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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

Glechon spathulata BENTH.: ESTUDO
FITOQUIMICO E BIOLOGICO
AUTORA: VANESSA TEIXEIRA KUNZ
ORIENTADORA: MELANIA PALERMO MANFRON
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 20 de julho de 2007.

Os principais grupos de substéncias de Glechon spathulata Benth. foram avaliados
por uma analise fitoquimica e o 6leo volatil obtido por hidrodestilagdo foi analisado
por CG-EM. O 6leo volatil, o extrato bruto etandlico e as fracbes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e butandlica de G. spathulata foram submetidos ao
teste de letalidade frente a Artemia salina Leach., a atividade antimicrobiana por
bioautografia e microdiluicdo em caldo. A atividade antioxidante pelo DPPH em
cromatografia em camada delgada (CCD) e pelo ensaio espectrofotométrico também
foi avaliada. Flavondides, taninos, esterbis e/ou triterpenos, saponinas, pigmentos
antocianicos, acidos volateis e fixos foram encontrados em G. spathulata. A CG do
Oleo revelou a presenca de 9 constituintes. Todas as amostras apresentaram
toxicidade frente a Artemia salina (CLsp<1000 pg/ml). O 6leo volatil apresentou
atividade antimicrobiana avaliada por bioautografia contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas e contra Candida albicans, o extrato bruto ndo apresentou atividade
contra 0s microrganismos testados nas mesmas condicbes do ensaio com o 6leo
volatil. O éleo volatil, as fracdes hexanica e acetato de etila mostraram boa atividade
inibitéria contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Através do método do
DPPH, todas as amostras mostraram atividade antioxidante por CCD e pelo método
espectrofotométrico, as fragbes acetato de etila, butandlica e o O6leo volatil
demonstraram excelente atividade antioxidante com Clsg de 7,99 pug/ml; 11,75 pg/mi

e 20,59 pyg/ml respectivamente.

Palavras-chave: Glechon spathulata; plantas medicinais; 6leos volateis; atividade
antimicrobiana; atividade antioxidante; Artemia salina.
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ABSTRACT

Master Dissertation
Post-Graduate Course of Pharmaceutical Sciences
Universidade Federal de Santa Maria

Glechon spathulata BENTH.: PHYTOCHEMICAL
AND BIOLOGICAL STUDY
AUTHOR: VANESSA TEIXEIRA KUNZ
ADVISER: PROF? DR? MELANIA PALERMO MANFRON
Place and date of Defense: Santa Maria, July 20", 2007.

The main groups of secondary metabolites of Glechon spathulata Benth. were
evaluated by a phytochemical screening and the volatile oil obtained by
hydrodistillation was analyzed by GC-MS. Volatile oil, ethanolic crude extract and
hexanic, chloroformic, ethyl acetate and butanolic fractions of G. spathulata were
submitted to the lethality test against Artemia salina Leach., to the antimicrobial
activity by bioauthographic assay and broth microdilution. Antioxidant activity by
DPPH in thin-layer chromatography (TLC) and spectrophotometric assay were also
evaluated. Flavonoids, tannins, sterols and/or triterpenoids, saponins, anthocyanic
pigments, volatile and fixed acids were found in G. spathulata. The GC of the oil
revealed the presence of 9 constituents. All samples presented Artemia salina toxicity
(LCs0<1000 pg/ml). The volatile oil showed antimicrobial activity evaluated by
bioauthographic assay against Gram-positive and Gram-negative bacteria and
against Candida albicans, the crude extract didn't show activity against the tested
microorganisms in same conditions of assay with volatile oil. Volatile oil, hexanic and
ethyl acetate fractions showed good inhibitory activity against Gram-positive and
Gram-negative bacterial cultures. Through DPPH method all the samples showed
antioxidant activity by TLC, by spectrophotometric method, ethyl acetate, butanolic
fractions and volatile oil showed excellent antioxidant activity with 1Cso 7,99 pg/mil;
11,75 pg/ml and 20,59 ug/ml respectively.

Keywords: Glechon spathulata; medicinal plants; volatile oils; antimicrobial activity;
antioxidant activity; Artemia salina.
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1 INTRODUGAO

O tratamento de doencgas através de plantas € um dos métodos mais antigos
da medicina natural. A origem sobre o conhecimento de plantas medicinais é muito
remota, acredita-se que grande parte foi adquirida através da observacao e do
instinto humano e animal, dessa maneira, o homem passou a distinguir plantas
comestiveis ou que poderiam curar doengas de plantas venenosas. Este
conhecimento foi transmitido de geracdo a geracao pelas comunidades que
conviviam com ervas e dependiam delas para curar doengas (VOX SCIENTIAE,
2005; GONCALVES, [200-]).

O conhecimento tradicional sobre plantas que poderiam ser utilizadas no
tratamento de doencas foi sendo enriquecido aos poucos através de experimentos
praticos, que foram possiveis pela evolucao da ciéncia e da tecnologia. Para um
medicamento fitoterapico ser produzido a partir de uma planta, ela precisa ser
estudada dos pontos de vista botanico-agrondmico (levantamento, coleta e manejo);
quimico-farmacéutico (quimica e formulagao); biomédico (farmacologia, toxicologia e
clinica) e industrial (adequacao do produto ao mercado) (ELISABETSKY, SOUZA,
2004; GONGCALVES, [200-]; SONAGLIO et al., 2004; BRASIL, 2006).

A importancia das plantas na terapéutica estd fundamentada no fato de que
80% da populagdo mundial faz uso de plantas ou preparagcbes obtidas a partir
destas na atencdo primaria a saude. Os paises em desenvolvimento possuem 67%
das espécies vegetais do mundo e o Brasil € uma grande poténcia para o
desenvolvimento de estudos e descobertas de plantas medicinais, pois detém a
maior diversidade vegetal do mundo (BRASIL, 2006).

O interesse popular e institucional vem crescendo no sentido de fortalecer a
fitoterapia, definida como a “terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas
isoladas, ainda que de origem vegetal”. No Brasil o interesse em inserir a fitoterapia
no contexto do Sistema Unico de Saude (SUS) teve inicio na década de 80, através
de diversos documentos que buscavam a introducdo de plantas medicinais e

fitoterapicos na atencao basica (BRASIL, 2006). Todavia, a inser¢ao das plantas no
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SUS foi concretizada somente em 2006 através da aprovagao da Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos pelo decreto 5.813 de 22 de junho de 2006.

Atualmente a busca por terapias alternativas esta em alta, pois se tem em
mente idéias de que o “Natural faz bem”, é “isento de efeitos colaterais” e “nao
interagem com outros medicamentos”, efeitos comuns a maioria dos medicamentos
tradicionais. Porém, se sabe que varias plantas que ja foram empregadas para curar
doengas, apds estudos, foram consideradas téxicas como o confrei (Symphytum
officinale L.). O uso oral desta planta esta relacionado ao aparecimento de tumores
malignos, principalmente adenomas hepatocelulares (HIRONO, MORI, HAGA,
1978).

Alguns medicamentos fitoterapicos interagem com outros farmacos, € o que
ocorre com o Hypericum perforatum, amplamente utilizado como antidepressivo
quando administrado juntamente com contraceptivos orais ha relatos de diminuicao
da acdo destes (BROUGHTON, DENHAM, 2000). Outra interacdo de grande
relevancia é a que ocorre com Ginkgo biloba, bastante utilizada por idosos, com
varfarina e acido acetil salicilico, anticoagulantes orais, ha risco de hemorragias,
devido a inibicdo da agregacao plaquetaria (DESTRO et al., 2006; MELNYK,
SHEVCHUK, SUE, 2002/2003).

Por outro lado, algumas plantas deram origem a medicamentos, como a
vincristina e a vimblastina, alcaléides isolados de Catharanthus roseus (L) G. Don.
(OLIVEIRA, 2005) que sdao empregados no tratamento de leucemias e linfomas
principalmente (MULLER, 2005; GONGALVES, 2005).

Varias plantas ja tiveram alguma atividade biolégica comprovada
cientificamente, o guarana (Paullinia cupana), por exemplo, além de sua tradicional
atividade estimulante sobre sistema nervoso central (SNC) (ANVISA, 2002), possui
atividade antibacteriana (BASILE, 2005). O extrato seco de Hedera helix
(Araliaceae), conhecida por hera sempre verde € o principio ativo de um
medicamento fitoterapico empregado como expectorante e mucolitico (ABRILAR,
2007).

A importancia da atividade antimicrobiana esta fundamentada na caréncia de
novos farmacos destinados a esse fim e nos rapidos mecanismos de resisténcia
desenvolvidos por microrganismos patogénicos (WANNMACHER, 2004).

A cura de doengas como alguns tipos de cancer, os quais até pouco tempo
nao tinham tratamento especifico, pois este era baseado na citotoxicidade do
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farmaco empregado, levava e ainda leva muitos pacientes a &bito devido a
diminuicdo na qualidade de vida ocasionada pelos diversos efeitos colaterais que se
devem a baixa seletividade do agente citotdxico, por isso busca-se uma atividade
antitumoral em plantas medicinais, algumas ja sao utilizadas sem a realizacdo de
testes convenientes (WANNMACHER, 2005).

A toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. é um método
bastante empregado preliminarmente para avaliar citotoxicidade de extratos de
plantas medicinais, pela correlagéo existente com a atividade antitumoral e pesticida
(MEYER, 1982; FAVILA, 2006).

O combate aos radicais livres vem conquistando espacgo: muitos cosméticos,
suplementos alimentares entre outras formas de consumo estdo surgindo com esta
promessa. Os radicais livres sdo agentes responsaveis por causar danos aos
tecidos, acelerar o envelhecimento e pelo desenvolvimento de varias doencas
(NUNEZ-SELLES, 2005; FARMACIA NATURAL, 2007).

Glechon spathulata (manjeroninha-do-campo) € uma planta empregada como
condimento na culinaria devido ao fato de seu odor assemelhar-se ao da manjerona
(Origanum majorana). Na literatura recente, poucas referéncias a respeito da planta
foram encontradas, e pelo fato dela vir sendo utilizada ha anos na medicina
tradicional como digestiva, expectorante, anti-séptica e diaforética (COIMBRA, 1942;
XIFRED, MALLO, 2004; CIBECOL, 2007), justifica-se o estudo da mesma.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar atividades biolégicas de Glechon
spathulata Benth., relacionando-as com classes de metabdlitos secundarios
presentes na espécie.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar os principais grupos de metabdlitos presentes em Glechon
spathulata através da analise fitoquimica qualitativa dos extratos da planta;

e Analisar a composicao do 6leo de G. spathulata por Cromatografia gasosa

acoplada a espectrémetro de massas (CG-EM);

e Avaliagédo da toxicidade do 6leo , do extrato bruto e de suas fragdes frente ao

micro-crustaceo Artemia salina Leach. (TAS);

e Determinagao da atividade antimicrobiana do 6leo , do extrato bruto e de suas

fracOes por bioautografia e por microdiluicdo em caldo;

e Avaliacado qualitativa da presenca de compostos com atividade antioxidante e
avaliagdo do potencial antioxidante do 6leo volatil do extrato bruto e de suas

fracdes frente ao radical livre DPPH in vitro.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Glechon spathulata Bentham

O género Glechon Sprengel pertence a familia Lamiaceae e compreende 14
espécies distribuidas entre Brasil e Paraguai, sua familia compreende 200 géneros
com aproximadamente 3200 espécies distribuidas em todo o mundo (LEMEE, 1931).
Sao plantas em geral herbaceas ou arbustivas, com folhas opostas cruzadas,
inteiras e em geral com cheiro intenso. As flores sdo pequenas ou grandes, reunidas
em densas inflorescéncias (BRANDAO, 1979).

Poucas sao as plantas da familia Lamiaceae que se adaptam a sombra ou a
ambientes Umidos como as mentas, a maioria delas se desenvolve em solo seco e
sob intensa luz solar. A familia Lamiaceae é conhecida em todo o mundo pelo aroma
que suas plantas exalam. Elas produzem esséncias e, por isso podem ser
consideradas plantas aromaticas por exceléncia, as esséncias e seus componentes
sao os principais produtos do metabolismo secundéario (FONT QUER, 1990).

O género Glechon, pertencente a tribo Mentheae, secdo Glechonae, é um
género exclusivamente sul-americano e distribui-se desde o sul do Brasil,
compreendendo Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, passando pelo Paraguai, Uruguai ao noroeste da Argentina (XIFREDA, MALLO,
2004). No Rio Grande do Sul existem 4 espécies do género, G. spathulata Benth., G.
thymoides Spreng., G. marifolia Benth. e G. squarosa Benth. (DI PRIMIO, 1946).

G. spathulata é assim denominada, pela morfologia de suas folhas, que
podem ser espatuladas a arredondadas, é um subarbusto que atinge de 30 a 60cm
de altura e cresce no Rio Grande do Sul, no Uruguai e mais raramente na Argentina
(P10 CORREA, 1984; XIFREDA, MALLO, 2004).

As caracteristicas morfoldgicas das folhas, ramos e flores de Glechon
spathulata estao descritas na Tabela 1.



Tabela 1 — Caracteristicas morfologicas de G. spathulata Benth.
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Insercéo no caule Curto-pecioladas
Margem Subcrenada
FOLHAS Formato Espatuladas a arredondadas
Base Cuneada
Tamanho Largura 4 a7mm
Comprimento 6 a10mm
RAMOS Caracteristica Tomentoso-pubescentes
Tamanho Pequenas
Disposicao Solitarias
Insercéao Tipo Axilar
Bracteas Densamente pilosas
FLORES Calice Subséssil
Coloracéao Branca
Corola Lobo superior Ereto
Lobos inferiores Sub-iguais

Grao de podlen Hexacolpado

Fonte: LEMEE, 1931; PIO CORREA, 1984; XIFREDA, MALLO, 2004.

Na Figura 1-A, B, C e D sdo mostrados diferentes detalhes da planta.
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Figura 1 — A, B, C e D mostram diferentes detalhes de Glechon spathulata Benth.

A Figura 1-A mostra um ramo de G. spathulata em detalhe, nele fica visivel o
formato espatulado de suas folhas. Em 1-B a planta € mostrada no campo. Em 1-C
pode ser visualizada a planta ap6s secagem. Em 1-D a flor de G. spathulata
fotografada com auxilio de estereomicroscopio binocular, salientando a assimetria
das pétalas.

No Brasil, G. spathulata Benth. é popularmente conhecida por manjerona-do-
campo ou manjeroninha-do-campo, na culindria € empregada como condimento e
seu extrato fluido é empregado como estomaquico em dispepsias e flatuléncias e
como expectorante em afecgdes catarrais das vias respiratorias, resfriados, defluxos,
bronquites e laringites (COIMBRA, 1942), na Argentina é empregada como
diaforética (XIFREDA, MALLO, 2004). De acordo com Coimbra (1942) os
constituintes quimicos principais de G. spathulata sao tanino e éleo volatil (OV).

A importancia dos diferentes métodos de extracao dos 6leos volateis pode ser
evidenciada pelo trabalho de Maul, Oliveira (1999) que avaliaram o potencial da
extragdo por fluidos supercriticos em comparagao com a extragao por Soxhlet e por
Clevenger para G. spathulata (Tabela 2). Obtiveram um rendimento de 3,1% de
extrato com fluido supercritico, jA com o Clevenger (hidrodestilagdo), o rendimento
foi de 2,5% de OV e com o Soxhlet o rendimento obtido foi de 3,4% de extrato.
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Tabela 2 — Comparacao dos métodos de extracdo do 6leo volatil de G. spathulata
Benth. empregados por Maul, Oliveira (1999)

Método de Rendimento do método de Total de nao
extracao extracao volateis
Soxhlet 3,4% 31%
Clevenger 2,5% -*
CO, supercritico 3,1% 7,5%

*Nao houve extracdo de substancias nao volateis.

Os autores obtiveram um maior teor de ésteres com a extragdo por fluidos
supercriticos que por hidrodestilacao e relataram a presenca de linalool e acetato de
linalila. O linalool apresentou um teor maior no hidrodestilado e o acetato de linalila
no extrato obtido por CO. supercritico. No hidrodestilado havia uma menor
quantidade de sesquiterpenos oxigenados pouco volateis e termoldbeis em relacédo
aos hidrocarbonetos monoterpénicos.

Venturi et al. (2004) avaliaram a atividade anti-herpética do extrato
hidroalcoodlico de G. spathulata em microplacas, observando a inibicdo do efeito
citopético viral provocado pelo virus Herpes simplex do tipo 1 (HVS-1) em cultura de
células. O extrato mostrou-se ativo contra cepas KOS, “American type culture
collection” (ATCC) e aciclovir-resistente de herpesvirus. Foi também determinado o
mecanismo de acdo, que é misto, ou seja, 0 extrato € virucida antes e apds a

penetragéo viral.

2.2 Metabolitos secundarios

Metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos distintos dos intermediarios
e dos produtos do metabolismo primario. Eles variam de acordo com a espécie e a
familia e alguns s&o restritos a determinada familia, género ou espécie,
possibilitando o emprego como marcador taxonémico (BENETT, WALLSGROVE,
1994).
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Os vegetais defendem-se de herbivoros e de outras ameacgas de varias
formas, podem desenvolver estruturas como espinhos ou pélos urticantes ou
defesas quimicas como a producédo de metabdlitos secundéarios, ambos os métodos
consomem energia e desvio do metabolismo basico que pode afetar o crescimento
ou a reproducao para defender a planta (MONTEIRO et al., 2005).

Existem varias classes, entre as quais se destacam Odleos volateis,
flavondides, taninos, saponinas, alcaldides, cardiotdnicos, antraquinonas, cumarinas,
ligndides, glicosideos cianogenéticos, acidos graxos, heterosideos, polissacarideos
(SANTOS, 2004).

Dutra et al. (2000) em estudo sobre o efeito anti-hiperglicemiante de duas
plantas perceberam na fracao hexanica de Wedelia paludosa um significativo efeito,
com uma reducdo de 26,47% da glicemia, sugerindo que esta fragcdo fosse
responsavel pelo efeito antidiabético apresentado pelo extrato, esta fracdo tem como
composto majoritario um diterpeno, acido caurendico (Figura 2), que segundo os
autores pode ser o responsavel por esta atividade.

Figura 2 — Estrutura quimica do diterpeno acido caurendico.

O &cido caurendico é bastante conhecido por suas atividades biolégicas, uma
vez que tem acdo antimicrobiana, citotoxica, antiinflamatdria, antiprotozoario, sendo

ativo inclusive contra o protozoario Trymanosoma cruzi, agente etioldégico da doenca



25

de Chagas. Este diterpeno age na forma tripomastigota do protozoério, porém tem
acao litica sobre os eritrécitos (VIEIRA et al, 2002; SARTORI, 2005). Vieira et al.
(2002) testaram esta mesma atividade para derivados do acido caurendico a fim de
verificar uma diminuicdo da acado litica, porém, seus resultados nao foram
satisfatérios.

A atividade diurética e a citotdxica descrita por Noldin et al. (2003) para
Cynara scolymus (alcachofra), provavelmente esteja relacionada ao triterpeno lupeol
(Figura 3), isolado da fracdo hexanica da planta, os autores acreditam na
possibilidade desse composto ser o responsavel pela presenga desta atividade na

fracdo hexanica.

Figura 3 — Estrutura quimica do triterpeno lupeol.

2.2.1 Compostos polifenélicos

Os polifendis sao efetivos doadores de hidrogénios, particularmente os
flavonodides; seu potencial antioxidante depende do nimero e posicao dos grupos
hidroxila e de sua conjugacgéo, bem como da presencga de elétrons doadores no anel
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estrutural, devido a capacidade que possui 0 grupo aromatico de suportar o
desemparelhamento de elétrons (KUSKOSKI et al., 2004). A maioria dos compostos
fendlicos ndo é encontrada no estado livre na natureza, mas sob forma de ésteres
ou de heterosideos sendo, portanto, soliveis em agua e em solventes orgéanicos
polares (MONTEIRO et al., 2005).

Os flavondides constituem uma classe bastante representativa de metabolitos
secundarios com estruturas fendlicas variaveis e sdo encontrados em diversos
vegetais, muitos desses flavondides sdo responsaveis pela atratividade das plantas
através da coloragao de flores, frutos e folhas (NIJVELDT et al., 2001).

Esta classe possui grande interesse farmacolégico, pois € responsavel por
diversas atividades bioldgicas, como antiinflamatéria, antitumoral, analgésica,
antioxidante, atua na prevengado da aterosclerose, entre outras (LOPEZ et al., 2002;
WILLAIN FILHO, 2005; FONSECA, 2006). Zampini, Vattuone, Isla (2005) em seu
estudo com Zuccagnia puctata demonstraram que apenas 15 ug dos flavondides
totais da planta sdo necessarios para inibir o crescimento bacteriano.

Os antocianicos sao pigmentos flavonoidicos e sua estrutura quimica contribui
para sua atividade antioxidante, podem doar hidrogénios e elétrons aos radicais
livres, existem cerca de 300 antocianicos com diferentes substituintes acucares. A
atividade antioxidante esta relacionada a presenca de hidroxilas livres na estrutura
béasica do ion flavilio (Figura 4) (KUSKOSKI et al., 2004).

Figura 4 — Estrutura quimica do cation flavilio.



27

Os taninos sdo compostos fendlicos de interesse econémico e farmacoldgico,
sdo muito reativos, formam ligacbes de hidrogénio, intra e intermoleculares,
precipitam proteinas, sao facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais
especificas quanto por metais. Sao classificados em hidrolisaveis e condensados, 0s
hidrolisaveis podem ser derivados do acido galico ou elagico, os elagitaninos séao
mais freqlentes que os galicos. Os taninos condensados sdo também denominados
proantocianidinas, sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, apresentam-se
como pigmentos avermelhados e estdo distribuidos amplamente no reino vegetal
(MONTEIRO et al, 2005).

As propriedades farmacologicas dos taninos estdo relacionadas com suas
propriedades adstringentes, principalmente, por via oral tém efeito antidiarréico e
anti-séptico, e por via externa podem ser cicatrizantes. Como eles precipitam
proteinas possuem efeito antimicrobiano e antifingico; varias bactérias sao
suscetiveis aos taninos, dentre elas Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumonie, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae (MONTEIRO et al., 2005).

Pelo fato dos taninos precipitarem alcal6ides, eles podem ser empregados
como antidotos em casos de intoxicacdo. Sdo hemostaticos e podem apresentar
atividades téxicas devido a sua adstringéncia. Pelo fato de precipitar proteinas, os
taninos inibem enzimas digestivas, afetando a absor¢cdo de nutrientes; eles também
reduzem a absorcéao de ferro (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos captam radicais livres, e alguns se apresentam como
gastroprotetores. Taninos em concentragdes tdxicas sao ativos contra HIV por inibir
a enzima transcriptase reversa, dificultando a replicacédo viral (MATHABE et al, 2006;
MONTEIRO et al., 2005).

2.2.2 Oleos volateis

Oleos volateis sdo geralmente misturas complexas de substancias lipofilicas,
a maioria deles sdo odoriferos e liquidos. Sdo produtos vegetais extraiveis por
arraste de vapor de agua, constituidos usualmente por terpendides, principalmente
mono e sesquiterpenos e/ou ligndides: alil, propilfendis e cumarinas (COSTA, 1994;
GOTTLIEB, 1986).
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Os dleos volateis tém sua andlise dificultada devido ao grande numero de
compostos com propriedades fisico-quimicas semelhantes. Podem ser feitas
analises para determinar produtos especificos, como contaminantes ou substancias
de interesse farmacoldgico ou técnico. Existe a necessidade de métodos analiticos
seletivos com alta sensibilidade, exatidao e precisao (CIOLA, 1986).

A andlise espectrofotométrica €, na maioria das vezes, inviavel devido a
grande variedade de substancias contidas em uma esséncia, através dessa analise
pode-se identificar um grupo de substancias, como alcool, éster, desde que nao haja
nenhuma interferéncia. A espectrometria de massas (EM) encontra a mesma
dificuldade, porém, quando acoplada a cromatografia gasosa (CG) é capaz de
resolver misturas complexas como um éleo volatil, tornando possivel a andlise
(CIOLA, 1986).

O fato dos 6leos volateis possuirem uma grande diversidade de constituintes
reflete em manifestacées diferentes da atividade farmacoldgica. Propriedades
bastante comuns a muitas esséncias sao as agdes carminativa, antiespasmaédica e
estimulante digestivo. Eles também possuem atividade antidismenorréica e alguns
podem ser abortivos. Existem ainda 6leos que agem sobre o sistema nervoso central
(SNC) (COSTA, 1994).

A composigédo quimica dos 6leos volateis pode variar dentro de uma mesma
espécie, geneticamente determinada, gerando os diferentes quimiotipos. Esta
diferenca foi observada para Cunila galioides, estudo no qual os autores concluiram
que dependendo do local de coleta o dleo volatil da planta ndo apresentava
determinados constituintes, ou apresentava em concentracdes consideravelmente
reduzidas (ECHEVERRIGARAY et al., 2003), também foi demonstrada por Azevedo
et al. (2001) e por Ngassoum et al. (2004) em seu estudo com 6leos volateis de duas
variedades de Ocimum canum.

Oleos volateis de algumas plantas utilizadas como condimentos possuem
atividade antimicrobiana e podem ser empregados como conservantes de alimentos.
Espécies dos géneros Origanum, Thymbra e Satureja sdo um exemplo desta
atividade (BAYDAR et al., 2004).

Flach (2000), em seu estudo sobre os Oleos volateis de Calea serrata,
identificou por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
um epoéxido terpendide e o denominou caleol. Também testou a atividade
antimicrobiana por difusdo em &gar, empregando discos de papel embebidos no
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oleo das folhas, flores e no caleol isolado.

Carvalho et al. (2004) extrairam o 6leo volatil das partes aéreas de Cordia
verbenacea (erva baleeira) utilizando Clevenger modificado, determinaram o
rendimento da extracdo, e apods identificaram a-pineno, trans-cariofileno e
aloaromadendreno por CG-EM.

Vagi et al. (2005), determinaram os componentes do 6leo volatil de Origanum
majorana obtido por extracdo com etanol em aparelho de Soxhlet comparando-os
com os obtidos por CO. supercritico. Tanto no extrato alcodlico, quanto no obtido
pela extracdo supercritica, o componente principal foi o terpinen-4-ol; porém, o
hidrato de cis-sabineno foi encontrado somente no extrato supercritico em uma
pequena concentragao.

Varias plantas da familia Lamiaceae, que é mundialmente conhecida pelo
aroma de suas plantas, tiveram os constituintes de seus 6leos volateis identificados.
Estes 6leos possuem uma diversidade enorme de substancias. Grande parte possui
mais de 50 substancias diferentes como os éleos de Stachys aleurites (FLAMINI et
al, 2005), Salvia multicaulis Vahl. var. simplicifolia (SENATORE, ARNOLD, PIOZZI,
2004), Salvia hypoleuca (NICKAVAR, MOJAB, ASGARPANAH, 2005) entre outras
(MELKANI et al., 2005; FLAMINI, CIONI, MORELLI, 2004; PALA-PAUL et al., 2004;
SANTOS, P. A. G. et al., 2005; DOB et al., 2005). Outros possuem menos de 20,
como Agastache mexicana subespécie mexicana e subespécie xolocotziana, que
possuem 3 e 4 constituintes diferentes, respectivamente (ESTRADA —REYES et al.,
2004), Ocimum selloi, com 7 substancias (PADILHA DE PAULA. GOMES-
CARNEIRO, PAUMGARTTEN, 2003), Cunila galioides com 14 constituintes
(ECHEVERRIGARAY et al, 2003).

Os dleos volateis de algumas plantas da familia Lamiaceae podem ser
compostos majoritariamente por sesquiterpenos nao-oxigenados como Salvia
hypoleuca (NICKAVAR, MOJAB, ASGARPANAH, 2005), sesquiterpenos
oxigenados, como Teucrium leucocladum (EL-SHAZLY, HUSSEIN, 2004),
monoterpenos nao-oxigenados, como Hyptis suaveolens (AZEVEDO et al, 2001),
monoterpenos oxigenados como o 6leo de Lavandula dentata (DOB et al, 2005).
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2.3 Atividades Biolodgicas

2.3.1 Atividade antimicrobiana

O surgimento da terapia antimicrobiana se deu por volta da década de 40, € a
partir dai esta terapia foi muito empregada. Por esse motivo o uso indiscriminado de
antibiéticos gerou um aumento na populagdo de microrganismos patogénicos
resistentes, 0 que tornou necessaria a busca por novos farmacos (FUCHS, 1992).

Dentre as metodologias que podem ser empregadas para avaliar a presenca
de atividade antimicrobiana, temos os ensaios por difusdo em agar, que podem ser
quantitativos, determinando-se a poténcia de uma determinada substancia com
relacdo a um padrdo de referéncia, os ensaios por turbidimetria, e o método de
microdiluicdo em caldo que possibilita a determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) e da concentracdo bactericida ou fungicida minima (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 1V, 1988; CLSI, 2003). Ha ainda a técnica de bioautografia, uma
combinacdo de cromatografia em camada delgada (CCD) com bioensaio. Através
dela pode-se biomonitorar um extrato para isolar um constituinte com atividade
biolégica; ap6s o isolamento pode-se ainda determinar a quantidade inibitéria
minima (QIM) de uma substancia isolada (HAMBURGER, CORDELL, 1987).

A importdncia da bioautografia esta justamente em poder localizar
exatamente uma substancia com atividade antimicrobiana presente em uma matriz
complexa. A técnica mais empregada é denominada “overlayer agar’ (o agar €
depositado sobre a cromatoplaca), a qual permite testar diversos microrganismos
entre fungos e bactérias, variando-se a composi¢cao do meio de cultura, conforme o
microrganismo. Com essa técnica sdo obtidos halos de inibicdo bem definidos, os
quais podem ser melhor visualizados através do emprego de corantes enzimaticos
Em geral, usa-se um sal de tetrazolio, cujo mecanismo se da quando os
microrganismos estao metabolicamente ativos e sua enzima desidrogenase converte
o sal de tetrazdlio em um complexo colorido denominado formazan (Figura 5)
(BOCHNER, SAVAGEAU, 1977; RAHALISON et al.,1991; SILVA, 2005).



31

4+ Hci

We RN
¢ l’\l " Reduca @‘«
+ educao
N:N CI ¢ N:N \//\
Cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio Formazan

incolor parpura

Figura 5 — Reducdo do sal cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio com a enzima
desidrogenase resultando no complexo formazan.

Varias plantas possuem atividade antimicrobiana atribuida a presenca de
6leos volateis. A canela do ceilao (Cinnamomum verum), a menta (Mentha piperita)
e o alecrim (Rosmarinus officinalis) possuem atividade antimicrobiana contra
diversos tipos de microrganismos. O tomilho (Thymus vulgaris) possui terpenos
ativos contra virus, bactérias e fungos, a Centella asiatica possui terpendides ativos
contra Mycobacterium leprae a erva cidreira (Aloysia triphyla) € ativa contra Ascaris.
O provavel mecanismo de acédo dos Oleos volateis seria a ruptura das membranas
celulares dos microrganismos. Existem ainda plantas contendo Oleos volateis com
atividade anti-HIV, como o gengibre, cujo mecanismo de acdo é desconhecido e o
alecrim que age sobre a protease do virus (COWAN, 1999).

Ha varios estudos realizados utilizando a técnica de bioautografia, Gonzaga
(2003) testou atividade antimicrobiana de alcaldides isolados de Zanthoxylum
rhoifolium e dos O6leos volateis, determinando a QIM. Simionatto (2004) testou
atividade antimicrobiana de 6leos volateis de diversas plantas nativas e cultivadas
no Rio Grande do Sul, como Baccharis trimera, Baccharis articulata, Matricaria
chamomilla, Pluchea quitoc, Aloysia selowii, Aeollanthus suaveolens, Cunila
microcephala e Zanthoxylum hyemale.

O dleo volatili de Ocimum gratissimum da familia Lamiaceae teve sua
atividade antimicrobiana avaliada por bioautografia, o 6éleo foi ativo contra
Staphylococcus aureus ATCC 6538p, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Micrococcus luteus ATCC 9341, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Bacilllus
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subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25992 e Salmonella setubal ATCC 19796
utilizando o antibiético amoxicilina como controle (KRAUSE et al., 2003).

Carvalho et al. (2004) determinaram atividade antimicrobiana do 6leo volatil
das partes aéreas de Cordia verbenacea pelo método de difusdo em 4&gar,
empregando discos de papel embebidos em 100 pl do 6leo. O éleo foi ativo contra a
maioria das bactérias gram-positivas testadas e muito pouco ativo contra as gram-
negativas. Contra os fungos testados, o 6leo demonstrou boa atividade.

Khalil (1997) isolou um diterpeno do extrato etandlico de Nepeta
septemcrenata, uma erva perene que cresce no sul do Sinai. Testou a atividade
antimicrobiana desse composto pelo método de difusdo em &agar. O diterpeno
demonstrou uma moderada atividade contra Staphylococcus aureus (bactéria gram-
positiva), porém, nenhuma atividade contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.

Zampini, Vattuone, Isla (2005) em seu estudo com Zuccagnia punctata
encontraram CIM de 0,10 ug/ml para 2’,4’-dihidroxichalcona frente a isolados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Morganella morganii e Acinetobacter baumannii.

Shazly, Hussein (2004) testaram a atividade antimicrobiana do 6leo volatil e
da fracdo hexano-éter de Teucrium leucocladum (Lamiaceae) por difusdo em &gar,
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e contra Candida albicans.
Utilizaram ciprofloxacino e nistatina como controles para bactérias e o fungo,
respectivamente.

Tepe et al. (2005) testaram atividade antimicrobiana do 6leo volatil e dos
extratos hexanico, diclorometano e metandlico de Salvia tomentosa. A metodologia
empregada foi difusdo em &gar para os extratos e em disco para 6leo volatil.
Determinaram-se as CIMs do 6leo volatil frente a alguns microrganismos: bactérias
gram-positivas e gram-negativas e fungos. O éleo de salvia teve uma melhor
atividade que os extratos, em geral, a atividade contra bactérias gram-negativas foi
fraca.

Rigano et al. (2006) em seu estudo sobre a atividade antibacteriana do extrato
metandlico de Iris pseudopumila mostrou que este extrato teve boa inibicdo contra
as bactérias testadas com CIM entre 7,8 ug/ml e 250 pg/ml, porém contra S. aureus

a CIM foi elevada (512 pg/ml). Com as bactérias Gram-negativas como Enterobacter
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aerogenes ATCC 13048 e Escherichia coli ATCC 11229 a CIM foi de 7,8 pug/ml,
portanto significativamente mais sensiveis que as Gram-positivas.

A fracdo polar do extrato metandlico de Zataria multiflora Boiss., uma planta
nativa do Ira, pertencente a Familia Lamiaceae e com uso popular semelhante ao de
G. spathulata foi ativa contra bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Bacillus subtilis; enquanto sua fragdo nao-polar e seu 6leo volatil foram
mais ativos contra Gram-negativas: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Salmonella typhi, Serratia marcescens, Shigella flexnerii
(SHARIFIFAR, 2006).

Yu et al. (2004) em seu trabalho sobre a composicao quimica e a atividade
antimicrobiana do 6leo volatil de Scutellaria barbata, uma planta pertencente a
familia Lamiaceae, tradicionalmente utilizada na medicina chinesa, avaliaram os
didmetros dos halos de inibicdo por difusdo em &agar, e a CIM e a CBM por

microdiluicdo em caldo.

2.3.2 Toxicidade frente ao micro-crustaceo Artemia salina Leach. (TAS)

Existem varios ensaios para avaliar a citotoxicidade de plantas, alguns
bastante especificos, que determinam atividade antiviral, antitumoral, os quais
empregam linhagens de células, encarecendo bastante o trabalho (BENTACUR-
GALVIS et al., 2002). Outras técnicas avaliam atividade larvicida e molusccida,
empregando para estas, respectivamente, larvas de Aedes aegypti, segundo a
metodologia da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e ovos e adultos de
Biomphalaria glabrata (LUNA et al., 2005).

Uma metodologia mais simples e de menor custo que vem sendo bastante
utilizada é a toxicidade frente a Artemia salina Leach. Apesar de ser um método nao
especifico, possui uma boa correlagdo com toxicidade com células tumorais e
atividade pesticida (MEYER, 1982; MCLAUGHLIN, CHANG, SMITH, 1991).

Para este ensaio, é importante a realizagdo de um teste preliminar, o qual
permite estabelecer o intervalo das concentracbes que serdo avaliadas. Para
substancias quimicas é recomendado o uso de 10000, 1000, 100, 10, 0.1, 0.01
ug/ml e 10 nauplios, como controle negativo utiliza-se agua marinha artificial
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(VANHAECKE et al., 1981).

Dolabela (1997 apud GALOTTA, BOAVENTURA, 2005) em seus estudos
concluiu que substancias cuja CLso estivesse entre 80 ug/ml e 250 ug/ml poderiam
apresentar atividade tripanocida e substancias com ClLsyo menor que 145 pg/ml,
atividade anti-tumoral. Neste mesmo estudo, Dolabela (1997 apud MELO et al.,
2006) também estabeleceu critérios de avaliagdo da toxicidade considerando
altamente téxicos os extratos com CLsy menor que 80 pg/ml, moderadamente
téxicos extratos com CLso entre 80 pg/ml e 250 pug/ml e pouco téxicos ou nao tdéxicos
aqueles com CLso maior que 250 pg/ml.

Lima et al. (2002) avaliaram a toxicidade do lapachol, do isolapachol e de
seus sais de potassio contra Biomphalaria glabrata, cercarias de Schistosoma
mansoni, Artemia salina e Tilapia nilotica. Frente a Artemia salina foram testados
apenas os sais de potassio, obtendo CLsy de 70,765 ug/ml para o sal de lapachol e
CLsp de 0,236 pg para o sal de isolapachol, sendo este bem mais téxico para o
microcrustaceo.

Luna et al. (2005) avaliaram a toxicidade frente a Artemia salina, empregando
timol como controle positivo, para plantas como o pau-brasil (folhas) que se
apresentou 78% toxico, ou seja, matou 78% dos nauplios, a pitanga com 45% de
toxicidade e o jua com 83%.

Silva (2003) testou a toxicidade dos O6leos volateis de varias partes de
Xanthium cavanillesii frente a Artemia salina, obtendo CLsy sempre menor que 10
ug/ml, considerado bastante toxico para o microcrustaceo. Neste trabalho ficaram
evidenciadas a elevada sensibilidade e reprodutibilidade do método.

Moreira et al. (2003) avaliaram a atividade de Baccharis pseudotenuifolia
frente a Artemia salina, eles testaram o extrato cloroférmico e metandlico de B.
pseudotenuifolia e encontraram uma maior atividade para o extrato cloroférmico com
CLsp de 115 pg/ml, enquanto que a CLso para o extrato metandlico foi de 813 pug/ml.

Os extratos etandlicos das plantas Costus pisonis (Costaceae), Cymbopogon
nardus (Poaceae), Eclipta alba (Asteraceae), Eleutherine bulbosa (Iridaceae),
Erigium foetidium (Apiaceae), Euphorbia tirucalli (Euphorbiaceae), Mikania
hirsutissima (Asteraceae), Momordica charantia (Curcubitaceae), Solidago
microglossa e Plectranthus ornatus (Lamiaceae) apresentaram TAS menor que 1000
ug/ml, sendo considerados tdxicos para o microcrustaceo (BRASILEIRO et al.,
2006).
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2.3.3 Atividade antioxidante

O ser humano possui varios mecanismos antioxidantes que controlam os
radicais livres e evitam os danos produzidos por espécies reativas de oxigénio
(EROs), que sdao compostos potencialmente agressivos as células, principalmente os
neurdnios. As enzimas superoxido dismutase e glutation peroxidase constituem dois
exemplos de antioxidantes fisiolégicos que auxiliam no combate a estes radicais
livres (RLs) (LOPEZ et al., 2002).

A atividade antioxidante vem sendo bastante pesquisada em plantas, devido a
probabilidade dos antioxidantes sintéticos, como butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT) empregados na conservacao de alimentos estarem associados
a efeitos nocivos a saude (TEPE et al., 2005; KULISIC et al., 2004).

Esta atividade antioxidante esta relacionada a presenca de grupos hidroxila
em substancias como taninos, flavonoides e alguns compostos volateis (KULISIC et
al., 2004). Estas substancias agem interagindo com os radicais livres que d&o inicio
as reacobes de oxidacao, ou seja, na inibicdo dos processos oxidativos, diminuindo a
atividade das enzimas oxidases ou na complexacdo com ions metalicos que
catalisam reacboes de oxidacdo (DAWIDOWICKS, WIANOWSKA e BARANIAK,
2005; ATTA-UR-RAHMAN, CHOUDHARY, 2005).

Em estudos recentes evidenciaram que alimentos ricos em substancias
antioxidantes desempenham papel importante na prevencdo de doencas
cardiovasculares, alguns tipos de cancer e doencas neurodegenerativas, incluindo
Mal de Parkinson e Mal de Alzheimer e também inflamacdes e problemas causados
pelo envelhecimento das células (LOPEZ et al., 2002; NUNEZ-SELLES, 2005; TEPE
et al., 2005).

Sabe-se que flavondides como a quercetina possuem uma potente atividade
antioxidante, tanto in vitro como in vivo, inclusive em doengas neurodegenerativas,
porém necessitam de uma formulacdo especial para transpor a barreira hemato-
encefalica (BHE) (DAJAS et al., 2003).

Existem varias metodologias descritas para avaliar a atividade antioxidante de

extratos e substancias de origem vegetal, entre estas, a capacidade de inibir a
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formacao de peréxidos (MORTEZA-SEMNANI, SAEEDI, SHAHANI, 2006) e de
sequestrar radicais livres € bastante utilizada, destacando-se o ensaio que emprega
o radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) (SILVA, 2005).

A atividade antioxidante pelo DPPH pode ser determinada qualitativamente
através de cromatografia em camada delgada (CCD) conforme estudo de Sanches
et al. (2005) que determinou a atividade antioxidante de Stryphnodendron obovatum.

Esta atividade também pode ser quantificada pelo método fotocolorimétrico, o
qual tem como base a reducdo do DPPH (Figura 6) em solugdo etandlica na
presenca de substancias antioxidantes capazes de doar hidrogénio. A solucao
demonstra uma forte absorgcéo na banda de 517 nm, exibindo uma coloracao violeta.
Com a diminuicdo da absorcao, ocasionada pelo emprego de antioxidantes, ocorre
uma descoloragao proporcional ao grau de reducao. A quantidade de DPPH que nao
sofrer reducdo é medida ap6s um periodo determinado e € inversamente
proporcional a atividade antioxidante (KULISIC et al., 2004).

o~ molécula @) ~0
doadora
N +
N\ N\
O \O O \O
1,1-difenil-2-picril-hidrazila 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
"Radical livre" "Forma reduzida"

Figura 6 — Representacdo esquematica da redugdo do radical livre DPPH pelo
hidrogénio.

Teucrium marum é uma planta altamente aromatica como a maioria das
plantas da familia Lamiaceae, popularmente é utilizada como antimicrobiana,

antiinflamatéria e antipirética, sua atividade antioxidante foi avaliada frente ao DPPH,
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foram obtidos resultados melhores que os padrdes acido ascérbico (AA) e BHT
(RICCI et al, 2005).

Lamium album, Lamium purpureum e Viscum album, plantas medicinais
polonesas da familia Lamiaceae também tiveram sua atividade antioxidante avaliada
frente ao DPPH (BUDZIANOWSKI, BUDZIANOWSKA, 2006).

Radic, Mimica-Dukic (2006) determinaram a atividade antioxidante dos Oleos
volateis de varias plantas da familia Lamiaceae frente ao radical livre DPPH por
CCD. Os pesquisadores observaram que os compostos dos 6leos com maior
capacidade em neutralizar o DPPH foram os arométicos, os aldeidos e as cetonas

monoterpénicas e alguns hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do material vegetal

O material vegetal em estudo constituiu-se de folhas, caules, flores e raizes
de Glechon spathulata Benth. coletadas no municipio de Dilermando de Aguiar/RS.
A identificacao foi realizada pelo Dr. Gilberto Dolejal Zanetti e um exemplar encontra-
se registrado no Herbario do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) sob a exsicata SMDB 10.279.

3.2 Equipamentos e acessorios

e Alcas de repique microbiol6gico estéreis, descartaveis
e Aquario

e Autoclave

e Bomba de oxigénio

e Clevenger

e Cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massas
e (Camera digital

e Cubas de vidro para cromatografia

e Espectrofotdbmetro de UV/Visivel

e Estereomicroscépio binocular

e Estufa de esterilizacdo e secagem

e Estufas microbiolégicas

e Evaporador rotatério acoplado a banho d’agua

¢ Moinho de facas com tamis de malha 0,86 pm

e Papelfiltro

e Placas de Petri

e Placas de vidro para CCD
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e Placas teste para cultura de tecidos
e Pipetas de Pasteur
e Soxhlet

e Termostato

3.3 Solventes e reagentes

Foram empregados solventes e reagentes das marcas Vetec®, Sigma® e
Merck®.
e Acetato de etila PA
e Acido acético glacial PA
e Acido cloridrico PA
e Acido férmico PA
e Alcool etilico PA
e (Cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio
e Cloroférmio PA
e Cromatofolhas de silicagel GF2s4
e 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
e Eter etilico PA
e Hexano PA
e Silicagel GF2s4
e Sulfato de sédio anidro

e Tolueno PA

3.4 Substancias de referéncia

e Acido Ascorbico — Merck®
e Amoxicilina (978,9 pg/mg)

e Cloridrato de berberina — Sigma®
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e Nistatina (2464,38 Ul/mq)
e Quercetina
e Rutina

e Timol — Merck®

3.5 Microrganismos

Para determinacdo da atividade antimicrobiana, utilizaram-se cepas
“American Type Culture Collection” (ATCC) e cepas isoladas de pacientes do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) (Tabela 3). Os microrganismos foram
provenientes do Laboratério de Controle de Qualidade Microbiolégico de
Medicamentos do Departamento de Farmécia Industrial da UFSM e do Laboratério
de Microbiologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da
UFSM.
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Tabela 3 — Microrganismos utilizados na determinagdo da atividade antimicrobiana

de Glechon spathulata

Microrganismos

Cepa

Gram-positivas

Bactérias

Bacillus cereus
Corynebacterium sp.
Listeria monocytogenes
Micrococcus sp.

Oerskovia sp.

Rhodococcus sp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus B-hemolitico
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus saprophyticus

ATCC 14579

(*)
(%)
(")
()
(

)
ATCC 6538p

ATCC 25923
()
ATCC 12228
()
()

*
*

Gram-negativas

Acinetobacter baumannii
Enterobacter cloacae Multirresistente
Escherichia coli

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ESBL + 23
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Ralstonia pickettii

Salmonella typhimurium

Shigella sonnei

()
()
ATCC 11103
ATCC 25922
()
ATCC 10031
()
ATCC 25619
ATCC 27853
()
()
()

Leveduras

Candida albicans

Saccharomyces cerevisiae

ATCC10231
ATCC 1600

(*) — isolado clinico
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3.6 Meios de Cultura

Os meios de cultura, cuja composicao encontra-se descrita a seguir, foram
solubilizados a quente e esterilizados por calor imido em autoclave a 120° por 15

minutos.

e Agar Mueller-Hinton

Infuso de carne 300¢
Caseina hidrolisada 1759
Amido 1,59
Agar-agar 179
Agua destilada q.s.p. 1000 ml

e Agar Saboraud Dextrose 2%

Peptona 109
Dextrose 209
Agar 159
Agua destilada q. s. p. 1000 ml

e Agar simples

Célcio nutriente 8,09
Agar-agar 15,0 g
Agua destilada 1000 ml



e (Caldo triptona-Soja

Caseina tratada por suco pancreatico
Farinha de soja por digestédo papainica
Dextrose

Fosfato de potassio dibasico

Cloreto de sédio

Agua destilada

e (Caldo Mueller-Hinton
Infusdo desidratada de carne
Hidrolisado de caseina

Amido
Agua destilada q. s. p.

3.7 Eluentes para CCD

43

17,09
3,09
25¢g
259
509
1000 mi

1759
10,0 g
2,09
1000 ml

I Hexano, éter etilico e acetato de etila na propor¢ao 80:20:0,5.

li Acetato de etila, acido férmico, acido acético glacial e agua destilada na

proporgao 100:11:11:27.

lii Fase superior de butanol, acido acético glacial e 4gua destilada na proporgao

40:10:50
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3.8 Reveladores para CCD

Foram utilizados os seguintes reveladores para CCD:

3.8.1 Anisaldeido sulfurico

» 0,5 ml de anisaldeido
» 10 ml de &cido acético glacial
» 85 ml de metanol
» 5 ml de &cido sulfurico concentrado
v Nebuliza-se a placa com esta solugao
v’ Leva-se a placa a estufa a 100°C por 5 — 10 min
e Coloragao violacea no visivel pode indicar a presenca de saponinas

e/ou oleos volateis

3.8.2 Acido oxalo-bérico

» 15 ml de solucédo aquosa de acido boérico a 3%
» 5 ml de solugdo aquosa de acido oxalico a 10%
v" Nebuliza-se a placa com esta solugao
v’ Leva-se a placa para a estufa a 120°C por 15 min
e Fluorescéncia amarelo-esverdeada no ultravioleta (UV) a 254 nm é um
indicio da presenca de flavonodides
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3.9 Obtencao, preparo do material vegetal e fracionamento do extrato

O material coletado foi desidratado em estufa a 45°C e triturado a grosso
modo. Apés ser reduzida a pé6 em moinho de facas, a droga foi armazenada em
frasco @mbar para posterior obtencao dos extratos.

A droga em pé foi macerada em etanol (70%) a frio com renovacao do
solvente. Ap6s o solvente foi evaporado em evaporador rotatério, obtendo-se um
residuo seco. Parte do residuo seco foi retomada e submetida a fracionamento por
extracdo sequencial com solventes de polaridade crescente: hexano, cloroférmio
(CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH) de acordo com Falkenberg,
Santos, Simobes (2004), obtendo-se respectivamente as fracoes hexanica (FH),
cloroférmica (FC), acetato de etila (FA) e n-butandlica (FB) (Figura 7). Foram
calculados os rendimentos do extrato bruto e de cada fragdo obtida na particdo
seqUencial com os solventes organicos.

O fracionamento foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD),

empregando padrées adequados de acordo com Wagner, Bladt, Zgainski (1984).
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AT A-
FH Fase
(Armazenada) Aquosa

CHCl; |7

AEEEN A
FC Fase
(Armazenada) Aquosa

AcOEt l—

AT AT
FA Fase
(Armazenada) Aquosa

BuOH li

FB Fase
(Armazenada) Aquosa
(Desprezada)

Figura 7 — Esquema do fracionamento do extrato bruto através da particdo por
solventes orgéanicos.
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3.10 Extracao e analise do 6leo

3.10.1 Extracao

O dleo foi extraido do material vegetal fresco, constituido de toda planta, por
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado por Wasicky, Akisue (1969) e
separado da agua com éter etilico em funil de separacdo, a agua residual foi
eliminada empregando-se sulfato de sodio anidro e apds o Oleo diluido em éter
etilico foi filtrado para eliminagédo do sulfato, o éter etilico foi evaporado a 35°C e o
6leo foi pesado para determinagdo do rendimento da extracdo. Parte do éleo foi
submetida a analise por CG-EM ap6s a eliminacdo do solvente. O restante foi
armazenado a temperatura de aproximadamente 4°C, ao abrigo da luz onde foram
estudadas a atividade antimicrobiana, antioxidante e téxica frente a Artemia salina
Leach.

3.10.2 Analise cromatografica do 6leo por cromatografia gasosa e determinacédo do
indice de Kovats (ik)

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatdégrafo SHIMADZU acoplado
a espectrébmetro de massas (EM) operando a 70 eV. Utilizou-se uma coluna DB-5
com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym.

Foi utilizando como gas de arraste hélio a 80 kPa de pressao (1 ml/min). O
EM utilizado apresentou detector de captura ibnica operando por impacto eletrénico
e energia de impacto de 70 eV; os fragmentos foram detectados de 29 a 400 Da.

A amostra para CG foi preparada (solucao 2% do 6éleo em éter etilico) e um
volume de 1 pl foi injetado.

Cada componente foi identificado através da comparacao de seu espectro de
massas com espectros existentes na literatura (ADAMS,1995) e, também, pela
comparacao dos indices de retencdo com aqueles da literatura.

A concentracdo dos constituintes foi calculada através da area integral de
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seus respectivos picos, relacionada com a area total de todos os constituintes da
amostra. Os indices de retencdo de Kovats (ik) foram determinados utilizando uma
curva de calibragdo de uma série de n-alcanos (C9-C22) injetados nas mesmas
condicoes cromatograficas das amostras calculados através da férmula:

Onde:

ikx = indice de retencao de Kovats da substancia desconhecida “x”

n = numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes de x

An = numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois de x menos o numero
de carbonos do hidrocarboneto que elui antes de x

try = tempo de retencao da substancia desconhecida

trn, = tempo de retencao do hidrocarboneto que elui antes de x

trm = tempo de retencéo do hidrocarboneto que elui depois de x

3.11 Analise fitoquimica qualitativa

A analise fitoquimica qualitativa seguiu a técnica descrita por Moreira (1979),
com o extrato etandlico obtido por maceragédo e decoccao, eventualmente algumas

técnicas mais especificas descritas por Costa (1982) foram empregadas.
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3.12 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada pelos métodos da bioautografia e

microdiluicdo em caldo.

3.12.1 Bioautografia

Por bioautografia, a atividade antimicrobiana foi determinada conforme
Hamburger, Cordell (1987) e Rahalison et al. (1991), como controle positivo foi
empregado padrdao de amoxicilina para bactérias e de nistatina para fungos,
preparados conforme FDA (1991).

Para obtencdo dos indculos, as culturas de microrganismos indicadores
ATCC foram lavadas com solucao fisiolégica estéril, obtendo-se uma suspenséo, a
qual foi lida em colorimetro no comprimento de onda de 520 nm a fim de obter 25%
de transmitancia. Apds, as suspensdes de indculos foram adicionadas aos meios de
cultura adequados na proporcao de 0,5% em meio de agar Mueller-Hinton para as
bactérias e em agar Saboraud Dextrose 2% para os fungos.

Os ensaios foram realizados em placas de Petri (20 x 100 mm de didmetro)
estéreis e descartaveis. Em cada placa de Petri foi depositada uma cromatoplaca de
silicagel GFzs4 medindo 50 x 60 mm de espessura com 0s cromatogramas
desenvolvidos. Sobre a cromatoplaca foram adicionados 5 ul de amostra: 6leo volatil
a 10% em cloroférmio e extrato bruto a 10% em etanol e 5 pl do padrdo: amoxicilina
para bactérias e nistatina para fungos preparados conforme FDA (1991). O 4leo
volétil foi testado diretamente e o extrato bruto foi eluido em acetato de etila; acido
férmico; acido acético glacial e agua na proporcao 100:11:11:27.

Sobre a cromatoplaca foi adicionado 15 ml do meio de cultura liquefeito e
inoculado com o microrganismo indicador. Com a solidificagdo do meio, levou-se
para incubagédo a 35°C para os meios inoculados com bactérias por 18 horas e a
25°C para os meios inoculados com fungos por 48 horas. Ap6s o periodo de
incubacéo foi nebulizada sobre a placa a solu¢cao aquosa de cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazolio (20 mg/ml) para deteccdo de halos de inibicao, incubou-se novamente por
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mais 2 horas, quando o experimento foi registrado por fotografias.

3.12.2 Microdiluicao em caldo

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, foi empregada a técnica de
microdiluicdo em caldo com determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
descrita pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (2003), antigo
NCCLS (National Committee for Clinical, Laboratory Standards).

Os ensaios foram realizados em triplicata com séries de diluicbes de cada
extrato em placas estéreis com 96 cavidades. Foi empregado controle positivo de
crescimento para cada bactéria (inéculo, caldo Mueller-Hinton) e controle negativo
(caldo Mueller-Hinton, extrato) para descartar alguma possivel contaminacao nos
extratos.

As amostras foram inicialmente solubilizadas em etanol, e adicionadas aos
pocos de modo que ficassem diluidas a dez diferentes concentracbes (1600 a 3,125
pg/ml).

O inéculo bacteriano foi preparado a partir de bactérias ativadas, as quais
foram repicadas em agar Mueller-Hinton com um dia de antecedéncia, em solugéao
salina e ajustado com uso de espectrofotébmetro para a escala 0,5 de MacFarland, a
qual corresponde a 1 x 10® UFC/ml (a leitura do inéculo foi ajustada para 0,08 a 0,1
de absorbancia no comprimento de onda 625 nm contra o branco). Apds
homogeneizagdo, a suspensdao bacteriana foi inoculada nas cavidades da
microplaca de modo que a concentragdo bacteriana final fosse de 5 x 10° UFC/ml,
como preconiza o CLSI (2003).

As placas foram incubadas a 35 £ 2°C por 18-24 horas. Apos este periodo, a
leitura das CIMs foi feita utilizando-se como revelador o corante enzimético cloreto
de 2,3,5-trifenil-tetrazélio diluido a 2% em agua. Este corante é incolor e se torna
avermelhado em meios reduzidos, como aqueles em que houve a multiplicacao
bacteriana, ou seja, a CIM foi visualizada como sendo inibicdo do crescimento em
80% ou mais (CLSI, 2003), comparado visualmente com a cor avermelhada do

controle positivo.
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A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada quando houve
inibicdo do crescimento bacteriano. Para isto foram realizados repiques a partir dos
pocos onde houve inibicdo para placas de Petri contendo o meio agar Mueller-
Hinton. A auséncia de crescimento bacteriano indicou que o extrato foi bactericida

na concentracdo testada.

3.13 Teste de letalidade por Artemia salina Leach.

Foi determinada a letalidade do 6leo, do extrato bruto e de suas fracdes frente
a Artemia salina Leach., conforme McLaughlin (1991). Como controle positivo foi
empregado timol. Os ovos de Artemia salina e o sal marinho foram adquiridos no
comércio local.

Os ovos foram colocados no aquario adaptado contendo agua marinha
artificial com temperatura controlada, mantida em torno de 25°C e aeracao
constante. Apds um periodo de aproximadamente 48 horas houve a eclosdo dos
ovos que deram origem a nauplios.

As amostras diluidas em agua e, eventualmente solubilizadas em
dimetilsulféxido (DMSOQO) foram aplicadas com pipeta automatica em tubos de ensaio
contendo 10 nauplios cada. Adicionou-se solucdo salina (aproximadamente 35 g/l)
até completar 5 ml de volume final. Os ensaios foram realizados em ftriplicata, foi
utiizado como controle negativo solucao salina e como controle positivo foi
empregado timol nas concentracées de 10 ug/ml; 5 ug/ml; 1 ug/ml e 0,5 ug/ml. Apoés
24 horas fez-se a leitura, observando-se a média do nimero de mortos, a qual foi
empregada para determinar a CLsy (concentracdo necessaria para matar 50% dos
nauplios) por regressao linear.
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3.14 Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada in vitro qualitativamente e

quantitativamente frente ao radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH).

3.14.1 Atividade antioxidante por CCD

Para avaliar qualitativamente a atividade antioxidante de G. spathulata, o 6leo
foi diluido em éter etilico a 10%, o extrato bruto e suas fracées foram retomados em
metanol a 10% e um volume de 5 pl de cada amostra foi aplicado em cromatoplacas
de Silicagel GF2s4 (Merck). Estas amostras foram eluidas no melhor sistema eluente
definido através de testes, observando os cromatogramas mais bem resolvidos,
estes sistemas, bem como as substancias de referéncia empregadas para cada
amostra sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Sistemas cromatograficos empregados na avaliacdo da atividade
antioxidante por CCD

Amostra Substéancia de referéncia Eluente
oV Timol i
EB Quercetina e Rutina i
FH Quercetina ii
FC Quercetina iii
FA Quercetina i
FB Quercetina i

Com a evaporacao total do eluente, nebulizou-se a placa com uma solucéo de
DPPH a 0,2% em metanol de acordo com Sanches et al. (2005) e apéds trinta
minutos, a temperatura ambiente fez-se a leitura da atividade antioxidante,

caracterizada pela formacdo de manchas amareladas comparaveis com as
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observadas para os padrbes sobre a coloracao violeta, caracteristica do DPPH
(CHOI et al., 2002).

3.14.2 Atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH seguiu a
metodologia de GAO et al. (1999) e CHOI et al. (2002).

No ensaio foram utilizados o 6leo volatil, o extrato bruto e suas fracdes, o
acido ascérbico (AA) foi utilizado como padrdao para avaliagdo desta atividade. Os
extratos secos, 0 &cido ascorbico e o 6leo foram solubilizados em etanol.

Para a curva de calibracao foram colocados 2,5 ml de solucéo etandlica de
acido ascérbico em cada tubo de ensaio nas seguintes concentragdes: 200 pg/ml;
100 wW/ml; 50 pg/ml; 25 pg/ml; 12,5 ug/ml; 6,25 pug/ml; 3,125 ug/ml e 1,5625 pg/ml.
Apoés adicionou-se 1 ml de DPPH 0,3 mM em etanol, incubou-se no escuro por 30
min e fez-se a leitura das absorbancias em espectrofotdometro a 518 nm, Este ensaio
foi realizado em ftriplicata para todas as concentragcées do padrao e das amostras. O
espectrofotobmetro foi zerado com etanol e como controle negativo utilizou-se 1 ml de
DPPH em 2,5 ml de etanol. Como branco para cada concentracao foram utilizadas
leituras das absorbéancias das amostras que geralmente se apresentavam coradas.
A absorbancia do controle negativo foi 0,705, este foi o valor empregado para

determinar a porcentagem de inibicao de acordo com a equacao:

% inibigdo = 100 - [100(Aa - Ag) / Ac]

Onde:
Aa = absorbancia da amostra
Ag = absorbancia do branco
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Ac = absorbéancia do controle negativo

A Clsp (concentragdo necessaria para inibir a atividade do DPPH em 50%) foi
calculada para as amostras e para o padrao acido ascorbico através da equacao da
reta obtida por regresséo linear, mesma metodologia empregada por Zanon (2006).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento do extrato bruto

A partir da droga (p6 das partes aéreas secas de G. spathulata Benth.),
obteve-se o extrato bruto (hidro-etandélico) com um rendimento de 19,6%.

4.2 Rendimento das fracées

A partir do fracionamento do extrato bruto houve um rendimento total de
32,44%; sendo 9,140% para a FH; 8,346% para a FC; 6,203% para FA e 8,751%
para a FB (Figura 8).

Rendimento do Fracionamento

8,751%

@ FHo FC m FA & FB O Outros

Figura 8 — Grafico mostrando o rendimento de cada fragao obtida a partir do extrato
bruto.
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A FH foi a de maior rendimento e apresentou-se de forma pastosa com alguns
cristais, € provavel que esta fracdo seja constituida basicamente por substancias
altamente lipofilicas, 6leos volateis e lipideos (SONAGLIO et al.,, 2004). Estudos
mostram que a fracdo hexéanica exibe potencial para o interesse farmacoldégico,
como observado para Cynara scolymus L., a popular alcachofra, sua fracao
hexanica demonstrou consideravel atividade citotdxica avaliada pela metodologia do
microcrustaceo Artemia salina Leach., além de atividade diurética. Nesta fracéo foi
isolado o triterpeno lupeol, provavel responsavel por estas atividades (NOLDIN et al.,
2003).

A FB foi a segunda em termos de rendimento, € provavel que nesta se
concentrem principalmente substancias polifendlicas mais polares que na FA.
Através da andlise por CCD empregando silicagel GF.s4 como fase estacionaria, o
eluente ii como fase movel e acido oxalo-bérico como revelador foram encontradas
substancias nos mesmos fatores de retencéo (Rfs) da rutina e da quercetina e com
coloracdao semelhante, 0 mesmo fato ocorreu para a FA, como se observa na Figura
9.

Figura 9 — Cromatograma do extrato de G. spathulata.

Q: quercetina; E: extrato; R: rutina
Eluente: AcOEt:HAc:HFérm.:H,O (100:11:11:27)
Revelador: Acido oxalo-bérico
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Favila (2006) em seu estudo com Conyza bonariensis (Asteraceae) encontrou
nas FA e FB uma maior concentragdo de compostos fenélicos, provavel responsavel
pela maior atividade antioxidante descrita para estas fragdes.

4.3 Analise fitoquimica qualitativa

4.3.1 Caracteristicas organolépticas do extrato

Através da analise sensorial, 0 extrato aquoso foi caracterizado (Tabela 5):

Tabela 5 — Caracteristicas organolépticas dos extratos aquoso e hidroalcodlico de G.
spathulata.

Extrato aquoso Extrato hidroalcodlico
Coloracao Verde-escuro Verde-escuro
Semelhante ao de Origanum Semelhante ao de Origanum
Odor majorana majorana
pH 4.5 4,0
Sabor Adstringente Adstringente

4.3.2 Principais classes de metabdlitos secundarios de G. spathulata Benth.

Através da andlise fitoquimica ficou evidenciada a presenca de flavonoéides,
acidos volateis, heterosideos antocianicos, fenbis com posicao orto, meta e para
livres, taninos condensados. Saponinas hemoliticas, esterdides, triterpenos e
acucares foram menos evidentes, mas obtiveram reacdes positivas. G. spathulata
também apresentou tracos de taninos hidrolisaveis. Antracénicos, aminogrupos,
alcaléides, cumarinas e heterosideos cianogenéticos resultaram em reagéo negativa,
0 que caracteriza a auséncia ou quantidade insuficiente de substancias pertencentes
a essas classes de metabdlitos, ndo sendo possivel a deteccdao por esta
metodologia.
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As classes de flavonoides e taninos, e também algumas substancias volateis
séo geralmente as responsaveis pela atividade antioxidante, pois possuem oxidrilas,
as quais sao muito reativas e sdo capazes de sequestrar os radicais livres (KULISIC,
2004).

O sabor adstringente percebido através da analise sensorial provavelmente
esteja relacionado a presenca de taninos evidenciada pela analise fitoquimica. O
fato de G. spathulata apresentar saponinas e estas por sua vez, quando presentes
em algumas plantas medicinais, sdo responsaveis pela atividade expectorante
(ABRILAR, 2007), atividade ja relatada para G. spathulata (COIMBRA, 1942) pode
servir de argumento para novos estudos sobre estes metabdlitos secundarios
presentes em G. spathulata.

Através da extracao por Clevenger obteve-se um rendimento de 1,87% de OV
de G. spathulata. Com a andlise cromatografica por CG-EM pbde-se ter idéia das
substancias que o compéem. O cromatograma desenvolvido (Figura 10) resultou na
separacao de nove substancias, 100% das substancias que compdem o éleo volatil
foram separadas por CG.

TIC * 1.0

A

0 1 idEElEB

o5 50 71

Figura 10 — Cromatograma desenvolvido pelo 6leo volatil.

Os nove constituintes do 6leo volatil de G. spathulata Benth. sdo mostrados
na Tabela 6 com seus respectivos tempos de retencao (TR), indice de Kovats e

concentracao.
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Tabela 6 — Substancias presentes no éleo volatil de G. spathulata e suas respectivas

concentracoes
Pico TR lk IK ADAMS (1995) % Substancia
1,8-cineol
1 9651 1029 1033 0,22 %
2 26.078 1385 - 84,39 NI*
Beta-cariofileno
X
3 27.017 1406 1418 5,84
Alfa-humuleno
4 28.447 1438 1454 0,26
Germacreno D
5 29.626 1465 1480 0,52 E’;@Y
Biciclogermacreno
6 30.283 1480 1494 1,61 X
=
7 32.016 1523 - 6,91 NI
Espatulenol
8 33.590 1567 1576 0,16
Oxido de cariofileno
9 33.764 1572 1581

O
0,09

*NI: substancia nao identificada.
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A substancia 1, a menos apolar, através da analise por espectrometria de
massas, comparando seu indice de Kovats e seu padrdo de fragmentagao,
provavelmente seja o monoterpeno 1,8-cineol. Esta substancia representou 0,22%
da composicao do 6leo volatil.

O 1,8-cineol, também conhecido por eucaliptol estd presente nos Oleos
volateis de outras espécies da familia Lamiaceae, como Cunila galioides
(ECHEVERRIGARAY et al.,, 2003), Salvia multicaulis (SENATORE, ARNOLD,
PIOZZI, 2004), Salvia tomentosa (TEPE et al, 2005), € um dos principais
constituintes de Hyptis suaveolens (AZEVEDO et al.,, 2001), € o constituinte
majoritario no éleo de Lavandula dentata e de outras espécies de Lavandula (DOB
et al., 2005).

A substancia n°2 foi o constituinte majoritario, 84,39% do 6leo volatil foi
representado por esta substancia, a qual nao foi identificada pelo estudo do indice
de Kovats, porém, através da semelhanca de sua fragmentacdo com derivados do
eugenol, provavelmente seja um derivado ainda nao identificado, bem como a
substancia representada pelo pico cromatografico n°7, a qual, corresponde a
segunda substancia mais concentrada, perfazendo 6,91% do 6leo e pode ser um
isbmero de 2, uma vez que possuem a mesma massa molecular e, embora seus ik
nao estejam muito préximos, seus espectros de massas sao semelhantes.

A substancia representada pelo pico n°3 foi a terceira mais concentrada no
oleo, representando 5,84% do total, possivelmente este pico caracterize o beta-
cariofileno, pois devido as analises comparativas do seu indice de Kovats e espectro
de massas (ADAMS, 1995) foi observada uma grande semelhanca.

O beta-cariofileno, um sesquiterpeno nao-oxigenado esteve presente nos
6leos volateis de varias plantas da familia Lamiaceae, entre elas, Stachys aleurites
da Turquia, seu éleo € composto por cerca de 30% desta substancia (FLAMINI et al.,
2005), algumas espécies de Salvia (SENATORE, ARNOLD, PIOZZI, 2004;
NICKAVAR, MOJABA, ASGARPANAH, 2005), Lavandula canariensis (PALA-PAUL
et al., 2004), algumas espécies de Lamium (FLAMINI, CIONI, MORELLI, 2005) e
Thymus caespititius (SANTOS et al., 2005).

Outro sesquiterpeno nao-oxigenado encontrado no 6leo foi o alfa-humuleno,
que também caracterizou os 6leos de outras espécies da familia Lamiaceae, como
Ocimum canum (NGASSOUM et al., 2004).
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O sesquiterpeno germacreno D € um dos constituintes do éleo de Salvia
tomentosa (TEPE et al., 2005), Lavandula canariensis (PALA-PAUL, 2004), Thymus
caespititius (SANTOS et al., 2005), € o constituinte majoritario de Lamium
purpureum, Lamium hybridum, Lamium bifidum (FLAMINI, CIONI, MORELLI, 2005).

O biciclogermacreno representa 14,5% do 6leo de Stachys aleurites (FLAMINI
et al., 2005), foi o constituinte majoritario do 6leo de Salvia hypoleuca (NICKAVAR,
MOJAB, ASGARPANAH, 2005) e é um dos principais constituintes do éleo de Hyptis
suaveolens (AZEVEDO et al., 2001).

O odleo de Salvia hypoleuca é constituido por 12,5% de espatulenol
(NICKAVAR, MOJAB, ASGARPANAH, 2005), o de Salvia tomentosa possui menos
de 1% (TEPE et al., 2005) e esta substancia também estd presente no dleo de
Stachys aleurites (FLAMINI et al., 2005).

O dleo volatil de Lavandula canariensis possui 2% de 6xido de cariofileno
(PALA-PAUL et al., 2004), os 6leos de Lamium hybridum, Lamium bifidum possuem
menos que 1% (FLAMINI, CIONI, MORELLI, 2005) e o dleo de Cyclotrichium

origanifolium possui tracos desta substancia (TEPE et al., 2005).

4.4 Atividade antimicrobiana

4.4 1 Bioautografia

Foram avaliados através da bioautografia o 6leo volatil e o extrato bruto. Os
resultados observados foram classificados como positivos e negativos (Tabela 7).
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Tabela 7 — Atividade antimicrobiana do 6leo volatil (OV) e do extrato bruto (EB) de G.

spathulata Benth. por bioautografia.

Microrganismos ATCC OV EB

N Staphylococccus aureus 6538p + -

Gram-positivas , o
Staphylococcus epidermidis 12228 + -
Bactérias Escherichia coli 11103 + -
Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa 25619 + -
Klebsiella pneumoniae 10031 + -
Candida albicans 10231 + -

Leveduras -

Saccharomyces cerevisiae 1600 - -

“nao houve halo de inibicao

Os halos de inibicao (Figura 11) formados pelas bactérias permitem aferir que

o Oleo foi mais ativo contra bactérias Gram-positivas que negativas. Dentre as Gram-

negativas testadas, o 6leo apresentou uma maior atividade frente a Pseudomonas

aeruginosa. O padrao utilizado ndo apresentou atividade, o que ja foi observado por

El-Shazly, Hussein (2004) quando verificou que o 6leo de Teucrium leucocladum

(Lamiaceae) foi mais ativo contra P. aeruginosa que o antibiético empregado como

padréo.

Figura 11 — (a) Placa mostrando halo de inibicdo formado pelo éleo volétil de G.

spathulata e a (b) inatividade do extrato bruto frente a K. pneumoniae.

A — amoxicilina; OV — 6leo voléatil; EB — extrato bruto
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Quanto as leveduras, o 6leo foi ativo contra C. albicans, tendo sido mais ativo
que nistatina, o antifungico empregado como padréo, El-Shazly, Hussein (2004) em
seu trabalho com T. leucocladum também verificaram uma maior atividade do 6leo
que do padrdao nistatina contra a C. albicans. O Oleo de Scutellaria barbata
(Lamiaceae) inibiu fracamente C. albicans e os autores nao referem a utilizagdo de
nenhum antifungico como padrao (YU et al., 2004).

O extrato bruto ndo apresentou atividade para os mesmos microrganismos
nas mesmas condicdes do 6leo volatil.

Krause et al., (2003) avaliaram a atividade antibacteriana do éleo volatil de
Ocimum gratissimum por bioautografia, o 6leo foi ativo contra Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
Escherichia colie Salmonella setubal. Baydar et al (2004) avaliaram a atividade
antimicrobiana de 6leos volateis de plantas da familia Lamiaceae, estes Oleos
inibiram o crescimento de todas as bactérias Gram-positivas e negativas testadas
(BAYDAR et al., 2004).

4.4.2 Microdiluicdo em caldo

Os valores da concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato bruto (EB), das
fracbes e do Odleo volatil (OV) frente aos microrganismos testados foram
determinados por microdiluicado em caldo (Tabela 8).
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O ensaio desenvolvido em triplicata com as concentracées analisadas esta

representado na Figura 12.

Figura 12 — Determinacao da CIM por microdiluicdo em caldo, ensaio desenvolvido
em triplicata.

Suscetibilidade de Bacillus cereus ATCC 14579 a FA.
N = controle negativo (meio de cultura + extrato na maior concentragéo + 2,3,5-trifenil-tetrazélio)
P = controle positivo (meio de cultura + inoculo + 2,3,5-trifenil-tetrazélio)

Na Figura 12 € mostrada a atividade antibacteriana da FA contra o Bacillus
cereus, a concentracdo desta fracdo variou de 1600 pg/ml a 3,125 ug/ml da
esquerda para a direita. Foi realizado um controle negativo contendo extrato, meio
de cultura e cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio para descartar a possibilidade de
contaminacgao do extrato.

O ensaio para determinacdo da concentracao bactericida minima (CBM), o
qual foi realizado em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton como meio de
cultura estd ilustrado na Figura 13. Para esta placa foi repicado o conteudo das
cavidades onde nao houve crescimento bacteriano.
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Figura 13 — Placa de Petri para determinagdao da CBM.

1 =FA 800 pg/ml frente a P. aeruginosa
2 = FA 1600 pg/ml frente a P. aeruginosa
3 = FB 800 pg/ml frente a P. aeruginosa
4 = FB 1600 pg/ml frente a P. aeruginosa

A menor CIM observada foi 50 pg/ml, a CIM do extrato etandlico bruto contra
S. epidermidis e do 6leo volatil contra Micrococcus sp. Em geral, a FA foi a de maior
atividade e a FB, a de menor atividade. A FA, a FH e o OV inibiram o crescimento de
100% das bactérias Gram-positivas e negativas testadas. O EB inibiu 100% das
bactérias Gram-positivas e 75% das Gram-negativas, a FC inibiu 100% das Gram-
positivas e 87,5% das negativas, a butandlica inibiu 60% das Gram-positivas e 75%
das negativas.

Os resultados mostram que em geral as amostras avaliadas obtiveram uma
maior atividade contra bactérias Gram-positivas e, excepcionalmente, a fracédo
butanolica demonstrou uma maior atividade contra bactérias Gram-negativas. O
estudo de Zampini, Vattuone, Isla (2005) com Zuccagnia punctata mostrou que
flavondides isolados desta planta sdo bastante ativos contra bactérias Gram-

negativas, como Escherichia coli.



67

Zataria multiflora, uma Labiada nativa do Ird e com uso popular semelhante
ao de G. spathulata também teve estudada a atividade antibacteriana do éleo volatil,
do extrato metandlico e de suas fragdes polares e apolares. A menor CIM observada
no estudo foi de 2,4 mg/ml, menor concentragéo do éleo volatil necessaria para inibir
o crescimento da bactéria Shigella flexneri (SHARIFIFAR et al., 2006). Embora os
autores tenham considerado forte a atividade antibacteriana da planta em estudo,
esta CIM foi superior a menor CIM encontrada em nosso estudo com G. spathulata,
mostrando que a planta brasileira possui maior atividade antibacteriana.

Bacillus cereus foi sensivel a todas as amostras testadas, a fracao acetato de
etila foi a mais ativa contra este microrganismo com CIM de 100 pg/ml, a menos
ativa foi a butanolica com CIM de 400 pg/ml.

A bactéria Gram-positiva do género Corynebacterium foi menos sensivel que
Bacillus cereus, mas foi sensivel a todos os extratos e ao 6leo volétil, o éleo e a
fracdo hexanica tiveram a menor CIM, ambos com CIM de 200 ug/ml, a fracédo
butandlica e a fragdo cloroférmica ndo foram bactericidas nas concentracdes
testadas.

O crescimento de Listeria monocytogenes nao foi inibido pela fracédo
butandlica, porém frente a esta bactéria, a fragdo hexénica e o extrato bruto
obtiveram CIM de 100 pg/ml.

Micrococcus sp. foi resistente a fragcdo butandlica e sensivel a todos os outros
extratos testados, foi mais sensivel ao éleo volatil com CIM de 50 pug/ml, apenas a
fracao acetato de etila e o 6leo volatil foram bactericidas nas concentragdes testadas
com CBM de 800 pg/ml e 1600 pg/ml respectivamente.

Uma bactéria pouco sensivel foi Rhodococcus sp., seu crescimento foi inibido
por todos os extratos, com CIM entre 800 pg/ml e 1600 pg/ml, porém a fragao
acetato de etila obteve CIM de 200 pug/ml, néo foi encontrada na literatura, nenhuma
referéncia do estudo de extratos de plantas frente a esta bactéria.

Para Escherichia colia CIM do EB foi de 400 pg/ml e a CBM de 800 pg/ml, no
estudo de Zampini, Vattuone, Isla (2005) a CIM e a CBM do extrato etandlico de
Zuccagnia punctata foi de 100 e 200 ug/ml, respectivamente, os autores também
observaram que em seu estudo geralmente a CBM correspondeu ao dobro da CIM.

O estudo de Yu et al. (2004) vem de encontro ao nosso trabalho, ja que com
Scutellaria barbata, também da familia Lamiaceae, as bactérias Gram-positivas

foram mais sensiveis ao dleo volatii que as Gram-negativas, as CIMs foram
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expressas em mg/ml e a menor CIM foi a encontrada para S. epidermidis, 0,77
mg/ml e os autores consideraram o0 6leo da planta como uma potente fonte de

antimicrobianos

4.5 Teste de Letalidade por Artemia salina Leach.

O teste de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia salina foi desenvolvido
em ftriplicata. Determinou-se a CLsp para as amostras e para o timol por regressao
linear tendo sido calculadas as médias das Clsy para as amostras e seus
respectivos desvios padrao (s), estes valores podem ser visualizados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de CLs calculados por regressao linear, expressos em pg/ml.

Extrato/substancia CLso (ug/ml) s*

oV 35,61 + 3,70
EB 258,21 +7,85
FH 21,52 + 2,51
FC 44,59 +0,83
FA 10,70 10,40
FB 215,33 + 31,51
Rutina 195,77 + 20,65
Quercetina 2,30 +0,25
Timol 1,78 +0,11

*desvio padrao

As amostras foram consideradas ativas quando TAS menor que 1000 pg/ml,

sendo assim, todas as amostras foram ativas (Figura 14).
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Figura 14 — Toxicidade frente a Artemia salina (TAS), valores de CLsy em pg/ml para
0s extratos e para rutina e quercetina.

De acordo com a classificagdo estabelecida por Dolabela (1997 apud MELO,
2006) a quercetina, o OV e as fragdes FH, FC e FA mostraram-se altamente toxicas,
a FB e a rutina foram moderadamente tdéxicas enquanto o extrato bruto foi pouco
téxico para o microcrustaceo.

Um extrato menos polar pode ser mais toxico para Artemia salina que um
mais polar, este fato ocorreu para Baccharis pseudotenuifolia (MOREIRA et al.,
2003). Neste trabalho, os autores atribuiram a atividade do extrato cloroférmico a
presenca de 4cido oleandlico, o qual obteve CLsy de 85 pg/ml.

A FB e a rutina, apesar de serem moderadamente tdxicas para Artemia salina
podem estar associadas a atividade tripanocida (CLsy entre 80 e 250 pg/ml)
(DOLABELA, 1997 apud GALOTTA, BOAVENTURA, 2005).

E provavel que na FA (CLsp = 10,70 pg/ml) encontrem-se substancias
bastante toxicas para Artemia salina, isto pode ser explicado pelo fato desta fracao
conter substancias mais polares como compostos fendlicos em geral e flavonéides
(rutina e quercetina) que estdo presentes em muitos vegetais e possuem diversas
atividades biolégicas (LOPEZ et al., 2002; WILLAIN FILHO, 2005; FONSECA, 2006).

A CLsp da quercetina foi de 2,30 pg/ml, altamente tdxica para o
microcrustaceo, sendo considerada citotoxica, jA que a TAS é empregada para
avaliar citotoxicidade devido a correlacao existente entre estas atividades (MEYER,
1982). Como também pode ser associado a atividade antitumoral (FONSECA, 2006).
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4.6 Atividade antioxidante

4.6.1 Atividade antioxidante em CCD

A presenca de compostos com atividade antioxidante no OV, no EB e em
suas fracbes é evidenciada pela formacdo de manchas amareladas em CCD
comparaveis com os padroes (Figura 15).

EB Q FH FC Q FA FB Q

R

Figura 15 — Cromatoplacas mostrando a atividade antioxidante de G. spathulata.

T: timol; R: rutina; Q: quercetina.
Eluentes: OV — eluente i; EB — eluente ii; FH e FC — eluente iii; FA e FB — eluente ii.

Como pode ser visto, existem substancias presentes no extrato bruto (EB) de
G. spathulata com os mesmos valores de Rf dos padrées empregados, a rutina e a
quercetina sdo flavondides normalmente utilizados como padrdes para esta
atividade e segundo Choi et al. (2002) apresentam uma forte e rapida reacéo de
neutralizacao do radical livre DPPH.

Varias plantas da familia Lamiaceae possuem atividade antioxidante
Scutellaria baicalensis (GAO et al., 1999), Teucrium marum (RICCI et al., 2005),
Phlomis bruguieri, Phlomis herba-venti, Phlomis olivieri, Stachys byzantina, Stachys
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inflata, Stachys lavandulifolia e Stachys laxa (MORTEZA-SEMNANI, SAEEDI,
SHAHANI, 2006).

O ébleo de G. spathulata apresentou atividade antioxidante. Radic, Mimica-
Dukic (2006) observaram que outras plantas da familia Lamiaceae também possuem
6leos volateis com esta atividade e os compostos com maior capacidade em
neutralizar o DPPH foram aromaticos, aldeidos e cetonas monoterpénicas e em

menor grau, hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos.

4.6.2 Atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico

A média das porcentagens de inibicdo das amostras frente ao radical livre
encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10 — Porcentagens de inibicdo do padrao e das amostras frente ao radical
livre DPPH em diferentes concentracoes.

PORCENTAGEM DE INIBIGAO

[ T (ug/ml)  AA oV EB FH FC FA FB
200 92,06 7021 7277 61,13 90,35 96,6 94,89
100 91,91 63,97 61,84 40,24 7433 9433 844

50 91,35 5532 4851 33,19 59,29 8837 64,4

25 90,21 52,91 32,91 2255 4284 8241 5239
12,5 86,38 4468 2142 1924 3645 73,33 36,88
6,25 74,47 36,88 13,47 1522 30,92 4057 32,34
3,125 60,57 3503 879 1376 2539 27,52 2477
1,5625 50,78 29,58 042 6,46 1574 13,33 17,12

[ ]=concentragédo (png/ml).

As amostras foram o Oleo volatil de G. spathulata, o extrato bruto e suas
fracoes FH, FC, FA e FB. O &cido ascérbico foi empregado como controle positivo.
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Todas as amostras apresentaram alguma capacidade de neutralizar o poder reativo
do radical livre DPPH, todavia, algumas apresentaram maior atividade antioxidante
que outras (Figura 16).

Atividade Antioxidante

O T T T
0 50 100 150 200

Concentragdo (ug/m)

Figura 16 — Gréafico mostrando a porcentagem de inibicdo dos extratos de G.
spathulata nas diferentes concentragdes do RL DPPH.

As concentracdes 200 e 100 pg/ml da fracdo acetato de etila e 200 pg/ml da
fracdo butandlica foram mais ativas que o acido ascérbico, porém ao diminuir estas
concentragcdes observou-se que houve uma diminuicdo diferente para estas fracoes
com relacao a diminuigéo observada para o acido ascorbico.

Como observado por Tepe et al. (2005) em seu estudo com Salvia fomentosa
(Lamiaceae) observou que os extratos mais polares demonstraram uma maior
capacidade de sequestrar o radical livre DPPH que os menos polares, estes
resultados assemelham-se aos encontrados para G. spathulata.

A partir das curvas das porcentagens de inibicdo do 6leo volatil, do extrato
bruto, de suas fragcdes e do padrdo acido ascorbico obteve-se a equacdo da reta
(regressao linear) que melhor representava cada amostra calculando-se a partir
desta a Clso (Tabela 11).
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Tabela 11 — Equacgéo da reta para cada amostra e para o padrdo com respectivo
coeficiente de regressao linear e Clsp das amostras com seus desvios padréo.

Amostra Equacao da reta R? Clso (Mg/ml)ts* CV%**
AA y = 4,98x + 43,78 0,99 144,57 + 0,02 2,18
ov y = 0,93x + 30,78 0,95 20,59+0,25 1,21
EB y = 0,89x + 6,79 0,94 48,29+1.,21 2,51
FH y =0,25x + 14,18 0,94 14457 £ 3,18 2,20
FC y =0,78x + 22,37 0,91 35,60 + 0,64 1,80
FA y =5,22x + 8,273 0,99 7,99+0,15 1,88
FB y=3,12x + 13,36 0,96 11,75+ 0,17 1,45

*desvio padréo, **Coeficiente de variagdo em porcentagem.

A fracdo mais ativa capaz de inibir 50% a absorbancia do radical DPPH (Clso)
foi a FA, tendo Clso de 7,99 pg/ml, seguida da FB com Clsg de 11,75 ug/ml, do OV,
20,59 ug/ml, da FC, 35,60 ug/ml, do extrato bruto, 48,29 ug/ml e da fracao hexanica,
144,57 pg/ml (Figura 17).

Atividade Antioxidante
160 144,57
N
20 \
CI50 \
80
(ug/mi)
40 \ 35,6
L1 k\
Extrato/Substancia
mAA OOV pOEB popFH wBFC BFA ®mFB

Figura 17 — Valores de Clso (ug/ml) para as amostras testadas e para o acido
ascorbico (AA).
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As fracdes FA e FB foram as que apresentaram melhor atividade antioxidante
e este resultado coincide com o encontrado por Tepe et al (2005) para Salvia
tomentosa, eles obtiveram Clso de 18,7 pug/ml para a fragcdo mais polar em estudo.
Estas fracoes exibiram atividade antioxidante comparavel ao padrao acido ascorbico,
embora menos potente, fato que coincide com os resultados apresentados por Favila
(2006) em seu estudo com Conyza bonariensis.

E provavel que a atividade antioxidante observada para as fragdes FA e FB
esteja relacionada a presenca de constituintes mais polares como fendis, flavonéides
e taninos que estao presentes em G. spathulata.

O dleo volatil, com Clso de 20,59 pug/ml foi o terceiro antioxidante mais potente
de G. spathulata, em relacdo ao padrdo acido ascérbico, o éleo foi menos potente,
porém este resultado é comparavel ao obtido para o 6leo de Teucrium marum,
pertencente a Familia Lamiaceae, com Clsode 13,13 pg/ml (RICCI et al., 2005).

Kulisic et al. (2004) em seu estudo com Origanum vulgare (orégano)
obtiveram Clso de 0,5 g/l para o 6leo volatil, 0,5 g/l para o timol e 0,4 g/l para o
carvacrol. Quando comparado a estes resultados, o 6leo de G. spathulata

demonstrou uma maior atividade antioxidante que o éleo de orégano.



5 CONCLUSOES

A fracao hexanica foi a que obteve um maior rendimento através da particao

por solventes organicos;

Glechon spathulata € composta por flavonoides, esterdis e/ou triterpenos,
acidos volateis, &cidos fixos, saponinas, heterosideos antocianicos,
flavondides, taninos condensados e tracos de taninos hidrolisaveis;

O dleo volétil de G. spathulata extraido por Clevenger obteve um rendimento
de 1,87% e apresentou nove substancias, como constituinte majoritario
(84%), um composto oxigenado néo identificado, o restante era composto por
sesquiterpenos e um monoterpeno, provavelmente o 1,8-cineol, o qual

representou 0,22% do 6leo;

A fracdo acetato de etila foi a fragdo com menor CLs frente a Artemia salina

Leach., sendo assim, a fragdo mais toxica para o microcrustaceo;

Por bioautografia, o 6leo volatil foi ativo contra uma cepa ATCC de Candida
albicans e algumas cepas bacterianas

O extrato bruto na mesma concentracdo do 6leo ndo demonstrou atividade

antimicrobiana por bioautografia;

Por microdiluicdo em caldo, éleo volatil, a fracdo hexanica e a fracdo acetato
de etila inibiram o crescimento de todas as bactérias testadas. O éleo volatil
foi bastante ativo contra Micrococcus sp. e o extrato bruto contra S.
epidermidis ambos com CIMs de 50 pg/ml;

Pode-se considerar que G. spathulata, em geral, foi mais ativa contra
bactérias Gram-positivas que negativas pelas metodologias utilizadas;
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O extrato bruto, suas fracées e o 6leo volatil de G. spathulata apresentaram
atividade antioxidante;

As fragdes acetato e butandlica na maior concentragdo apresentaram

atividade antioxidante superior ao acido ascérbico.
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