como 

ansiolíticos e anestésicos [39,40]. 

 

 

Figura 5. Mecanismo de ação GABAérgica dos óleos essenciais e extratos etanólicos de de L. 

alba, L. sidoides e L. gracillis sob o comportamento de ansiedade de zebrafish adulto no Teste 
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claro e escuro (0–5 min). Os valores representam a média ± erro padrão da média para 6 

animais/grupo; two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey (***p<0,001, ****p<0,0001, 

vs. controle; # p<0,05, # # # # p<0,0001 vs DZP ou Lippia). LaEO: óleo essencial de Lippia 

alba (4 mg/kg); LsEO: óleo essencial de Lippia sidoides (4 mg/kg); LgEO: óleo essencial de 

Lippia gracilis (40 mg/kg); LaEE: extrato etanólico de Lippia alba (400 mg/kg); LsEE: extrato 

etanólico de Lippia sidoides (400 mg/kg); LgEE: Extrato etanólico de Lippia gracilis (400 

mg/kg); DZP: Diazepam (4 mg/kg); Fmz: Fumazenil (4 mg/kg). 

 

 Devido LaEE não ter apresentado relação com o receptor GABAA na região de ligação 

dos BZD, o mecanismo de ansiedade via neurotransmissão serotoninérgica foi investigado 

utilizando os antagonistas ciproeptadina, pizotifeno e granisetron. O pré-tratamento com 

granisetron bloqueou o efeito ansiolítico de LaEE (Figura 6), indicando que a ação do extrato 

pode estar envolvida com a neuromodulação dos receptores 5-HT3A/3B. O pré-tratamento com 

pizotifeno e ciproeptadina não bloquearam o efeito ansiolítico do extrato, diferentemente da 

fluoxetina que teve seu efeito ansiolítico revertido por todos os antagonistas serotoninérgicos 

investigados. 

 

 

Figura 6. Efeito do extrato etanólico de L. alba após pré-tratamento com ciproheptadina (A), 

pizotifeno (B) e granisetron (C) em zebrafish adulto no teste claro/escuro (0-5 min). Os valores 

representam a média ± erro padrão da média para 6 animais/grupo; two-way ANOVA seguido 

pelo teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, vs. controle; # # p<0,01, 

# # # # p<0,0001 vs Flx ou Lippia). LaEE: extrato etanólico de Lippia alba (400 mg/kg); Cypro: 

ciproheptadina (32 mg/kg); Piz: pizotifeno (32 mg/kg); Gstn: granisetron (20 mg/kg); Flx: 

Fluoxetina (0,05 mg/kg). 
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 Muitos neurotransmissores, como serotonina (5-HT), dopamina (DA) e ácido gama-

aminobutírico (GABA), regulam as ações dos neurônios que governam comportamentos 

[41,42]. Altos níveis de 5-HT podem induzir efeitos semelhantes à ansiedade, enquanto baixos 

níveis de 5-HT causam comportamento ansiolíticos em peixe-zebra [43]. O 5-HTR3 está 

localizado nas regiões do cérebro que regulam o humor e as emoções e, portanto, pode haver 

associação entre o 5-HTR3 e comportamento ansiolítico/antidepressivo [18]. O extrato aquoso 

de L. multiflora Moldenke, rico em flavonoides, também apresentou efeito ansiolítico mediado 

pelos receptores serotoninérgicos, como 5-HT2C/2B, 5-HT1A e 5-HT2A/2C [44]. 

 

4. Conclusão 

 

Os óleos essenciais e extratos estudados apresentaram atividade antibacteriana, 

especialmente L. sidoides apresentando menores valores de CIM, enquanto L. alba apresentou 

os melhores efeitos sinérgicos. As amostras não apresentaram efeito tóxico, demostrando uso 

seguro destas. Além disso, todos os óleos essenciais e os extratos causaram comportamento 

ansiolítico nos animais, demonstrando ocorrer interação com o receptor GABAA e 5-HT, sendo 

este o primeiro relato desta atividade para os três extratos e óleos essenciais de L. sidoides e L. 

gracilis neste modelo. Essas novas evidências farmacológicas abrem horizontes para 

abordagens terapêuticas a serem investigadas buscando relacionar as atividades apresentadas 

com a composição e seu potencial nas terapias ansiolítica e antibacteriana, assim como em seu 

uso como conservante alimentar. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O gênero Lippia é amplamente reconhecido por seu valor terapêutico e usos tradicionais, 

tendo várias atividades farmacológicas reconhecidas. Apesar disso, poucos os estudos que 

relatam a composição química não-volátil ou relacionam as composições de suas espécies. 

 Os resultados obtidos mostraram perfil químico dos óleos essenciais ricos em 

monoterpenos, porém sem relação entre as espécies estudadas. Os extratos mostraram-se ricos 

em compostos fenólicos, com predominância da classe dos flavonoides. Estes apresentaram 

baixa similaridade, com possíveis marcadores químicos destacados para o gênero, como a 

naringenina e cirsimaritina. 

Os óleos essenciais apresentam atividade antioxidante relevante, estando esta, 

relacionada ao potencial de compostos distintos, sem ligação direta com as suas composições 

majoritárias. Os extratos etanólicos demonstraram potencial antioxidante, ganhando destaque 

pelo mecanismo de quelação de Fe2+, seguido pelos mecanismos de co-oxidação do ácido 

linoleico, redução do Fe3+ e DPPH. Além disso, estes apresentaram atividade inibidora de 

enzima acetilcolinesterase, com concentrações clinicamente relevantes. 

 Os óleos essenciais e os extratos etanólicos apresentaram atividade antibacteriana e 

efeito sinérgico significativo, demonstrando possibilidade de uso dos seus constituintes 

associados a antibióticos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas multirresistentes. 

 Apesar das espécies serem bastante conhecidas, o efeito ansiolítico das amostras em 

Zebrafish, por neurotransmissão via GABAA e do extrato de L. alba via serotoninérgica, é o 

primeiro relato desta atividade para os três extratos e óleos essenciais de L. sidoides e L. gracilis 

neste modelo. 

 Diante disso, as espécies estudadas mostram potencial terapêutico contra doenças 

neurodegenerativas e nas terapias ansiolítica e antibacteriana, como também como conservante 

alimentar. Estes dados servem de base para estudos que busquem estudar os mecanismos 

associados as atividades, isolar e caracterizar seus compostos, bem como suas aplicabilidades 

na indústria alimentícia. 
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Apêncice 1. Composição volátil do gênero Lippia L. 

Espécie Parte da planta Compostos identificados Autor 

L. alba (Mill.) N.E.Br. 

ex Britton & P.Wilson 

Folhas δ-Cadineno; (E)-Cariofileno; Óxido de cariofileno; Geraniol; Acetato de 

Geranila; Germacreno D; 6-metil-Hept-5-en-2-ona; Linalol; Mirceno; 

Neral; Nerol; Tuja-2,4(10)-dieno; Vinil amil carbinol; α-pineno; β-

pineno; limoneno; Z-ocimeno; E-ocimeno; trans-carveol; carvona; 

piperitona; α-copaeno; β-bourboneno; β-elemeno; α-humuleno; 

aloaromadendreno; γ-muurolene; α-muurolene; γ-cadineno; espatulenol; 

Cis-3-hexenol; 1-octen-3-ol; 6-methyl-5-hepten-2-one; Trans-β-

ocimene; Myrtenol; Trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol; Cis-epoxy-ocimene; 

Trans-verbenol; Citronelal; Cis-carveol; Trans–geraniol; Eugenol; β-

cubebene; Methyl eugenol; Trans-β-farnezene; α-amorfeno; Valencene; 

Cis-nerolidol; Trans-nerolidol; Cis-α-santalol; 8-oxoneoisolongifolene; 

15-copaenol; Trans-α sesqui ciclogeraniol; Canfeno; Sabineno; O-

cimeno; Terpinen-4-ol; trans-óxido de carvona; Timol; Carvacrol; 

Elemeno; Copaene; Geranilacetona; 9-epi-cariofileno; Propanoato de 

Geranilo; Germacreno A; Biciclogermacreno; 10-epi-cubebol; Éter trans-

cadineno; Germacren D-4-ol; 6-metil-5-hepten-2-ol; 1,8-cineol; (Z)-β-

ocimeno; (E)-β-ocimeno; (Z)-óxido de linalol; óxido de (E)-linalol; (E)-

β-cariofileno; (E)-β-farneseno; germacreno B; p–cimeno; hidrato de (Z)-

sabineno; 6,7-epoximirceno; (E)-hidrato de sabineno; perileno; 1,3,8-p–

mentatrieno; α-campholenal; trans-pinocarveol; (Z)-isocitral; 

(ALVES et al., 2015; 

BATISTA et al., 2018; 

BRITO et al., 2021; 

FIKADU; YAYA; 

CHANDRAVANSHI, 

2022; FONTANA et al., 

2021; GIMENES et al., 

2021; GODOY et al., 

2020; KAMPKE et al., 

2018; LIMA et al., 2016; 

MIURA et al., 2021; 

MOTA; DANTAS; 

FROTA, 2018; MOTA et 

al., 2022; NONATO et 

al., 2022; POSSAMAI et 

al., 2019; SILVA et al., 

2017a; TONI et al., 

2015) 
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pinocarvona; δ-terpineol; epóxido de rosafurano; (E)-isocitral; a-

terpineol; verbena (Z)-p-menta-1(7),8-dien-2-ol; 2,3-epóxi-geranial; 

acetato de isobornila; acetato de mirtenila; β-copaneno; α-guaieno; a-

muuroleno; (E)-β-guaieno; β-bisaboleno; α-bulneseno; δ-amorfeno; δ-

cadineno; (E)-nerolidol; espatulanol; epóxido de humuleno II; 1,10-di-

epi–cubenol; alo-epóxido aromadendreno; khusilal; pogostol; (E)-14-

hidroxi-9-epi–cariofileno; cis-thujopsenal; 6-Etil-5-hepten-2-ona; Cis-

Citral; α-Limoneno; y-Terpineno; Sulcatone; Cânfora; trans-Cariofileno; 

Germacreno; Elemol; Nerolidol; Guaiol; β-Eudesmol; Hedicariol; (Z)-

Hex-3-enal; 4-Hidroxi-4-metilpentan-2-ona; (E)-Hex-2-enal; (Z)-Hex-3-

en-1-ol; Hexan-1-ol; a-Tujeno; Oct-1-en-3-ol; b-Mirceno; (Z)-Hex-3-

enilo acetato; a-Terpineno; hidrato de cis-Sabineno; hidrato de trans-

Sabineno; b-Citronelal; cis-Dihidrocarvona; trans-dihidrocarvona; b-

Citronelol; 6-epi-a-Cubebeno; b-Cariofileno; cis-Muurola-4(14),5-dieno; 

a-Curcumeno; Zingibereno; Cadineno; δ-Murulene; ɷ-3-careno; 

mirtenal; 2-hexenal; 3-octanol; Isopulegol; 4-terpineol; Citronelol; β-

citral; cis-geraniol; α-citral; P-cymen-2-ol; β-farneseno; δ-guaiene; 

eudesm-7(11)-en-4-ol; 6-Metil-5-hepten-2-ona; L-pinocarveol; p-

cimeno-2-ol; 2-Pinen-10-ol; α-Cubebeno; Naftaleno; Eucaliptol; α-

Pironeno; β-Ylangene; Isogermacreno D; ε-Muurolene; β-Copaeno; Tau 

(ƞ)-muuralol; endoborneol. 
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 Folhas e 

inflorescências 

1-octen-3-ol; Limoneno; (E)-β-Ocimeno; trans-p-Menta-2,8-dienol; 

Borneol; Piperitona; óxido de cis-piperitona; δ-Diosfenol; 4-

Hidroxipiperitona; Timol; Diosfenol; Piperitenona; epóxido de 

piperitenona; α-Cubebeno; α-Copaeno; β-bourboneno; β-Cubebeno; β-

elemeno; (E)-β-Cariofileno; β-Copaeno; (E)-farneseno; alo-

Aromadendreno; Germacreno D; epi-Cubebol; Biciclogermacreno; α-

Muurolene; α-farneseno; Cubebol; δ-Cadineno; α-Cadinol; Germacra-

4(15),5,10(14)-trien-1α-ol; α-tujeno α-pineno; benzaldeído; β-pineno; 

mirceno; α-felandreno; α-terpineno; p-cimeno; cis-ocimeno; trans-

ocimeno; c-terpineno; cis-sabineno; hidrato de p-cimeno; epóxi mirceno; 

linalol; cânfora; metil canfeniol; 4-terpineol; trans-dihidrocarvona; álcool 

β-fenquílico; Nerol; éter timol metílico; neral; geraniol; geranial; acetato 

de bornilo; eugenol; ciclosativeno; β-elemeneno; β-cariofileno; β-

gurjuneno; aromadendreno; α-humuleno; c-muuroleno; β-selineno; α-

selineno; α-muuroleno; c-cadineno; d-cadineno; óxido de cariofileno; 

óxido de humuleno. 

(MAJOLO et al., 2017; 

MUÑOZ-ACEVEDO et 

al., 2019) 

 Folhas secas Sabineno; Sulcatone; Mirceno; ρ-Cimeno; Limoneno; (Z)-β-Ocimeno; y-

Terpineno; Linalol; (E)-Isocitral; Neral; Carvona; Geranial; cis-Muurola-

4(14).5-dieno; Elemol; (E)-Nerolidol; β-Eudesmol. 

(GOMES et al., 2022; 

SOUZA et al., 2017a) 

 Planta inteira Limoneno; β-bourbonona; germacreno D; carvona; piperitenona; trans-p-

cariofileno; neral; geranial; geraniol. 

(CÁCERES et al., 2020) 
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L. gracilis Schauer Brotos α-tujeno; α-pineno; β-Mirceno; α-Terpineno; p-Cimeno; Limoneno; 1,8-

Cineol; y-Terpineno; Linalol; Terpineno-4-ol; Metil-timol; Timol; 

Carvacrol; β-cariofileno; α-humuleno; Viridifloreno; Biciclogermacreno; 

Espatulenol; Oxi-Cariofileno. 

(SILVA et al., 2019a) 

 Folhas α-tujeno; α-pineno; canfeno; β-pineno; α-terpineno; p-cimeno; 1,8-

cineol; y-terpineno; ipsdienol; cânfora; terpineno−4-ol; α-terpineol; trans-

carveol; éter metil timol; timol; carvacrol; α-copaeno; E-cariofileno; α-

humuleno; y-cadineno; óxido de cariofileno; sabineno; mirceno; trans-

Pinocarveol; δ-Terpineol; Terpinen-4-ol; (E)-β-Cariofileno; limoneno; 

hidrato de cis-sabineno; β-cariofileno; acetato de carvacrol; 

santolinatrieno; triciclona; α-Fenchene; Tuja-2,4(10)-dieno; α-

felandreno; (Z)-β-Ocimeno; Terpinoleno; Linalol; endo-Fenchol; hidrato 

de trans-pineno; hidrato de canfeno; Pinocarvona; Borneol; Mirtenol; 

acetato de isobornilo; acetato de mirtenilo; y-Maalieno; α-Maalieno; 

Aromadendrene; Miltail-4(12)-eno; 9-epi-(E)-Cariofileno; Viridifloreno; 

α-Agarofurano; Esfatulenol; 10-epi-y-Eudesmol; Caryophylla-

4(12),8(13)-dien-5-α-ol ou Caryophylla-4(12),8(13)-dien-5-β-ol; 

Agarospirol; β-Eudesmol; α-Eudesmol; 14-hidroxi-9-epi-(E)-

Cariofileno; β-Mirceno; β-Ocimeno; α-Ocimeno; 4-terpineol; éter 

metílico de carvacrol; biciclogermacreno; Espatulenol; 3-δ-Careno; (E)-

4-Tujanol; δ-Elemeno; Acetato de timol; (E)-α-bergamoteno; δ-

Cadineno; Carvacril acetinado; (E)-metil-Cinamato; eucaliptol. 

(BITU et al., 2015; DIAS 

et al., 2015; 

LAZZARINI et al., 

2019; MELO et al., 

2019; MIURA et al., 

2021; MONTEIRO et al., 

2021a; OLIVEIRA et al., 

2020; SANTOS et al., 

2016, 2019; SILVA et 

al., 2022) 
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 Folhas secas α-pineno; α-Tujeno; Mirceno; ρ-Cimeno; δ-2-Careno; 1,8-Cineol; y-

Terpineno; Linalol; Bornel; Terpinen-4-ol; Timol; Carvacrol; (Z)-

Cariofileno; hidroxianisol butilado; Biciclogermacreno; Espatulenol; 

Óxido de cariofileno; ar-Curcumeno; α-Zingibereno; α-felandreno; α-

terpineno; Limoneno; hidrato de cis-sabineno; hidrato de trans-sabineno; 

Ipsdieol; acetato de carvacrol; E-cariofileno; α-trans-bergamoteno; α-

humuleno; 2',5'-dimetoxiacetofenona; α-bulneseno; β-bisaboleno; Éter 

timol metílico; β-Cariofileno; canfeno; Sabineno; β-pineno; 3-δ-Careno; 

hidrato de (Z)-Sabineno; Cânfora; Metil carvacrol; δ-elemeno; α-E-

bergamoteno; Aromadendreno; Mentol; terpineno-4-ol; Viridifloreno. 

(ALMEIDA et al., 2018; 

BITU et al., 2015; 

GALVÃO et al., 2019; 

GOMES et al., 2022; 

OLIVEIRA et al., 2021; 

PENHA et al., 2021; 

SOUZA et al., 2017c; 

TEODORO et al., 2021) 

L. grata Schauer Folhas a-Tujeno; α-pineno; Sabineno; β-pineno; Mirceno; α-Terpineno; p-

Cimeno; Limoneno; 1,8-Cineol; y-Terpineno; Terpinen-4-ol; L-a-

terpineol; α-Terpineol; éter timol metílico; Timol; Carvacrol; acetato de 

timol; α-Copaeno; Z-cariofileno; Delta-cadineno; Óxido de cariofileno. 

(FELIX et al., 2021) 

 Folhas e 

inflorescências 

secas 

a-tujeno; a-pineno; canfeno; β-pineno; Mirceno; α-felandreno; Ω−3-

Careno; a-terpineno; p-Cimeno; o-Cimeno; y-Terpineno; Terpineno−4-

ol; Éter metil-timol; éter metílico de carvacrol; Timol; Carvacrol; E-

Cariofileno; a-humuleno; ô-Cadineno; Óxido de Cariofileno. 

(BARRIGA et al., 2020) 

L. graveolens Kunth Folhas Linalol; Borneol; m-Cimen-8-ol; p-Cimen-8-ol; Metil-salicilato; Timol; 

Carvacrol; β-Cariofileno; (E)-β-farneseno; Viridifloreno; tetradecanal; t-

Muurolol; Bulnesol; Epijasmonato de metila; Mirceno; Carene; p-

Cimeno; 1,8-Cineol; Limoneno; Terpinoleno; terpineol; α-Terpineol; 

(BARBIERI et al., 2018; 

GONZÁLEZ-TRUJANO 

et al., 2017; GUEVARA 
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metiltimol; Eugenol; α-Copaeno; β-Humuleno; trans-bergamoteno; β-

Selineno; α-Selineno; α-Muurolene; Γ-Cadineno; 1,S-cis-Calameneno; υ-

Cadineno; (E)-Nerolidol; Óxido de cariofileno; Globulol; Viridiflorol; 

Guaiol; Epoxihumuleno II; β-Eudesmol; T-Cadinol; a-Eudesmol; α-

Cadinol; acetato de carvacrol; canfeno; Micreno; y-Terpineno; cis-p-

Menta-1(7),8-dien-2-ol. 

et al., 2018; LEYVA-

LÓPEZ et al., 2016) 

 Ramos 2-metilbutanoato de etilo; Sabineno; α-Tujeno; (±)-α-pineno; β-Tujeno; 

canfeno; (±)-β-pineno; β-pineno; α-felandreno; (±)-3-Careno; (±)-α-

terpinil acetato; p-Cimeno; (±)-Eucaliptol; Ocimeno; α-Terpineno; Cis-

(±)-4-tujanol; 2-Carene; (±)-Linalol; (±)-Cânfora; (+)-Borneol; (±)-4-

Terpineol; (±)-α-Terpineol; 1-isopropil-2-metoxi-4-metilbenzeno; 

Carvotanacetona; Carvacrol; p-timol; Timol; (−)-β-Cariofileno; α-

Cariofileno; ϒ-Muurolene; α-Eudesmol. 

(MEDINA-ROMERO et 

al., 2021) 

L. hirta (Cham.) Meisn. 

ex Walp. 

Partes aéreas  Carvacrol; Carvona; D-Limoneno; Mirceno; α-pineno; α-Terpineno; γ-

Terpineno; 1,4-Cineol; p-Cimeno; Terpinoleno. 

(OLIVEIRA et al., 

2019a) 

L. integrifolia (Griseb.) 

Hieron. 

Folhas e 

inflorescência 

α-Pineno; (5H)-furanona-5,5-dimetilo; α-Felandreno; p-Cimeno; 

Limoneno; hidrato de cis-Sabineno; hidrato de trans-Sabineno; Cânfora; 

Borneol; trans-Piperitol; African-5-eno; Africano-1,5-dieno; β-

Cariofileno; α-Humuleno; Germacreno-D; African-5-en-1a-ol; 

Biciclogermacreno; β-bisaboleno; cis-Elemol; Lippifoli-1(6)-en-5-ona; 

trans-Nerolidol; trans-Davanona; Espatulenol; Óxido de cariofileno; 

(MARCIAL et al., 2016) 
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Fokienol; Guaiol; Lippifoli-1(6)-en-4b-ol-5-ona; Bulnesol; β-Davanona-

2-ol (trans); Integrifolian-1,5-diona; 4,5-Seco-africana-4,5-diona. 

 Partes aéreas Davanona. (LEAL et al., 2018) 

L. javanica (Burm.f.) 

Spreng. 

Folhas β-pineno; Mirceno; Limoneno; (Z)-β-ocimeno; (E)-β-ocimeno; 

Terpinoleno; Linalol; Mircenona; Verbenona; Carvona; Perillaldeído; 

Piperitenona; β-cariofileno; Germacreno D; Biciclogermacreno; 

Espatulenol; Óxido de cariofileno; α-Tujeno; α-pineno; canfeno; 

Sabineno; α-felandreno; α-Terpineno; 1,8-Cineol; trans-β-Ocimeno; y-

Terpineno; hidrato de cis-Sabineno; α-Terpinoleno; óxido de trans-

limoneno; Cânfora; Borneol; Terpineno-4-ol; α-Terpineol; Mirtenol; 

trans-Carveol; acetato de Bornilo; acetato de trans-Carvilo; α-Cubebeno; 

α-Copaeno; β-bourboneno; β-elemeno; β-Copaeno; γ-Elemeno; α-

Humuleno; Aloaromadendreno; y-amorfeno; Cubebol; δ-Cadineno; α-

Cadineno; Elemol; Germacreno D-4-ol. 

(ENDRIS; ASFAW; 

BISRAT, 2015; 

KAMANULA et al., 

2017) 

L. lacunosa Mart. & 

Schauer 

Partes aéreas (E)-2-hexenol; α-pineno; sabineno; β-pineno; mirceno; limoneno; (E)-β-

ocimeno; Linalol; pinocarvona; isopinocamfone; mirtenol; 2,6-dimetil-

3,5,7-octatrieno-2-ol; acetato de mirtenila; δ-selineno; α-copaneno; β-

elemeno; gurjuneno; β-cariofileno; α-humuleno; y-muuroleno; 

germacreno D; β-cariofileno; α-muuroleno; germacreno A; y-cadineno; 

δ-cadineno; α-cadineno; germacreno B; germacreno-d-4-ol; óxido de 

cariofileno; epi-α-muurolol; α-muurolol; α-cadinol. 

(MEDEIROS et al., 

2016) 
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L. macrophylla Cham. Folhas Mirceno; o-Cimeno; y-Terpineno; Terpineno-4-ol; Timol. éter metílico; 

Timol; Carvacrol; acetato de timol; acetato de carvacrol; trans-

Cariofileno; β-bisaboleno; Óxido de cariofileno. 

(SOUZA et al., 2017b) 

L. micromera Schauer Folhas β-Sabineno; β-pineno; 2(10)-Pineno; α-felandreno; 3-Carene; (+)-4-

Careno; β-Cimeno; m-Menta-1,8-dieno; Eucaliptol; β-Ocimeno; y-

Terpineno; 4-Tujanol; 2-Carene; hidrato de sabineno; Linalol; β-

Damascenona; Terpinen-4-ol; α-Terpineol; éter metil isotimol; 2-

isopropil-4-metilanisol; p-timol; 3-metil, 5-propil nonano; Carvacrol; α-

Copaeno; Cariofileno; Bergamoteno; 1,1,4,8-tetrametil-cis,cis,4,7,10-

cicloundecatrieno; Heptadecano, 2,6,10,15-tetrametilo; δ-Cadineno; 

Epóxi de isoaromadendreno. 

(BUGAYONG; CRUZ; 

PADILLA, 2019) 

L. microphylla Cham. Partes aéreas α-pineno; Mirceno; α-Terpineno; p-Cimeno; y-Terpineno; p-cimeneno; 

hidrato de trans-Sabineno; Aloocimeno; cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol; 

Umbeliferona; 4-Terpineol; p-Cimen-8-ol; α-Terpineol; O-Metiltimol; 

Metilcarvacrol; Timol; Carvacrol; acetato de carvacrol; acetato de timol; 

β-Cariofileno; trans-α-bergamoteno; α-Humuleno; 4-hidroxianisol 

butilado; β-bisaboleno; Espatulenol; Óxido de Cariofileno. 

(XAVIER et al., 2015) 

L. multiflora Moldenke Folhas α-pineno; α-Tujeno; Sabineno; α-felandreno; Limoneno; p-Cimeno; (E)-

β-Ocimeno; 1,8-Cineol; Sulcatona; Linalol; Geranial; Nerol; Geraniol; 

Neral; Carvacrol; β-Cariofileno; (Z)-β-farneseno; α-Humuleno; 

Germacreno D; β-bisaboleno; δ-Cadineno; β-elemeno; Óxido de 

cariofileno; Mirceno; α-terpineol; β-felandreno; Terpinoleno; 6-Metil-5-

(ETIENNE; 

MOHAMED; 

CHRISTIANE, 2020; 

JOSÉ-RITA et al., 2022; 
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hepten-2-ona; β-Elemene; (E)-Nerolidol; β-pineno; 1-octeno-3-ol; 6-

Metilhept-5-en-2-ona; 3-octanol; α-Terpineno; (Z)-β-Ocimeno; y-

Terpineno; hidrato de sabineno; Menth-2-en-1-ol; Citronelal; terpineol; 

terpineno-4-ol; Timol; α-Cubebeno; acetato de timilo; Eugenol; acetato 

de Neril; acetato de carvacril; α-Copaeno; β-bourboneno; acetato de 

geranilo; β-Cubebeno; (E)-β-farneseno; Aloaromanendreno; α-

Muurolene; Bisaboleno; Cubebol; Cadineno; Nerolidol; Guaiol; óxido de 

humuleno II; Óxido de aromandendrano; epi-α-Cadinol; Germacra-4(15), 

5,10(14)-Trien-1-ol. 

KOBENAN et al., 2022; 

SORO et al., 2015, 2016) 

 Partes aéreas a-pineno; Mirceno; p-cimeno; Limoneno; y-terpineno; Ipsenona; 

Linalol;p-menta-trans-2,8-dien-1-ol; (E)-tagetona; Vervenol; a-terpineol; 

Verbenona; Trans–carveol; Neral; Citral; Carvona; Geraniol; Acetato de 

trans-carvil; Timol; Carvacrol; Piperitenona; Acetato de Timol; β-

cariofileno; a-humuleno; β-farneseno; Germacreno D; Zingibereno; 

Hedicariol; Elemol; Óxido de cariofileno; Guaiol; Óxido de humuleno; ô-

cadinol; Isopiperitenona; Carveil acetato. 

(SAMBA et al., 2020) 

L. origanoides Kunth Folhas α-Tujeno; α-pineno; Sabineno; ß-Pineno; Mirceno; α-Terpineno; p-

Cimeno; 1,8-Cineol; y-Terpineno; α-Terpineol; Timol; Carvona; 

Carvacrol; p-Cimen-7-ol; acetato de timol; α-Copaeno; α-Cedrene; (E)-

Cariofileno; γ-elemeno; α-trans-bergamoteno; α-Humuleno; ar-

Curcumeno; α-Zingibereno; α-Muuroleno; ß-bisaboleno; (Z)-γ-

bisaboleno; σ-Cadineno; Óxido de cariofileno; (E)-metil cinamato; 

(ALMEIDA et al., 2016; 

CASTILHO et al., 2019; 

HERNANDES et al., 

2017; LISBOA et al., 

2020; MAR et al., 2018; 

NUNES et al., 2018; 
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hedicariol; α-eudesmol; β-eudesmol; canfeno; cânfora; metil-éter-timol; 

terpin-4-ol; cariofileno; terc-butil-4-metoxifenol; 6 ácido 2-fenilacético; 

Z-cariofileno; β-humuleno; Germacreno D; (E,E)-α-farneseno; y-

cadieno; Triciclona; Limoneno; Terpinoleno; Linalol; E-Tagetone; 

Borneol; Verbenona; E-Carveol; β-Elemeno; β-Cariofileno; β-Copaeno; 

α-E-bergamoteno; E-p-farneceno; Viridifloreno; Pogostol; Epi-β-

Bisabolol; Shyobunol; acetofenona; (2E,6E)-acetato de farnesil; trans-3-

hexen-1-ol; 3α-pineno; sabinene; 1-octen-3-ol; α-felandreno; δ-3-careno; 

(Z)-β-ocimeno; (E)-β-ocimeno; hidrato de cis-sabineno; óxido de (Z)-

linalol; ipsdienol; umbelulona; terpinen-4-ol; carvacrol metilo; 

fenilacetato de etilo; acetato de carvacrol; acetato de geranilo; β-

gurjuneno; (Z)-β-farneseno; (E)-β-farneseno; alo-aromadendreno; β-

selineno; hidroxi butilado; anisole; y-cadineno; y-bisaboleno; 

germacreno B; germacreno D-4-ol; tilato de 2-feniletilo; 1-epi-cubenol; 

epi-α-cadinol; α-muurolol; α-cadinol; 6-Metil-heptan-2-ol; (Z)-Hidrato-

sabineno; Acetato de Geranila; 2,5 dimetoxicetofenona; δ–Selineno; δ–

Amorfeno. 

PERERA et al., 2016; 

SOUSA et al., 2020; 

SOUZA et al., 2019; 

TOZIN; MARQUES; 

RODRIGUES, 2015) 

 Folhas e 

inflorescências 

(E)-2-hexenal; α-tujeno; α-pineno; 1-octen-3-ol; mirceno; α-terpineno; p-

cimeno; 1,8-cineol; c-terpineno; linalol; ipsdienol; umbelulona; éter timol 

metílico; timol; carvacrol; acetato de carvacrol; (E)-β-cariofileno; óxido 

de cariofileno. 

(MAJOLO et al., 2017; 

SILVA et al., 2017b) 

 Folhas secas p-Cimeno; Carvacrol; γ-Terpineno; Linalol. (OLIVEIRA et al., 2021) 
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 Partes aéreas α-terpineno; p–cimeno; 1,8-cineol; y-terpineno; β-cariofileno; α-

copaneno; éter metil timol; timol; terpinen-4-ol. 

(MEDEIROS et al., 

2016) 

 Planta inteira p-Cimeno; timol, éter metílico; trans-p-cariofileno; timol; carvacrol; 

acetato de timol; y-Terpineno; α-felandreno; 1,8-cineol; α-humuleno. 

(CÁCERES et al., 2020) 

L. palmeri S.Watson Folhas Timol; α-Cedreno; trans-piperitol; Eugenol; acetato de carvacrol; β-

Selineno; y-cadineno; Espatulenol. 

(LEYVA-LÓPEZ et al., 

2016) 

L. rigida Schauer Folhas α-Pineno; Limoneno; (E)-β-Ocimeno; Linalol; Nerol; Ácido Nerólico; α-

Cubebeno; Acetato de Geranila; α-Copaeno; β-Cariofileno; β-Copaeno; 

α-Humuleno; Aloaromadendreno; α-Amorfeno; Germacreno D; 

Biciclogermacreno; y-Cadineno; A-Cadineno; (E)-Nerolidol; 

Espatulenol; Óxido de cariofileno; δ-Cadinol. 

(OLIVEIRA et al., 2016) 

L. rotundifolia Cham. Folhas Mirceno; Limoneno; Linalol; Mircenona; α-Terpineol; z-Ocimenona; 

Óxido de piperitenona; β-Cariofileno; Óxido de cariofileno. 

(HSIE et al., 2019) 

 Partes aéreas Hexanal; 2-hexenal; 3-hexen-1-ol; α-tujeno; α -pineno; canfeno; 

sabinense; β-pineno; octen-3-ol; mirceno; α-felandren; o-cimeno; m-

cimeno; limoneno; z-ocimeno; β-ocimeno; y-terpineno; óxido de linalilo; 

terpinoleno; linalol; p-mentatrieno; cosmeno; tagetone; pinocarvona; 

borneol; butanoato-(Z)-3-hexenila; α -terpineol; butanoato-2-hexenilo; 

mirtenal; mirtenol; p-menta-1,8-dien-3-ona; tridecano; acetato de 

mirtenilo; δ-elemeno; α-cubebeno; 2-metil-tridecano; α -copaeno; β-

cubebeno; β-elemeno; a-gurjuneno; α-cedreno; cariofileno; β-cedreno; y-

elemeno; α-bergamoteno. 

(MEIRA; MARTINS; 

FONSECA, 2019) 
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L. scaberrima Sond. Partes aéreas  α-pineno; canfeno; Sabineno; p-Cimeno; D-Limoneno; Cânfora; endo-

Borneol; L-α-Terpineol; Carveol; (-)-Carvona; Isopiperitenona. 

(REID; OOSTHUIZEN; 

LALL, 2020) 

L. schaueriana Folhas p-Cimeno; Limoneno; cis-β Ocimeno; Linalol; Menta-2,8-dien-1-ol 

(trans); Menta-2,8-dien-1-ol (cis); Mircenona; Trans-carveol; Carvona; 

Timol; Carvacrol; Trans-carvenil-acetato; Piperitona; Óxido de 

piperitona; β-Cariofileno; Biciclogermacreno; β-bisaboleno; Espatulenol; 

Óxido de cariofileno. 

(SOUZA et al., 2018) 

L. sidoides Cham. Folhas α-Felandreno; α-pineno; Mirceno; Cimeno; Limoneno; γ–Terpineno; Cis-

Hidrato Sabineno; 2-Metil-6-metileno-2,7-octadien-4-ol; α-Terpenol; 

Anisole; Timol; Copaene; iso-cariofileno; Aromadendrene; Humuleno; 

Lepidozeno; δ–Cadineno; 11-Biciclo[7,2,0]undecan-3-ol; Carvacrol; (E)-

Cariofileno; Óxido de cariofileno; p-Cimeno; eucaliptol; Germacreno D; 

Linalol; Espatulenol; Terpinen-4-ol; α-Terpineol; Éter metil timol; 

Verbenona; Carbinol de vinil amil; Viridifloreno; Zonarene; α-tujeno; β-

pineno; terpineno−4-ol; a-copaeno; aromadendreno; α-humuleno; β-

bisaboleno; y-cadineno; espatulanol; acetato de timol; Carofileno; α-

Carofileno; Óxido de Carofileno; Umbelulona; Ipsdienol; 1,8-Cineol; o-

Cimeno; (+)-2-Careno; β-Mirceno; D-Limoneno; δ-3-careno; (Z)-β-

ocimeno; (E)-β-ocimeno; hidrato de trans-sabineno; terpinoleno; p-

cimen-8-ol; aloaromadendreno; y-muuroleno; epi-cubedol; α-Terpineno; 

Éter metil carvacrol; β–cariofileno; α-Fenchene; Verbeno; p-Ment-

2,4(8)-dieno; Cânfora; Isoborneol; acetato de Bornilo; β-elemeno; α-

(BACCI et al., 2015; 

BRITO et al., 2015; 

FIGUEIREDO et al., 

2017; GARMUS et al., 

2015; MIURA et al., 

2021; MORAIS et al., 

2016; MOTA; 

DANTAS; FROTA, 

2018; NONATO et al., 

2022; OLIVEIRA et al., 

2019b, 2019c; 

SANTANA et al., 2021; 

SANTOS et al., 2015; 

SARAIVA et al., 2020, 



145 

 

 

 

Cedrene; cis-tujopseno; α-Guaiene; α-Himachaleno; ar-Curcumeno; β-

Selineno; 6,7-Epoximirceno; p-Cymen-8-ol; α-Ylangene; Silestreno; 

trans-a–bergamoteno; cis-prenil-limoneno; δ–Selineno. 

2021; ZILLO et al., 

2018) 

 Folhas e caules α-Tujeno; α-pineno; β-Mirceno; α-Terpineno; p-Cimeno; Limoneno; 1,8-

Cineol; y-Terpineno; 3,3,6-Trimetil-1,5-heptadien-4-ol; Terpinen-4-ol; 

éter timol metílico; Timol; α-Copaeno; β-Cariofileno; Aromadendrene; 

α-Cariofileno; ô-Cadineno; Espulenol; Óxido de cariofileno. 

(VÁZQUEZ-SÁNCHEZ 

et al., 2018) 

 Folhas e 

inflorescências 

a-tujeno; a-pineno; mirceno; a-terpineno; p-cimeno; limoneno; 1,8-

cineol; γ-terpineno; ipsdienol; umbelulona; terpinen-4-ol; α-terpineno; 

éter timol metílico; timol; a-copaeno; b-cariofileno; aromadendreno; 

ledeno; a-humuleno; δ-cadineno; óxido de cariofileno. 

(MAJOLO et al., 2017; 

MONTEIRO et al., 

2021b) 

 Folhas secas α-Tujeno; Mirceno; α-Terpineno; p-Cimeno; y-Terpineno; Metiltimol; 

Timol; Carvacrol; β-Cariofileno. 

(PENHA et al., 2021; 

VERAS et al., 2017) 

L. thymoides Mart. & 

Schauer 

Flores α-tujeno; α -pineno; canfeno; Sabineno; β-pineno; Mirceno; α-felandreno; 

α-terpineno; p-cimeno; Limoneno; 1,8-cineol; (E)-β-ocimeno; y-

terpineno; hidrato de cis-sabineno; Terpinoleno; para-cimeneno; Linalol; 

hidrato de trans-sabineno; Cânfora; 3-metil-3-butenil-3-metilbutanoato; 

Borneol; Umbelulona; terpinen-4-ol; α-terpineol; éter metil timol; Timol; 

acetato de timol; α-copaeno; β-cariofileno; trans-α-bergamoteno; y-

elemeno; α-humuleno; y-muuroleno; germacreno D; y-amorfeno; α-

muuroleno; y-cadineno; δ-cadineno; óxido de cariofileno; epóxido de 

(SILVA et al., 2019b) 
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humuleno II; epi- α cadinol; α-cadinol; 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno; 

y-amorfeno; α-muurolene. 

 Folhas α-pineno; canfeno; β-pineno; β-mirceno; 3-careno; o-cimeno; Eucaliptol; 

L-pinocarveol; Cânfora; isopulegol; citronelal; Pinocarvona; Borneol; α-

terpineol; p-cimen-8-ol; Verbenona; Carveol; Carvona; acetato de 

Bornilo; p-cimen-2-ol; Copaene; Cariofileno; α-curcumeno; α-selineno; 

β-cadineno; δ-cadineno; Germacreno B; Óxido de cariofileno; y-

eudesmol; δ-cadinol; α-tujeno; Sabineno; α-felandreno; α-terpineno; p-

cimeno; Limoneno; 1,8-cineol; (E)-β-ocimeno; y-terpineno; Terpinoleno; 

p-cimeneno; Linalol; 3-metil-3-butenil-3-metilbutanoato; Umbelulona; 

terpinen-4-ol; éter metil timol; Timol; acetato de timol; Eugenol; α-

copaeno; β-cariofileno; trans-α-bergamoteno; Aromadendreno; α-

humuleno; y-muuroleno; germacreno-D-y-amorfeno; α-muuroleno; δ-

amorfeno; y-cadineno; trans-calameneno; trans-cadina-1,4-dieno; α-

cadineno; epóxido de humuleno II; epi-α-cadinol; α-cadinol; 14-hidroxi-

9-epi-(E)-cariofileno; hidrato de trans-sabineno; timoquinona; β-copano; 

y-elemeno; alo-aromadendreno; y-amorfeno; hidroxianisol butilado; α-

amorfeno; trans-calameno; abacateirofurano; ciclopentadecanolida; 

neofitadieno; Z.Z-farnesilacetona; fitol; p-cimeno-8-ol; Bornilacetato; p-

cimeno-2-ol; E-p-ocimeno; hidrato de cis-sabineno; β-bourboneno; epi-

α-murolol; α-Terpinenol; δ-Elemeno; α-Cubebeno; β-Cubebeno; β-

(BRITO et al., 2021; 

MOTA et al., 2022; 

NASCIMENTO et al., 

2021; SILVA et al., 

2016, 2019b, 2021) 
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Elemeno; α-Gurjuneno; α-Cedreno; Cupareno; β-bisaboleno; Z-α-

bisaboleno; Calameneno; trans-Nerolidol; Espatulenol. 

 Folhas e ramos (3Z)-hexenol; α-Tujeno; Sabineno; 1-octen-3-ol; Mirceno; α-felandreno; 

α-Terpineno; p-Cimeno; Limoneno; 1,8-Cineol; (E)-β-Ocimeno; y-

Terpineno; hidrato de cis-Sabineno; Terpinoleno; Linalol; Cânfora; 

Borneol; Umbelulona; Terpinen-4-ol; α-Terpineol; éter timol metílico; 

Timol; acetato de timol; Eugenol; α-Copaeno; Metileugenol; (E)-

cariofileno; trans-α-bergamoteno; Aromadendrene; 6,9-Guiaadieno; α-

Humuleno; y-Muurolene; Germacreno D; y-amorfeno; Viridiforeno; α-

Muurolene; δ-amorfeno; y-Cadineno; δ-Cadineno; trans-Calameneno; α-

Cadineno; Óxido de cariofileno; epóxido de humuleno II; α-Cadinol; 14-

Hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno. 

(SILVA et al., 2018) 

 Raízes α-tujeno; canfeno; Sabineno; β-pineno; Mirceno; α-felandreno; α-

terpineno; p-cimeno; Limoneno; 1,8-cineol; (E)-β-ocimeno; y-terpineno; 

Terpinoleno; Linalol; Cânfora; Umbelulona; terpinen-4-ol; α-terpineol; 

éter metil timol; Timol; acetato de timol; Eugenol; α-copaeno; acetato de 

carvacrol; β-bourboneno; Metileugenol; β-cariofileno; trans-α-

bergamoteno; Aromadendrene; α-humuleno; y-muuroleno; germacreno-

D; y-amorfeno; α-selineno; α-muuroleno; α-amorfeno; y-cadineno; δ-

cadineno; trans-calameneno; trans-cadina-1,4-dieno; α-cadineno; 

germacreno B; Espatulenol; óxido de cariofileno; epóxido de humuleno 

II; epi-α-cadinol; epi-α-muurolol; α-muurolol; α-cadinol; ácido 

(SILVA et al., 2019b) 
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tetradecanóico; 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno; ácido hexadecanóico; 

ácido (9Z)-octadecenóico. 
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Apêndice 2. Composição não-volátil do gênero Lippia L. 

Espécie 
Parte da 

planta 
Compostos identificados Compostos isolados Autor 

L. alba (Mill.) 

N.E.Br. ex Britton 

& P.Wilson 

Folhas Theveside; 8-epi-Loganina; ácido genoposidico; 

mussaenosídeo; Cistanosídeo; diastereoisómero 

b-OH-acteosido; Apigenina-7-O-diglucuronido; 

Crisoeriol-7-O-diglucuronido; Tricina-7-O-

diglucuronido; Forsitósido B; Calceolarioside 

E/isonuomiside; Acteosido; Luteolina-7-O-

glucuronido; isoacteoside; Tricina-7-O-

glucuronido; Leucosceptósido A; Martinoside 

- (TIMÓTEO et al., 2015) 

 Folhas secas Ácido elágico; ácido protocatecuico; 

isorhamnetina; ácido salicílico; ácido 

clorogênico; luteolina; apigenina. 

- (OLIVEIRA et al., 2018) 

L. graveolens Kunth Folhas Quercetina-O-hexósido; Scutellareina-7-O-

hexosido; Floridzina; derivado de tri-hidroxi-

metoxiflavona; 6-O-Metilescutelareína. 

- (LEYVA-LÓPEZ et al., 

2016) 

 Folhas - Naringenina; Cirsimaritina. (GONZÁLEZ-

TRUJANO et al., 2017) 

 Partes aéreas  Metil 4,6-O-di-O-galoil-β-D-

glicopiranosídeo/Metil 6-O-digalloil-β-D-

glicopiranosídeo I/II; Tulipósido F/Caquinósido 

IV; 5,7,8-tri-hidroxicumarina-5-β-

- (CORTÉS-CHITALA et 

al., 2021) 
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glucopiranosídeo; 1-O-(4-Hidroxibenzoil)-β-D-

glicose; (2R)- e (2S)-3',4',5,6-

tetrahidroxiflavanona 7-O-β-

glicopiranosídeo/(2R)- e (2S)-3',4',5,8-

tetrahidroxiflavanona 7- O-β-glucopiranósido; 

ácido deacetil asperulosídico/Teveside/ 

Monotropeína; Apigenina-6,8-di-C-

glucósido/Kaempferol-3-O-rutinosídeo; (1R,2R)-

5'-hidroxijasmônico ácido 5'-O-β-D-

glicopiranosídeo/ácido glicosídeo tuberônico; 

(2R)- e (2S)-3',4',5,6-tetrahidroxiflavanona 7-O-

β-glicopiranosídeo/(2R)- e (2S)-3',4',5,8-

tetrahidroxiflavanona 7- O-β-glucopiranósido; 6-

Hidroxiluteolin-7-O-hexosídeo; (2R)- e (2S)-

3',4',5,6-tetrahidroxiflavanona 7-O-β-

glicopiranosídeo/(2R)- e (2S)-3',4',5,8-

tetrahidroxiflavanona 7- O-β-glucopiranósido; 

Verbascoside/ Isoverbascoside/ Forsitoside A; 3-

Hidroxifloretina 6'-O-hexosídeo; Taxifolina; 

Cosmoside; Florizina; 4-metoxifenil 1-O-β-D-[5-

O-(3,4-dimetoxibenzoil)]-apio-furanosil-(1-6)-β-

D-glucopiranósido; Eriodictiol; 2''-O-(3''',4'''-

dimetoxibenzoil)orientina; Ikarisosside F; 6''-O-
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p-hidroxibenzoiliridina; Quercetina; ácido 

sinápico C-hexósido; Floretina; Naringenina; 

Hispidulina; Taxóide diterpênico; Cirsimaritina; 

Pinocembrina; Galangina; Genkwanin; ácido (R)-

hidroxi-octadeca-(9Z,11E,15Z)-trien-

óico/Higrosforona F; ácido (S)-cariólico/ácido 

coronário; Lancilactona B; ácido camarico; 

Salviol; Grandidona D; Lespedezol; Lantadeno; 

Lancilactona B; Antron. 

 Planta inteira 

seca 

Eriodictiol; Luteolina; Naringenina; Hesperetina; 

Apigenina; Crisoeriol; Pinocembrina; 

Cirsimaritina; Sakuranetina; Galangina. 

- (ARIAS et al., 2020) 

L. hirta (Cham.) 

Meisn. ex Walp. 

Partes aéreas  - Dihidrocorinanteol; vincamina; 

deoxicordifolina. 

(OLIVEIRA et al., 2019) 

L. integrifolia 

(Griseb.) Hieron. 

Folhas 6-hidroxiluteolina-hexósido; 6-metoxiluteolin-O-

hexósido; floretina-3'.5'-di-C-hexósido; 

acteosido; 6-metoxiscutelareína-hexósido; 

dimetil-secologanósido; ácido ferúlico di-hexose; 

anel B - flavona-hexosídeo I dimetoxilado; anel 

B - flavona-hexósido II dimetoxilado; apigenina-

hexósido metoxilado; (Epi) lippidulcina A; alo-

davanona; peroxilipidulcina; salvigenina. 

- (MERCADO et al., 

2020) 
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L. origonoides 

Kunth 

Folhas - Sakuranetina. (NUNES et al., 2018) 

 Partes aéreas Luteolina-6,8-diC-hexoside; Apigenina−6,8-diC-

glucoside; Taxifolina; Orientina; Isoorientina; 

Robinetina-7’ (or 4’)- O-hexose; Vitexina; 

Verbascoside; Isovitexina; Luteolina−7-O-

glucoside; Robinetina-3-O-hexose; 

Quercetina−4’ –O-glucoside; Eriodictyol; 

Naringenina; Ramnocitrina 3',4'-dimetoxifisetina; 

Pinocembrina; Carvacrol; Timol. 

- (LEITÃO et al., 2017) 

 Planta inteira 

seca 

Taxifolina; Eriodictiol; Quercetina; Luteolina; 

Naringenina; Hesperetina; Apigenina; Crisoeriol; 

Flavona dimetilada; Pinocembrina; Cirsimaritina; 

Sakuranetina; Galangina; Galangina metilada; 

Apigenina metilada. 

- (ARIAS et al., 2020) 

L. palmeri S.Watson Folhas Quercetina-O-hexósido; Luteolina-7-O-

glucuronido-3'-O-glucósido; 7-O-hexósido de 

escutelareína; derivado de tri-hidroxi-

metoxiflavona; 6-O-Metilescutelareína. 

- (LEYVA-LÓPEZ et al., 

2016) 

L. rubella 

(Moldenke) 

T.R.S.Silva & 

Salimena 

Partes aéreas - Lippiarubelósido A; 

Lippiarubeloside B; Forsitósido 

A; Verbascoside; 

Isoverbascosido; Poliumósido; 

(MARTINS et al., 2019) 
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Pectolinarina; Linarina; 

Siparunosídeo. 

L. rugosa A.Chev. Folhas - Flavolipia; 2,4-dimetilpiridin-3,5-

diol; 5-hidroxi-6,7,4'-

trimetoxiflavona; 5-hidroxi-3,7,4'-

trimetoxiflavona; 7-hidroxi-5,6,4'-

trimetoxiflavona; a-amirina; 

acetato de lupeol; Lupeol; 

Betulina; Fridelano; Sacarose; 

Cosanol. 

(NONO et al., 2022) 

 

L. sidoides Cham. Folhas Ácido gálico; Catequina; Galato de 

epigalocatequina; Epicatequina; Ácido cafeico; 

Ácido vanílico; p -ácido cumárico; Ácido 

ferúlico; Ácido salicílico; Quercetina. 

- (BRAGA et al., 2019) 
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Table S1. Compounds identified by HPLC-DAD-ESI-MSn in ethanolic extracts of L. alba, L. sidoides and L. gracilis. 

Nº R.T. [M-H]- 
Molecular 

formula 

Error 

(ppm) 
MSn m/z Assignment Extract References 

1 11.1 389.1083 C16H21O11 1.6 MS2 [389]: 227; 191; 165; 147 Monotropein LaEE (Heffels et al., 2017) 

2 22.3 373.1138 C16H21O10 0.7 MS2 [373]: 211; 193; 167; 149; 123 Geniposidic acid LaEE (Zhou et al., 2010) 

3 27.4 375.1294 C16H23O10 0.8 
MS2 411[M+Cl −H]−: 375 

MS3 [411→ 375]: 213; 169; 151 
Loganic acid LaEE (Li et al., 2015) 

4 31.4 405.1406 C17H25O11 0.9 

MS2 451 [M+HCOOH−H]−: 405 

MS3 [451→405]: 373; 243 

MS4 [405→243]: 225; 123; 101 

Shanzhiside methyl 

ester 
LaEE (Zhou et al., 2010) 

5 36.2 387.1656 C18H27O9 1.2 MS2 [387]: 207; 163 
Tuberonic acid 

glucoside 
LaEE 

(Sánchez-Marzo et 

al., 2019) 

6 38.8 593.0112 C27H29O16 0.3 
MS2 [593,0]: 575,0; 503, 0; 473,0; 

383,0; 353,0 

Apigenin-6,8-C-

diglucoside 
LgEE 

(El Sayed et al., 

2016) 

7 39.5 389.1452 C17H25O10 0.4 
MS2 435[M+HCOOH−H]−: 389 

MS3 [435→389]: 227; 101 
Loganin LaEE (Tao et al., 2018) 

8 43.2 303.0519 C15H12O7 1.6 MS2 [303,0]: 284,9; 176,9; 124,8 Taxifolin 
LsEE 

LgEE 
(Santos et al., 2013) 

9 43.4 449.1093 C21H22O11 0.5 

MS2 [449,0]: 286,9 

MS3 [449,0→286,9]: 150,9 

MS4 [449,0→286,9→150,9]: 106,9 

Eriodictyol-7-O-

glicoside 
LsEE (Pereira et al., 2013) 

10 43.4 447.0421 C21H19O11 0.2 MS2 [447,0]: 392,9; 356,9; 327,0 Orientin LgEE (Iswaldi et al., 2011) 
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11 44.1 447.0235 C21H19O11 0.7 
MS2 [447,0]: 429, 0; 411, 0; 357,0; 

327,0 
Isoorientin LgEE (Iswaldi et al., 2011) 

12 44.3 623.1989 C29H35O15 1.2 MS2 [623]: 461; 315 Acteoside LaEE (Tóth et al., 2016) 

13 45.8 431.0431 C21H20O10 1.0 
MS2 [431,0]: 310,9; 340,9 

MS3 [431,0 → 310.9]: 282,9 
Vitexin LgEE (Spínola et al., 2015) 

14 47.2 451.1231 C21H24O11 -2.6 

MS2 [451,0]: 288,9 

MS3 [451,0 →288,9]: 270,9; 166,8; 

124,9 

3-Hydroxyphlorizin LsEE 
(Petkovska et al., 

2017) 

15 48.2 431.0169 C21H20O10 0.9 

MS2 [431,0]: 413,0; 395, 0; 310,9; 

341,0 

MS3 [431,0 → 310.9]: 282,9 

Isovitexin LgEE (Spínola et al., 2015) 

16 48.5 447.0940 C21H20O11 -1.3 

MS2 [447,0]: 284,9 

MS3 [447,0 →284,9]: 240,9; 198, 

8; 174,9; 150,8; 132,9 

Luteolin-6-O-glicoside 
LsEE 

LgEE 
(Pereira et al., 2013) 

17 49.5 286.9134 C15H12O6 0.4 
MS2 [286,9]: 269,0; 258,9; 243,0; 

201,0; 124,9 
Dihydrokaempferol LgEE 

(Mbakidi-Ngouaby 

et al., 2018) 

18 50.3 507.1145 C23H23O13 0.1 MS2 [507]: 345; 330; 315 
Quercetagetin-

dimethyl-O-hexoside 
LaEE 

(Olennikov et al., 

2018) 

19 51.9 435.1296 C21H24O10 0.1 
MS2 [435,0]: 272,9 

MS3 [435,0 →272,9]: 166,8 
Phloridzin LsEE (Mena et al., 2012) 

20 52.5 431.0994 C21H20O11 -2.4 
MS2 [431]: 269 

MS3 [431→269]: 225 
Emodin-8-O-glicoside 

LaEE 

LsEE 
(Zhao et al., 2013) 
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21 53.2 505.1002 C23H21O13 2.8 MS2 [505,0]: 329; 314; 299 Tricin-7-O-glucuronide LaEE 
(Marczak et al., 

2016) 

22 53.4 445.0764 C21H17O11 2.8 
MS2 [445]: 269; 175 

MS3 [445→269]: 225; 183 

Apigenin-7-O-

glucuronide 
LaEE (Friščić et al., 2016) 

23 55.5 287.0596 C15H12O6 -2.0 
MS2 [287,0]: 268,8; 150,8; 124,9; 

106,9 
Eriodictyol 

LsEE 

LgEE 
(Kang et al., 2016) 

24 60.6 271.0619 C15H11O5 2.7 MS2 [270,9]: 176,8; 150,8; 118,9 Naringenin 

LaEE 

LsEE 

LgEE 

(Kang et al., 2016) 

25 61.4 300.9852 C15H10O7 0.1 MS2 [300,9]: 272,9; 178,8; 150,8 Quercetin LgEE (Chen et al., 2015) 

26 62.3 285.0408 C15H10O6 -1.3 

MS2 [284,9]: 266,9; 256,8; 242,9; 

240,9; 216,9; 198,9; 174,9; 150,9; 

132,9 

Luteolin 
LsEE 

LgEE 
(Kang et al., 2016) 

27 62.9 315.0502 C16H11O7 2.7 MS2 [315]: 300 Isorhamnetin LaEE (Falcão et al., 2012) 

28 64.1 593.1489 C27H30O15 -2.5 

MS2 [593,0]: 446,9; 284,9 

MS3 [593,0 →284,9]: 240,8; 198,7; 

174,8; 150,9; 132,9 

Luteolin-7-O-rutinose LsEE (Brito et al., 2014) 

29 66.7 299.0555 C16H11O6 2.1 
MS2[299]: 284 

MS3 [299→284]: 256; 227; 212 
Chrysoeriol LaEE (Zhong et al., 2019) 

30 66.9 268.0459 C15H10O5 -1.5 
MS2 [268,9]: 224,8; 226,9; 200,9; 

150,9; 148,8 
Apigenin LsEE 

(Gouveia & 

Castilho, 2011) 

31 67.0 329.0662 C17H13O7 1.6 MS2 [329]: 314 Tricin LaEE (Zhong et al., 2019) 
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MS3 [329→314]: 299; 285 

32 69.1 373.0925 C19H17O8 1.1 

MS2 [373]: 358; 343 

MS3 [373→358]: 343 

MS4 [373→358 →343]: 328; 300 

Dihydroxy-

tetramethoxy flavone 
LaEE 

(Olennikov et al., 

2018) 

33 69.5 327.2166 C18H31O5 3.4 
MS2 [327]: 309; 291; 229; 211, 

209; 171 

Oxo-dihydroxy-

octadecenoic acid 
LaEE (Friščić et al., 2016) 

34 70.0 313.0706 C17H13O6 3.6 MS2 [313,0]: 297,9; 283; 269 Cirsimaritin 

LaEE 

LsEE 

LgEE 

(Peter et al., 2015) 

35 71.7 284.9821 C16H14O5 0.6 MS2 [284,9]: 190, 8; 164, 9; 118, 9 Sakuranetin LgEE 
(Ristivojević et al., 

2015) 

36 71.8 343.0823 C18H17O7 0.0 

MS2 [343]: 328, 313 

MS3 [343→328]: 313; 298; 285; 

270 

Dihydroxy-

trimethoxyflavone 
LaEE 

(Olennikov et al., 

2018) 

37 72.4 254.9103 C15H12O4 0.1 
MS2 [254,9]: 212,9; 186,9; 150,8; 

144,8; 135,8; 124,9 
Pinocembrin LgEE (Pellati et al., 2011) 

R.T.: Retention time. LaEE: Lippia alba ethanolic extract; LsEE: Lippia sidoides ethanolic extract; LgEE: Lippia gracilis ethanolic extract. 
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Figure S1. Proposed fragmentation pattern for deprotonated Naringenin (A) and Cirsimaritin 

(B). 
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Anexo 1. Certificado emitido pelo Comitê de Ética para Uso de Aminais. 
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Anexo 2. Comprovante do cadastro de acesso no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN). 

 


