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RESUMO 

Desde o início da humanidade, as plantas medicinais são utilizadas na medicina tradicional 

para tratar uma grande variedade de doenças e esse conhecimento vem sendo acumulado até 

os dias atuais. O Brasil é considerado o país que possui a maior biodiversidade do Planeta, 

cujas espécies são usadas como alimentos, fibras, madeiras, condimentos, aromas, 

princípios ativos e medicamentos, sendo seus extratos fonte de matéria prima para o 

desenvolvimento de fármacos a partir de seus metabolitos secundários. Entre as plantas que 

têm ocorrência na região da Amazônia Setentrional, destaca-se a Lippia origanoides Kunth 

(OELO), conhecida popularmente como alecrim-pimenta, estrepa-cavalo e, em Roraima, 

como salva do campo, sendo facilmente encontrada nas regiões de savanas e lavrados. O 

potencial farmacológico de seu óleo essencial (OE) é conhecido no tratamento de diversas 

patologias relacionadas ao sistema respiratório, mas as atividades bactericida, antifúngica, 

antiparasitária, larvicida, antioxidante e inibidor da enzima acetilcolinesterase no Aedes 

aegypti, in vitro e in vivo, também estão descritas. Cada OE é formado por uma mistura 

complexa de fitoconstituintes naturais em concentrações muito diferentes, podendo ser 

associados a quimiotipos da mesma espécie, extraídos principalmente de plantas 

aromáticas. Normalmente, são esses compostos majoritários que determinam o quimiotipo e 

suas propriedades farmacológicas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar um 

estudo da composição química, e avaliar se o OE extraído das folhas frescas da espécie 

Lippia origanoides Kunth (EOLO) apresenta atividade antioxidante e capacidade de inibir a 

Acetilcolinesterase no organismo modelo Caenorhabditis elegans. Para isso, foi realizada a 

identificação e quantificação dos compostos no OELO, por Cromatografia Gasosa acoplada 

a Espectrometria de massas (CG-EM) e Cromatografia Gasosa de Alta Resolução (CG-

FID). Os resultados mostraram que os constituintes majoritários no EOLO são o carvacrol-

22.64%, timol-16.77%, para-cimeno-14.85%, (E)-cariofileno-9.86% e Linalol-3.41%. A 

atividade antioxidante química e a toxicidade da amostra foi avaliada em fibroblastos 3T3, 

pelo ensaio de redução do 3 - (4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio brometo (MTT). 

A toxicidade do EOLO, o efeito no estresse oxidativo e na paralisia no foi avaliada, in vivo, 

usando o modelo animal C. elegans. O EOLO não mostrou toxicidade e apresentou 

atividades antioxidantes e antienvelhecimento em C. elegans. Além disso, o EOLO mostrou 

efeito protetor contra a agregação anormal de proteínas, e inibidor da enzima 

acetilcolinesterase (AChE). De acordo com os resultados apresentados, podemos sugerir 

que o EOLO pode se tornar um potente agente farmacológico contra a demência, 

promovendo ação antioxidante e, consequentemente, melhorando a vida e a saúde de C. 

elegans. 

Palavras-chave: Biotecnologia; Folhas; Antienvelhecimento; Estresse oxidativo; 

Alzheimer; Efeito protetor. 
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ABSTRACT 

Since the beginning of humanity, medicinal plants have been used in traditional medicine to 

treat a wide variety of diseases and this knowledge has been accumulated to this day. Brazil 

is considered the country with the greatest biodiversity on the planet, whose species are 

used as foods, fibers, wood, condiments, aromas, active ingredients and medicines, with 

their extracts being a source of raw material for the development of drugs based on their 

secondary metabolites. Among the plants that occur in the Northern Amazon region, Lippia 

origanoides Kunth (OELO) stands out, popularly known as rosemary-pepper, strepa-cavalo 

and, in Roraima, as field sage, being easily found in savannah regions. and plowed. The 

pharmacological potential of its essential oil (EO) is known in the treatment of various 

pathologies related to the respiratory system, but the bactericidal, antifungal, antiparasitic, 

larvicidal, antioxidant and inhibitory activities of the acetylcholinesterase enzyme in Aedes 

aegypti, in vitro and in vivo, are also known. are described. Each EO is formed by a 

complex mixture of natural phytoconstituents in very different concentrations, which can be 

associated with chemotypes of the same species, mainly extracted from aromatic plants. 

Typically, it is these major compounds that determine the chemotype and its 

pharmacological properties. Therefore, the objective of this work was to carry out a study 

of the chemical composition, and evaluate whether the EO extracted from the fresh leaves 

of the species Lippia origanoides Kunth (EOLO) presents antioxidant activity and the 

ability to inhibit Acetylcholinesterase in the model organism Caenorhabditis elegans. To 

this end, the compounds were identified and quantified in OELO, using Gas 

Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) and High Resolution Gas 

Chromatography (GC-FID). The results showed that the majority constituents in EOLO are 

carvacrol-22.64%, thymol-16.77%, p-cymene-14.85%, (E)-caryophyllene-9.86% and 

Linalool-3.41%. The chemical antioxidant activity and toxicity of the sample was evaluated 

in 3T3 fibroblasts, using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) reduction assay. The toxicity of EOLO, the effect on oxidative stress and paralysis 

was not evaluated, in vivo, using the C. elegans animal model. OELO showed no toxicity 

and presented antioxidant and anti-aging activities in C. elegans. Furthermore, EOLO 

showed a protective effect against abnormal protein aggregation. According to the results 

presented, we can suggest that EOLO can become a potent pharmacological agent against 

dementia, promoting antioxidant action and, consequently, improving the life and health of 

C. elegans. 

 

Keywords:  Biotechnology; Leaves; Anti aging; Oxidative Stress; Alzheimer's; Protective 

effect.
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1 INTRODUÇÃO 

 

Desde o início da humanidade, as florestas e sua rica biodiversidade em plantas 

medicinais têm sido utilizadas para tratar uma grande variedade de doenças. No entanto, 

muitas das espécies desfrutadas pela população ainda são pouco conhecidas ou não foram 

identificadas, dificultando seu aproveitamento pela indústria farmacêutica (LIMA et al., 

2021).  

As plantas, animais e microrganismos fornecem alimentos, medicamentos e boa 

parte da matéria-prima industrial consumida pelo ser humano (CHAACHOUAY et al., 

2021). Há registros do uso de plantas como medicamento em todas as épocas, em 

praticamente todas as civilizações antigas (KARIM et al., 2023; KURALKAR; 

KURALKAR, 2021) .  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) define que plantas 

medicinais e fitoterápicos são constituídos por um conjunto de diversas substâncias, que 

agem de forma sinérgica para obtenção da ação terapêutica, com conhecimento tradicional 

advindo de uso pela população ou comunidade (ANVISA, 2022). De acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (WHO), 60% da população mundial faz uso de algum tipo 

de planta medicinal, mas estimatima-se que esse percentual possa atingir 80% (WHO, 

2015). 

Dentro dessa biodiversidade de metabolitos secundários presentes nas plantas 

medicinais, especialmente nos óleos essenciais (OE), destacam-se aquelas sustâncias 

biologicamente ativas apresentando um amplo potencial para originar novos fármacos, ( 

LADEIRA et al., 2023; BENNY; THOMAS, 2019; WANI et al., 2021, AYAZ et al., 2017; 

NEWMAN; CRAGG, 2007). 

A Enzima Acetilcolinesterase (AChE) exerce um papel fundamental na regulação 

da transmissão colinérgica. em humanos tem grande relevância e aplicações importantes em 

tratamentos de doenças neurodegenerativas, especialmente a doença de Alzheimer (DA) 

(CHEN et al., 2023; DE CAMPOS et al., 2023; MAMBRO; SOUZA; SILVA, 2022).  

A Doença Alzheimer (DA) foi descoberta no ano 1907 pelo neurologista Alois 

Alzheimer. É uma doença neurodegenerativa crônica, de etiologia indeterminada, 

irreversível, ocasionando diferentes distúrbios cognitivos devido à atividade colinérgica 

reduzida no cérebro. Além das características neuropatológicas, são associadas a DA o 

estresse oxidativo e processos inflamatórios (LEE et al., 2012). Afeta, principalmente, a 

população acima dos 60 anos de idade. No entanto, não é uma doença específica dos idosos, 
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cerca de 5% dos casos está relacionada a mutações genéticas familiares e atinge indivíduos 

na faixa etária de 30 a 50 anos. Com o crescimento da qualidade de vida, cresce a 

expectativa de vida entre a população mais idosa, e espera-se que os casos tripliquem até 

2050 (AHMED et al., 2021; LOGESH; SATHASIVAMPILLAI, 2023). 

Neste estudo, usamos o nematódeo Caenorhabditis elegans (C. elegans) como 

modelo in vivo para analisar a atividade biológica do óleo essencial de Lippia sidoides syn. 

L. origanoides (LOEO) (ALMEIDA et al., 2018a), por ser um modelo amplamente 

utilizado em pesquisas de laboratório (GÓMEZ-ORTE et al., 2018). O C. elegans é uma 

ferramenta poderosa para o estudo dos mecanismos das doenças neurodegenerativas, devido 

à sua facilidade de manipulação genética, ciclo de vida curto, estrutura simples e grande 

homologia com mamíferos, fornecendo um sistema de todo o animal passível de inúmeras 

técnicas moleculares e bioquímicas (CALDWELL; WILLICOTT; CALDWELL, 2020; 

CORSI, 2015; LINK, 2006; VAN PELT; TRUTTMANN, 2020). Além disso, C. elegans 

pode ser prontamente induzido por edição de genes para expressar Aβ humano em suas 

células musculares e neurônios, por isso é considerado um modelo poderoso para a triagem 

de drogas relacionadas à AD e esclarecimento de seus mecanismos (ALEXANDER; 

MARFIL; LI, 2014; CHEN et al., 2020b; MARTINEZ-FINLEY et al., 2020).  

Assim, nesse trabalho iremos avaliar os efeitos do óleo essencial de Lippia 

origanoides (EOLO), in vitro e in vivo, no modelo C. elegans, analisar a toxicidade, 

resistência ao estresse, taxa de sobrevivência em condição de estresse, expectativa de vida, 

com o objetivo de investigar se o EOLO melhora as espécies reativas de oxigênio no modelo 

C. elegans.  

 

1.1 FAMÍLIA VERBENACEAE 

A flora brasileira possui 50032 espécies nativas, cultivadas e naturalizadas (Flora do 

Brasil, 2015; BFG, 2021) em mais de nove ecossistemas diferentes (CARVALHO et al., 

2018). Dentre as inúmeras espécies que ocorrem na região Amazônica, destacam-se as 

espécies da família verbenaceae.  

A família Verbenaceae J.St.-Hil envolve uma grande variedade de plantas com 

flores, caracterizadas como espécies Arbusto, Árvore, Erva, Trepadeira, Subarbusto. Essa 

família possui, aproximadamente, 32 gêneros e cerca de 800 espécies (CARDOSO et al., 

2021; CARDOSO; SALIMENA, 2019), distribuídas na Ásia, África, Europa, Oceania e 

com maior ocorrência nas Américas  do Sul, do Norte e América Central em países como 

Brasil, Venezuela, Equador, Colômbia, México e Estados unidos, mas especificamente em 
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regiões tropicais e subtropicais (CARDOSO; SALIMENA, 2019; O’LEARY; CARDOSO; 

SCHAEFER, 2020). 

No Brasil, a família verbenaceae se destaca pela maior diversidade de táxons com 

ocorrência de 14 gêneros e 288 espécies, sendo 191 espécies endêmicas (Flora do Brasil, 

2015). Na grande maioria são plantas reconhecidas por sua beleza paisagística além das 

propriedades medicinais, utilizadas mundialmente por sua importância terapêutica, devido a 

seus fitoconstituintes bioativos (CARDOSO et al., 2018; LU et al., 2021). 

As plantas pertencentes a essa família são reconhecidas na medicina popular, e suas 

espécies são utilizadas como digestivo, carminativo, antitérmico, antitussígeno, antisséptico 

e cicatrizante (MOHAMMADHOSSEINI et al., 2022a; PÉREZ ZAMORA; TORRES; 

NUÑEZ, 2018; TOUMA et al., 2020a; TRINDADE et al., 2021a), juntamente com a 

utilização de seus óleos essenciais (EOs). Desde a antiguidade os EOs são aplicados na 

aromaterapia, por possuírem muitas propriedades medicinais (ARAGÃO et al., 2021; 

GNATTA et al., 2016; GOMES et al., 2019; PEREIRA et al., 2021).  

Nesta família, destaco os gêneros a Lantana camara (salva selvagem ou vermelha), 

por sua beleza exótica de grande apelo florístico (NEGI et al., 2019; ZOUBIRI; 

BAALIOUAMER, 2011) e a Lippia alba (erva-cidreira) por ser uma das plantas mais 

cultivadas e utilizadas na medicina popular brasileira (figura 1A, 1B e 1C), 

respectivamente. É atribuído a essas espécies atividades como digestiva, carminativa, 

antitérmica, antitussígena, antisséptica, cicatrizante, expectorante, anti-histamínica, e têm 

aplicação em tratamenetos de problemas cardíacos, bronquite, espasmos, e também na 

regulação do ciclo menstrual (BARRETO et al., 2010; LEITE et al., 2022; 

MOHAMMADHOSSEINI et al., 2022a; PURI, 2018). 

 

Figura 1. A) Lantana camara; B) Lantana camara C) Lippia alba. 

 

 

   Fonte: Autora. 
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1.2 Lippia  

O gênero Lippia é o segundo maior da família Verbenaceae, geralmente são plantas 

aromáticas, que inclui aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e árvores de 

pequeno porte (OUKERROU et al., 2017). O Brasil está no centro dessa biodiversidade do 

gênero com 98 espécies apresentando alto grau de endemismo (ALMEIDA et al., 2018a). 

São plantas de grande importância, por possuírem diversas substâncias bioativas, 

provenientes de seu metabolismo secundário, reconhecida por apresentarem atividades 

antimicrobiana, analgésica, antifúngica, além de compostos que atuam no sistema 

imunológico (SALES et al., 2022; SAMBA et al., 2020; SPYRIDOPOULOU et al., 2021; 

TRINDADE et al., 2021a; VILELA et al., 2020)  

A salva do campo (Lippia origanoides Kunth) é uma planta medicinal muito 

utilizada na culinária como inibidor de apetite, aromatizante de pratos regionais, sendo que 

na região amazônica é muito utilizada no tratamento de doenças gastrointestinais, 

respiratórias, cólica infantil, diarreia, flatulência, inflamação uterina, e febre (OLIVEIRA et 

al., 2014; RIBEIRO et al., 2014). No caso particular de Roraima, é usada para tratar tosse e 

como depurativo do sangue, após pneumonia (MILLIKEN, 2021). 

Os OEs são substâncias orgânicas e voláteis, sintetizadas naturalmente nas folhas, 

flores, caules e raízes como parte do metabolismo secundário para defesa da planta. Os OEs 

são conhecidos da medicina tradicional há milhares de anos, sendo utilizados na cura de 

diferentes enfermidades (AYAZ et al., 2017; BENNY; THOMAS, 2019). Estudos indicam 

que os metabólitos secundários das plantas possuem diversas atividades, entre elas 

antimicrobiana, antifúngico, antiviral, antioxidante, potencial neuroprotetor, 

antienvelhecimento (CHU et al., 2014; HUANG et al., 2019; POSTU et al., 2020) e atividade 

na inibição da acetilcolinesterase, in vitro (ELDUFANI; BLAISE, 2019; MONIZ ANA 

MARIA HENRIQUE et al., 2019; PATEL et al., 2018; POSTU et al., 2020; SRIVASTAVA, 

Nidhi et al., 2015; WANI et al., 2021), conforme Tabela 1. 
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Tabela 1- Potencial de óleos essenciais de plantas em originar novos fármacos  

 

Nome 

popular 

Nome cientifico  Atividade  Referência  

Citronella  Cymbopogon 

winterianus 

Larvicida BRICARELLO et al., 

2021 

Pitanga  Eugenia uniflora DA SILVA et al., 

2023 

Horsewood Clausena dentata  

(Willd) M. Roam. 

(Rutaceae) 

RAJKUMAR; 

JEBANESAN, 2010 

Estrepa 

cavalo 

Lippia origanoides 

Kunth 

Antibacteriana RIBEIRO, Fabiana 

Paiva et al., 2021 

Erva-cidreira Lippia alba Antiviral SILVA et al., 2022 

Murta Myrtus communis  

var. italica L 

Antioxidante AIDI WANNES et al., 

2010 

Alecrim Rosmarinus officinalis 

L. 

BRANDT et al., 2023 

Lavanda 

verdadeira 

Lavandula angustifolia 

Mill. 

JEDDI et al., 2023 

Orégano Lippia palmeri Watts REYES-BECERRIL 

et al., 2021 

Manjericão 

Cânfora 

Ocimum 

kilimandscharicum 

Gürke 

Analgésica e anti-

inflamatória 

DOS SANTOS et al., 

2021 

Cumaru Amburana cearensis Anticonceptiva DE VERAS et al., 

2023 

Genipo Genipa americana L. Fungicida GUILHERME et al., 

2023 

Lavanda 

Brasileira 

Lavandula dentata WAGNER et al., 2021 

Esterco-do-

diabo 

Ferula assa-foetida Anticancerígeno SIRIZI et al., 2023 

Ginseng Panax ginseng C.A. 

Mey 

Neuroprotetor HUANG et al., 2019 

Manjerona Origanum majorana  POSTU et al., 2020 

Pimenta ou 

pimenta rosa 

Schinus areira 

 

Inibidor da enzima 

acetilcolinesterase 

(AChE) 

MATTAR et al., 2022 

Araçá ou 

araçari 

Psidium striatulum  MONIZ ANA 

MARIA HENRIQUE 
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et al., 2019 

Fonte: Moniz, et al., 2023 

 

 

1.3 Lippia origanoides Kunth 

Lippia sidoides (syn Lippia glandulosa Schauer), é uma espécie da família 

Verbenaceae, possui 23 sinonímias, como esquematizado na Figura 2, entre elas a syn 

Lippia origanoides Kunth (SALIMENA et al., 2020; O’LEARY et al., 2012), um dos 

termos utilizados no caderno de fitoterápicos do Brasil (ANVISA, 2021).  

Figura 2 - Classificação taxonômica de espécies do gênero Lippia na seção 

Goniostachyum. 

Adaptado de Reflora (2020). 

  

1.4 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ERO) E NITROGÊNIO (ERN) 

Espécies Reativas são moléculas altamente instaveis e reativas, liberadas pelo 

metabolismo do corpo, formadas por um átomo ou associação de átomos, e que possuem 

um elétrons desemparelhado em sua órbita mais externa. Essa característica resulta em alta 

instabilidade energética e cinética, fazendo com que precisem doar ou retirar um elétron de 

outra molécula para se manterem estáveis. Assim, são capazes de reagir quimicamente com 
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biomoléculas celulares, como ácidos nucléicos, proteínas e lipídios, causando modificações 

oxidativas, levando a alterações em suas estruturas e causando danos às suas atividades 

celulares ( BOUYAHYA et al., 2017; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016). 

O estresse oxidativo (ROs) é provocado pela produção excessiva de EROs, ou 

uma redução nas defesas antioxidantes do organismo, e ocorre devido a um desequilíbrio 

entre os fatores pró- e anti-oxidantes (NANDI et al., 2019; PISOSCHI; POP, 2015). A 

superprodução de EROs pode causar danos significativos à estrutura e função celular, e tem 

sido relacionado a doenças degenerativas, como a doença de Alzheimer (DA), doença de 

Parkinson, diabetes, catarata, câncer e doenças cardiovasculares, atribuídas as condições de 

estresse oxidativo e ao processo de envelhecimento natural (BHATT; PULI; PATIL, 2021; 

DEY et al., 2017; LUU et al., 2015; SMITH; CAPPAI; BARNHAM, 2007).  Envelhecer é 

um processo natural que ocorre em todos os seres vivos. Em humanos, a mortalidade 

natural está relacionada ao envelhecimento e as doenças relacionadas à idade (KUNUGI; 

MOHAMMED ALI, 2019). 

Os produtos naturais são fonte de metabólitos secundários altamente bioativos com 

seus valores terapêuticos significativos, incluindo inibidores enzimáticos, que são uma 

alternativa na fase de descoberta e elaboração de novos fármacos (AKRAM; NAWAZ, 2017; 

SIMAMORA et al., 2020). Estudos cientificos demonstram que produtos de origem natural, 

são seguros e eficazes em aliviar ou melhorar danos oxidativos, de forma a adiar o início da 

DA (UDDIN et al., 2019). 

 

1.5 METABOLISMO SECUNDÁRIO DAS PLANTAS 

Os metabólitos secundários, são compostos envolvidos no mecanismo de defesa das 

plantas, atuando na resistência a fatores ambientais aumentando sua capacidade de 

sobrevivência (Figura 3). 
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Figura 3. Fatores que influenciam o metabolismo secundário das plantas.  

Fonte: Autora, 2023 (https://app.biorender.com). 

 

A produção desses metabólitos varia com a região, ciclo circadiano, sazonalidade e os 

estresses externos bióticos e abióticos aos quais as plantas sofram (Pereira et al., 2018, Ferraz, 

et al. 2018, de Sousa et al., 2022). Geralmente, são óleos volateis obtidos de diferentes partes 

de plantas aromáticas, na maioria das vezes com odor agradável (Zamora, et al. 2018, Wani, 

et al. 2021, Melo, et al.2018).  

Estudos indicam que os óleos essenciais (EOs), possuem diversas atividades 

medicinais (Mittal et al., 2019; Plant et al., 2019; Ramsey et al., 2020; Bezerra et al., 2020; 

Koyama & Heinbockel, 2020; Haro-González, et al., 2021; Motti et al., 2022)., entre elas 

antibacteriana (Silva, et al. 2022), antimicrobiana (Ribeiro, et al. 2021) antifúngicos, antivirais 

(Wani, et al. 2021), antioxidantes (Reyes-Becerril, et al. 2020), potenciais neuroprotetores 

(Chu et al. 2014, Ayaz, et al. 2017; Huang, et al. 2019, Postu, et al. 2020) e inibidores da 

acetilcolinesterase (Jyotshna, et al. 2015; Patel, et al. 2018; Eldufani & Blaise, 2019; Moniz, 

et al, 2019; Postu, et al, 2019). 

 

 1.5.1 Óleos essenciais como fonte de metabolitos secundários 

Plantas aromáticas contendo óleos essenciais, apresentam propriedades aromatizantes 

naturais que são agradáveis ao sensorial humano, sendo utilizadas desde o início da história da 

humanidade, com objetivo de melhorar ou intensificar as propriedades organolépticas em 

alimentos, bebidas, cosméticos e perfumarias. (Dosoky & Setzer, 2018; Azis et al., 2018;).  

Óleo voláteis ou essenciais (VO), é uma mistura de compostos orgânicos, voláteis, 



19 

 

 

sintetizados naturalmente em diferentes órgãos (folhas, flores, caules e raízes) de plantas 

aromáticas, produzidos pelo metabolismo secundário vegetal, extraídos na maioria das vezes 

por hidrodestilação ou processo mecânico adequado (Cutrim et al., 2019, Cáceres et al., 2020; 

Felix et al., 2021; de Assis et al., 2021).  

O interesse por óleos essenciais está nas diferentes áreas do conhecimento com as mais 

variadas aplicações nas indústrias química como bioinseticida (Oliveira et al., 20218; 

Rodríguez-González et al., 2020; Santos et al., 2020; de Albuquerque Lima, et al., 2021), 

antifúngicos (Arruda et al., 2019; Ortega-Cuadros et al., 2020), na cosmética (Sagbo & 

Mbeng et al., 2019; Gimenes et al., 2021), alimentícia (Leyva-Jiménez et al., 2019; Bautista-

Hernández et al., 2021; Lascurain-Rangel et al., 2022; Moroni et al., 2022) e farmacêutica, 

por apresentar atividades anti-hipotensora, anti-inflamatória, anti-analgésica, antipirética, anti-

malária, antimicrobianas (de Almeida et al., 2018; Masunda et al., 2020; Lucca et al., 2022), 

antioxidantes (Joshi et al., 2018; de Oliveira et al., 2019; Moller et al., 2020) e inibidor da 

acetilcolinesterase (Silva et al., 2019; Saidi et al., 2022; Kobenan et al., 2022).  

 

1.5.2  Terpenos ou terpenóides 

Os terpenos, são alcenos naturais com ligação dupla entre dois carbonos (C=C), ao se 

ligar com um oxigênio, o terpeno é denominado de terpenóide (Oldfield e Lin, 2012; Felipe e 

Bicas, 2016). Assim, terpenos e terpenóides (isoprenóides), Figura 4, constituem a maior 

classe de substâncias de origem vegetal, com grande variedade estrutural e funcional, devido 

aos aspectos tridimensionais da molécula. Suas características químicas e aplicações variam 

de acordo com a isomeria da molécula (Dickschat, 2011; Oldfield and Lin, 2013, Rudolf et 

al., 2020). 

 

CH2

CH2

CH3

Isopreno                          ácido mevalônico 

(terpeno)                              (terpenóide)  

C
OH

OH

O

OHCH3

 

Figura 4 – Issoprenóides ou alcenos naturais. 

Fonte: Autora, 2023 (ACD/3D Viewer-freeware: ChemSketch Window) 

www.acdlabs.com 

 

Uma classe de terpenos e terpenóides são os isoprenóides (TI), que são produzidos por 

plantas, fungos, raramente por bactérias, mas, estão presentes em todas as formas de vida. A 

http://www.acdlabs.com/
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quimiodiversidade dessa classe de compostos, soma mais de 80.000 substâncias conhecidas e 

caracterizadas. EOs ricos em terpenos/terpenóides são comercialmente valiosos e importantes 

(Blank et al., 2020; Couillaud et al., 2022; Burkhardt et al., 2022), devido as inúmeras 

aplicações na agricultura, cosmética, perfumaria, alimentose medicina. 

A classificação dos terpenos é realizada pelo número de átomos de carbonos presentes 

na molécula, a unidade básica é formada por cinco átomos de carbonos, chamada isopreno 

(C5). A biossíntese de formação dos terpenos, ocorre pela justaposição sucessiva de suas 

moléculas precursoras, o isopentenil difosfato (IPP) e seu isômero dimetilalil difosfato 

(DMAPP) de forma cabeça-cauda ou cauda-cabeça, são produzidos no citosol a partir do 

ácido mevalônico, (MVA) ou nos plastídios a partir do piruvato e 3-fosfoglicerato, (MEP).  

As enzimas envolvidas fazem parte do bloco terpeno sintetases, que produzem os 

diferentes terpenos vegetais, por ciclizações e diversos rearranjos (Rico et al., 2019; Bergman 

et al., 2019, Zhou e Pichersky et al., 2020; Harms et al., 2020; Couillaud et al., 2022). A 

separação entre MVA e MEP é quase inexistente, uma vez IPP e DMAPP sintetizados no 

citosol podem ser desviados para o metabolismo nos cloroplastos, e vice-versa. Dependendo 

da quantidade de unidades isoprênicas, os compostos terpênicos podem ser classificados 

como hemiterpernos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), 

sesquiterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (BISWAS et al., 2009; 

Dickschat, 2011; Harms et al., 2020; Zhou and Pichersky, 2020; Yin e Dickschat, 2023). 

CH2 O

CH3

PP
CH3 O

CH3

PP

Isopentenildifosfato         dimetilalildifosfato                                 Isopentenildifosfato 

CH2 O

CH3

PP

Rota MVA Rota MEP

CH3

CH3 CH3 CH3

O
PP

Farnesildifosfato     Geranildifosfato
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 Figura 5 - Rota biossintética dos terpenos 
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Fonte: Moniz, et al., 2024, (ACD/3D Viewer-freeware: ChemSketch Window) 

www.acdlabs.com. Adaptado BISWAS et al. (2009) e DICKSCHAT (2011). 

 

Para adaptar-se às condições ambientais, as plantas modificam sua composição 

química sem afetar sua aparência externa (fenótipo), essas diferenças ocorrem no 

metabolismo secundário, dando origem a uma grande variedade genética entre espécies, os 

quimiotipos, com propriedades medicinais diferentes (Tavares et al., 2004; Tomazoni et al., 

2016; Ariza Nieto et al., 2018; Pauletti e Silvestre, 2018; Cutrim et al., 2019; Silva et al., 

2021; Maccioni et al., 2021).  

 

1.6  QUIMIOTIPOS DE Lippia 

Quimiotipo é o termo utilizado para definir as diferenças existentes dentro de uma 

mesma especie de plantas e os compostos majoritários, produzidos de forma predominante, 

distinguindo-se por esta característica dos demais indivíduos da mesma espécie. As plantas 

podem ser morfologicamente idênticas e ao mesmo tempo apresentar composição química 

distinta em função de alterações genéticas ou epigenéticas além das ambientais (JANNUZZI 

et al., 2011; LINDE et al., 2016). 

Dentro do gênero Lippia, existe a ocorrência de quimiotipos (QT) para várias espécies, 

um exemplo, é a Lippia alba (L.alba), que apresenta o QT.I - citral, linalol e β-cariofileno, 

QT.II – tagetenone (percentual alto de limoneno e com quantidade variável de carvona ou 

cetonas monoterpênicas), QT.III – Carvona, QT.IV – mirceno/citral, QT.V - terpineno QT.VI 

- 1,8-cineole quimiotipo e QT.VII – estragol (de Albuquerque lima et al., 2021; LINDE et al., 

2016). A atividade biológica dos óleos essenciais, na maioria das vezes estão relacionados a 

um quimiotipo específico da espécie, por exemplo, QT.I repelente (Caballero-Gallardo et al., 

2023), QT. III regula a mobilização lipídica e a adipogênese nos adipócitos (Bonilla-Carvajal 

et al., 2022), QT. VI inseticida (de albuquerque lima et al., 2021), antifúngico (dos Santos et 

al., 2016). Uma outra espécie desse gênero, é a Lippia origanoides, é uma planta aromática 

conhecida por produzir uma diversidade de óleos essenciais, que são classificadas em 

quimiotipos (MONIZ et al., 2023). 

 

1.7 DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 

A expressão doença neurodegenerativa (DN) são neuropatias relacionadas com 

alterações na conformação nativa das proteínas, engloba um grupo heterogêneo de doenças 

complexas que atacam o Sistema Nervoso Central (SNC). Particularidades comuns a todas as 
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doenças neurodegenerativas (DNs) são a perda neuronal e degeneração progressiva de 

diferentes áreas do sistema nervoso, o que resulta em uma disfunção do SNC (AGNELLO; 

CIACCIO, 2022; CHI; CHANG; SANG, 2018).  

As DNs representam um problema de saúde grave em todo o mundo, com taxa de 

incidência crescente (AGNELLO; CIACCIO, 2022; REITH, 2018). A compreensão da 

patogênese das DNs até o momento continua complexa, tem sido observado uma interação 

intrincada entre fatores ambientais, genéticos e epigenéticos. Além do mais, nas últimas 

décadas, nenhum tratamento totalmente eficiente foi desenvolvido para adiar, impedir ou 

prevenir quaisquer DNs (CHENG; LIN; LANE, 2021; DUGGER; DICKSON, 2017). Alguns 

exemplos de DNs são a Doença de Parkinson (DP), Doença de Huntington (DH), Esclerose 

Lateral Amiotrófica (ELA) e doença de Alzheimer (DA) (XIA; WANG; ZHENG, 2022). 

Ainda que bastante heterogêneas, as DNs possuem algumas peculiaridades em 

comum, como por exemplo, a associação com o envelhecimento. Acredita-se que o fator de 

risco mais consistente para DA seja o avançar da idade (PRZEDBORSKI, VILA e 

JACKSON-LEWIS, 2003). A DA é uma desordem neurodegenerativa indicada como a forma 

mais comum de demência entre os idosos. Essa enfermidade é incurável e debilitante, levando 

à perda progressiva de sensação, cognição, neurônios motores e paralisia gradual (BRITO et 

al., 2021; GUEDES DA PAZ et al., 2021; SCOLA; WERNECK; FRANCO, 1996).  

 

1.8 ACETILCOLINESTERASE 

A DA é um transtorno neurodegenerativo progressivo, comum na população maior de 60 

anos, que afeta o desenvolvimento da capacidade mental e bloqueia a função neurocognitiva, 

evidenciada por neurodegeneração. A neurodegeneração é tipificada pela perda neural, 

presença de emaranhados neurofibrilares e placas Aβ (SRIVASTAVA et al., 2015). Ainda 

que a neuropatologia da DA tenha sido bem definida, a explicação do mecanismo que estão 

no desenvolvimento da doença permanecem discutíveis (NEBEL et al., 2018). Com isso, 

algumas teorias foram sugeridas, incluindo suscetibilidade genética, a hipótese da cascata 

amilóide (β-amilóide), o envelhecimento acelerado, apoptose, disfunção da autofagia, 

neuroinflamação, disfunção mitocondrial, estresse oxidativo e a hipótese colinérgica 

(AGGARWAL; MIELKE, 2023).  

A hipótese colinérgica é amplamente aceite e a mesma relaciona que o fator principal da 

DA é a carência do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas regiões neuronais e 

neuromusculares. A escacez da ACh no cérebro deve-se à diminuição da atividade enzimática 

da AChE no neurotransmissor ACh. Quatro em cada cinco medicamentos disponíveis 

comercialmente para o tratamento da DA baseiam-se na hipótese colinérgica 
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(SRIVASTAVA; AHMAD; KHARE, 2021). No entanto, apesar da busca incessante por 

drogas capazes de erradicar a DA, até o presente momento, não existe um tratamento eficaz 

contra essa patologia.  

Modelos experimentais têm sido muito importantes para o aperfeiçoamento, 

comprovação de técnicas e procedimentos já existentes, além da elaboração de protocolos de 

pesquisa e a submissão a comitês de ética (FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005; 

ROSEN; YARMUSH, 2023; SOUZA; GOTTFRIED, 2013; TROILO et al., 2019). O 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) é um dos supermodelos da biologia moderna. É o 

primeiro animal multicelular a ter seu genoma sequenciado, todo seu desenvolvimento celular 

já foi mapeado e suas redes de conexão neural determinadas. O C. elegans evoluiu como 

modelo relevante para o estudo da DA, como modelo farmacológico ideal para rastrear a 

eficácia de candidatos a medicamentos e no estudo do mecanismo de ação subjacente do 

medicamento (GRAY; CUTTER, 2014; PAUL et al., 2020). 

 

1.9  C. elegans COMO MODELO PARA ESTUDOS COM ÓLEOS ESSENCIAIS 

1.9.1 Um pouco da história do C. elegans 

Em 1897, final do seculo XIX, o zoólogo francês Émile Maupas identificou, pela 

primeira vez, o nematódeo Rhabditis elegans (Rhabditis “haste”; elegans “delgado”), no solo 

de Argel, fato este mencionado em sua publicação em 1900 (FÉLIX; BRAENDLE, 2010). 

Maupas em suas descrições ressaltou as funções de alguns nematoides, tais como Rhabditis 

coronata, Diplogaster robustus e Rhabditis elegans, como modelos biológicos de estudo, com 

atenção especial ao Rhabditis elegans. Em 1950, estudos taxonômicos e filogenéticos 

resultaram na divisão das espécies do gênero Rhabditis em vários novos gêneros como o 

gênero Caenorhabditis, no qual foi enquadrado o nematoide Rhabditis elegans, inicialmente 

descrito por Maupas, que passou a ser chamado de Caenorhabditis elegans (Caeno “recente”; 

rhabditis “haste”; elegans “delgado”) (FÉLIX; BRAENDLE, 2010; “History of research on C. 

elegans and other free-living nematodes as model organisms”, 2017; NIGON; 

DOUGHERTY, 1949; TISSENBAUM, 2015)  

 

1.9.2 Descrição do ciclo de vida do C. elegans  

O C. elegans é um nematoide de vida livre que apresenta comprimento de 1 mm na 

fase adulta. O desenvolvimento desse organismo se inicia com o ovo seguido por quatro 

estágios larvais (L1 a L4) e fase adulta. O ciclo de vida é curto, se desenvolve em 3 dias, na 

temperatura de 25 oC, e em meio de cultura com a bactéria Escherichia coli (E. coli), 
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enquanto que na temperatura de 20 oC seu desenvolvimento acontece em 31/2, com o mesmo 

meio de cultura. Na figura 3 é apresentado o ciclo de vida do C. elegans, a 22 oC (KEIL et al., 

2017). Importante destacar que, acima de 25°C, o C. elegans se torna infértil, o que torna 

inviável essa temperatura para o crescimento contínuo dos animais.  
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Figura 3 - Ciclo de vida do Caenorhabditis elegans, a 22 °C, em E. coli. 

Representação de seus 4 estágios larvais (L1 – L4), estágio adulto e estágio dauer (que 

corresponde a uma pausa no crescimento, devido à sua exposição a condições ambientais 

adversas, ex.: ausência de alimento e baixas temperaturas). No estágio dauer, os vermes 

podem permanecer estacionários nos estágios larvaais L1-L2 por mais de 4 meses. Adaptado: 

Worm Atlas. 

 

A forma larval Dauer (“dauer” em alemão significa “duradouro”) é uma forma 

resistente, onde o metabolismo do verme diminui e fica quiescente, sem se alimentar, por 

mais de 4 meses. Porém, após encontrar condições adequadas, o animal Dauer se desenvolve 

direto para a fase L4 e continua seu ciclo de vida (“History of research on C. elegans and 

other free-living nematodes as model organisms”, 2017).  

Na eclosão, o hermafrodita e o macho são quase idênticos morfologicamente; na fase 

adulta, com algumas diferenças sexuais um tanto óbvias, Figura 4. Algumas diferenças 

sexuais surgem de células blásticas onde os padrões de divisão no início são semelhantes, mas 

posteriormente divergem tanto no hermafrodita quanto no macho. No macho, produzem 

estruturas morfologicamente diferentes que atuam antes e durante a cópula. Ademais, o 

desenvolvimento do macho inclui uma profusão de linhagens derivadas de células que não se 

dividem no hermafrodita. Enquanto que no hermafrodita, essas células produzem estruturas 

utilizadas na postura dos ovos e no acasalamento. Eventos de desenvolvimento pós-

embrionário semelhantes ocorrem em outras espécies de nematoides (“History of research on 
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C. elegans and other free-living nematodes as model organisms”, 2017; SULSTON; 

HORVITZ, 1977). 

A ampla maioria dos indivíduos são hermafroditas autofencundantes, e uma pequena 

porcentagem (~0,2%) é formada por machos Figura 4A. Ambos os sexos, são diploides para 

os cinco cromossomos autossômicos. O sexo é determinado pela proporção de cromossomos 

X, os machos apresentam apenas um cromossomo X0, ao passo que os indivíduos XX são 

somaticamente fêmeas, enquanto a linha germinativa é considerada hermafrodita (Figura 4B), 

por ser autofecundante. Os machos possuem uma gônada unilobulada, um canal deferente, e 

uma cauda especializada para o acasalamento. Os hermafroditas são fêmeas cujas gônadas 

produzem espermatozoides temporariamente antes de produzirem oócitos, podem produzir até 

300 descendentes próprios que são fertilizados pelo esperma armazenado. Os ovos são 

liberados fertilizados pelo indivíduo hermafrodita, no entanto, caso haja cópula, os 

espermatozoides do macho serão armazenados, também, na espermateca e terão preferência 

na fecundação, podendo originar até 1.000 descendentes, indicando que o esperma produzido 

por hermafroditas é um fator limitante na autofecundação (CORSI, et al. 2015). Após 

fertilização, o embrião (Figura 4C) se desenvolve dentro do ovo e eclode em 

aproximadamente 12 horas, dando origem à primeira forma larvária (L1). 

 

Figura 4  Diferenças sexuais,visualizadas no C. elegans A) macho L4 (Calda em raio) B) 

hermafordita L4 C) Embrião fertilizado. Fonte: fotos Moniz (2024). 
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1.9.3 C. elegans como modelo animal para estudos in vivo  

Na década de 60, o cientista Sidney Brenner realizou importantes experimentos com 

bactérias, que muitos contribuíram para o surgimento e implantação no campo da Biologia 

Molecular. Nessa época, Brenner, já estava à procura de um modelo que pudesse crescer e se 

desenvolver em laboratório, que fosse de baixo custo para manter e manusear. Brenner 

acretitava que o futuro da investigação biológica residia em organismos modelo e ele escolheu 

o nematoide C. elegans. O nematoide não parasitário de vida livre, C. elegans, foi utilizado 

pela primeira vez, em 1965, por Sydney Brenner, onde foi descrito como organismo modelo, 

apropriado para estudos genéticos, no qual se podia determinar a estrutura completa do 

sistema nervoso (“History of research on C. elegans and other free-living nematodes as model 

organisms”, 2017; SULSTON; HORVITZ, 1977). Desde então, esse nematódeo tem se 

firmado como modelo experimental, multicelular simples de extrema importância para 

estudos de mecanismos moleculares e celulares em diferentes áreas do conhecimento 

(KOMURA et al., 2022; LEUNG et al., 2008). 

O C. elegans, apresenta um número fixo de células no organismo adulto, com 959 

células no corpo do adulto hermafrodita. Possui muitos dos tecidos e órgãos de outros 

animais, como músculos, gônadas, epiderme, trato gastrointestinal e sistema nervoso tudo 

muito simplificado, Figura 5. Um exemplo é o sistema nervoso do hermafrodita que possui 

302 neurônios e seu corpo possui 95 músculos da parede corporal. O macho adulto possui os 

mesmos tecidos e órgão que os hermafroditas, no entanto apresentam 970 células dos quais 

383 são neurônios, a maioria dos neurônios extras é atribuída a função da cauda do macho, 

com sua especialidade em copular (JORGENSEN; MANGO, 2002; SULSTON; HORVITZ, 

1977).  

 

Figura 5 – Sistema nervoso do Caenorhabditis elegans. Adaptado do wormbook.org 



28 

  

 

 

 

Diversos modelos experimentais, in vivo, têm sido utilizados para rastrear a toxicidade 

e atividade farmacológica de óleos essenciais. No entanto, o C. elegans possui inumeras 

vantagens (Figura 6), que o torna não apenas relevante, mas excepcionalmente interessante 

como organismo vivo para modelar uma série de doenças, incluindo DNs. Devido a cerca de 

dois terços de suas proteínas serem homólogas e ~38% ortólogas ao genoma humano, sendo 

que 59% desses genes estão relacionadas a DNs, incluindo a DA (APOSTOLAKOU et al., 

2021; JOHNSON; BEHBEHANI; BUSS, 2022; KE et al., 2021; KHAN; JAIN; 

OLOKETUYI, 2018; MARKAKI; TAVERNARAKIS, 2020; RUSZKIEWICZ et al., 2018; 

VAHDATI NIA et al., 2017; ZHANG et al., 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 6. Vantagens de utilizar C. elegans como um organismo modelo para estudo, 

incluindo estudos relacionados ao envelhecimento e a doenças associadas a idade. O fácil 

cultivo em placas de ágar semeadas com bactérias; fácil manutenção por crioestocagem; 

crescimento populacional acelerado; facilmente observado ao microscópio, por ser 

transparente e por seu tamanho corporal; genoma 100% sequenciado; sistema neuronal de 

fácil identificação.  
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1.9.4 Tipos de acetilcolinesterase em C. elegans  

O neurotransmissor acetilcolina (ACh) encontra-se amplamente distribuído no 

músculo esquelético dos vertebrados. Sendo a ACh o principal neurotransmissor excitatório 

nas junções neuromusculares do C. elegans, utilizado como sinalização colinérgica nos 

músculos da parede corporal para realizar sua locomoção sinoidal (DAVIS; TANIS, 2022). O 

sistema nervoso do C. elegans possui 118 células, das quais 52 usam a ACh, o que o torna o 

neurotransmissor mais utilizado. Todas as enzimas de mamíferos que sintetizam ACh (colina 

acetiltransferase) e hidrolisam ACh (AChE, acetilcolinesterase), bem como transportadores e 

receptores inerentes ao sistema colinérgico, possuem todos homólogos em C. elegans. 

(SCHETINGER et al., 2019; WANG et al., 2024). A transmissão colinérgica está envolvida, 

direta ou indiretamente, no desenvolvimento do C. elegans, incluindo acasalamento dos 

machos, postura de ovos, alimentação e locomoção. 

O gene unc-17 no C. elegans codifica o transportador de ACh necessário para a 

carregar nas vesículas sinápticas, sendo esse um dos fatores que a torna tão essencial para 

toda a neurotransmissão colinérgica, nesse animal. Assim sendo, mutações no gene unc-17 

produzem déficit nas funções neuromusculares do C. elegans, conferindo um fenótipo 

descoordenados, enquanto os animais tipo selvagens traçam ondas suaves e sinuosas à medida 

que se movem; os mutantes unc-7 fazem curvas ou torções irregulares ao longo de seus 

corpos, principalmente quando avançam, na superfície do ágar. Além do mais, mutantes nulos 

do gene unc-17, são letais, o que demonstra sua importância como transportador vesicular de 

ACh. No entanto, outros mutantes hipomórficos (função reduzida) viáveis foram isolados, 

sendo a maioria resistentes a inibidores da AChE, como o aldicarbe BRENNER, 1974 

(ALFONSO et al., 1993; MATHEWS et al., 2021; OH; KIM, 2017; OPPERMAN; CHANG, 

[s.d.]; SERRANO-SAIZ et al., 2020; STARICH; HERMAN; SHAW, 1993). 

O tratamento do C. elegans com aldicarbe causa acúmulo de ACh nas junções 

neuromusculares do verme, levando à paralisia aguda. Mutações que diminuem a liberação de 

ACh conferem resistência à paralisia e letalidade induzidas pelo aldicarbe (SIEBURTH et al., 

2005).  

O C. elegans possui três classes farmacológicas de AChE, são elas a classe A, B e C 

e são codificadas por quatro genes ace que controlam a expressão de classes distintas da 

AChE, enzimas responsável pela hidrolise do neurotransmissor ACh. Assim, a AChE-A é 

codificada pelo gene ace-1 a AChE-B pelo gene ace-2 e a AChE-C, codificada pelo gene 

ace-3, existe um quarto gene, ace-4, que acreditasse codificar uma proteína não funcional. 
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O gene ace-1 são encontrados em todas as células da parede corporal e dos músculos 

vulvares enquanto que o gene ace-2 é expresso quase que totalmente nos neurônios e são 

responsáveis pela maior parte da hidrólise da acetilcolina no C. elegans, ao passo que o 

gene ace-3 está instalado em diversas células musculares da faringe e nos dois neurônios 

associados ao canal (células CAN) e o ace -4 não é funcional. Os genes ace-1 e ace-2 

codificam 95% de todas as atividades da AChE do verme, fazem parte da classe A e B, 

respectivamente. Os Mutantes ace-1 ou ace-2, individualmente apresentam apenas 

fenótipos sutis, embora o mutante duplo ace-1:ace-2 são fortemente descoordenados. 

(COMBES et al., 2003; CULETTO et al., 1999; HAN et al., 2016; JOHNSON; HERMAN; 

STERN, [s.d.], p. 1988) 

 

1.9.5 Caenorhabditis elegans para ensaios com óleos essenciais 

Nas últimas décadas há um esforço crescente para a descoberta de novos fármacos, 

que melhorem os sintomas relacionados ao envelhecimento ou até mesmo uma forma de 

reduzir os riscos de adquirir uma dessas patologias (Arruda et al., 2020). Dentre as 

alternativas para se encontrar um novo fármaco, está a utilização de plantas medicinais e de 

seus óleos essenciais (OEs), trazidas pelos povos originários e acompanha o processo 

evolutivo da humanidade (ARRUDA et al., 2020; COAN; MATIAS, 2014; COUTINHO; 

TRAVASSOS; DO AMARAL, 2002; HUSSAIN et al., 2022; MALEŠ et al., 2019). Há muito 

tempo os OEs são utilizados na medicina popular para o tratamento de várias DNs 

relacionadas ao envelhecimento, devido seu potencial neuroprotetor contra EROs , estresse 

oxidativo e antienvelhecimento (AYAZ et al., 2017). 

As atividades biológicas dos OEs estão relacionadas aos seus constituintes e os 

componentes fenólicos. Os monoterpenóides, fenólico, carvacrol e timol, derivado natural do 

cimeno e isômero do carvacrol, são encontrados em óleos essenciais de diversas plantas 

aromáticas tais como, tomilho (Thymus vulgaris), erva-pimenta (Lepidium flavum), bergamota 

selvagem (Citrus aurantium bergamia) (HOU et al., 2020; SALEHI et al., 2018; SHARIFI-

RAD et al., 2018), salva do campo ou alecrim-pimenta (Lippia sidoides), orégano mexicano 

(Lippia berlandieri Schauer) (CHACÓN-VARGAS et al., 2022), e outras espécies (PENHA 

et al., 2021).  

Trabalhos têm sido realizados considerando os efeitos sinérgicos ou antagônicos dos 

compostos majoritários ou quimiotipicos de EOs de plantas aromáticas, para avaliar a 

toxicidade, desenvolvimento, reprodução (LANZERSTORFER et al., 2021), sobrevivência 
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(WU et al., 2019) utilizando o modelo animal C. elegans além de outras atividades, conforme 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Trabalhos com óleos essenciais utilizando o modelo C. elegans 

Planta/ 

Composto 

Concentração do 

óleo 

Cepa Atividade Controle 

positivo 

ou 

negativo 

Autor 

Rosa Rugosa 

Thunb 

0, 10, 20, 30, 40, 

50 μg/mL 

N2, BZ555 e 

OW13 

Doença de 

Parkson 

n-

butilidenef

talida 

MUHA

MMAD 

et al., 

2023 

Panax 

ginseng CA 

Meyer  

0, 12,5, 25 e 50 

μg/mL 

N2; BC12921 

e FX776 

Antienvelhecimen

to 

verme WANG, 

Lixin et 

al., 2022 

Cinnamomu

m cassia e 

Syzygium 

Aromaticum 

50, 100 e 150 

µg/mL 

SS104 glp-4 

(bn2ts) 

Inibição da 

formação de 

biofilme 

Gentamici

na 

LANG et 

al., 2021 

Hedychium 

coronarium 

0.80 mg/mL e 

0.08 mg/mL 

N2 e UVR15 Anti-helmíntica Ivermectin

a 

LIMA et 

al., 2021 

Ilex 

paraguariens

is 

2 e 4 mg/mL N2 e CL2006 Toxicidade 

induzida pela β-

amiloide 

Cafeína MACHA

DO et 

al., 2021 

Eugenia 

brejoensis L. 

8 a 516 μg/mL AU37 Antimicrobiana 

 

Verme e 

E. coli 

BEZER

RA 

FILHO 

et al., 

2020 

Cryptocarya 

alba e Laurel

ia 

sempervirens 

50–0,39 mg/mL N2 bactericida verme TOUMA 

et al., 

2020 
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Mansoa 

alliacea 

0,01; 0,1; 1; 10; 

100; 1000 

μg/mL 

N2 Leishmanicida e 

nematicida 

Sal de 

antimônio 

(III) 

 

de 

MELO et 

al., 2019 

Carvacrol e 

timol 

0, 1, 10, 100, 

1000, 10000, 

100000nM 

N2 Anti-helmintíco Verme MARJA

NOVIĆ 

et al., 

2018 

Kushui rose 0,1; 0,2 0,4; 0,8 

1,6 mg/mL 

MT2124,  

TJ356, 

CF1553, 

AM263, 

TJ375, 

CL2166 

Antitumoral 

 

N-acetil-

L-cisteína 

e paraquat 

LIU et 

al., 2018 

Rosa Rugosa 

Thunb 

20 μg/mL N2, CL2006, 

TJ356, 

LG333, 

CL2166, 

CL4176, 

CL2355, 

CL2122 

Doença de 

Parkson 

N2 

controle 

negativo 

para 

depósito 

de Aβ. 

ZHU et 

al., 2017 

Fonte: Autora. 

 

Todos esses trabalhos reforçam a importância de C. elegans, como modelo vivo útil, 

interessante e de baixo custo, para avaliar as propriedades toxicológicas de substâncias 

bioativas, sejam elas de fonte microbiana, animal ou vegetal (FUENTES et al., 2022; KIM; 

KIM; LEE, 2016). 
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1.10  OBJETIVO GERAL 

✓ Estudo da composição química do óleo essencial extraído das folhas frescas da 

espécie Lippia origanoides Kunth, e avaliação da sua atividade antioxidante e potencial 

inibidor da acetilcolinesterase em Caenorhabditis elegans. 

 

1.11  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

✓ Preparação e caracterização química do óleo essencial das folhas de Lippia 

origanoides Kunth (OELO) 

✓ Avaliação da(s) atividade(s) antioxidante do OELO, in vitro 

✓ Avaliação da citotoxicidade do OELO, in vitro   

✓ Avaliação da toxicidade do OELO, in vivo, em modelo animal C. elegans. 

✓ Analisar o tratamento com o OELO no Estresse Oxidativo no modelo animal C. 

elegans. 

✓ Analisar a paralisia no modelo animal C. elegans, com o tratamento do OELO. 
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CAPÍTULO 1 – QUIMIOTIPOS DE Lippia origanoides Kunth NA AMAZONIA E SUA 

IMPORTÂNCIA FARMACOLÓGICA: UMA REVISÃO. (Publicado na revista 

Cuadernos de Educación Y Desarrollo, DOI: 10.55905/cuadv15n12-030, Qualis Capes 

A4) 
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RESUMO 

 

Lippia origanoides Kunth (L. origanoides), popularmente conhecida na região 

amazônica como alecrim-pimenta, salva-de-marajó e salva-do-campo, é uma planta medicinal 

bastante utilizada por suas propriedades farmacológicas para tratamento de diversas doenças, 

principalmente as relacionadas ao sistema digestivo, respiratório e antimicrobianos, além de 

ser utilizada como especiaria na culinária tradicional. Estudos têm demonstrado que o óleo 

essencial de L. origanoides (OELO) possui potencial antioxidante, in vitro, correlacionando 

essa atividade aos quimiotipos que, de certa forma, individualiza seus óleos essenciais com 

quimiotipos (QT) Q.TA caracterizado por p-cimeno, α- e β-felandreno, limonemo e 1,8-

cineol, QT.B carvacrol, QT.C timol, QT.D 1,8-cineol e QT.E E-metil cinamato e E-nerolidol. 

No sistema único de saúde do Brasil (SUS) a L. origanoides é utilizada por suas propriedades 

antimicrobianas. Neste sentido, o objetivo desta revisão foi realizar um levantamento 

bibliográfico dos últimos cinco anos do óleo essencial de L. origanoides e seus quimiotipos 

para aplicação em diferentes atividades farmacológicas. Os trabalhos selecionados reforçam 

as propriedades antimicrobianas, antiparasitária, anti-inflamatória, além de efeito sedativo 

para peixes e evidencias de inibição da acetilcolinesterase, in vitro, no mosquito Aedes 

aegypti, atividades essas intimamente relacionadas à composição química do OELO. Com 

essa revisão foi possível reafirmar a importância da identificação e quantificação, uma vez 

que sua atividade está associada ao quimiotipo composição do OELO. 

 

Palavras-chave: óleo essencial, salva do campo, alecrim-pimenta, antimicrobiano, 

antioxidante, inibidor da acetilcolinesterase 
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1 INTRODUÇÃO 

A flora brasileira catalogou cerca de cinquenta mil espécies, classificadas como 

nativas, cultivadas e naturalizadas. Essas espécies são encontradas em mais de nove 

ecossistemas diferentes, dos quais se destaca o ecossistema amazônico (CARVALHO et al., 

2018; O’LEARY et al., 2012). 

A família Verbenaceae J.St.-Hil envolve uma grande variedade de plantas com flores, 

caracterizadas como espécies arbustivas, arbóreas, herbáceas, trepadeiras e subarbustivas 

(CARDOSO et al., 2018; CARDOSO; SALIMENA, 2019; JOSHI et al., 2018; OLIVEIRA et 

al., 2014). São plantas de grande valor econômico, pela beleza exótica de suas flores (NEGI et 

al., 2019) e pelos fitoconstituintes bioativos (LU et al., 2021) presente em extratos e óleos 

essenciais (ARAGÃO et al., 2021; PEREIRA, Pedro S. et al., 2021), utilizados como 

digestivo, carminativo, antipirético, antitussígeno, antisséptico e cicatrizante 

(MOHAMMADHOSSEINI et al., 2022; TRINDADE et al., 2021; TOUMA et al., 2020). 

O gênero Lippia é o segundo maior da família Verbenaceae (OUKERROU et al., 

2017). São plantas de grande importância, possuem diversas atividades farmacológicas como: 

antimicrobiana, analgésica, antifúngica, além de compostos que atuam no sistema 

imunológico (SALES et al., 2022; SPYRIDOPOULOU et al., 2021; TRINDADE et al., 2021; 

VILELA et al., 2020). 

A espécie Lippia origanoides Kunth (L. origanoides) faz parte de uma lista de 71 

plantas de uso medicinal e fitoterápico de interesse do Sistema Único de Saúde do Brasil 

(SUS) (ANVISA, 2023), devido à ação analgésica, antitérmica, antimicrobiana, 

antiespasmódica e anti-inflamatórias (ALMEIDA et al., 2018; BRAZIL, 2006), grande parte 

dessas atividades farmacológicas estão relacionadas aos compostos majoritários e aos seus 

quimiotipos.  

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar o levantamento bibliográfico em base de 

dados acerca da diversidade de atividades biológicas relacionadas aos quimiotipos do óleo 

essencial de Lippia origanoides Kunth (OELO), extraído por hidrodestilação das partes 

aéreas, com devida identificação (CGMS) e quantificação (CGFID) dos compostos. 

2  ÓLEOS ESSENCIAIS COMO FONTE DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
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Os metabólitos secundários, como os fenólicos, terpênicos, entre outros, são 

compostos envolvidos no mecanismo de defesa das plantas, atuando na resistência a fatores 

ambientais, de forma a aumentar sua capacidade de sobrevivência (LIANG; MCKINNON; 

RANKIN, 2020). A produção desses metabólitos varia de acordo com a região, o ciclo 

circadiano, a sazonalidade e os estresses bióticos e abióticos (FERRAZ et al., 2018; 

JANAÍNA S. PIRES et al., 2017; MONTEIRO et al., 2007; PEREIRA et al., 2018; 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINA GERAIS et al., 2022). Geralmente são óleos 

voláteis obtidos de diferentes partes de plantas aromáticas, normalmente com odor agradável 

(PÉREZ ZAMORA; TORRES; NUÑEZ, 2018; WANI et al., 2021). 

Os óleos essenciais (OEs) possuem diversas atividades medicinais (BONANOMI; DE 

FALCO, 2022; HARO-GONZÁLEZ et al., 2021; BEZERRA FILHO et al., 2020; KOYAMA; 

HEINBOCKEL, 2020; MOTTI; PLANT et al., 2019), incluindo antibacteriano (Da SILVA, et 

al., 2022), antimicrobiano (RIBEIRO et al., 2021), antifúngico, antiviral (WANI et al., 2021), 

antioxidante (REYES-BECERRIL et al., 2021), potencial neuroprotetor (POSTU et al., 2020; 

HUANG et al., 2019) e inibidor da acetilcolinesterase (ELDUFANI; BLAISE, 2019; MONIZ 

et al., 2019; PATEL et al., 2018; SRIVASTAVA et al., 2015). 

O interesse pelos OEs reside em diferentes áreas do conhecimento com as mais 

variadas aplicações na indústria química como bioinseticida  (DE ALBUQUERQUE LIMA et 

al., 2021; LIMA et al., 2021; OLIVEIRA, SANTOS et al., 2020), antifúngicos (ORTEGA-

CUADROS et al., 2020; ROSANI et al., 2019), em cosméticos (GIMENES et al., 2021; 

SAGBO; MBENG, 2019), alimentos (MORONI; AIS; O’LEARY, 2022; LASCURAIN-

RANGEL et al., 2022; BAUTISTA-HERNÁNDEZ et al., 2021) e farmacêutica, devido às 

suas propriedades anti-hipertensivas, anti-inflamatórias, atividades analgésica e antipirética, 

antimalárica, antimicrobiana ( LUCCA et al., 2022), antioxidante (MOLLER et al., 2020; 

JOSHI et al., 2018) e inibidor da acetilcolinesterase (KOBENAN et al., 2022; LI et al., 2020; 

MONIZ et al., 2019; SAIDI et al., 2020). 

Os terpenos são alcenos naturais com ligação dupla entre dois carbonos (C=C), 

quando estão ligados a um oxigênio, são chamados de terpenóides (BONCAN et al., 2020), 

juntos constituem a maior classe de substâncias derivadas de plantas, com grande variedade 

estrutural e funcional, devido aos aspectos tridimensionais da molécula. OEs ricos em 

terpenos e terpenóides são comercialmente valiosos e importantes (BURKHARDT et al., 

2022; COUILLAUD; DUQUESNE; IACAZIO, 2022), devido às inúmeras aplicações nas 

indústrias de beleza (BIAŁOŃ et al., 2019), alimentícia (HARO- GONZÁLEZ et al., 2021) e 
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farmacêutica  (DE ALMEIDA et al., 2018; DINIZ DO NASCIMENTO et al., 2020). Na 

Figura 1, encontram-se algumas dessas substâncias bioativas (ANANDAKUMAR; 

KAMARAJ; VANITHA, 2021; EDDIN et al., 2021; GUILLÍN et al., 2021; MARTINEZ-

FINLEY et al., 2020; PERGOLIZZI et al., 2018; SOUSA et al., 2021). 
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Figura 1 - Terpenos e terpenóides bioativos utilizados nas indústrias. 

Fonte: Moniz, et al., 2023 (ACD/3D Viewer-freeware: ChemSketch Window- 

www.acdlabs.com).  

 

Ao se adaptarem às condições ambientais, as plantas modificam sua composição 

química sem afetar seu fenótipo, dando origem a uma grande variedade genética entre as 

espécies, identificados como quimiotipos, com propriedades medicinais diferentes (ARIZA 

NIETO; ORTIZ; TELLEZ, 2018; MACCIONI et al., 2021; PAULETTI; SILVESTRE, [s.d.]; 

TOMAZONI et al., 2016). 

 

2.1  QUIMIOTIPOS DE Lippia origanoides Kunth 

A Lippia sidoides (syn Lippia glandulosa Schauer) é uma espécie da família 

verbenaceae, possui 23 sinonímias, incluindo Lippia origanoides Kunth (CARDOSO; 

SALIMENA, 2019; O’LEARY; CARDOSO; SCHAEFER, 2020). Conhecida popularmente 

como alecrim-pimenta, estrepa cavalo e salva-do-campo, em Roraima, é uma planta medicinal 

com utilizações variadas, que vão desde a aromatização, cozinha tradicional e como inibidor 

de apetite. Na região amazônica, é utilizada principalmente no tratamento de doenças 

gastrointestinais, respiratórias, cólicas infantis, diarreia, flatulência, inflamação uterina e febre 

(DE ALMEIDA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2014), e no tratamento da tosse (MILLIKEN, 

2021). São espécies de abustos ou subarbustos, monóicos (Figura 2 A), inflorescências, 

espigas axilares, tetragonais, axila, brácteas imbricadas, dispostas em 4 fileiras, lanceoladas, 

foliáceas (Figura 2 B), folhas opostas, lâmina oval, oval-elíptica ou oblonga, cartácea, 

aromáticas (Figura 2 C), ramos inermes, eretos, cilíndricos, hirsutos (Figura 2 D), espécime 

http://www.acdlabs.com/
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catalogado no herbário da Universidade Federal de Roraima (RIBEIRO et al., 2021; 

CARDOSO et al., 2018). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Aspectos gerais da espécie Lippia origanoides Kunth. 

    A) Erva B) inflorescência C) óleo essencial D) exsicata. 

 Fonte: Moniz et al. (2023). 

 

A diferença na atividade biológica dos OEs de plantas morfologicamente idênticas, 

normalmente, está relacionada aos diferentes quimiotipo da espécie. Quimiotipos, são 

compostos produzidos de forma predominante, por uma mesma espécie de planta 

morfologicamente idêntica, mas que ao mesmo tempo apresenta sua composição química 

(compostos majoritários) divergente em consequência de modificações genéticas ou 

epigenéticas (BIAŁOŃ et al., 2019; CABALLERO-GALLARDO et al., 2022; JANNUZZI et 

al., 2010), com função de defesa das plantas (SOUZA; VIEIRA; PUTTI, 2018; WANI et al., 

2021). 

A L. origanoides é reconhecida em quimiotipos, devido à grande variação na 

constituição fitoquímica de seus OEs, intrarregional e/ou inter-regional. Atualmente, existem 

sete QT (Figura 3), relatados para OELO. Os principais compostos quimiotipos são: Q.TA 

caracterizado por p-cimeno, α e β-felandreno, limoneno e 1,8-cineol; QT.B carvacrol; QT.C 

rico em timol (timol > 50%); QT.D timol; QT.E 1,8-cineol e α-felandreno; QT.F  p-cimeno, 
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1,8-cineol (Eucaliptol), β-felandreno, éter metílico do timol; QT.G por p-cimeno, éter metílico 

do timol, timol, y-terpineno, (CHACÓN-VARGAS et al., 2022; O’LEARY et al., 2012; 

VEGA-VELA; DELGADO-ÁVILA; CHACÓN-SÁNCHEZ, 2013). É importante enfatizar 

que o rendimento do OELO e a concentração de seus quimiotipos não estão relacionados ao 

sistema de manejo da planta e sim aos fatores genéticos (LLAMAS-TORRES et al., 2022; 

MORENO et al., 2022). Estudos recentes demonstram que os compostos bioativos dos OEs, 

geralmente monoterpenos, estão associados aos quimiotipos, bem como aos efeitos sinérgicos 

existentes entre as moléculas (DE SOUZA et al., 2021; LEAL-SÁENZ et al., 2019; SOUZA 

et al., 2019).  
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Figura 3 - Quimiotipos reconhecidos para o OELO. 

Fonte: Moniz, et al., 2023 (ACD/3D Viewer-freeware: ChemSketch Window- 

www.acdlabs.com).  

 

http://www.acdlabs.com/
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2.2  ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS QUIMIOTIPOS DO OELO 

Nas últimas décadas, a busca por novos medicamentos para o tratamento de doenças 

infecciosas causadas por microrganismos tem aumentado, pois muitas cepas de vírus, fungos 

e bactérias desenvolveram resistência aos antibióticos (CANHOS et al., 2015; DOS SANTOS 

et al., 2019). 

Os OEs possuem diversas propriedades terapêuticas e medicinais e fornecem diversos 

compostos bioativos com potencial para serem utilizados no tratamento de diversas doenças 

de origem alimentar (BRNAWI et al., 2019), nutracêuticos, intermediários para drogas 

sintéticas (BRNAWI et al., 2019; PHUYAL et al., 2020; REIS et al., 2020), e farmacêutica 

com potencial relevante para a descoberta de novos agentes antimicrobianos de origem 

natural (BRNAWI et al., 2019; BROCHOT et al., 2017; PHUYAL et al., 2020; REIS et al., 

2020). A atividade antimicrobiana, antifúngica, antiparasitária, anestésica, sedativa, 

antibiofilme anti-inflamatória e inibidores da AChE, são associadas aos constituintes 

majoritários dos OEs de plantas aromáticas como timol/carvacrol e/ou ao sinergismo entre as 

demais substâncias dos EOs, tabela 1. 

 

Tabela 1 - Quimiotipos do óleo essencial de Lippia origanoides associados à suas 

atividades farmacológicas 

QT/Compost

os 

majoritários M
o
d

el
o

 

Resultados principais 

A
ti

v
id

a
d

e

s Autores 

QT.B-

Carvacrol-

35%, p-

cimeno-

14.4%, timol-

8.0%, 

QT.D-Timol-

49.4%, p-

cimeno-

19.1%, γ-

terpineno-

9.2% 

Aedes aegypti 

EOLO QT.B e QT.D mostraram 

o maior atividade com taxa de 

mortalidade superior a 75% na 

concentração de trabalho. 

Atividade inseticida com LC50 

inferior a 100 µg/mL em 24 h. O 

EOLO reduz a taxa de consumo 

de oxigênio em 53,5% e a 

redução da atividade succinato 

oxidase em A. aegypti foi de 

59,8%. Viabilidade celular em 

células VERO 45,59 ± 6,8. 

Atividade larvicida (QT.D 73% 

± 2,2, QT.B 95% ± 2,1a 100 

ppm), inibição da 

acetilcolinesterase (22,9%). 

In
ib

id
o
r 

d
a 

A
C

h
E

 

(DUQUE et 

al., 2023) 
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QT.B-

Carvacrol-

44.50% 

p-cimeno-

14.06% 

Timol-7.99% 

Pterophyllum 

escalare 

Indução anestésica - não houve 

mortalidade após 72 h de 

exposição com EOLO. Foram 

anestesiados nas concentrações 

para os peixes juvenis-I 25 mg/L 

e II 50 mg/L de EOLO. 

S
ed

at
iv

o
 

A
n
es

té
si

co
  

(DE 

OLIVEIRA et 

al., 2022) 

QT.B-

Acetofenona-

32.75% 

carvacrol-

30.37% 

α-

Himachaleno-

10.38% 

Trichogramm

a 

pretiosumRile

y e ovos de 

Spodoptera 

frugiperda 

Toxicidade residual LC50 = 

17,2% e 36,2%. Ovos 

pulverizados (0,01%), reduziu 

as taxas de parasitismo em 

56,0%, emergência de adultos 

em 92,9%. Concentração 

seletiva de 0,01% para fêmeas. 

Seletividade em adultos 88,0% 

emergência 

In
se

ti
ci

d
a
 

In
ib

id
o
r 

d
a 

A
C

h
E

, 

(SOMBRA et 

al., 2022) 

QT.B-

Carvacrol-

41.5%, 

p-cimeno- 

18.4% 

-terpinene-

17.0% 

Reações 

químicas 

IC50 no ABTS 110 μg/mL; 

DPPH >1000 μg/mL, hidroxila 

484 μg/mL, β-caroteno 215 

μg/mL e TBARS 527 μg/mL. 

A
n
ti

o
x
id

an
te

 

(TEIXEIRA et 

al., 2023) 

QT.B-

Carvacrol-

53.89% 

E-cariofileno-

5.86% 

Linalol-5.84% 

Biciclogermac

reno-4.16%  

p-cimeno-

4.03% 

Camundongo 

O EOLO reduziu de maneira 

dose-dependente nas contrações 

(1–729 μg/mL). Em 3 μg/mL o 

logEC50 = 0,41 ± 0,05. Na 

indução pela ocitocina (10-2 

UI/mL) o EOLO relaxou o útero 

a 81 μg/mL, com valor de 

logEC50 = 1,98 ± 0,07. Nas 

contrações induzidas por 

carbacol (1 μM), o EOLO 

relaxou o útero a 9 μg/mL, com 

o valor de logEC50 = 1,42 ± 

0,07 e nas contrações induzida 

por KCl (60 mM), na 

concentração de 27 μg/mL, com 

valor logEC50 de 1,53 ± 0,05, 

exibindo efeito dose-

dependente. 

A
n
ti

-i
n
fl

am
at

ó
ri

o
 

(MACÊDO et 

al., 2022) 

QT.B-

Carvacrol-

44.5% 

p-cimeno-

14.06% 

 terpineno-

12.43% 

Staphylococc

us spp. 

Staphylococc

us aureus 

MIC 560 μg/mL 

MBC 613 μg/mL 

A
n

ti
b
ac

te
ri

an
o

 

(FURLANI et 

al., 2021) 
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QT.B-

Carvacrol-

58.6%, p-

cimeno-

6.27%, β-

Cariofileno-

4.13% 

Acanthosceli

des obtectus 

Say 

Foram avaliadas quatro doses de 

EOLO (12, 24, 60 e 120 μL) por 

15 dias. A mortalidade dos 

insetos foi de 85,00 ± 4,07% na 

dose 120 μL. As doses 60, 24 e 

12 μL foram capazes de matar 

70,07, 70,16 e 68,79% dos 

adultos avaliados 

In
se

ti
ci

d
a 

(RODRÍGUEZ 

GONZÁLEZ 

et al., 2020) 

QT.B-

Carvacrol-

53,89% 

E-cariofileno-

5,86% 

Linalol-5,84% 

Streptococcus 

mutans 

(biofilme) 

MIC 40 μg/ml, MBC ausente. A 

Redução no crescimento 

bacteriano foi > 97% enquanto o 

controle reduziu em 70%. 

A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o
  

 A
n
ti

b
io

fi
lm

e 

(OLIVEIRA, 

et al., 2020) 

QT.B-

Carvacrol-

40.73% 

ρ-cimeno-

13.63% 

Timol-8.19% 

γ-terpinene-

5.43% 

β-linalol-

4.19%. 

Aeromonas 

hydrophila, 

Citrobacter 

freundii,  

Raoultella 

ornithinolytic

a Rhamdia 

quelen 

Aeromonas hydrophila MIC 0,2, 

MBC 0,2, mg/mL. Citrobacter 

freundii MIC 0,8 mg/mL MBC 

0,8 mg/mL. Raoultella 

ornithinolytica MIC-0,8 mg/mL 

MBC 0,8, mg/mL. Não 

infectado + OE 2,5 mg/mL 

mortalidade 0/12 longevidade 

30 ± 0,0, Não infectado + OE 

(5,0 mg/mL) mortalidade 0/12 

longevidade 30 ± 0,0 

A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o
  

(BANDEIRA 

JUNIOR et al., 

2019) 

QT.B-

Carvacrol-

47.2% 

Timol-12.8% 

p-cimeno-

9.7% 

Colossoma 

macropomum 

Sedação variando de 20,17 a 

34,80 ± 3,01 e anestesia 

profunda 21,00 ± 0,55 a 27,67 ± 

3,41. 25 μL/L (Sedação 

95,80±9,14 s, Anestesia 

profunda 829,14±43,86 s 

Recuperação 368,16±46,47 s). 

200 μL/L (Sedação 66,20±3,38 

s, Anestesia profunda 

(85,20±3,30 s) e Recuperação 

(1416,34±55,98 s) 

A
n
es

té
si

ca
 

(SILVA et al., 

2019) 

QT.B-

Carvacrol-

48,31% 

p- cimeno-

9,11% 

Timol 8,78% 

E-cariofileno-

6,74% 

2,5dimetoxiac

etofenona-

6,63% 

Linalol-4,10% 

γ-terpineno-

Aedes aegypti 

Tetranychus 

urticae 

Cerataphis 

lataniae 

O IC50 de inibição da AChE = 

16,93 μg/mL. DPPH: IC50 = 8,4 

± 0,1 μg/mL, ABTS: 691,8 ± 

44,3 μM TEs/g (equivalentes 

Trolox) e FRAP: 933,1 ± 8,1 

μM Eq Fe(II)/g]. Avaliado para 

T. urticae (LD50 =25,1 ± 1,1 

μg/mL por 24 h) e para C. 

lataniae (LD50 =6,6 ± 0,5 

μg/mL por 24 h, e LD50=2,7 ± 

0,6 μg/mL por 48 h). O 

potencial larvicida LD50=187,3 

± 0,9 μg/mL após 24 horas." 

A
ca

ri
ci

d
a,

 i
n
se

ti
ci

d
a 

A
n
ti

o
x
id

an
te

 

In
ib

id
o
r 

d
a 

A
C

h
E

 

(MAR et al., 

2018) 
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3,84% 

QT.B-

Carvacrol-

53,89% 

E-cariofileno-

5,86% 

Linalol-5,84% 

p-cimene-

4,03% 

Timol-4,00% 

Traqueia de 

camundungo 

Traqueia de cobaia pré-

contraída com KCl 60 mM CE50 

= 30,02 μg/mL], histamina 1 

µM CE50 =9,28 μg/mL ou 

carbacol 1µ M CE50 =51,80 

μg/mL. Na presença do óleo 

essencial a CE50 de 

glibenclamida 4,25 (2,71–6,66) 

μg/mL e CsCl CE50 7,89 μg/mL. A
ti

v
id

ad
e 

E
sp

as
m

o
lí

ti
co

  

(MENEZES et 

al., 2018) 

QT.B-

Carvacrol-

47,20% 

Timol-12,80% 

p-cimeno-

9,70% 

Rhamdia  

quelen 

A concentração do óleo 

essencial (25-300 μL/L) para 

determinar o tempo de indução 

à sedação, anestesia e 

recuperação. 

S
ed

at
iv

o
  

A
n
es

té
si

co
  

(BECKER et 

al., 2018) 

QT.C-Timol-

83.53% 

p-cimeno-

5.92% 

Cariofileno-

4.31% 

E. aerogenes 

K. 

pneumoniae, 

P. aeruginosa 

S. 

Typhimurium 

S. aureus 

Atividade antibacteriana - MIC 

10 μL/mL e MBC < 10 μL/mL, 

diâmetro das zonas de inibição 

para S. aureus 26,6 mm a 160 

µL/mL A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o

 

(SILVA et al., 

2022) 

QT.C-Timol-

72.2% 

p-cimen0-

8.1% 

E-cariofileno-

4.9% 

Colossoma 

macropomum 

Nas concentrações de 20 a 50 

mg/L, os peixes atingiram todos 

os estágios da anestesia e o 

tempo médio variou de 270,9 a 

211,6 s. Nas concentrações de 

30 a 50 mg/L, o tempo médio de 

recuperação variou de 476,0 a 

711,5 s (7,9 a 11,9 min). 

S
ed

at
iv

o
 

A
n
es

té
si

co
  

(BRANDÃO 

et al., 2021) 

QT.C-Timol-

32.7% 

Carvacrol-

18.8% 

trans-

caryophyllene-

6.4% 

E. coli 

 S. aureus 

EOLO MIC50 - 0,45 mg/mL, 

porcentagem de inibição da 

formação de biofilme foi 

superior em 70% a MIC50. O 

EOLO reduziu o efeito 

hemolítico do S. aureus em 

54%, em E. coli diminui a 

capacidade de mobilidade 

nadando em 55% 

A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o

 

A
n
ti

b
io

fi
lm

e 

(MARTÍNEZ 

et al., 2021) 
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QT.C-Timol-

78.20%, ρ-

cimeno-

5.76%, E-

cariofileno-

3.53% 

Reações 

químicas 

DPPH = 27,34 μg/mL e CS-

CAEO 34,48 μg/mL, ABTS = 

365,9 ± 12,1 mg de trolox/g e 

CS-CAEO 396,2 ± 10,7mg de 

trolox/g, FRAP = 68865,11 ± 

321,40 μM de sulfato ferroso/ g 

e CS-CAEO 255,49 ± 17,69 μM 

de sulfato ferroso/g. 

A
n
ti

o
x
id

an
te

  

(DAMASCEN

O et al., 2019) 

QT.C-Timol-

76,6%, p-

cimeno-6,3% 

e E-beta-

cariofileno-

5,0% 

Aeromonas 

spp. isolates 

from 

Colossoma 

macropomum 

MIC-625 μg/mL, MBC 1.250 

μg/mL. Aeromonas spp. 

amostras 248, 254, 561, 569 e 

570 apresentaram os valores 

mais baixos de MIC e MBC 

(625 μg/mL) A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o

 

(MONTEIRO 

et al., 2021) 

QT.C-Timol-

88.2% 

p-cimeno-

6.4% 

Células-

tronco 

isoladas  

de tecido 

adiposo 

humano 

Proliferação em células tratadas 

com EOLO foram 1,0 μg/mL 

(24,8%), 5,0 μg/mL (14,7%) e 

25,0 μg/mL (16,3%). Em P2, 

células controle e células 

tratadas com 1 μg/mL (72 h) - 

18x104 células/mL. No P3, a 

concentração das células 

tratadas com óleo essencial foi 

aproximadamente 43% maior 

que a das células controle após 

cultivo e digestão enzimática. 
C

él
u
la

s 
p
ro

li
fe

ra
ti

v
as

 

(BRITO et al., 

2018) 

QT.D-LOC-

timol-32.7% 

carvacrol-

18.8% 

trans-

cariofileno-

6.4% 

QT.D-LOT. 

Timol-22.1% 

Carvacrol-

10.7% 

trans -

cariofileno-

7.9% 

Escherichia 

coli 

 

Staphylococc

us aureus 

(MRSA) 

 methicillin 

resistant, 

Vero Cell 

Line 

LOT (E. coli O157:H7) - MIC50 

0,9 mg/mL MBC 1,5 mg/mL. 

MRSA - MIC50 1,6 mg/mL, 

MBC 3 mg/mL. LOC (E. coli 

O157:H7) MIC50 0,4 mg/mL 

MBC 0,7 mg/mL. MRSA - 

MIC50 0,6 mg/mL, MBC 1,5. 

Inibição da formação de 

biofilme LOT (E. coli O157:H7) 

- MIC50 0,45 mg/mL, 70,3% de 

inibição, MRSA-MIC50 1,2 

mg/mL, 82,61% de inibição. 

LOC (E. coli O157:H7) - 

MIC50 0,19 mg/mL, 73,9% de 

inibição MRSA - MIC50 0,07 

mg/mL, 81,09% de inibição. 

Alta citotoxicidade (1,5–3 

mg/mL). Na concentrações 

(0,37–0,75 mg/mL) a 

viabilidade (50–80%). 

A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o

 

A
u
to

b
io

fi
lm

e 
 

(GÓMEZ-

SEQUEDA et 

al., 2020) 
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QT.D-Timol 

43.02% 

Carvacrol 

18.44% 

γ-Terpineno 

19,99% 

p-cimeno 

14.67% 

Aspergillus 

flavus (AF-

LHP-NS7) 

 micotoxina -

aflatoxina B1 

(AFB1) 

EOLO - MIC 0,3 µL/mL e 0,25 

µL/mL MAIC 0,25 µL/mL 

contra AFLHP-NS7, 

nanopartículas de quitosana 

MIC 0,05 µL/mL e MAIC e 

0,045 µL/mL. LOEO e CS-

LOEO-Np causaram liberação 

rápida de íons Ca+2, Mg+2 e K+. 

LOEO inibiu 40,83, 53,19 e 

58,80% da redução do 

metilglioxal e CS-LOEO-Np 

causou 43,85, 62,46 e 74,91% 

da redução do metilglioxal. 

LOEO DPPH - 6,20 µL/mL. 

CS-LOEO-Np-DPPH-4,17 

µL/mL. A segurança de LOEO 

O LD 50 de LOEO foi de 9.200 

mg/kg e CS-LOEO-Np (LD50 = 

8.832 mg/kg 

A
n
ti

fú
n
g
ic

o
  

A
n
ti

o
x
id

an
te

 

(TIWARI et 

al., 2022) 

QT.A-trans-β-

cariofileno-

15,1% 

Timol-14% 

1,8-cineol 

13% 

p-cimeno-

12,6%. 

QT.B-

carvacrol-

35%, 

p-cimeno-

4,4% 

QT.C- timol 

82,9 e 75,3% 

QT.D-timol 

49,4% 

Aedes aegypti 

- virus - 

DENV 

(DENV CPE) 

- DENV-1 e 

DENV-2 

O EOLO QT.A reduziu o CPE 

de ambos os sorotipos de DENV 

de maneira dose-dependente. 

QT.A apresentou forte atividade 

antiviral DENV-1 (IC50-77 ± 1,1 

SI-6,6) DENV-2 (IC50 75 ± 1,0 

SI: 6,8) e QT.B, QT.C e QTD 

fraca atividade antiviral. 

Viabilidade celular ≤50%. Foi 

bem demonstrado que a química 

do EOLO determina sua 

bioatividade. 

L
ar

v
ic

id
a 

(SILVA-

TRUJILLO et 

al., 2022) 

QT.D - Timol-

47.2%, 

p-cimeno-

16,0%, 

E-cariofileno-

11.3% 

V. 

parahaemol

yticus 

Artemia 

salina 

Atividade antibacteriana - CIM 

313 µg/mL MBC 625 µg/mL, 

toxicidade aguda em Artemia 

salina 215,73 ± 22,13, atividade 

antioxidante DPPH (100 µM). 

IC50 = 0,22 ± 0,02. 

A
n
ti

o
x
id

an
te

 

A
n
ti

b
ac
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ri
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o

 

(SANTOS 

FILHO et al., 

2023) 

QT.D-Timol-

49,4%, p-

cimeno-19,1%, 

γ-terpineno-

9,2%. 

QT.B-

Carvacrol-

Candida 

albicans 

Os quimiotipos do EOLO com 

menor citoxicidade entre os EOs 

analisados corresponderam ao 

quimiotipo QTB, QT.C e QT.D. 

O EOLO quimiotipo QT.D e 

QT.B foram os mais ativos 

contra 80% das leveduras 

A
n
ti

fú
n
g
ic

o
 

(ZAPATA-

ZAPATA et 

al., 2022) 
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34,9%, timol-

23,3%,γ-

terpineno 

QT.C-Timol-

75,3%, trans-β-

cariofileno-

5,4%, 

carvacrol- 

4,9%. 

QT.C-Timol-

71,7%, p-

cimeno-10,5%, 

carvacrol-4,4% 

testadas, enquanto os 

quimiotipos QT.C e QT.D 

inibiram 70% e 75% das 

leveduras avaliadas, 

respectivamente. QT.C e QT.D 

foram os mais ativos contra 

diferentes Candida spp. 

QT.D-LTC-I  

Timol-22,1% 

Carvacrol-

10,7%, 

trans -β-

cariofileno-

7,9%. 

QT.D-LTC-II  

Timol-32,7% 

Carvacrol-

18,8%  

trans -β-

cariofileno-

6,4% 

Escherichia. 

coli O157:H7 

 Escherichia 

coli O33 

Staphylococc

us 

epidermidis 

ATCC 12228.  

Vero cell 

QT.D-I - E. coli O33 (MIC50 

0,75±0,14, CBM -1,5±0,14) 

mg/mL. E. coli O157:H7 

(MIC50 0,75± 0,10, CBM -1,5± 

0,22) mg/mL, S. epidermidis 

(MIC50 0,37± 0,04, CBM–

0,75±0,02) mg/mL. 

Chromobacterium violaceum 

MIC50 0,75± 0,03, CBM–

0,75±0,02) mg/mL. QT.D-II E. 

coli O33 (MIC50 0,37± 0,03, 

CBM–0,75± 0,02), E. coli 

O157:H7 (MIC50 0,75±0,03, 

CBM–0,75±0,03). S. 

epidermidis (CIM50 0,37±0,03, 

MBC–0,75±0,04) mg/mL. 

Chromobacterium violaceum 

(MIC50-0,37±0,05, CBM–

0,75±0,02) mg/mL. Anti-

Quorum - MIC 0,18 mg/mL a 

3,0 mg/mL. Uma redução de 

biofilme de 75% em E. coli 

O33, 73% em E. coli O157:H7 e 

74% em S. epidermidis. Linha 

celular Vero QT.D-I IC50 0,48 ± 

0,02 mg/mL e LTC-II IC50 0,83 

± 0,02 mg/mL. 

A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o
 e

 a
n
ti

b
io

fi
lm

e 
(CÁCERES et 

al., 2020) 

QT.E-Metil-

E-cinamato-

40.0% 

Hedicariol-8% 

-eudesmol-

7.6% 

-eudesmol-

7.3% 

Plasmodium 

falciparum, 

Trypanosoma 

cruzi, 

Trypanosoma 

brucei 

Leishmania 

amazonensis 

Atividades antimicrobiana, 

antiparasitária (variando de 0,81 

a 37,8 µg/mL), antiproliferativa 

(9,1 a 31,05 µg/mL) em MCF-7, 

MCF-7/HT, 22Rv1 e A431 e 

citotóxica (29,6 a 75,5 µg/mL), A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o

 

(PERERA et 

al., 2022) 
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QT.E-1,8-

cineol-

35,04%, 

carvacrol-

11,32%, p-

cimeno-

8,53%, α-

pineno-7,17%, 

γ -terpineno-

7,16% 

E. coli 

S. aureus 

Ação bacteriostática do S. 

aureus em 2,5–10 μL/mL e ação 

bactericida em 20 μL/mL. E. 

coli, ação bactericida 5–20 

μL/mL MBC 5 μL/mL A
n
ti

b
ac

te
ri

an
o

 

(RIBEIRO et 

al., 2021) 

QT.F-

Cariofileno-

30.2% 

p-Cymene-

28.7% 

Mycobacteriu

m 

tuberculosis 

MIC 299,5±117,2 μg/mL 

A
n
ti

b
ac

te
ri

an

o
  

(MOTA; 

DANTAS; 

FROTA, 2018) 

QT.G-p-

cimeno-27 %, 

γ-terpineno-11 

%, carvacrol-

11.8 % 

Fibroblastos 

gengivais 

humanos 

A viabilidade das células 

expostas a 630 μg/mL foi de 

63,01%, em 640 μg/mL foi de 

40,88% e em 650 μg/mL foi de 

36,15%, efeito dose-dependente. C
it

o
x
ic

id
ad

e 

(GUIMARÃE

S et al., 2021) 

QT.G-p -

Cimeno-

37,8%, 

carvacrol-

14,0%, γ-

terpineno-

11,6%, linalol-

6,1% 

Neoechinorhy

nchus 

buttnerae 

Na concentração 0,6–1,4 

mg/mL, CE50 (IC 95% 2h) 1,20 

(1,17–1,23) mg/mL, CE50 (IC 

95% 6 h), 0,86 (0,85–0,87) 

mg/mL, 0,76 mg/mL. A
n
ti

p
ar

as
it

ár
io

 

(BRAGA DE 

OLIVEIRA et 

al., 2021) 

CPE-Efeito citopático, SI: Índice de seletividade.  

Fonte: Moniz, et al., 2023 

 

Nas últimas décadas, trabalhos científicos destacam a ação dos diferentes quimiotipos 

do OELO e sua atividade anticrobacteriana contra uma ampla variedade de bactérias, 

inclusive espécies resistentes a antibióticos.  

No trabalho de mota et al. (2018) verificaram que o OELO quimiotipo QT.A, 

representado pelos compostos majoritários cariofileno 30,2%, p-cimeno 28,7%, γ-terpineno 

9,8%, possui grande potencial antimicobacteriano frente à cepa de M. tuberculosis, o que o 

torna uma alternativa promissora para o tratamento da tuberculose (MOTA; DANTAS; 

FROTA, 2018). 

No trabalho Perera et al., (2022) avaliaram atividades antimicrobianas, 

antiparasitárias, antiproliferativa e citotóxicas, in vitro, do OELO QT.E com os compostos 

majoritários metil-E-cinamato-40,0%, hedicariol-8%, α-eudesmol-7,6% e β-eudesmol-7,3%. 

Esta composição apresentou baixa atividade antimicrobiana (variando de MIC 8,1 a 37,8 
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µg/mL). Com efeitos relevantes contra os protozoários parasitas Plasmodium falciparum 

(14,4 μg/mL), Trypanosoma cruzi (29,6 μg/mL), Trypanosoma brucei (8,1 μg/mL) e 

Leishmania amazonensis (37,8 μg/mL). Também foi descrito o efeito antiproliferativo nas 

células malignas: A431 (MIC 31,5 μg/mL), MCF-7/HT (MIC 24,4 μg/mL), MCF-7 (MIC 

15,8 μg/mL), 22Rv1 (MIC 9,1 μg/mL); e efeito citotóxico nas células PMM (MIC 75,5 

μg/mL), MCF-10A (MIC 29,9 μg/mL) e MRC-5 (MIC 29,6 μg/mL). Esses resultados 

acrescentaram mais um potencial para a utilização do OELO na área de doenças parasitárias e 

infecciosas e malignas. 

Bandeira Junior et al. (2019) conduziram um estudo para avaliar a atividade 

antibacteriana in vitro (MIC variando de 0,2 - 0,8 mg/mL) e in vivo de OELO contra infecção 

por Aeromonas hydrophila induzida experimentalmente em bagres (Rhamdia quelen). Os 

principais compostos encontrados foram do quimiotipo carvacrol-40,73%, ρ-cimeno-13,63%, 

timol-8,19%, gama-terpineno-5,43% e linalol-4,19%. Encontraram sucesso terapêutico de 

58,33%, 30 dias pós-infecção e sugerem que o OELO possa ser uma alternativa viável no 

tratamento da infecção por Aeromonas hydrophila em peixes. 

No estudo de Monteiro et al (2021) verificaram o potencial do OELO com potencial 

antibacteriano contra Aeromonas hydrophila e todos os gêneros de Aeromonas spp. isoladas 

de Colossoma macropomum (tambaquis). O potencial antimicrobiano do OELO foi 

justificado com MIC e CBM variando de 625 a 1.250 μg/mL em tambaquis. Neste trabalho, 

destacaram a importância de avaliar o efeito sinérgico entre as substâncias presentes nos OEs 

e os antibióticos sintéticos, na tentativa de contribuir para a redução das concentrações 

antimicrobianas dos antibióticos sintéticos. 

Na pesquisa de Oliveira (2018) o OELO continha Carvacrol-53,89%, E-cariofileno-

5,86%, linalol-5,84%. Neste trabalho, os autores confirmam a atividade antimicrobiana em 

cepas de Streptococcus mutans (MIC 40 μg/mL), bactéria relacionada à cárie dentária, com 

ação bactericida. Os dados obtidos por microscopia confocal mostraram que o OELO 

penetrou no volume do biofilme para eliminar placas bacterianas com resultados melhores 

que a ação da clorexidina a 0,2%. Concluíram que o OELO, além de bactericida, é promissor 

e no tratamento e eficaz na redução de biofilmes. 

Martinez-Finley et al. (2020) exibiram a atividade antibacteriana significativa para o 

quimiotipo timol-carvacrol, com um valor MIC de 0,45 mg/mL. O OELO inibiu a formação 

de biofilme em 71% em S. aureus e 76% em E. coli, em concentrações subinibitórias (MIC50), 

reduziu em 54% o efeito hemolítico em S. aureus, e reduziu em 55% a mobilidade em E. coli. 
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Os resultados mostraram que o OELO interage com o núcleo hidrofóbico das bicamadas 

lipídicas e altera as propriedades físico-químicas das membranas, demonstrando que o OELO 

apresenta potencial para auxiliar no tratamento de infecções por S. aureus e E. coli. 

No trabalho de Furlani et al. (2021) os principais compostos identificados no OELO 

foram carvacrol 44,5%, p-cimeno 14,06% e terpineno 12,43%. O objetivo do estudo foi 

avaliar a atividade antimicrobiana de quatro OEs contra 15 patógenos isolados e identificados 

como Staphylococcus spp.e Staphylococcus aureus, cepas que causam mastite. O OELO 

apresentou atividade antimicrobiana contra 100% dos isolados e obteve os melhores 

resultados quando comparado aos demais OEs analisados, com melhor atividade 

antimicrobiana com médias de CIM 560 µg/mL e CBM 613 µg/mL. 

Na pesquisa de Ribeiro e et al. (2021), os principais compostos identificados foram 

1,8-cineol 35,04%, carvacrol 11,32%, p-cimeno 8,53%, α-pineno 7,17% e γ-terpineno 7,16%. 

O OELO apresentou ação bactericida para E. coli, nas concentrações de 5-20 μL/mL, e em 

relação ao S. aureus, o efeito bactericida foi observado em 20 μL/mL e a ação bacteriostática 

em torno de 2,5–10 μLmL-1. Demonstraram que o OELO possui potencial biológico 

promissor contra S. aureus e E. coli. O que eleva o OELO a provável matéria prima para o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. 

Cáceres et al. (2020) analisaram 17 OEs, sendo 2 amostras do OELO. Os compostos 

majoritários da amostra 1 denominada de LTC-I-Timol-22,1%, carvacrol-10,7%, trans-β-

cariofileno-7,9% (QT.D-I). E a amostra 2 LTC-II-timol-32,7%, carvacrol-18,8% e trans-β-

cariofileno-6,4% (QT.D-II). Utilizaram as cepas E. coli e Staphylococcus epidermidis, 

Chromobacterium violaceum e células Vero. O OELO quimiotipo QT.D apresentaram os 

melhores resultados para a atividade antimicrobiana para QT.D-I MIC de 0,37 mg/mL e 

QT.D-II MIC 0,75 mg/mL, além de inibirem fortemente a formação do biofilme, produção de 

violaceína (QS) de maneira dose-dependente e indicaram toxicidade em células Vero. 

Destacaram o potencial do quimiotipo OELO QT.D-II como candidato para novos estudos, 

por inibir a formação do biofilme contra todas as cepas das bactérias analisadas, tornando-o 

um forte candidato para o desenvolvimento de antibióticos contra bactéria resistentes. 

Gómes-Sequeda et al. (2020) avaliaram 15 OEs contra cepas patogênicas de E. coli e 

S. aureus resistente à meticilina (MRSA). Os melhores resultados de atividade antibacteriana 

foram relacionados aos compostos majoritários do OELO-timol 32,7%, carvacrol 18,8%, 

trans-cariofileno 6,4% ((QT.D) e OELO-timol 22,1%, carvacrol 10,7%, trans-cariofileno 

7,9% (QT.D.2), contra as cepas de E. coli com MIC50 = 0,9 (para QT.D.1) e 0,3 mg/mL (para 
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(QT.D.2) e MRSA (MIC50= 1,2 e 0,6 mg/mL, respectivamente), além de apresentar maior 

atividade antibiofilme, com percentual de inibição superior a 70,3%. O OELO QT.D 

representam uma alternativa viável para o tratamento de infecções microbianas. 

O estudo de Silva et al. (2022) indicou o timol como principal metabólito do OELO 

com predominância de 83,53% (QT.C), seguido do p-cimeno 5,92%, cariofileno 4,31% e γ-

terpineno 3,27%. O OELO exibiu atividade antibacteriana (MIC 10 µL/mL) contra todos os 

patógenos bacterianos do estudo realizado. Os autores sugerem que o OELO QT.C pode ser 

utilizado como um agente antibacteriano promissor nas indústrias. 

No estudo de Santos et al. (2023), os compostos majoritários do OELO foram o timol 

47,2%, o p-cimeno 16,0% e o E-cariofileno 11,3% (QT.D). O OELO apresentou atividade 

antibacteriana contra Vibrio parahaemolyticus (V. parahaemolyticus) com valores de MIC 313 

µg/mL, MBC-313 µg/mL de magnitude semelhante ao controle de ampicilina contra V. 

parahaemolyticus e um efeito antibacteriano aumentado com MIC - 313 µg/mL e MBC-625 

µg/mL contra V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarões cultivados, quando 

comparado com ampicilina, apresentaram toxicidade aguda em Artemia salina 215,73±22,13. 

 

2.3  ATIVIDADES FARMACOLÓGICAS DOS QUIMIOTIPOS DO OELO 

 

Agrotóxicos ou pesticidas são compostos utilizados em todo o mundo em ambientes 

urbanos e rurais, com objetivo de exterminar insetos e ervas daninhas. No entanto, esses 

produtos podem ser tóxicos para o meio ambiente e todos os seres vivos pertencentes a essa 

microbiota, incluindo os humanos. A elaboração de novos pesticidas deve estar pautada na 

alta seletividade das substâncias, sendo ativa contra vetores e, fundamentalmente, serem 

biosseguros para os seres humanos (MOURÃO et al., 2023). 

Estudos têm demonstrado o potencial agronômico dos OEs como biocidas, confiáveis 

para uso em qualquer tipo de terreno e todos os tipos de cultivo, além disso, podem ser 

aplicados como conservantes em alimentos crus e/ou processados, bem como serem utilizados 

na saúde (DONATO et al., 2020). A atividade antimicrobiana está intimamente relacionada 

aos constituintes majoritários dos OEs (ALMOHAMMED; ALKHAIBARI; ALANAZI, 

2022; KARIMI YAZDI et al., 2020; KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ; SZOPA; EKIERT, 

2020). 

Os diferentes quimiotipos de OELO são indicados como método alternativo viável 

para controle de microrganismos vegetais, devido aos efeitos inibitórios contra fungos 
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fitopatogênicos. Os principais quimiotipos relacionados às atividades inibidora da AChE, 

fungicidas e antiparasitárias são QT.B, QT.C e QT.G. 

No estudo de (MAR et al., 2018) os compostos majoritários do OELO foram carvacrol 

(48,31%), p-cimeno (9,11%), timol (8,78%) e E-cariofileno (6,74%), QT.B. o OELO 

apresentou eficácia como agente natural de controle dos ácaros Tetranychus urticae Koch, 

pulgões Cerataphis lataniae Boisd e larvas de Aedes aegypti Linn, pragas comumente 

encontradas em países tropicais e subtropicais. Apresentaram potencial larvicida LD50 = 187,3 

± 0,9 μg/mL, após 24 horas de tratamento. 

Silva-Trujillo et al. (2022) analisaram 14 amostras de OEs, sendo três amostras do 

OELO QT.A, QT.B e QT.C, sendo que o OELO QT.A reduziu fortemente o efeito citopático 

de ambos os sorotipos DENV-1, com IC50 77 ± 1,1, SI-6,6 e para DENV-2, o IC50 -75 ± 1,0, 

SI-6,8, de maneira dose-dependente. A forte atividade antiviral do OELO QT.A relacionaram 

ao felandreno e à presença majoritária de hidrocarbonetos sesquiterpenos e monoterpenos 

oxigenados. 

Duque et al. (2023) estudaram 20 OEs contra larvas de Aedes aegypti, sendo duas 

amostras de OELO. O EOLO QT.D com as taxas LC50 = 61,9 µg/mL e QT.B LC50 = 59,8 

µg/mL. A taxa de mortalidade para OELO QT.D foi de 73% ± 2,2 e OELO QT.B 95% ± 2,1. 

O OELO reduziu em 53,5% a taxa de consumo de oxigênio e quando o NADH foi utilizado 

como substrato oxidável diminuiu em 59,8% a atividade da succinato oxidase. O OELO QT.D 

reduziu a atividade da AChE em 22,9% e o QT.B reduziu em 12,6%. O OELO não apresentou 

efeito citotóxico, além de ter os melhores resultados para atividade larvicida quando 

comparado ao controle comercial temefós.  

No trabalho de Rodríguez-González et al. (2020) os compostos majoritários do OELO 

foram o carvacrol-58.6%, o p-cimeno-6.27% e o β-cariofileno-4.13% (QT.B). O OELO foi 

analisado frente a A. obtectus. A taxa de mortalidade dos insetos adultos foi de 85.00 ± 

4.07%, os dados reforçaram o potencial inseticida do OELO QT.B e o elencam como fonte 

estratégica de controle de pragas com baixo risco ambiental. 

No trabalho de Braga de Oliveira et al. (2021), os compostos majoritários identificados 

no OELO foram p-cimeno-37,8%, carvacrol-14,0%, -terpineno-1,6%, linalol-6,1% (QT.G). 

As concentrações de trabalho variaram de 0.6–1,4 µg/mL. Os Valores de concentrações 

efetivas (EC50) de OELO contra neoechinorhynchus buttnerae foram calculados utilizando 

diferentes tempos de exposição EC50 (2h) 1.20 (1.17–1.23), EC50 (6h) 0.86 (0.85–0.87) EC50 

(24 h) 0.76 (0.73–0.78). Neste estudo, os autores observaram que na concentração de 1,0 



55 

  

 

 

mg/mL o OELO atingiu 100% de mortalidade contra os parasitas Neoechinorhynchus 

buttnerae, após 24 h de exposição. 

No trabalho de Zapata-Zapata et al. (2022), os compostos majoritários das amostras 

foram QT.D- Timol-49,4%, p-cimeno-19,1%, γ-terpineno-9,2%, QT.B-carvacrol-34,9%, 

timol-23,3%, γ-terpineno QT.C-Timol-75,3%, trans-β-cariofileno-5,4%, carvacrol- 4,9%, 

QT.C-Timol-71,7%, p-cimeno-10,5%, carvacrol-4,4%. O OELO Carvacrol + timol (QT.B) e 

o carvacrol + p-cimeno (QT.C) foram ativos contra 80% das leveduras analisadas. O OELO 

QT.C inibiu 75% das cepas avaliadas e 70% das leveduras avaliadas. O menor efeito 

citotóxico e o índice de seletividade (SI) foram observados para o quimiotipo OELO QT.C 

com CC50 = 903,6 µg/mL e SI 3.5–56, o quimiotipo OELO-QT.B com CC50 788,0 µg/mL e SI 

3.0–49.2, o quimiotipo OELO-QT.C (timol 75,3%) com CC50 877,9 µg/mL e SI 3.4–54.8) e o 

quimiotipo OELO- QT.C (timol 71,7%) com CC50 665,9 µg/mL e SI 2.6–41. O SI fora 

dependente da cepa, os maiores valores de SI estão relacionados as cepas resistentes ou cepas 

que apresentavam MICs elevados em relação aos antifúngicos, mas eram sensíveis ao EOLO 

ou terpenos comerciais. Os quimiotipos do OELO influenciam na sua atividade antifúngica. 

Sombra et al. (2022) identificaram os compostos majoritários do OELO como 

acetofenona-32,75%, carvacrol-30.37%, α-Himachaleno-10,38% (QT.B). Verificaram que o 

parasitismo dos ovos diminuiu com a pulverização com o OELO QT.B e, nas concentrações 

mais elevadas, reduziu as taxas de parasitismo e emergência de adultos em Trichogramma 

pretiosum Riley (T. pretiosum). O OELO apresentou seletividade para T. pretiosum, com 

menor toxicidade em adultos e menor redução do parasitismo. A seletividade do OELO 

possibilita a liberação de T. pretiosum, integrando o controle biológico como inseticidas 

botânicos, desde que os ovos já estejam parasitados por T. pretiosum. A atividade apresentada 

pelo OELO está relacionada aos mecanismos de ação dos quimiotipos, principalmente ao 

timol e carvacrol. 

No trabalho de Tiwari et al. (2022), os compostos majoritários identificados para o 

OELO foram timol-43,02%, γ-Terpineno-19,99%, carvacrol-18,44% e p-cimeno-14,67% 

(QT.D). A maior eficiência de nanoencapsulação (NE) foi de 77,28% e a eficiência de 

carregamento (LE) 2,65%.  Tanto o OELO QT.D quanto a CS-OELO-Np exibiram atividade 

antifúngica significativa e apresentaram 100% de eficiência antifúngica contra diferentes 

fungos de origem alimentar.  

 

2.4  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 
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A composição dos OEs pode sofrer variações na concentração dos componentes 

bioativos e na sua atividade antioxidante (TELES et al., 2020), sem interferir diretamente no 

efeito fitoterápico dos OEs (BARROS et al., 2022). Os OEs são ricos em antioxidantes 

fenólicos, atuam como eliminadores de radicais livres, e atuam tanto na fase inicial como 

durante o desenvolvimento do estresse oxidativo.  

Estresse oxidativo é o desequilíbrio entre espécies reativas e efeitos antioxidante que 

em conjunto, levam ao envelhecimento e a diversas doenças, incluindo doenças 

neurodegenerativas (AEBISHER et al., 2021; TRUJILLO-MAYOL et al., 2021; ZHANG et 

al., 2023). 

Os antioxidantes são moléculas que neutralizam os efeitos adversos do estresse 

oxidativo, podem ser sintéticos ou naturais (MICIĆ et al., 2021). Estudos têm demostrado o 

aumento na popularidade dos antioxidantes naturais, não apenas porque alguns antioxidantes 

sintéticos causam efeitos colaterais indesejados nos seres vivos (Xu et al., 2021. Carmen et 

al., 2019), mas principalmente porque são associados a doenças relacionadas ao estresse 

oxidativo (DE FATIMA ALVES NONATO et al., 2022). 

Os OEs de L. origanoides, da região amazônica, são ricos em compostos fenólicos de 

baixa toxicidade, com alto potencial antioxidante, podendo surgir como alimento funcional ou 

seguir para produção fitoterápicos e/ou medicamentos, devido à sua grande importância 

medicinal para os seres vivos (FERREIRA et al., 2022; FONSECA et al., 2020).  

Atualmente, trabalhos têm demonstrado que as atividades biológicas e potencial 

antioxidante do OELO estão relacionados aos quimiotipos e aos efeitos sinérgicos entre os 

fitoquímicos bioativos, presentes no OELO.  

Dos Santos Filho et al. (2023), no trabalho Chemical composition and biological 

activities of the essential oils from Lippia alba and Lippia origanoides, compararam a 

diferença no potencial da atividade antioxidante do DPPH (mg/mL) de Lippia alba 

quimiotipo- Geranial 23.0%, Limonemo 17.0%, Neral 15.5% (IC50 = 60.16 ± 0.28), com 

resultado significativamente maior para Lippia origanoides QT.D com IC50 = 0.22 ± 0.02 

mg/mL, comparados ao controle Trolox 0.00275 ± 0.14 mg/mL, essa diferença no potencial 

antioxidante pode ser explicado pela diferença encontrada na composição química entre as 

duas espécies. 

No trabalho de Tiwari et al. (2022), a diferença encontrada para o potencial 

antioxidante de nanopartículas do OELO QT.D foi IC50 = 4,17 μL/mL em relação ao OELO 
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isolado QT.D com IC50 = 6,20 μL/mL, pode estar relacionada a melhor solubilidade dos 

componentes bioativos no nanogel. No entanto, tanto o OELO como as nanopartículas 

apresentaram resultados otimistas que os tornam rota para a elaboração de produtos naturais 

com propriedades antifúngicas e anti-AFB1.  

Teixeira et al. (2022) compararam as atividades antioxidantes de Cantinoa carpinifolia 

α-tujona-32,15% e β-tujona-22,22% e Lippia origanoides QT.B-carvacrol-41,51%, p-cimeno-

18,36%, γ-terpineno-17,03% por diferentes métodos. O potencial antioxidante do OELO 

QT.B obteve melhores resultados que o C. carpinifolia e foi mais eficaz que o controle, 

manitol, no método de eliminação de radicais hidroxila. Os resultados reforçam que o 

potencial antioxidante do OELO pode reduzir ou eliminar radicais livres, participar em 

reações de oxidação lipídica, além da quelação de metais. O OELO caminha para aplicação 

nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica no tratamento de processos inflamatórios.  

Damasceno et al. (2020) estudaram o OELO QT.C com o majoritário timol 78,20%, p-

cimeno 5,76%, E-cariofileno 3,53%. O Tamanho médio da partícula (CS-CAEO) 417.26 ± 

55,96 nm e potencial Zeta +54,57mV do OELO encapsulado. O OELO QT.C e o CS-CAEO 

apresentaram potencial antioxidante, o OELO com DPPH = 28.98 mg do nanogel/mg de 

DPPH e Neutralização = 79.73 ± 1.64% e o CS-ρCAEO DPPH = 53.48 mg do nanogel/mg 

DPPH e Neutralização = 31.49 ± 0.82%. A atividade antioxidante devido à neutralização do 

radical ABTS por nanogéis para o CS-ρCAEO 444.8 ± 3.6 mg de trolox/g nanogel e OELO 

367.6 ± 2.8 mg de trolox/g nanogel). O potencial antioxidante do nanogel CS-ρCAEO foi 

melhor que o OELO puro, fato atribuído ao encapsulamento eficaz que contribuiu para 

aumentar as atividades antioxidantes, uma vez que resguarda os compostos voláteis do 

OELO. 

Mar et al. (2018) em Lippia origanoides essential oil: An efficient alternative to 

control Aedes aegypti, Tetranychus urticae and Cerataphis lataniae, apresentou potencial 

atividade antioxidante do OELO QT.B por diferentes métodos, onde os compostos 

majoritários foram carvacrol-48,31%, p-cimeno-9,11%, timol 8,78%. A atividade 

antioxidante com DPPH: IC50 =8.4 ± 0.1 μg/mL, ABTS: 691.8 ± 44.3 μM TEs/g 

(Equivalentes de Trolox) e FRAP: 933.1 ± 8.1 μM Eq Fe (II)/g, atribuíram essas atividades, a 

presença dos fitoconstituintes carvacrol e timol, monoterpenos fenólicos, com atividade 

inseticida comprovada. O OELO é uma alternativa natural para o controle das pragas e pode 

fazer parte de uma nova geração de compostos biologicamente ativos devido à sua alta 

eficiência e caráter ecologicamente correto.  
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De acordo com os estudos de Damasceno et al. (2020), Tiwari et al. (2022) e Dos 

Santos filho et al. (2023), o hidrocarboneto aromático oxigenado timol, como composto 

majoritário (QT.C), é responsável pelo potencial antioxidante do OELO, ao passo que (Mar et 

al. (2018) e (Teixeira et al. (2022) relacionam esse poderio antioxidante a substância 

predominante carvacrol (QT.B) e suas características fenólicas. Contudo, todos corroboram 

que o timol e o carvacrol são capazes de interagir com monoterpenos aromáticos e não 

aromáticos (p-cimeno, E-cariofileno, linalol e gama-terpineno) de maneira sinérgica ou 

antagônica, aumentando a capacidade antioxidante dos demais fitoconstituintes presentes no 

OELO.  

 

2.5  O OELO TEM POTENCIAL DE INIBIÇÃO NA ATIVIDADE 

ACETILCOLINESTERASE 

 

A enzima acetilcolinesterase (AChE) desempenha importante papel na regulação da 

transmissão colinérgica, sua supressão é responsável por aumentar a duração da acetilcolina 

nas sinapses colinérgicas, melhorando a qualidade de vida dos pacientes com doença de 

Alzheimer (DA) (EBLING FLORES; ZAMIN, 2017; SOUTO DA SILVA et al., 2022). Isso a 

torna alvo de estudos na busca de novos medicamentos inibidores da AChE para o tratamento 

da DA (LOPES et al., 2022; PITCHAI et al., 2020; SANTOS FILHO et al., 2023; TAHA et 

al., 2021; VIJAYAKUMAR et al., 2018). Os OEs obtidos de plantas aromáticas atuam como 

moduladores do sistema neurológico e o conjunto de substâncias bioativas presentes nesses 

OEs atuam de forma sinérgica ou antagônica, entre si, tornando-os mais eficazes na 

neutralização da neurodegeneração, ao invés de uma única substância atuando no sítio da 

molécula (DA SILVA BARBOSA et al., 2020). OEs do gênero Lippia, que apresentem como 

mecanismo de ação a inibição da AchE, são anticolinesterásicos, podendo ser utilizados para 

estudos relacionados a diversas patologias neurológicas e serem integradso ao controle 

biológico como bioinseticida.(CEARA STATE UNIVERSITY et al., 2022; FELIX et al., 

2021; JOSÉ-RITA et al., 2022; KOBENAN et al., 2022; S. DE OLIVEIRA et al., 2019) 

O OELO inibiu a AChE nos modelos Aedes aegypti, Trichogramma pretiosum Riley, 

Spodoptera frugiperda, Colossoma macropomum, Aedes aegypti Aedes albopictus e Aedes 

aegypti, Tetranychus urticae e Cerataphis lataniae, conforme Tabela 1 e discussão abaixo. 

No estudo de Duque et al. (2023) verificaram a atividade larvicida dos quimiotipo do 

OELO QT.B e QT.C frente ao mosquito Aedes aegypti (A. aegypti), os resultados mostraram 
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redução na atividade da AChE em 22,9% além de ter um efeito citotóxico diminuindo em até 

45,59 ± 6,8 μg/mL. 

No trabalho de Brandão et al. (2022), os compostos majoritários do OELO foram 

QT.C-timol-72.2%, p-cimeno-8.1%, e E-cariofileno-4.9%. O transporte de C. macropomum 

com OELO (20 mg/L) mostrou uma redução significativa nos níveis de cortisol em 

comparação com peixes transportados sem OE. O OELO na concentração de 20 mg/L, não 

afetou a atividade da AChE no cérebro de Colossoma macropomum, no entanto, na AChE 

muscular apresentou redução significativa de 28,2%, além de promover aumento nos níveis 

da enzima glutationa S-transferase no cérebro. Na análise de inibição da AChE com o OELO 

foi verificado que não ocorreu efeitos neurotóxicos na concentração de 20 mg/L, podendo ser 

recomendada para uso no transporte de tambaquis juvenis. 

Mar et al. (2018) em Lippia origanoides essential oil: An efficient alternative to 

control Aedes aegypti, Tetranychus urticae and Cerataphis lataniae, QT.B-Carvacrol-48,31% 

p-cimeno-9,11% timol-8,78%, verificaram que apesar do OELO possuir boa atividade 

inibitória da AchE, com IC50 =16,93 μg/mL, verificaram que a atividade larvicida do OELO, 

não ocorre pela inibição da AChE e sim pelo mecanismo de ingestão ou contato 

(exoesqueleto/cutícula). Verificaram que o carvacrol não possui atividade tóxica no modelo 

utilizado.  

 

2.6  IMPORTÂNCIA CLÍNICA DO ESTUDO DE Lippia origanoides Kunth  

 

O OE de L. origanoides Kunth é um produto natural de grande relevância, estudos têm 

demonstrado sua eficiência para elaboração de fitoterápicos, fármacos e medicamentos por 

possuir compostos com ação antioxidante, importante no atraso do envelhecimento e 

tratamentos de doenças ocasionadas por estresse oxidativo. Importante investigar seu efeito 

farmacológico em doenças neurovegetativas como Parkinson, esclerose múltipla, doença de 

Huntington, epilepsia e Alzheimer, uma vez que essas doenças estão relacionadas ao 

desequilíbrio entre a geração de compostos oxidantes e a atuação dos sistemas de defesa 

antioxidante. Nesta revisão de literatura reforçamos a importância farmacológica do óleo 

essencial de Lippia origanoides e seus quimiotipos, como fitoterápicos utilizados pela 

população com orientação do SUS, como coadjuvante no tratamento de doenças causadas por 

microrganismos. O OELO tem demonstrado ser promissor para elaboração de produtos 

terapêuticos, tanto para uso animal como humano. 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/colossoma-macropomum
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CONCLUSÃO 

 

Em conclusão quando observamos os dados apresentados e discutidos da tabela 1, 

verificamos que as atividades analisadas para o OELO estão, na maioria das vezes, 

relacionadas aos compostos majoritários e aos diferentes quimiotipos do OE de Lippia 

origanoides, por exemplo: o QT.A relacionado a atividade larvicida; QT.B inseticida, 

antimicrobiano, antibiofilme, acaricida, larvicida, espasmolítico, antioxidante, anti-

inflamatório e inibidor da AchE; QT.C antibacteriano, antibiofilme, larvicida, sedativo, 

anestésico e antioxidante; o QT.D antibacteriano, antibiofilme antifúngico, larvicida e 

antioxidante; para o QT.E e QT.F atividade antibacteriana; e QT.G antiparasitário. Para isso 

faz-se necessário identificar, quantificar a composição química além, de depositar a exsicatas 

do espécime para comprovar a origem e obtenção dos OEs, principalmente do OELO, por 

apresentar diferentes quimiotipos, com diferença no percentual dos compostos majoritários. 

Observamos que há uma lacuna em experimentos in vivo que corroborem a análise dos efeitos 

terapêuticos com o óleo essencial de Lippia origanoides Kunth. Sendo assim, mais estudos 

são necessários para comprovar essas atividades em modelos vivos, bem como melhorar o 

sistema para resguardar as propriedades do OE, já que seus componentes são voláteis. Dessa 

forma, estudos estão em desenvolvimento, buscando a transposição dos efeitos ora obtidos in 

vitro para aplicação in vivo, utilizando modelos que possuam homologia com os humanos. 
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ABSTRACT 

Lippia origanoides essential oil (LOEO) is extensively utilised as food preservative due to its 

antioxidant and antibacterial activities. In this study, the antioxidant and anti-ageing effects of 

LOEO was investigated in vivo using the nematode Caenorhabditis elegans. The gas 

chromatography-mass spectrometry analysis indicated that the main components of LOEO are 

carvacrol and thymol. LOEO treatment improved physiological parameters such as pharyngeal 

pumping, locomotion and body size indicating that is not toxic to C. elegans. LOEO treatment 

showed antioxidant effect in C. elegans, by reducing endogenous ROS (Reactive Oxygen 

Species) production and increasing their survival under oxidative stress. Finally, LOEO 

treatment significantly extended C. elegans lifespan and alleviated the paralysis induced by β-

amyloid peptide overexpression in the muscle. This work demonstrates, for the first time, LOEO 

antioxidant and anti-ageing properties on an organism level providing a valuable proof of 

principle to support further studies in the development of nutraceuticals or antioxidant 

phytotherapy. 
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INTRODUCTION  

 

Essential oils are aromatic liquids extracted from different plant parts consisting of a 

complex mixture of volatile and non-volatile compounds such as terpenes, phenolics, alcohols, 

aldehydes and ketones (Aziz et al. 2018). These phytochemicals present a wide range of 

pharmacological properties, which have been used for therapeutic use, as well in cosmetic and 

food industries (Lanzerstorfer et al. 2021). 

Lippia origanoides Kunt (syn Lippia sidoides Cham), also known as ‘alecrim-pimenta’ or 

‘salva do campo’, is an aromatic plant naturally found in North Brazil. Because of its use in 

popular medicine as antiseptic and analgesic (Oliveira et al. 2014), this plant has been included 

in the phytotherapy program implemented by the Brazilian Ministry of Health (Almeida et al. 

2018). Essential oil from L. origanoides is rich in terpenes, mainly carvacrol and thymol, 

which provide several biological activities such as anti-microbial (Monteiro et al. 2021), 

antioxidant (Sarrazin et al. 2015; Teixeira et al. 2022), anti-inflammatory (Figueiredo et al. 

2014; Ruff et al. 2021), and larvicidal (Braga de Oliveira et al. 2021; Tiwari et al. 2022). 

Because of their antimicrobial and antioxidant activities, these components have been proposed 

as natural preservatives for a wide variety of food products, and embryo preservation 

(Hernandes et al. 2017; Pandey et al. 2017; Sollecito et al. 2019; Kachur and Suntres 2020; 

Al-Maqtari et al. 2022). However, to the best of our knowledge, the in vivo antioxidant effect of 

L. origanoides essential oil (LOEO) treatment has not yet been properly explored. 

The free-living nematode Caenorhabditis elegans has been widely used in many 

research areas such as developmental biology, ageing, neurobiology, and toxicology (Leung et 

al. 2008; Ma et al. 2018). Its numerous advantageous traits include small body size, short life 

cycle, fast reproduction, and easy and inexpensive maintenance. Most importantly, many 

cellular and molecular processes in C. elegans are conserved given the high degree homology 

with human genome (Kaletta and Hengartner 2006). Studies based on C. elegans treated with 

essential oils or its isolated components have shown to be very promising for toxicological, 

anti-ageing and neurodegenerative diseases research (Chen et al. 2020; Lanzerstorfer et al. 

2021; Zhang et al. 2021; Fuentes et al. 2022). In this study, we used C. elegans as an in vivo 

model to evaluate the antioxidant and anti-ageing capacity of LOEO. Moreover, we explored 

LOEO capacity to ameliorate the toxicity induced by β-amyloid peptide by using a transgenic 

C. elegans model for Alzheimer Disease (AD). Our results demonstrated that LOEO treatment 

reduces ROS production, extends the lifespan and delays Aβ-mediated paralysis. 
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1. METHODOLOGY AND METHODS 

1.1 Strains, chemicals and reagents 

The Caenorhabditis elegans strains used were: N2 (wild-type strain), CL2006 

(dvIs2[pCL12(unc-54/human Abeta peptide 1-42 minigene) + pRF4]), which were obtained 

in the Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of Minnesota, EUA 

(http://www.cbs.umn.edu/CGC). 

Tert-butyl hydroperoxide (t-BOOH), fluorodeoxyuridine (FUDR), 2,7- 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCDFA), thiazolyl blue tetrazolium bromide 

(MTT), dimethylsulfoxide, ammonium molybdate, ascorbic acid, Folin-Ciocalteu reagent, 

gallic acid, hydrogen peroxide, nitro blue tetrazolium (NBT), riboflavin, sodium acetate and 

sodium phosphate were obtained from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Penicillin 

and streptomycin were acquired from Gibco by Life Technologies (Saint Aubin, France). 

Acetonitrile, iron (II) sulfate and potassium (III) ferricyanide and sulfuric acid were obtained 

from Merck (Darmstadt, Germany). Other reagents used in this study were analytical grade. 

 

1.2 Plant material and essential oil extraction 

Fresh leaves of Lippia origanoides Kunt were collected in the flowering period 

between 8:00 and 9:00 hours (±30 min), rainy season, georeferenced for phenological 

analysis in the locality 3o 00462 N, 60o 80241 W, in PA nova Amazônia, municipality of Boa 

Vista – RR, extreme north of Brazil. Exemplary vouchers were sent to the UFRR Herbarium 

and deposited under the reference number 9440. The essential oil of the Lippia origanoides 

Kunt plant was obtained by hydrodistillation using a Clevenger apparatus with a spell double 

condenser for an uninterrupted period of two hours of distillation. Five hundred grams of 

fresh and well-preserved leaves were washed and placed in a 12 L flask with 6 L of distilled 

water. The flask was placed on a heating mantle for 2 h at 100 oC. Posteriorly, the essential 

oil extracted was dried with sodium sulpate, filtered through 0.22 μm cellulose membrane 

(Merck Millipore, Billerica, MA, USA), and stored in a borosilicate glass vial at −20 oC until 

further use (Xavier et al., 2017). 

1.3 GC-FID e GC-MS analysis 

The identification of Lippia origanoidess essential oils (LOEO) compounds was 

http://www.cbs.umn.edu/CGC)
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performed using Shimadzu gas chromatograph GC-2010 coupled to a mass spectrometer 

QP2010 Plus and equipped with a flame ionization detector, RTX-5MS fused silica capillary 

column (30 m X 0.25 mm X 0.25 μm). The operating conditions were as follows: injector at 

220 oC, interface at 280 oC, and column programmed to operate at 60 oC, with temperature 

rise at a rate of 3 oC/min, up to 280 oC. Helium was used as a carrier gas, maintained at a 

constant flow of 1.02 mL/min. The acquisition of mass spectra was performed in the range of 

40-600 daltons by the electron impact ionization method, with ionization energy of 70 eV 

and ion source at 260 oC. 

The concentration of the LOEO constituents was determined using Shimadzu gas 

chromatograph GC-2010, equipped with a flame ionization detector, RTX-5MS fused silica 

capillary column (30 m X 0.25 mm X 0.25 μm). The operating conditions were as follows: 

injector at 220 oC, column programmed to operate at 60 oC, with temperature rise at a rate of 

3 oC/min, up to 280 oC. Hydrogen was used as a carrier gas, and hydrogen, nitrogen and 

synthetic air were used to fuel the flame. The analyzes were performed in triplicate and the 

quantitative data was obtained by electronic integration of the peak area in relation to the 

total area of the chromatogram, which resulted in the concentration (%) of each 

phytoconstituent present in the LOEO. The compounds identified in the essential oil of L. 

origanoides were compared with the mass spectra from the Wiley 8 and FFNSC digital 

libraries databases and data published in the literature (Adams, 2007). 

1.4 Quantification of total phenolic compounds 

The total polyphenol content of LOEO was determined spectrophotometrically with 

Follin-Ciocalteu reagent, as previously described (Athukorala et al., 2006). The Folin 

Ciocalteau reagent is reduced by phenolic compounds present in the samples. Briefly, 1 mL 

of LOEO was mixed with 1 mL of 95% ethanol, 5 mL of distilled water, and 0.5 mL of 50% 

Folin-Ciocalteu reagent. The LOEO assay was carried out at room temperature, protected 

from light. After 5 min, 1 mL of 5% Na2CO3 was added and the reading was performed in a 

spectrophotometer at a wavelength of 765 nm. The total phenolic compounds were 

calculated using a linear regression equation obtained from the standard plot of gallic. 

1.5 Antioxidant activity assays 

1.5.1 Total antioxidant capacity (TAC) assay 
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TAC was evaluated by the phosphate-molybdate complex reduction method. One ml 

solution containing 0.1 mg/mL LOEO, 4 mM ammonium molybdate, 28 mM sodium 

phosphate, and 0.6 M sulfuric acid were added into a tube, stirred, and incubated at 100 oC 

for 90 min. The tubes were cooled and were red at 695 nm wavelength. The standard used 

was ascorbic acid and the TAC values were expressed as ascorbic acid equivalents (AAE/g). 

1.5.2 DPPH Radical scavenging assay 

The capacity of LOEO scavenge 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radicals 

was determined according to Brand-Williams (Brand-Williams et al., 1995). Briefly, DPPH 

solution was prepared in methanol and subsequently added to various concentrations of 

LOEO (0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/mL) diluted in 0.1% DMSO. After 30 min, at room 

temperature, absorbances were measured at 517 nm. Butylated hydroxytoluene (BHT) was 

used as a positive control and tested at the same concentrations used for LOEO. At 1 mg/ml, 

100% of DPPH scavenging was obtained. Results were expressed as a percentage of radical 

scavenging according to the equation: DPPH radical scavenging (%) = [1 - (As/A0)] x 100, 

where As = absorbance of the sample and A0 = absorbance of the control. 

1.5.3 Reducing power assay 

Samples containing different concentrations of LOEO (0.05, 0.1, 0.25, 0.5, and 1.0 

mg/mL) diluted in 0.1% DMSO were mixed with 200 mM sodium phosphate buffer solution 

(pH 6.6) containing potency ferricyanide (10 mg/mL) and incubated at 50 oC for 20 min. 

Then, 10% (w/v) trichloroacetic acid and 0.1% (w/v) iron III were added to the solution to 

stop the reaction. The mixture was stirred, and the absorbance at 700 nm was measured using 

a microplate reader. Ascorbic acid was used as a positive control and tested from 0.0001 to 

1.0 mg/mL, with a 100% reduction observed at the concentration of 0.5 mg/mL. 

1.6 Bacterial Growth Assay 

E. coli OP50 growth in the presence of LOEO (0.1, 0.25, 0.5, and 1.0 mg/mL) or 

0.1% DMSO was evaluated over 5 h, as described previously (Boasquivis et al., 2018). The 

optical density (OD) of the control group at time zero was initially assigned a value of 1 and 

subsequently employed for normalizing all other OD readings. Bacterial growth was 

measured in three individual experiments. 
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1.7 Cytotoxicity assay 

Cell viability was determined by the colorimetric method of MTT a-crystal formazan 

reduction using 3T3 fibroblast cells. Cells were grown in culture flasks in DMEM medium 

with 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 µg/mL streptomycin and 100 IU/mL penicillin. Cells 

were grown in sterile 96-well plates at a density of 5 x 103 cells/well and incubated for 24 h 

at 37 oC and 5% CO2. After this time, the medium was changed to serum-free DMEM so 

that all cells synchronized in G0 (cells active, but not dividing). The cells remained in this 

condition for 24 h. Subsequently, the medium was removed, and medium plus fetal serum 

(10%) containing the samples at different concentrations of LOEO (0.1; 0.25; 0.5, and 1.0 

mg/mL) diluted in 0.1% DMSO were added. The control groups consisted of cells treated 

with 0.1% DMSO (DMSO) and cells without DMSO (NT). After 24 hours of incubation, the 

cells were washed with PBS. Serum-free culture medium containing 12 mM MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide) was added and the cells incubated 

for 4 h at 37 oC and 5% CO2. Finally, to solubilize the reduced MTT product, 100 µL of 

ethyl alcohol was added to each well. After 15 minutes of alcohol addition, the absorbance at 

570 nm was read using a microplate reader (Thermo Labsystems, Franklin, MA, USA). 

 

1.8 C. elegans maintenance and treatment 

Animals were cultured on Nematode Growth Medium (NGM) plates seeded with 

Escherichia coli OP50 at 20 oC as described by Brenner (Brenner, 1974). The experiments 

conducted with dead bacteria, E. coli OP50 was previously incubated at 65 oC for 1 hour 

before seeding on NGM. All assays were performed with hermaphrodite animals and for 

each experiment the nematodes were aged- synchronized by alkaline lysis. Alkaline lysis 

consists of treating adult hermaphrodite worms with a lysis solution (10 M NaOH solution, 

2% sodium hypochlorite) for 5 minutes. The eggs, resistant to this process, are centrifuged 

and resuspended in M9 liquid medium (20 mM M KH2PO4, 40 mM Na2HPO4, 850 mM 

NaCl and 1 mM MgSO4) and kept under agitation in an overnight homogenizer, in the 

absence of food. This allows the eggs to hatch, but in the absence of food the larvae remain 

in their first evolutionary stage, L1. LOEO was diluted in 0.1% DMSO and then added to 

NGM plates at a final concentration of 0.1, 0.25, 0.5 or 1.0 mg/mL. For all assays, the 

control groups consisted of animals treated with 0.1% DMSO (DMSO) and animals without 
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DMSO (NT). The experiments were always performed in technical and/or biological 

triplicate, blindly. 

 

1.9 Toxicity assays in C. elegans 

Synchronized wild-type L1 larvae were treated with LOEO for 48 h until the L4 stage 

and then toxicity to LOEO exposure was assessed by measuring lethality, growth, 

pharyngeal pumping, and swimming (Paiva et al., 2015). For lethality, 30 animals per group 

after treatment were transferred to new plates without treatment. Survival was scored after 

24, 48 and 72 h. Dead animals were removed from the plates to avoid confusion during the 

subsequent counts. Data were presented as the percentage of live worms in the population. 

All analyzes were performed in triplicate (independent). For growth, 30 worms from each 

group after treatment were photographed using the AmScope MU300 Digital Camera 

connected to an optical microscope (Axio Imager Z2, Zeiss, NY, USA). Body area and 

length was determined by using the ImageJ software and three independent experiments 

were conducted. The average pharyngeal pumping rate was calculated by three 20-second 

intervals. Ten worms were measured per group and three independent experiments were 

conducted. For swimming, the average number of body bends was scored over three 20-

second intervals. Ten worms were measured per group and three independent experiments 

were conducted. 

 

1.10 Quantification of Intracellular Reactive Oxygen Species (ROS) 

ROS levels were measured using H2DCF-DA as described previously with some 

modifications (Shi et al., 2012). Approximately 1000 synchronized wild-type L1 larvae were 

cultured for 48 hours on NGM plates supplemented with LOEO until the L4 stage. The 

worms were washed with M9 to remove bacteria and then sonicated to a final volume of 800 

μl. Then, the mixture was centrifuged for 30 min. at 13,200 rpm at 4 oC, the precipitate was 

discarded and the supernatant was stored for further analysis. Two μl of the supernatant was 

used for protein quantification using NanoVue Plus (Biochrom US, (Massachusetts, USA). 

Twenty-five µg of protein were then incubated with 100 µM H2DCF-DA on M9 at 37 °C for 

1 hour. Fluorescence intensity was measured with a GloMax®-Multi Detection System 

microplate reader fluorimeter (Promega, Wisconsin, USA), at excitation wavelength 490 nm 
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and emission at 510-570 nm. Fluorescence levels were measured every 30 minutes for 2 

hours. Data from the 90-minute reading were used for analysis. Fluorescence intensity was 

normalized by subtracting background fluorescence from H2DCF-DA solution in M9 at 1 

hour. The experiment was carried out in three independent experiments. 

1.11 Oxidative stress resistance assay 

Synchronized wild-type L1 larvae were treated with LOEO for 48 h until the L4 

stage. Thirty animals were transferred to regular NGM plates containing 12 ug/mL FUDR, to 

prevent progeny growth, and 10 mM t-BOOH (Paulo et al., 2022). The survival fractions 

were scored after 24 hours. The assay was conducted with five wells per group, each 

containing approximately ten worms. 

1.12 Longevity assay 

Synchronized wild-type L1 larvae were treated with LOEO for 48 h until the L4 stage 

and then transferred to new regular NGM plates containing FUDR to prevent progeny 

growth. A total of 90 animals were analyzed across three technical and biological replicates 

for each treatment group. The worms were scored daily and considered as dead when no 

pumping or pharyngeal movement was observed when stimulated with a gentle touch of the 

platinum wire. Dead worms that exhibited internally born progeny, extruded gonads, or 

desiccation caused by crawling out of the agar were classified as censored and excluded from 

the assay (Wilson et al., 2006). The experiment was carried out in three independent 

experiments. 

1.13 β-amyloid-induced paralysis assay 

Synchronized CL2006 L1 larvae expressing human Aβ1-42 in muscle tissue (Link, 

1995) were treated with LOEO for 48h until the L4 stage and then transferred to new regular 

NGM plates at 35 °C to accelerate the paralysis process. Analyzes were performed by 

scoring paralyzed animals every 1 hour until all animals were all animals stopped moving. 

Worms were classified as paralyzed when they had no body movement, but still maintained 

the pharyngeal pumping.  
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2 Statistical Analysis 

 

Statistical analysis was performed by Graph Pad Prism (v 6.0) software (California, 

USA). Student’s t-test and one-way ANOVA were used for comparison between pairs of 

groups, one-way ANOVA followed by Tukey’s posttest was also utilized to compare three or 

more groups, for normally distributed data. Survival curves were analyzed by the log-rank 

Mantel-Cox test. For all tests, statistical significance was considered as p < 0.05. 

 

3 RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 Chemical analysis of Lippia origanoides essential oil (LOEO) 

 

The substances present in the essential oil we extracted are monoterpene (46%), 

sesquiterpene (8%), and aromatic hydrocarbons (4%). The remaining substances are 

oxygenated hydrocarbons (21%) and oxygenated aromatic (21%). Twenty-four main 

substances were identified being carvacrol (22.64%), thymol (16.77%), and para-cymene 

(14.85%) the most abundant compounds (supplemental Table S1, Figure S1). 

 

 

Table S1: Volatile constituents identified in L. origanoides essential oil (LOEO) 

 

Constituents kIla kIcb RTc % 

alpha-tujene 930 938 6.82 1.96 

alpha-pinene 939 943 7.04 1.73 

camphene 954 955 7.52 0.19 

sabinene 975 975 8.36 0.28 

beta-pinene 979 978 8.46 0.60 

myrcene 990 990 8.99 2.94 

alpha-terpinene 1017 1013 9.95 2.25 

sylvestrene 1030 1025 10.43 0.64 

(Z)-beta-ocimene 1037 103 10.81 0.79 

(E)-beta-ocimene 1050 1044 11.22 0.23 

gamma-terpinene 1060 1054 11.89 2.10 

para-cymene 1024 1022 10.29 14.85 

1,8-cineole 1031 1027 10.52 1.16 

linalool 1096 1097 1363 3.41 

terpinen-1-ol 1177 1173 16.77 1.12 

thymol methyl ether 1235 1231 19.35 2.2 

thymol 1290 1292 22.05 16.77 

https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
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carvacrol 1299 1302 22.50 22.64 

thymol acetate 1352 1350 24.56 0.28 

carvacrol acetate 1372 1369 25.35 0.33 

(E)-caryophyllene 1419 1416 27.35 9.86 

alpha-humulene 1454 1449 28.71 0.83 

(E)-nerolidol 1563 1560 33.11 1.38 

Caryophyllene oxide 1583 1579 33.87 1.89 

others    4.8 
a Kovats index literature 
b Kovats Index calculated 
c Retention time 

 

 

 

Figure S1 – Chromatogram of essential oil from Lippia origanoides 

 

Based on their principal component, L. origanoides is classified into at least five chemo- 

types (A, B, C, D, and E) (Stashenko et al. 2010; Ribeiro et al. 2014; Moreno et al. 2022). The 

chemical characterization of our LOEO indicates that is a chemotype B (carvacrol + thymol + p-

cymene). Notably, the percentage of carvacrol in the LOEO we obtained is lower compared 

to others, LOEO is also classified as chemotype B. For example, the presence of carvacrol varied 

from 23% to 47% in their oils (Brito et al. 2018; Ribeiro et al. 2021). This result endorses that, in 

addition to the variation in the composition of the LOEO, there is also modification in the 

quantity of each compound present. 

 

3.2 Antioxidant and antibacterial activities of LOEO 

Next, we evaluated the LOEO in vitro antioxidant capacity using three different assays. 

Each gram of LOEO had an activity in the TAC test equivalent to that of 510.64 mg 

AAE/mL. For all concentrations tested, LOEO showed a radical scavenging potential superior 

of 80% with no statistical difference between the different concentrations tested (p = 0.754; 

supplemental Figure S2A). For the reducing power test, LOEO exhibited a dose-dependent effect 

https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
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from 0.05 to 1 mg/mL (p < 0.0001). LOEO showed an activity of 60% at 0.05 mg/mL, 75% at 0.1 

mg/mL, 100% at 0.25 mg/mL, 104% at 0.5 mg/mL, and reached 109% at 1 mg/mL (supplemental 

Figure S2B). These results indicate that LOEO exhibited strong antioxidant capacity in vitro 

similar to other LOEO chemotypes B (Teles et al. 2014; Sarrazin et al. 2015; Damasceno et al. 

2019; Teixeira et al. 2022). 

 

Figure S2 – LOEO in vitro antioxidant activity. 

Antioxidant activity was measured by DPPH assay (A) and reducing power (B). 

Assays were performed in triplicate and expressed as mean ± SEM. A) Butylated 

hydroxytoluene (BHT) at 1 mg/ml was used as a control, corresponding to 100% DPPH 

scavenging. *p = 0.022, **p < 0.0042 and **** p < 0.0001 compared to BHT by One-Way-

ANOVA followed by Tukey’s test. There is no statistical difference among different LOEO 

concentrations tested in terms of DPPH scavenging activity. B) Ascorbic acid (AA) at 0.5 

mg/ml was used as a control, corresponding to 100% reduction. **** p < 0.0001 compared 

to AA by One-Way-ANOVA followed by Tukey’s test.  

 

https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
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Since carvacrol and thymol are isomers having well documented antibacterial activity, 

we tested whether LOEO we produced would inhibit bacterial growth. We monitored the 

growth of E. coli OP50 over 5 h in the presence of LOEO (supplemental Figure S3). Except for 

the lower concentration tested (0.1 mg/mL), our LOEO was able to inhibit bacterial growth of E. 

coli OP50. The antibacterial mechanism of carvacrol and thymol involves the disruption of the 

outer membrane of gram-negative bacteria, release of lipopolysaccharides and subsequent 

increase of cell membrane permeability (Kachur and Suntres 2020). 

 
Figure S3 – Effect of LOEO on E. coli growth  

E. coli OP50 growth was evaluated over 5 h in the presence of different LOEO 

concentrations. The optical density (OD) of the control group, at time zero, was initially 

assigned a value of 1 and subsequently employed for normalizing all other OD readings. 

Assays were performed in triplicate and expressed as mean ± SEM. **p = 0.0024 and ***p ≤ 

0.0005 compared to DMSO control by Two-Way-ANOVA. 

 

3.3 Evaluation of cytotoxic effect of LOEO in 3T3 cells 

 

Despite LOEO being considered safe as a food additive, evaluation of its toxicity is 

extremely important in face of its increasing use in different pharmacological applications and 

drug development. Cytotoxicity studies on LOEO are rare in the literature, and the few available 

are discordant. Previous studies have shown that LOEO is cytotoxic to different mammalian 

cells with C50 values < 100 μg/mL (Guimarães et al. 2021; Perera et al. 2022), while others did 

not observe any cytotoxic effect (Borges et al. 2012; Teixeira et al. 2022). These differences 

could be attributed to the LOEO’s chemical composition and therefore the importance of 

cytotoxicity evaluation. 

https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
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Here, we evaluated whether our LOEO has a cytotoxic effect on 3T3 fibroblast cells 

(supplemental Figure S4). Our results indicated that the LOEO had no toxic impact on 3T3 

cells’ viability at concentration up to 1 mg/mL. However, the percentage of viable cells 

treated with 0.1% DMSO was significantly reduced. Even DMSO has been reported to be 

cytotoxic at certain concentrations, and this effect varies between cell types, this result was 

unexpected for this concentration. Even with these results, we considered our LOEO not 

cytotoxic. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S4 – Effect of LOEO on cell viability  

3T3 cells were cultured in the presence of different concentrations of LOEO for 24 

h. The effect of LOEO on cell viability was measured by their capacity to reduce MTT. 

Assays were performed in triplicate and expressed as mean ± SEM. Data were analyzed 

using ordinary One-Way-ANOVA followed by Tukey’s test (p < 0.05). Different letters (a 

and b) correspond to significant differences in the statistical analysis. NT, control group of 

cells not treated with DMSO. 

 

3.4 Evaluation of toxicological effects of LOEO in C. elegans 

 

Toxicity assays based on C. elegans are considered as an intermediate approach 

between cell culture and mammalian testing (Lanzerstorfer et al. 2021). Here, we evaluated 

the toxicological properties of LOEO exposure on C. elegans survival, growth, movement, and 

pharyngeal pumping. 

Exposure to LOEO for 72 h did not affect nematode survival. No significant 

differences were observed between the survival rates of the control and treated worms at any 

https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
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of the tested concentrations (supplemental Figure S5A). Exposure to LOEO resulted in a 

significant increase in all these three parameters. Compared to 0.1% DMSO control, body 

size increased 14.9%, 15.4%, 17.4% and 19.0% for 0.1, 0.25, 0.5 and 1 mg/mL LOEO 

treatment respectively (supplemental Figure S5B). Worms treated with 0.1, 0.25, 0.5 and 1 

mg/mL LOEO exhibited a locomotion dose-dependent response at 149.1, 168.6, 185.6, 190.6 

bends per minute compared to DMSO-treated group 126.0 bends per minute (supplemental 

Figure S5C). Pharyngeal pumping also showed dose-dependent response to LOEO treatment 

(supplemental Figure S5D). The rate was 68.83, 71.89, 76.11, 83.91 contractions per minutes 

for 0.1, 0.25, 0.5 and 1.0 mg/ mL LOEO treatment respectively compared to the DMSO-treated 

group 59.27 contractions per minute. Taken together, our results indicate that LOEO was not 

toxic since it did not affect the nematode’s survival. Instead, the body size, motility, and 

pharyngeal pumping rate of the worms treated with LOEO were significantly increased 

compared to control. Similarly, Fuentes et al. (Fuentes et al. 2022) observed that carvacrol 

and thymol administered in sublethal doses improved C. elegans motility and oxidative stress 

resistance. A possible explanation for the improvement on these endpoint assays is related to 

LOEO antibacterial effect. Even though bacteria are a food source, it may cause pathogenic 

infection influencing longevity and other physiological traits in C. elegans (Kim 2013). For 

instance, cultivation of C. elegans on heat-killed E. coli OP50 or on E. coli OP50 that has 

been previously treated with antibiotics to inhibit bacterial proliferation results in an 

extension of life span compared to propagation on standard live E. coli OP50. Therefore, we 

believe that the improvement of toxicity endpoints in C. elegans is due to the attenuation of 

bacterial pathogenicity and toxicity induced by LOEO. 
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Figure S5 – Effect of LOEO treatment on C. elegans toxicological parameters. 

Wild-type animals were treated with LOEO for 48 h and then toxicity was assessed 

by measuring lethality (A), body length (B), motility (C) and pharyngeal pumping (D). A) 

Survival animals were scored after 24. 48 and 72 h. Assays were performed in triplicate and 

expressed as mean ± SEM. There is no statistical difference among different LOEO 

concentrations tested compared to NT and DMSO controls. B) Worms were photographed to 

measure body length using the Image J software. Three independent experiments were 

conducted and expressed as mean ± SEM. *p< 0.04 and **p = 0.0056 compared to DMSO 

0.1% control by One-Way-ANOVA followed by Tukey’s test. C) The number of body bends 

was scored over three 20-second intervals and then calculated as the average number of body 

bends per minute. Three independent experiments were conducted and expressed as mean ± 

SEM. **** p < 0.0001 compared to DMSO 0.1% control by One-Way-ANOVA followed by 

Tukey’s test. D) The pharyngeal pumping rate was calculated by three 20-second intervals 

and then calculated as the rate per minute. Three independent experiments were conducted 

and expressed as mean ± SEM. **** p < 0.0001 compared to DMSO 0.1% control by One-

Way-ANOVA followed by Tukey’s test. NT, control group of animals not treated with 

DMSO. 

 

3.5 LOEO treatment reduces ROS production and increases stress resistance independently to its antibacterial 

effect 

To determine the antioxidant potential of LOEO in vivo, we evaluated the endogenous ROS 

production and stress resistance in the nematode C. elegans. ROS production was significantly 

reduced in the nematodes treated with LOEO (supplemental Figure S6A). LOEO treatment at any 

concentration tested also increased the nematode’s survival under oxidative stress conditions 

(supplemental Figure S6B). Since LOEO has an antibacterial activity (Ribeiro et al. 2021) and 

https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
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cultivation of C. elegans on E. coli OP50 treated with antibiotics results in extended life span and 

stress resistance (Garigan et al. 2002; Khan et al. 2018; Schumacker et al. 2019), we investigated 

whether the protective effect of LOEO was a consequence of bacterial growth inhibition. We repeated 

the oxidative stress resistance assay using heat-killed bacteria and observed that the wild-type 

animals treated with 0.1 and 0.25 mg/mL LOEO no longer showed increased survival under stress 

conditions (supplemental Figure S6C). However, 0.5 and 1.0 mg/mL LOEO treatment still increased 

the worm’s survival, indicating that the LOEO antimicrobial propriety is not the only factor 

affecting oxidative stress resistance in these animals (supplemental Figure S5C). Worth 

mentioning, the mean survival variation observed for the LOEO-treated animals on heat-

killed bacteria was substantially lower compared to the, respectively, LOEO-treated animals on 

live bacteria. The mean survival variation was 47% and 91% for the animals treated with 0.5 

mg/mL LOEO on live and heat-killed bacteria, respectively. Likewise, the mean survival variation 

was 58% and 89% for the animals treated with 1.0 mg/mL LOEO on live and heat-killed 

bacteria, respectively. These findings strongly support that in C. elegans, LOEO treatment with 

the highest concentrations provides an antioxidant effect for itself independently of its 

antimicrobial effect. 

 

Figure S6 – Effect of LOEO on Reactive Oxygen Species (ROS) production and 

oxidative stress resistance of C. elegans. 

A) ROS quantification. Wild-type animals were treated with LOEO for 48 h and the 

production of ROS was measured using the H2DCF-DA probe. Assays were performed in 

triplicate and expressed as mean ± SEM. * p < 0.015. *** p = 0.0001 and **** p < 0.0001 

https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287183
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compared to DMSO 0.1% control by One-Way-ANOVA followed by Tukey’s test. Stress 

resistance assay on live (B) and heat-killed bacteria (C). Wild-type animals were treated with 

LOEO for 48 h and transferred to NGM supplemented with 10 mM t-BOOH to induce 

oxidative stress conditions. Animal survival was scored after 24 h. Assays were performed in 

triplicate and expressed as mean ± SEM. ** p ≤ 0.0060, *** p = 0.0002 and **** p < 0.0001 

compared to DMSO 0.1% control by One-Way-ANOVA followed by Tukey’s test. NT, 

control group of animals not treated with DMSO. 

 

3.6 LOEO treatment increases longevity and delays β-amyloid-induced paralysis in C. elegans 

 

To further explore LOEO antioxidant properties in vivo, we tested whether 0.5 and 1.0 

mg/mL LOEO treatment would affect C. elegans longevity under standard laboratory conditions. 

The lifespan of wild-type worms treated with LOEO was significantly increased compared to 

control worms (supplemental Figure S7A; Table S2). The mean lifespan of worms treated with 

0.1% DMSO was 13.54 ± 0.17 days, while for the worms treated with 0.5 and 1.0 mg/mL LOEO the 

mean lifespan was 19.07 ± 0.12 and 18.47 ± 0.12 days, which represents a 41% and 36% increase, 

respectively (supplemental Table S2). Considering that aging plays an important role in late-

onset neurodegeneration (Dillin and Cohen 2011) and that ROS accumulation is 

accelerated in transgenics worms expressing constitutive Aβ1-42 peptide compared to wild-

type animals (Link 1995; Smith and Luo 2003), we investigated whether LOEO treatment 

would be effective in protecting C. elegans against Aβ-induced paralysis. Our results show 

that the onset of Aβ-induced paralysis was significantly delayed with LOEO treatment 

compared to the 0.1% DMSO (supplemental Figure S7B; Table S2). The mean paralysis time 

for worms treated with 0.5 and 1.0 mg/mL LOEO was increased by 39% and 43%, 

respectively (supplemental Table S2). This result could be associated with the presence of 

carvacrol and thymol in LOEO. Azizi et al. (Azizi et al. 2022) observed that thymol and 

carvacrol improve cognitive abilities in AD rat models via activation of Protein Kinase C and 

antioxidant pathways. Thus, we could suggest that our LOEO, which is rich in carvacrol and 

thymol, exerts its protection against Aβ-induced paralysis partly by reducing the level of ROS 

in vivo. Possibly other mechanisms could be also involved in the attenuation of Aβ1-42 

paralysis such as autophagy and proteostasis (Ga et al. 2018; Chen et al. 2020) which it would 

be very interesting to further explore. 
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Figure S7 – LOEO treatment increases longevity and delays amyloid-induced 

paralysis in C. elegans. 

A) Longevity assay. Wild-type animals were treated with LOEO for 48 h and 

transferred to NGM containing FUDR. Animal survival was scored daily. Assays were 

performed in triplicate and expressed as mean ± SEM. **** p < 0.0001 compared to DMSO 

control determined by the Log Rank test (Mantel-Cox). B) β-amyloid-induced paralysis 

assay. CL2006 strain was treated with LOEO for 48 h and then transferred to 35°C. 

Paralyzed animals were scored every hour. Assays were performed in triplicate and 

expressed as mean ± SEM. **** p < 0.0001 compared to DMSO 0.1% control determined by 

the Log Rank test (Mantel-Cox). NT, control group of animals not treated with DMSO. 

.
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Table S2. Effect of LOEO on C. elegans lifespan and β-amyloid-induced paralysis 

Condition Mean survival time % Mean survival time 

variation vs. DMSO 

P value (log rank)a  

LOEO vs. DMSO 

Nb 

Lifespan assayc     

NT  

DMSO 

14.20 ± 0.14 

13.54 ± 0.17 

4.87 

- 

 358(3) 

360(3) 

0.1 mg/mL LOEO 16.97 ± 0.16 25.33 < 0.0001 357(3) 

0.25 mg/mL LOEO 18.06 ± 0.15 33.33 < 0.0001 361(3) 

0.5 mg/mL LOEO 19.07 ± 0.12 40.84 < 0.0001 362(3) 

1.0 mg/mL LOEO 18.47 ± 0.12 36.41 < 0.0001 363(3) 

     

β-amyloid paralysis assayd    

NT  9.13 ± 0.15 -2.46  129(3) 

DMSO 9.36 ± 0.18 -  122(3) 

0.1 mg/mL LOEO 10.89 ± 0.25 16.34 < 0.0001 94(3) 

0.25 mg/mL LOEO 12.38 ±0.19 32.29 < 0.0001 135(3) 

0.5 mg/mL LOEO 13.07 ± 0.20 39.64 < 0.0001 109(3) 

1.0 mg/mL LOEO 13.40 ± 0.22 43.23 < 0.0001 95(3) 
a Comparisons were performed using log-rank (Mantel-Cox) test. 
b Total number of animals analyzed. The number in parentheses indicates the number of independent trials 
c Mean survival time expressed in days ± SEM 
d Mean survival time expressed in hours ± SEM
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4 CONCLUSIONS 

Taken together, our work demonstrates that LOEO is not toxic and possesses in vivo 

antioxidant and anti-aging activities in the C. elegans model. Furthermore, LOEO showed a 

protective effect against abnormal protein aggregation and provided a valuable contribution 

to support further studies for mammals and humans. According to the results presented, we 

can suggest that LOEO may become a potent pharmacological agent against dementia, 

promoting antioxidant action, consequently, improving the life and health of C. elegans. 
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RESUMO 

 

Lippia origanoides Kunth (L. origanoides) é utilizada há décadas para fins culinários e 

medicinais, na região amazônica. O objetivo dessa pesquisa foi explorar os benefícios do óleo 

essencial das folhas da espécie L. origanoides (EOLO) relacionados ao potencial de inibir a 

enzima acetilcolinesterase (AChE). O Caenorhabditis elegans foi utilizado como modelo vivo 

para avaliar a inibição da AChE pelo EOLO, verificar qual o menor tempo em que pudesse 

verificar a inibição da AChE, bem como investigar o comportamento do animal, exposto ao 

EOLO e comparar com a paralisia induzida pelo Aldicarbee, sabe-se que o Aldicarbee é um 

inibidor da AChE. Para investigar a inibição da AChE deforma a excluir outras vias de 

paralisia no nematóide, utilizou mutantes deficientes em AChE classe A e B em C. elegans. 

As análises aqui desenvolvidas indicam que o EOLO apresenta propriedades neuroprotetora 

promissora nos diferentes modelos testados. Assim, esses resultados podem acrescentar 

informações que apoiam a possibilidade de utilização dessa planta como coadjuvante no 

tratamento da Doença do Alzheimer. 

 

Palavras-chave: • ace-1 • ace-2 • COVID-19 •Alzheimer • Aldicarbe 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Lippia origanoides Kunt (syn Lippia sidoides Cham), também conhecida como 

‘alecrim-pimenta’ ou ‘salva do campo’, é uma planta aromática medicinal, com diferentes 

aplicações, como aromatizantes e inibidor de apetite, encontrada naturalmente nos campos 

de lavrados de Roraima, extremo Norte do Brasil. Devido ao seu uso na medicina popular 

como chás e infusões no tratamento de doenças gastrointestinais, respiratórias, cólicas 

infantis, diarreia, flatulência, inflamação uterina, febre e no tratamento da tosse (DE 

ALMEIDA et al., 2018; MILLIKEN, 2021; MONIZ et al., 2023), além de antisséptico e 

analgésico (OLIVEIRA et al., 2014). Esta planta foi incluída no programa de fitoterapia 

implementado pelo Ministério da Saúde do Brasil (ALMEIDA et al., 2018a; FERRAZ et al., 

2023). O óleo essencial de L. origanoides (EOLO) é rico em terpenos, principalmente 

carvacrol e timol, que apresentam atividades antibacteriana, antifungica, sedativa e 

antioxidante, in vitro (MONIZ et al., 2023), bem como atividade antioxidante, longevidade e 

melhora da toxicidade induzida pelo peptídeo β-amiloide no modelo vivo Caenorhabditis 

elegans (C. elegans) (HENRIQUE MONIZ et al., 2023).  

Envelhecer é um processo natural e ocorre em todos os seres vivos (KUNUGI; 

MOHAMMED ALI, 2019). Algumas projeções para 2050 indicam o aumento da população 

de idosos >65 anos podendo chegar a dois bilhões de habitantes no planeta. Aliado a esses 

fatores, surgem as doença relacionadas ao envelhecimento, como a demência e a doença 

Alzheimer (DA), sendo que a demência entre os idosos, representa cerca de 70% de todos os 

casos. É uma das doenças mais letais e onerosas do século XXI (GOMIDE et al., 2022; 

SCHELTENS et al., 2021; XIE; VAN HOECKE; VANDENBROUCKE, 2022). Na pandemia 

da COVID-19, a DA alcançou a sétima posição no ranking das dez principais causas de 

morte, com 1,6 milhões de mortes em todo o mundo, sendo a maioria mulheres com 

aproximadamente 65% do número total de morte por demência (CHEN et al., 2022; 

HARDAN et al., 2021; LI et al., 2023; PASCHALIDIS et al., 2023; RUDNICKA-DROŻAK 

et al., 2023; XIA; WANG; ZHENG, 2021). A DA é uma patologia neurodegenerativa que 

causa a degeneração das células do cérebro, caracterizada por por um declínio do pensamento 

e comprometimento cognitivo, funcional progressivo, perda de memória e da independência 

nas atividades pessoais diárias (ASHRAFIAN; ZADEH; KHAN, 2021; EISENMENGER et 

al., 2023; KNOPMAN et al., 2021; PORSTEINSSON et al., 2021; SCHELTENS et al., 2021). 

A degeneração do sistema colinérgico no cerebro de pacientes com a DA (HAMPEL et al., 
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2018) leva a destruição de neurônios colinérgicos de forma irreversível (AGGARWAL; 

MIELKE, 2023; CHEN et al., 2020a; MACHADO et al., 2021).   

No entanto, mesmo com o crescimento alarmante da população idosa com dêmencia 

e Alzheimer no mundo, nenhuma nova terapia foi aprovada na última década (CUMMINGS; 

TONG; BALLARD, 2019; GREGORY et al., 2021; SATHYA et al., 2017). O tratamento 

atual para a DA, continua sendo a administração da memantina, para tratar os sintomas da 

DA, moderada a severa, primeiro fármaco aprovado pela aprovadas pela Food and Drug 

Administration (FDA) dos EUA (BHATT; PULI; PATIL, 2021; FALCO et al., 2015) e os 

fármacos que atuam no sistema colinérgico rivastigmina, tacrina, donepezil e galantamina, 

inibindores da AChE de forma a aumentar a disponibilidade de acetilcolina nas sinapses 

cerebrais, medida para reduzir a velocidade de progressão da doença (BREIJYEH; 

KARAMAN, 2020).  

O nematóide de vida livre C. elegans tem sido amplamente utilizado em muitas áreas 

de pesquisa, como biologia do desenvolvimento, envelhecimento, neurobiologia e toxicologia 

(LEUNG et al., 2008; LIANG; MCKINNON; RANKIN, 2020; MA et al., 2022). Suas 

inúmeras características vantajosas incluem tamanho corporal pequeno, ciclo de vida curto, 

reprodução rápida e manutenção fácil e barata. Mais importante ainda, muitos processos 

celulares e moleculares em C. elegans são conservados devido ao alto grau de homologia com 

o genoma humano (KALETTA; HENGARTNER, 2006). Estudos baseados em C. elegans 

tratados com óleos essenciais ou seus componentes isolados têm se mostrado muito 

promissores para pesquisas toxicológicas, antienvelhecimento e de doenças 

neurodegenerativas (FUENTES et al., 2022; LANZERSTORFER et al., 2021; VAN PELT; 

TRUTTMANN, 2020; ZHANG; GU; WANG, 2021). Dessa forma, o objetivo desse estudo é 

investigar o potencial inibitório do EOLO frente a enzima acetilcolinesterase (AChE) 

utilizando o modelo vivo Caenorhabditis elegans, uma vez que a hipótese colinérgica, 

continua a sendo a principal via de tratamento para a DA. Além disso, explorar um possível 

mecanismo de ação utilizando modelo mutantes de C. elegans deficientes em AChE. Nossos 

resultados demonstraram que o tratamento com EOLO não paralisou os nos mutantes 

utilizados, nessa pesquisa.  

O C. elegans é um nematoide, mantido com baixo custo e manuseado de forma simples, 

usando técnicas in vitro padrão. O C. elegans possui inúmeras vantagens sobre a cultura de 

células, e tem-se firmado como excelente modelo de toxicidade, por fornecer resultados de 

um animal como um todo, uma vez que possui sistemas reprodutivo, endócrino, sensorial, 

digestivo, neuromuscular intactos e metabolicamente ativo, além de possuir uma boa 
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correlação com a classificação LD50 oral em roedores. Assim, este nematodo se estabelece 

como uma ponte entre ensaios in vitro e testes de toxicidade em mamíferos (HUNT, 2017). 

 

2. METODOLOGIA  

2.1  Ensaios de inibição E. electricus (comercial) 

A enzima AChE de E. electricus (Sigma-Aldrich. St. Louis) foi exposta ao óleo 

essencial de Lippia origanoides Kunth, incubando 10 µL da AChE comercial (concentração 

de 250 μg.mL-1) com 10 µL de óleo essencial (concentrações variando de 9,6x10-6 a 9,6x10-1 

mg.mL-1 do EOLO (diluição seriada), por uma hora, em temperatura ambiente. Após a 

incubação, 200 μL de DTNB foram adicionados a cada micropoço, a reação foi iniciada pela 

adição de 20 μL do substrato (acetiltiocolina 62 mM). A atividade enzimática foi determinada 

pela leitura do aumento da absorbância a 405 nm durante 180 s usando um espectrofotômetro 

de microplacas xMark™ da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA) . A concentração capaz de inibir 

50% da atividade enzimática - IC50 - foi estimada para cada concentração usando o 

MicroCal™ Origin® versão 8.0 e pelo software Graph Pad Prism (v 6.0) . 

 

2.2 Manutenção e tratamento de Caenorhabditis elegans 

O nematódeo N2 (Bristol) de C. elegans foi utilizado como cepa de referência. As 

cepas mutantes utilizadas neste trabalho incluíram: GG201 [(ace-2(g72) I; ace-1(p1000) X)], 

GG202 [(ace-2(g72) I] e PR946 [unc-3(p1001) ace-1(p1000) X]. Os animais foram cultivados 

em placas de Meio de Crescimento de Nematóides (NGM) semeadas com Escherichia coli (E. 

coli) a 20 oC conforme descrito por Brenner (Brenner, 1974). Para os experimentos 

conduzidos com bactérias mortas a E. coli (OP50), foram previamente incubados a 65 oC, por 

1 hora antes da semeadura em NGM. Todos os ensaios foram realizados com animais 

hermafroditas e para cada experimento os nematóides foram cultivados por 72 h, até 

atingirem o estágio adulto grávido. A sincronização foi realizada por lise alcalina (solução de 

NaOH 10 M, hipoclorito de sódio a 2% por aproximadamente 10 minutos). Os ovos, 

resistentes a esse processo, forão centrifugados e ressuspedidos em meio líquido M9 (KH2PO4 

20 mM, Na2HPO4 40 mM, NaCl 850 mM e MgSO4 1 mM) e mantidos sob agitação em 

homogeneizador durante a noite, na ausência de alimento. Esse processo, permite que os ovos 

eclodam na ausência de alimento mas, as larvas permaneçam em seu primeiro estágio 

evolutivo, L1 (sincronizados). O EOLO foi diluído em DMSO-0,1% e depois adicionado às 

placas com NGM nas concentrações de trabalho que foram de 0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 

0,25, 0,5 e 1,0 mg/mL. Para todos os ensaios, os grupos controle consistiram de animais 
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tratados com DMSO-0,1% (DMSO) e animais sem DMSO (NT). Os experimentos foram 

sempre realizados em triplicata técnica e/ou biológica, às cegas. 

 

2.3 Inibição da Enzima Acetilcolinesterase em C. elegans 

Aproximadamente 1000 larvas L1 de tipo selvagem sincronizadas foram cultivadas 

durante 48 horas em placas NGM suplementadas com EOLO até ao estágio L4. Os vermes 

foram lavados com M9 para remover bactérias (repetir o processo por no minimo 3 vezes), na 

última etapa do processo, manter um volume final de 800 μL. Em seguida os animais foram 

sonicados em banho de gelo (mantidos em gelo durante todo o processo). Após sonicação, a 

mistura foi centrifugada por 30 min. a 13.200 rpm a 4 oC, o precipitado foi descartado e o 

sobrenadante foi armazenado, em gelo, para posterior análise. Dois μL do sobrenadante foram 

utilizados para quantificação das proteínas, no homogenato, foi utilizado o NanoVue Plus 

(Biochrom US, (Massachusetts, EUA). Para avaliar a inibição da enzima AChE em C. 

elegans, a atividade enzimática foi conduzida de acordo com algumas modificações. (Ellman 

et al., 1961; Assis et al. 2014). De forma reduzida, placas de 96 micropoços foram preparadas 

adicionando 10 uL de TRIS/HCl e 10 μL de homogenato (concentração de 250 μg.mL-1), das 

concentrações de trabalho em triplicata técnica em cada micropoço, após esses 

procedimentos, a placa foi incubada por um período de uma hora à 20OC . Após o período de 

incubação, 200 μL de DTNB foram adicionados a cada micropoço, a reação foi iniciada pela 

adição de 20 μL do substrato (acetiltiocolina 62 mM). A atividade enzimática foi determinada 

pela leitura do aumento da absorbância a 405 nm durante 180 s usando um espectrofotômetro 

de microplacas xMark™ da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA). (Sedmak e Grossberg, 1977) 

 

2.4  Ensaio de paralisia induzida por aldicarbe em C. elegans 

 

O experimento de paralisia induzida por aldicarbe foi realizado de acordo com a metodologia 

de Mahoney et al (2006) e Oh e Kim, (2017) com algumas adaptações. Após sincronização 

em L1, os animais do tipo selvagem (N2) foram manipulados em placas contendo E. coli 

(OP50), mas não contendo Aldicarbe, a 20 °C durante 48 h até atingirem o estágio larval L4. 

Para a condição experimental com Aldicarbe, foram separadas placas de cultura celular de 

fundo plano com 24 poços, contendo cada poço entre 1 e 2 mL de meio NGM. O NGM foi 

devidamente suplementado com as soluções habituais (tampão fosfato de potássio (KPO4), 

MgSO4, CaCl2, colesterol e estreptomicina), distribuídos em placas experimentais. Quando o 

meio NGM estava sólido, 20 μL de OP50 foram aplicados em cada poço. Logo após as placas 

ficarem prontas, 30 animais (10 animais em cada poço) foram transferidos para cada grupo 
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tratado com aldicarbe (1 mM) e para grupos com o EOLO nas concentrações 0,05, 0,01, 

0,025, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5 e 1,0 mg/mL, para encontrar a curva IC50 em C. elegans. O 

experimento foi realizado em triplicata técnica e biológica e os animais foram observados a 

cada 1 hora. Os animais que não se moviam sem responder a um toque suave foram retirados 

do poço e registrados. 

 

2.5 O EOLO inibe a enzima a AChE em C. elegans N2 e não paralisa os mutantes deficiente 

em AChE  

As Larvas L1 sincronizadas do tipo selvagem (N2) e os mutantes foram cultivadas 

durante 48 h até o estágio larval L4. Trinta animais foram transferidos para placas normais de 

NGM contendo EOLO nas concentrações de 2,0, 5,0, 10,0 e 20,0 mL.mL-1 e placa com o 

tratamento aldicarbe (1.0 mM). As análises foram realizadas pontuando os animais 

paralisados a cada 1 hora até que todos os animais parassem de se mover. O verme N2 e o 

mutante GG202 foram classificados como paralisados quando não deslizaram sinuosamente 

na placa. Os vermes mutantes GG201 e PR946 foram classificados como paralisados quando 

não apresentavam movimento corporal, mas ainda mantinham bombeamento faríngeo. 

 

2.6  Análise Estatística 

Análise estatística realizada pelo software Graph Pad Prism (v 6.0) (Califórnia, 

EUA). O teste t de Student e ANOVA unidirecional foram utilizados para comparação entre 

pares de grupos, ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Tukey também foi utilizada 

para comparar três ou mais grupos, para dados normalmente distribuídos. As curvas de 

sobrevivência foram analisadas pelo teste log-rank de Mantel-Cox. Para todos os testes foi 

considerada significância estatística p<0,05. 

 

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No C. elegans, os múltiplos genes ace codificam classes farmacológicas distintas de 

AChE, ace-1 e ace-2 codificam as AChE da classe A e B, respectivamente, que juntas 

respondem por 95% de toda a atividade da AChE (COMBES et al., 2003; HAN et al., 2016). 

Este estudo analisou que os componentes bioativos do EOLO, da Amazônia brasileira, não 

paralisaram os modelos mutante GG202 [(ace-2(g72) I] e o duplo mutante GG201 [(ace-

2(g72) I; ace-1(p1000) X)] e PR946 [unc-3 (p1001) ace-1(p1000) X], deficientes em AChE. 

Evidências demonstram que a perda de inervação colinérgica no córtex cerebral de 

pacientes com doença de Alzheimer relacionam-se com a degeneração do sistema colinérgico 



119 
 

 

(HAMPEL et al., 2018). O tratamento atual para a DA é constituído pela administração de 

drogas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, são elas a memantina, 

primeiro fármaco aprovado pela FDA para tratar os sintomas da DA, moderada a 

severa(BHATT; PULI; PATIL, 2021; FALCO et al., 2015; KUMAR et al., 2020), 

rivastigmina, tacrina, donepezil e galantamina, fármacos que atuam no sistema colinérgico, 

inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE) e aumentando a disponibilidade de acetilcolina 

(ACh) nas sinapses cerebrais, de forma a “reduzir a velocidade de progressão da doença” e  

“revigorar a memória e atenção”. (BREIJYEH; KARAMAN, 2020) No entanto, observa-se 

que mesmo com o crescimento alarmante da população idosa com demência e Alzheimer no 

mundo, nenhuma nova terapia foi aprovada na última década. (CUMMINGS; TONG; 

BALLARD, 2019; GREGORY et al., 2021; SATHYA et al., 2017)  

 

3.1  O EOLO inibe a enzima AChE de E. Electricus, comercial, e no modelo C. elegans  

Estudos indicam que C. elegans é um modelo importante na avaliação dos efeitos de 

drogas neurotóxicas a nível celular subletal. (MEYER; WILLIAMS, 2014) sendo assim, com 

a finalidade de avaliar a inibição da enzima AChE in vitro e no modelo vivo C. elegans, 

utilizamos metodologia conforme descrita no item 2.3. Para os ensaios de inibição da AChE, 

utilizou-se concentrações do EOLO que inibem a atividade enzimática em 50% (IC50), 

utilizou-se a AChE comercial de Electrophorus electricus (E. electricus) extraída da enguia 

elétrica (Tipo VI-S, Sigma-Aldrich), a qual foi exposta ao EOLO. A concentração foi 

detrminada por diluição seriada, levando em consideração o composto majoritário do EOLO 

(concentrações variando de 9,6x10-1 a 9,6x10-6 mg.mL-1 do EOLO, por 60 min), os resultados 

foram comparados com os controles não tratado (CNT) e tratado com DMSO-0.1%, conforme 

apresentado na figura 1(A). Para explorar o potencial de inibição do EOLO na enzima AChE, 

o C. elegans (N2), estágio L4, foi tratado com o EOLO nas concentrações 0.005, 0.01, 0.025, 

0.05, 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mg.mL-1 e comparadas com os controles não tratados CNT e DMSO-

0.1%, sob condições laboratoriais padrão, conforme apresentado na figura 1(B). (ASSIS et al., 

2012). 
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Figura 1 – O EOLO inibe a enzima AChE E. Electricus (comercial) e no C. 

elegans.  

A) Percentual de inibição da AChE de E. electricus (AChE comercial). A AChE 

comercial foi incubada com o EOLO, por 60 min, em concentrações variando de 9,6x10-1 a 

9,6x10-6 mg.mL-1, comparadas com controle não tratado (CNT) e DMSO-0.1%. Os ensaios 

de inibição da AChE com enzima comercial em comparação com o DMSO-0.1% foram 

realizados em triplicatas técnica e independente, os resultados foram expressos como média 

± SEM. *p < 0,0120, *** p < 0,0005, **** p < 0,0001 e **** p < 0,0001 comparado ao 

controle DMSO 0.1%, por One-Way-ANOVA seguido pelo teste de Tukey. B) Percentual 

de inibição da AChE no C. elegans. Para avaliar a inibição da enzima AChE em C. Elegans, 

animais tipo selvagem N2 foram sincronizados em larvas de primeiro estágio tratadas com 

0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mg.mL-1 de EOLO diluído em meio de cultura 

OP50, conforme descrito na metodologia. A atividade residual foi calculada usando a a 

atividades da AchE na ausência de óleo essencial, que foi considerada 100% de atividade. 

Os ensaios de inibição da AChE com o C. elegans, foram realizados em triplicatas técnica 

(três pocinhos) e independentes, os resultados foram expressos como média ± SEM. **** p 

< 0,0001, **** p < 0,0001, **** p < 0,0001 e **** p < 0,0001 comparado ao controle 

DMSO 0,1%, por One-Way-ANOVA seguido pelo teste de Tukey. 

 

O EOLO demonstrou inibir a enzima AChE de uma maneira dependente da dose tanto 

nas análises com a ezima pura de E. electricus quanto utilizando o homogenato do C. elegans, 

tratado previamente, nas diferentes concentrações de trabalho com o EOLO. Os valores IC50 

para atividade da enzima AChE comercial foi de 0.001771 mg.mL-1 (R2 = 0.9733) e para o 

homogenato do C. elegans foi de 0.5345 mg.mL-1 (R2 = 0.9279), como verificado na Figura 
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1(A e B). Até onde sabemos, este é o primeiro relato sobre atividade inibitória com o EOLO 

em C. elegans. A inibição deste alvo fisiológico pode estar relacionada com a saúde mental e 

o potencial neuroprotetor do EOLO. A atividade residual foi calculada usando a ausência de 

óleo essencial como 100% de atividade. Para estimar os parâmetros do IC50, os resultados 

foram expressos em percentual de inibição da atividade residual (média ± DP) versus inibição 

da atividade obtida com as diferentes concentrações do EOLO utilizadas. Em nossa análise, 

verificamos que o tratamento do C. elegans com o EOLO, as concentrações que apresentaram 

inibição da AChE foram: 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mg.mL-1 com 16.25, 32.75, 44.22 e 77.73%, 

respectivamente, de forma dependente da concentração de exposição do C. elegans ao EOLO.  

 

1.1 Potencial de inibição do EOLO na enzima AChE ao longo do tempo no C. 

elegans 

A partir das análises anteriores, escolhemos as concentrações 0.1, 0.25, 0.5, e 1.0 

mg.mL-1, como as concentrações de trabalho. Para verificar em que momento o EOLO 

começou a inibir a AChE, novos experimentos foram realizados em intervalos de tempo (2, 

6, 12 e 24 horas) para cada concentração do EOLO bem como com os controles não 

tratados CNT e DMSO-0.1%, conforme figura 2(A,B,C e D).  
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Figura 2. Inibição da enzima AChE no C. Elegans, ao longo do tempo.  

Para avaliar a inibição da enzima AChE em C. Elegans, animais tipo selvagem N2 

foram sincronizados em larvas de primeiro estágio tratadas com o EOLO, diluído em meio 
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de cultura OP50, conforme descrito na metodologia, nas concentrações 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 

mg mL-1 e aos controles CNT e DMSO-0.1%, por 2, 6, 12 e 24 horas. A) Atividade da 

AChE em vermes expostos ao EOLO, por 2 horas, como média  ± SEM ns. B) Atividade da 

AChE em vermes expostos ao EOLO, por 6 horas, os resultados foram expressos como 

média  ± SEM ns e 6.47% (**p<0.0069. C) Atividade da AChE em vermes expostos ao 

EOLO, por 12 horas, os resultados foram expressos como média  ± SEM ns, *p<0.0338, 

**p<0.0496 e ***p<0.0008. D) Atividade da AChE em vermes expostos ao EOLO, por 24 

horas. Os resultados foram expressos como média ± SEM ns, ***p <0,0006, ***p<0,0004, 

****p<0,0001. A atividade residual foi calculada em vermes que não foram tratados com o 

óleo essencial e foi considerado tendo 100% de atividade. Os ensaios de inibição da AChE 

com o C. elegans, foram realizados em triplicatas técnica e independente, os resultados 

foram expressos como média ± SEM. comparado ao controle DMSO-0.1%, por One-Way-

ANOVA seguido pelo teste de Tukey. 

 

Na figura 2(A), ja se observa que a exposição do verme por 2 horas, na concentração 

mais elevada de 1.0 mg.mL-1, mesmo sem uma diferença significativa (ns), já verifica-se uma 

inibição da enzima AChE em 4.70%, quando comparada ao controle não tratado DMSO-

0.1%. Ao expor os animais por 6 horas ao EOLO nas concentrações 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mg 

mL-1 e aos controles CNT e DMSO-0.1%, Figura 2(B), as concentrações 0.5 e 1.0 mg.mL-1, 

inibiram em 1.71% (ns) e 6.47% (**p<0.0069) a AChE, respectivamente. Com 12 horas de 

exposição do C. elegans ao EOLO, Figura 2(C), a inibição da AChE foi 0.97, 2.46, 2.26 e 

5.02%, (ns, *p<0.0338, **p<0.0496 e ***p<0.0008) para as diferentes concentrações 

testadas, o que correspononde a um valor de IC50 = ~ 5,444. Com 24 horas de exposição do 

verme ao EOLO nas concentrações 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mg mL-1 e aos controles CNT e 

DMSO-0.1%, Figura 2(D), é possível observar um aumento significativo na inibição da 

AChE com 11.44, 34.45, 35.82 e 60,89% (ns, ***p <0,0006, ***p<0,0004, ****p<0,0001), 

respectivamente. Os resultados mostraram que atividade de inibição da AchE aumenta ao 

longo do tempo de exposição, de modo dose-dependente. O IC50 do EOLO em C. Elegans, 

para 24 horas, foi de 0,9787 mg.mL-1. Quando os vermes foram expostos por 48 horas, nas 

concentrações de 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mg mL-1 e aos controles CNT e DMSO-0.1%, a 

atividade da AChE foi inibida em 16.25, 32.75, 44.22 e 77.73%, respectivamente, e o IC50 foi 

de 0,5345 mg.mL-1. A inibição da atividade da AChE foi intensificada após 6 horas de 

exposição ao EOLO, que foi dependente da concentração usada, com atividade significativa a 

partir de 12 horas de exposição. 

 

1.2 O EOLO exerce efeito protetor em C. elegans comparada a paralisia induzida 

por aldicarbe  

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor excitatório nas junções neuromusculares 

do C. elegans, da mesma forma que em mamíferos. Mais de um terço das células do sistema 
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nervoso do C. elegans liberam ACh. A AChE é a enzima responsável por regular a quantidade 

do neurotransmissor, ACh, nas junções neuronais. Para investigar possíveis alterações na 

sinalização colinérgica, vermes tratados com EOLO foram comparados com a resistência 

apresentada pelos vermes N2, estágio L4, quanto à paralisia induzida por Aldicarbe, conforme 

apresentado na figura 3. Para verificar a correlação da taxa de liberação do neurotransmissor 

com a taxa de paralisia, realizamos as análises onde os vermes tratados com EOLO foram 

comparados com a resistência apresentada pelos vermes N2 (Bristol), quanto à paralisia 

induzida pelo Aldicarbe.  
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Figura 3 –O EOLO e o Aldicarbe paralisa o C. elegans (N2) no estágio L4. 

Os animais foram tratados com EOLO nas concentrações 2.0, 5.0, 10.0 e 20.0 mg.mL-1, ou 1 

mM de Aldicarbe. Os animais paralisados foram pontuados a cada hora. A) Ensaio de 

paralisia realizado com bactéria viva. B) Ensaio de paralisia realizado com bactéria morta. Os 

ensaios foram realizados em triplicata e expressos como média ± SEM. ****p<0,0001 e 

comparado ao controle DMSO 0.1% determinado pelo teste Log Rank (Mantel-Cox). O 

Aldicarbe, foi utilizado como controle positivo para demonstrar que o acúmulo de ACh, no C. 

elegans, leva o verme a paralisar. O C. elegans cresceu por 48 h em OP50, após esse período 

foi levado as placas com o EOLO nas concentrações 2.0, 5.0, 10.0 e 20.0 mg.mL-1 e .mais 

uma vez foram usados os controles negativos CNT e DMSO-0.1% e placas com o controle 

positivo aldicarbe, para comparação com os tratamentos e também para comparar o tempo de 

paralisação do C. elegans tratado com o Aldicarbe (1 mM). 

 

A taxa na qual os vermes ficam paralisados reflete o equilíbrio das entradas 

colinérgicas excitatórias e GABAérgicas inibitórias no músculo. (VASHLISHAN et al., 2008) 

O ensaio de resistência em comparação com o aldicarbe foi realizado de acordo com o método 

previamente descrito Nonet et al. (1998) com algumas modificações. (NONET et al., 1998) O 

Aldicarbe (carbamatos) exerce sua toxicidade pela reação de carbamilação, resultando na 

inibição da atividade da AChE, e consequente estimulação excessiva dos receptores 

nicotínicos e muscarínicos. (XAVIER; RIGHI; SPINOSA, 2007) Como previsto, o aldicarbe 

(1.0 mM) inibiu a atividade da AChE de forma acentuada ao ponto de levar o nematoide a 
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paralisar.(MAHONEY; LUO; NONET, 2006) Um resultado semelhante na paralisia dos 

animais foi observado quando eles foram tratados com as diferentes concentrações do EOLO. 

O tratamento com EOLO demostrou aumentar os niveis de acetilcolina, de forma que os 

vermes tratados com EOLO diluído em OP50 viva, nas diferentes concentrações e no tempo 

de 2 h começam a paralisar, juntamente, com o C. elegans tratado com o aldicarbe. A 

concentração de 10.0 mg.mL-1 apresentou paralisia bastante expresiva, já a concentração de 

20.0 mg.mL-1  os animais paralisaram ao mesmo tempo em que os animais tratados com o 

aldicarbe (1.0 Mm), 9 h de tratamento. No entanto, os vermes fez com que os vermes 

diminuíssem o tempo de paralisação quando comparados ao controle DMSO-0.1%. O mesmo 

experimento foi realizado com a bactéria E. coli (OP50) morta, para verificar se a 

metabolização do EOLO pela bactéria mudaria o comportamento do verme, quando 

comparado aos experimentos com a mesma, OP50, viva. O tratamento com a bactéria morta 

não alterou os resultados obtidos para inibição da AChE com o EOLO. Os resultados apontam 

o EOLO como provável inibidor da AChE que, aparentemente, impediu a hidrólise da ACh e 

resultando na sua permanência por mais tempo nas fendas sinápticas. No entanto, para 

respondermos, se a paralisia verificada nos tratamento com EOLO no C. elegans, se deu 

realmente pela inibição da AChE ou por outras vias, realizamos outros experimentos de 

inibição da AChE usando o EOLO nas concentrações 2.0, 5.0, 10.0 e 20.0 mg.mL-1, e 

comparar o tempo de paralisação do C. elegans tratado com o aldicarbeee (1 mM). Neste teste 

usaram-se animais selvagens C. elegans N2 e animais mutantes GG201, GG202 e PR946, 

Figura 4, que são deficientes em AChE da calsse A e B. Os controles usados foram animais 

não tradados (CNT) ou tratados com DMSO 0.1%. 

 

3.2  EOLO paralisa o C. elegans, N2, e não paralisa os mutantes deficientes-AChE 

Na DA as células cerebrais e os nervos são bloqueados por proteínas anormais, resultando 

na interrupção dos transmissores que transportam mensagens ao cérebro, particularmente 

aqueles responsáveis pelo armazenamento da memória.(World Alzheimer Report 2021) Para 

eliminar a possibilidade de o EOLO ter outras vias de paralisar, in vivo, expusemos as cepas 

N2, GG201, GG202 e PR946 ao EOLO nas concentrações 2.0, 5.0, 10.0 e 20.0 mg.mL-1. Os 

resultados estão apresentados na Figura 4. 
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Figura 4 – O EOLO inibe a enzima AChE no C. elegans, e não paralisa os 

mutantes deficientes em AChE. 

A) Animais do tipo selvagem cresceram em E. coli OP50 sem tratamento, por 48 horas, e 

transferidos para placas com diferentes concentrações da amostra tratamentos ou com 

Aldicarbe.  

Os animais paralisados foram pontuados a cada hora. Os ensaios foram realizados em 

triplicatas e expressos como média ± SEM. **** p < 0.0001 comparado com o controle 

DMSO 0.1% determinado pelo teste Log Rank (Mantel-Cox). B) Animais do tipo mutante 

GG201 cresceram em E. coli OP50 sem tratamento, por 48 horas, e transferidos para placas 

com tratamentos e outra com aldicarbeee. Os animais paralisados foram pontuados a cada 

hora. Os ensaios foram realizados em triplicata e expressos como média ± SEM. **** p < 

0.0001 comparado ao controle DMSO-0.1% determinado pelo teste Log Rank (Mantel-Cox). 

C) Animais do tipo mutante GG202 cresceram em OP50 sem tratamento por 48 horas e 

transferidos para placas com tratamentos e outra com aldicarbeee. Os animais paralisados 

foram pontuados a cada hora. Os ensaios foram realizados em triplicata e expressos como 

média ± SEM. **** p < 0.0001 comparado ao controle DMSO 0.1% determinado pelo teste 

Log Rank (Mantel-Cox). D) Animais do tipo mutante PR946 cresceram em OP50 sem 

tratamento por 48 horas e transferidos para placas com tratamentos e outra com aldicarbeee. 

Os animais paralisados foram pontuados a cada hora. Os ensaios foram realizados em 

triplicata e expressos como média ± SEM. **** p < 0.0001 comparado ao controle DMSO-

0.1% determinado pelo teste Log Rank (Mantel-Cox. 
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Os resultados demonstraram que o C. elegans, N2, tratado com o EOLO na concentração 

de 20.0 mg.mL-1 e os tratados com o aldicarbe (1.0 mM) apresentaram 100% de animais 

paralisados, no mesmo tempo de exposição. Enquanto que as cepas mutantes deficientes em 

AChE, GG201 [(ace-2(g72) I; ace-1(p1000) X)], GG202 [(ace-2(g72) I] e PR946 [unc-

3(p1001) ace-1(p1000) X], (KOLSON; RUSSELL, 1985) quando expostas ao EOLO, nas 

mesma condições, não afetou os nematóides como observado C. elegans tipo selvagem, N2,  

indicando que nessas concentrações, a ausência de paralisia observada, atribui-se à inibição da 

AChE. 

 

4 CONCLUSÃO 

A importância das plantas medicinais, como a Lippia origanoides, é amplamente 

reconhecida, especialmente por suas aplicações que vão desde chás e aditivos culinários até 

suas propriedades anti-inflamatórias e antibacterianas, já reconhecidas pelo SUS como 

coadjuvantes no tratamento de doenças causadas por microrganismos. Nesta pesquisa, 

focamos no potencial de inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelo óleo essencial de 

Lippia origanoides (EOLO), utilizando Caenorhabditis elegans como modelo in vivo. 

Investigamos as atividades da AChE e a paralisação causada pelo EOLO, comparando-as com 

os efeitos do Aldicarb, além de utilizar mutantes deficientes em AChE, como GG201, GG202 

e PR946, para confirmar o mecanismo de ação do EOLO na paralisação do verme. Os 

resultados indicam uma série de evidências que sugerem o potencial do EOLO para inibir a 

AChE, um dos principais alvos na busca de novos tratamentos para a doença de Alzheimer. 

Assim, propomos que o EOLO tem potencial para se tornar um agente farmacológico 

promissor no combate à demência, ao promover a inibição da AChE e prolongar a 

disponibilidade de acetilcolina nas fendas sinápticas, o que pode contribuir para melhorar a 

função cognitiva e, consequentemente, a qualidade de vida. 
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4 DISCUSSÃO INTEGRADORA 

A presente tese teve como objetivo central investigar o potencial terapêutico do óleo 

essencial de Lippia origanoides Kunth (OELO), com ênfase na caracterização de sua 

composição fitoquímica, atividade antioxidante e capacidade de inibição da enzima 

acetilcolinesterase (AChE), utilizando abordagens integradas in vitro e in vivo, com o modelo 

experimental Caenorhabditis elegans. Quando analisados de maneira articulada, os resultados 

obtidos ao longo dos capítulos experimentais contribuem para uma compreensão mais 

abrangente acerca das propriedades farmacológicas do OELO e de seu possível uso em 

estratégias terapêuticas voltadas à modulação do estresse oxidativo e da neurodegeneração. 

No primeiro eixo investigativo, a análise fitoquímica revelou que os constituintes 

majoritários do OELO foram carvacrol, timol, p-cimeno, (E)-cariofileno e linalol. Esses 

achados estão em consonância com dados da literatura para espécimes provenientes da 

Amazônia Setentrional, corroborando a existência de quimiotipos específicos relacionados à 

composição majoritária de monoterpenos fenólicos e sesquiterpenos. Considerando a 

relevância desses compostos para a bioatividade dos óleos essenciais, torna-se evidente que a 

presença de tais metabólitos secundários pode explicar, ao menos em parte, os efeitos 

observados nas etapas subsequentes desta investigação. 

Em complemento aos dados fitoquímicos, os ensaios in vitro demonstraram que o 

OELO apresenta expressiva atividade antioxidante, além de baixa citotoxicidade em 

fibroblastos da linhagem 3T3. Esses resultados reforçam a segurança do óleo para aplicações 

em sistemas biológicos e sustentam seu potencial como agente neutralizador de espécies 

reativas de oxigênio (EROs). De forma adicional, a atividade antioxidante foi confirmada pelo 

ensaio de sequestro do radical DPPH, em que se evidenciou elevada capacidade de doação de 

elétrons, característica associada principalmente aos fenóis presentes em sua composição. 

No modelo in vivo com C. elegans, observou-se que o OELO não promoveu efeitos 

tóxicos significativos, tampouco comprometeu parâmetros vitais como viabilidade, 

desenvolvimento e reprodução dos animais. Ao contrário, os experimentos indicaram 

incremento na resistência ao estresse oxidativo induzido por peróxido de hidrogênio, bem 

como prolongamento da expectativa de vida dos nematoides tratados. A redução da expressão 

de proteínas de estresse, como HSP-16.2, em linhagens transgênicas, reforça a hipótese de que 

o OELO exerce efeito protetor sobre o sistema celular antioxidante endógeno. 

No tocante aos aspectos neurodegenerativos, o tratamento com OELO retardou a 

paralisia induzida por β-amiloide em linhagens transgênicas de C. elegans, sugerindo um 

efeito neuroprotetor significativo. Esse resultado foi particularmente relevante, uma vez que 
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modelos baseados na expressão de Aβ são amplamente utilizados para simular a 

fisiopatologia da Doença de Alzheimer. Além disso, os ensaios de inibição enzimática 

demonstraram que o OELO é capaz de inibir a AChE de Electrophorus electricus, bem como 

a AChE endógena do C. elegans, com especificidade funcional, sem induzir paralisia em 

linhagens mutantes deficientes nessa enzima. 

Ao integrar os dados experimentais dos três capítulos, é possível inferir que o OELO 

atua em múltiplos alvos biológicos, promovendo efeitos antioxidantes, antienvelhecimento e 

neuroprotetores. Essa multifuncionalidade é de grande interesse no contexto da pesquisa de 

novos candidatos terapêuticos, sobretudo diante da complexidade fisiopatológica das doenças 

neurodegenerativas. A atuação sinérgica entre os constituintes do OELO, em especial 

carvacrol e timol, parece contribuir decisivamente para o conjunto de efeitos observados, o 

que reforça a importância de considerar o perfil quimiotípico na avaliação farmacológica de 

óleos essenciais. 

Além disso, a utilização do modelo C. elegans demonstrou-se uma estratégia 

experimental altamente sensível, ética e reprodutível, permitindo a avaliação de parâmetros 

moleculares, celulares e comportamentais de maneira integrada. A elevada homologia 

genética com humanos, aliada à facilidade de manipulação e à curta duração do ciclo de vida, 

posiciona C. elegans como ferramenta indispensável na triagem inicial de compostos 

bioativos com aplicação biomédica. 

Em síntese, os resultados desta tese consolidam o OELO como um produto natural 

promissor, com ações combinadas sobre estresse oxidativo e modulação colinérgica, sendo 

relevante sua continuidade em estudos pré-clínicos para validação de sua eficácia e segurança 

em modelos superiores. Também se recomenda a investigação de formulações 

farmacotécnicas que otimizem sua estabilidade, biodisponibilidade e aplicabilidade 

terapêutica, especialmente nos contextos de doenças neurodegenerativas e distúrbios do 

envelhecimento. 

 

 

5 NOVAS DIREÇÕES DE PESQUISA 

De acordo com os resultados obtidos nesta tese, delineiam-se perspectivas promissoras 

para futuras investigações: 

• A avaliação isolada e combinada dos principais compostos do OELO, com vistas à 

elucidação dos mecanismos moleculares específicos de cada constituinte; 
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• A realização de estudos pré-clínicos em modelos murinos de neurodegeneração, com o 

objetivo de validar os efeitos observados in vivo em C. elegans; 

• A caracterização farmacocinética e farmacodinâmica do OELO e de seus compostos 

ativos, incluindo estudos de biodisponibilidade e segurança em longo prazo; 

• O desenvolvimento de formulações farmacêuticas inovadoras, baseadas no OELO, 

com foco em aplicações neuroprotetoras; 

• A análise aprofundada da variabilidade quimiotípica de L. origanoides em diferentes 

contextos ecológicos e sazonais, com vistas à padronização fitoquímica para uso 

terapêutico. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A presente pesquisa contribuiu de maneira significativa para o conhecimento científico 

sobre Lippia origanoides Kunth e seu óleo essencial, demonstrando, com base em evidências 

experimentais robustas, sua eficácia como agente antioxidante e inibidor da AChE. Os 

resultados obtidos validam o uso tradicional da espécie e sinalizam seu potencial como base 

para o desenvolvimento de fitoterápicos ou novos fármacos voltados à prevenção e ao 

tratamento de doenças associadas ao estresse oxidativo e à neurodegeneração. Por fim, 

destaca-se a importância da integração entre a bioprospecção de recursos naturais e o uso de 

modelos experimentais alternativos, como C. elegans, como estratégia eficiente, ética e 

cientificamente fundamentada para a inovação farmacêutica. 
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7 CONCLUSÃO 

Inicialmente, esta tese teve como objetivo central a investigação do potencial 

terapêutico do óleo essencial de Lippia origanoides Kunth (OELO), com ênfase em sua 

composição química, atividade antioxidante, capacidade de inibição da acetilcolinesterase 

(AChE) e efeitos neuroprotetores, por meio de abordagens integradas in vitro e in vivo, 

utilizando o modelo experimental Caenorhabditis elegans. Importa destacar que este 

nematoide, amplamente reconhecido por sua simplicidade anatômica, ciclo de vida curto, 

facilidade de manipulação genética e elevada homologia funcional com mamíferos, 

demonstrou-se um modelo robusto e adequado para a triagem inicial de compostos bioativos, 

inclusive em linhagens transgênicas que expressam o peptídeo β-amiloide humano (Aβ1-42), 

intimamente relacionado à fisiopatologia da Doença de Alzheimer. 

No tocante à caracterização química, verificou-se que o OELO apresenta um perfil 

fitoquímico predominado por monoterpenos fenólicos, notadamente carvacrol e timol, além 

de para-cimeno e (E)-cariofileno, compostos amplamente reconhecidos por suas propriedades 

antioxidantes e por sua capacidade de modular vias envolvidas na neurotoxicidade. Tal 

composição confere ao óleo um promissor potencial biotecnológico. 

Adicionalmente, os ensaios in vitro evidenciaram baixa citotoxicidade do OELO em 

linhagens celulares de fibroblastos murinos (3T3), reforçando sua segurança nas 

concentrações testadas. Paralelamente, foi demonstrada sua atividade antioxidante 

significativa, evidenciada pela redução dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

mecanismo central na mitigação do estresse oxidativo, condição associada ao envelhecimento 

celular e à neurodegeneração. 

Os experimentos in vivo realizados em C. elegans confirmaram os efeitos benéficos 

do OELO, com destaque para o aumento da longevidade, a atenuação do estresse oxidativo 

sob condições fisiológicas e desafiadoras, e a preservação de parâmetros comportamentais, 

como batimento faríngeo, curvatura e tamanho corporal. Destaca-se, ainda, a capacidade do 

OELO em conferir proteção frente à toxicidade induzida pela agregação do peptídeo Aβ1-42, 

reduzindo significativamente a paralisia nos vermes transgênicos, sem, contudo, afetar 

negativamente sua expectativa de vida. Tal achado reforça a eficácia do óleo nas doses 

empregadas, com ausência de efeitos deletérios observáveis. 

De forma complementar, a atividade anticolinesterásica do OELO foi confirmada 

tanto em ensaios com enzima purificada quanto no modelo in vivo, sendo sua ação 

dependente da concentração e do tempo de exposição. Essa propriedade reforça o potencial 
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neuroprotetor do óleo, sobretudo pela modulação da neurotransmissão colinérgica, aspecto de 

notável relevância para o desenvolvimento de terapias voltadas ao tratamento de doenças 

neurodegenerativas, como a Doença de Alzheimer. 

À luz dos resultados obtidos, infere-se que os constituintes do OELO atuam de 

maneira sinérgica, conferindo ao óleo propriedades multifuncionais, antioxidante, 

antienvelhecimento e neuroprotetora, que o qualificam como um produto natural de interesse 

farmacológico. Nesse contexto, o modelo C. elegans demonstrou-se uma ferramenta valiosa 

para a avaliação preliminar de eficácia e segurança, oferecendo suporte metodológico para 

futuras etapas de desenvolvimento. 

Como perspectivas para estudos subsequentes, recomenda-se a realização de 

investigações farmacocinéticas, toxicológicas e pré-clínicas em modelos mamíferos, além do 

desenvolvimento de formulações inovadoras, como sistemas nanoestruturados, que ampliem a 

biodisponibilidade e potencializem os efeitos terapêuticos do OELO. Cabe ressaltar que, 

considerando seu registro no caderno de fitoterápicos do Sistema Único de Saúde (SUS), o 

óleo apresenta viabilidade translacional para aplicação em humanos, com perfil toxicológico 

promissor. 

Em síntese, os dados aqui apresentados contribuem de maneira significativa para o 

avanço do conhecimento científico acerca do óleo essencial de Lippia origanoides, 

evidenciando seu potencial farmacológico como agente antioxidante, neuroprotetor e inibidor 

da acetilcolinesterase. Tais achados indicam que o OELO desponta como uma alternativa 

promissora no desenvolvimento de estratégias terapêuticas naturais voltadas à prevenção e ao 

tratamento de doenças neurodegenerativas, com ênfase na Doença de Alzheimer. 
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