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RESUMO

NASCIMENTO, Fernanda Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2014. Avaliagcdo da atividade biolégica de extratos de
Plectranthus ornatus em diferentes idades da planta Orientadora: Marisa
Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Gaspar Diaz Munoz ,Virginia Ramos
Pizziolo, Beatriz Gongalves Brasileiro, Alvaro Vianna Novaes de Carvalho
Teixeira

Plectranthus ornatus pertence a familia Lameacea. E uma planta utilizada na
medicina popular africana e em algumas regidbes do Brasil,onde ¢&
popularmente conhecido por “Boldo miudo ou Boldinho”, para disturbios
digestivos e como antibiéticos em algumas outras localidades brasileiras. O
presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana, a atividade antioxidante e a
atividade antitumoral de extratos de Plectranthus ornatus obtidos por ultrasom
com os solventes: éter de petroleo (EP);diclorometano (DM) e etanol (ET).A
planta foi coletada com idades de 90, 120 e 150 dias, originando os seguintes
extratos: éter de petroleo 1 (EP1 obtido da planta com 90 dias); éter de petroleo
2 (EP2 obtido da planta com 120 dias); éter de petréleo 3 (EP3 obtido da planta
com 150 dias);diclorometano 1 (DM1 obtido da planta com 90 dias);
diclorometano 2 (DM2 obtido da planta com 120 dias); diclorometano 3 (DM3
obtido da planta com 150 dias); etanol 1 (ET1 obtido da planta com 90 dias);
etanol 2 (ET2 obtido da planta com 120 dias) e etanol 3 (ET3 obtido da planta
com 150 dias). A atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de hole
plate e a atividade antioxidante pelo método de peroxidacao lipidica. Ja a
atividade antitumoral foi pesquisada em células B16F10 de melanoma murino.
Somente os extratos éter de petrdleo e diclorometano apresentaram atividade
antimicrobiana nas 3 coletas analisadas com concentragéo inibitéria minima
(CIM) de EP1 = 0,7 mg/mL; EP2 = 0,7 mg/mL; EP3 = 0,5 mg/mL; DM1 = 0,6
mg/mL; DM2 = 0,7 mg/mL para as duas cepas de S. aureus testadas (ATCC
29213 e 4075). O DM3 apresentou CIM igual a 0,6 mg/mL para a S aureus
ATCC 29213 e para a S aureus 4075 apresentou CIM igual 0,8 mg/mL. Todos
os extratos testados apresentaram atividade antioxidante, com destaque para o
extrato de diclorometano que apresentou melhor desempenho nas 3 coletas

com indices proximos ao controle positivo sintético BHT, além de ter

Xii



apresentado a maior inibicao de peroxidacédo no extrato DM3 = 81,96%. Para a
atividade antitumoral os destaques foram os extratos éter de petréleo e
etandlico que apresentaram os seguintes resultados de concentragdo que inibi
50% das células (IC50): EP1= 9,0 pg/mL, EP2 = 10,0 pg/mL, EP3 = 2,0 pg/mL,
ET1 =1,21 uyg/mL e ET2 (ICs0) = 0,5 pg/mL. O extrato ET3 ndo apresentou um
bom resultado atitumoral, assim como os extratos diclorometano. Os resultados
apresentados neste estudo demonstram a capacidade dos extratos de
P.ornatus como agente antibacteriano, antioxidante e antitumoral, sendo que
mais estudos se fazem necessarios para elucidar as estruturas responsaveis

por estas atividades bioldgicas.
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ABSTRACT

NASCIMENTO,Fernanda Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2014. Biological evaluation activity of extracts Plectranthus
ornatus in different ages of plant. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-
advisers: Gaspar Diaz Munoz ,Virginia Ramos Pizziolo, Beatriz Gongalves
Brasileiro, Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira.

Pleactranthus ornatus come from the Lameacea family. Is common used in the
african popular medicine and in some regions of Brasil, where is popular known
as “Boldo or Boldinho”, for digestive disturbance and antibiotical. The present
study evaluated the antitumoral activity from the extract of Plectranthus ornatus
obtained using ultrasound whit the solvents: petroleum ether(PE);
dichloromethane(DM) and ethanol(ET). The plant was colected in the ages of
90, 120 and 150 days, originating the following extracts: petroleum ether 1 (PE1
obtained from the pant in 90 days); petroleum ether 2 (PE2 obtained from the
plant in 120 days); petroleum ether 3 (PE3 obtained from the plant in 150 days);
dichloromethane 1 (DM1 obtained from the plant in 90 days); dichloromethane 2
(DM2 obtained from the plant in 120 days); dichloromethane 3 (DM3 obtained
from the plant in 150 days); ethanol 1 (ET1 obtained from the plant in 90 days);
ethanol 2 (ET2 obtained from the plant in 120 days); ethanol 3 (ET3 obtained
from the plant in 150 days). The antimicrobial activity was realized whit the hole
plate method and the antioxidant activity whit the lipid peroxidation method.
However the antitumoral activity has been researched in cells B16F10 of murine
melanoma.Only the extracts of petroleum ether and dichloromethane presented
antimicrobial activity on 3 analyzed samples whit a minimum inhibitory
concentration (MIC) of PE1 = 0,7 mg/mL; PE2 = 0,7 mg/mL; PE3 = 0,5 mg/mL;
DM1 = 0,6 mg/mL; DM2 = 0,7 mg/mL for two strains of S. aureus tested (ATCC
29213 and 4075). The DM3 presented MIC equal 0,6 mg/mL for the S. aureus
ATCC 29213 and for the S. aureus 4075 presented MIC equal 0,8 mg/mL. All
tested extractus presented antioxidant activity, especially the dichloromethane
that presented a better performance on 3 collections whit rates close to the
synthetic positive control BHT, also presented the greater inhibition of
peroxidation in the extract DM3= 81,96%. For antitumor activity highlights were

the extracts of petroleum ether and ethanol which have the following results of
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concentration that inhibited 50% of the cells (IC50): PE1= 9,0 pg/mL, PE2 =
10,0 yg/mL, PE3 = 2,0 ug/mL, ET1 = 1,21 yg/mL e ET2 (ICs0) = 0,5 pg/mL. The
ET3 extract did not presented a good result antitumor as well as
dichloromethane extracts. The results presented in this study demonstrate the
ability of extracts P.ornatus as antibacterial, antioxidant and antitumor, and
more studies are needed to elucidate the structures responsible for these

biological activities.
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1. INTRODUGAO

A humanidade utiliza as plantas medicinais desde a antiguidade para o
alivio de suas doengas. Os primeiros relatos do uso de plantas medicinais pelo
homem foram encontrados nas escrituras sagradas e no papiro de Erbes que
pertencia a dinastia egipicia que reinou entre1550 a.C e 1295 a.C. (PINTO et
al., 2002)

As plantas medicinais sdo aquelas usadas para combater as
enfermidades. Sdo capazes de curar patologias ou mesmo aliviar seus
sintomas, pois possuem substancias com acdo farmacoldgica. (SIMOES et al.,
2007). O conhecimento empirico popular incentivou muitos pesquisadores a
estudarem as plantas medicinais, levando a descoberta de novos principios
ativos. (ALMASSY et al., 2005, SIMOES et al., 2007).

O desenvolvimento da quimica organica proporcionou uma nova
maneira de obtencdo de novos farmacos através da sintese, semi-sintese ou o
planejamento dos mesmos a partir de estruturas isoladas de plantas
medicinais. (YUNES & FILHO, 2007). Como exemplo podemos citar a salicina,
isolada da casca do Salix alba, planta utilizada popularmente para dor e febre e
que posteriormente deu origem ao acido acetil salicilico (SIMOES et al., 2007).

As sinteses quimicas de medicamentos comegaram no final do Século

XIX, mas até meados do Século XX a base da terapéutica medicamentosa
eram as plantas medicinais. (BRANDAO et al.,2010)
Nas décadas de 30 e 40 a descoberta de novas substancias antibacterianas
diminuiu drasticamente a mortalidade decorrente de infeccbes bacterianas e
trouxe novos rumos para a pratica médica. Estas descobertas estimularam a
busca por novas substancias antimicrobianas que até os dias de hoje sao
utilizadas com sucesso (BUTLER & BUSS, 2006). Sdo exemplos a penicilina
descoberta em 1939, a actinomicina em 1942, a estreptomicina em 1943, o
cloranfenicol em 1947, a neomicina em 1949 e a eritromicina A em 1950
(YUNES & FILHO, 2007).

No periodo entre 1981 a 2002 mais da metade dos medicamentos que
ganharam o mercado sédo derivados de plantas. Destes 28% sao compostos
isolados diretamente de plantas ou semi-sintetizados e 24% sao sintéticos com

grupamentos quimicos derivados de produtos naturais (BRANDAO et al.,2010).
1



Considerando o periodo de 2000 a 2006 26 novas moléculas deram origem a
novos medicamentos langados no mercado mundial, como por exemplo a
galantamine para a doencga de Alzheimer originado da planta Galanthus nivalis
(SAKLANI & KUTTY, 2008)

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Produtos naturais
Os produtos naturais possuem papeis importantes na medicina atual.

Eles podem servir de protétipo ou modelo para a sintese de novos
medicamentos. Alguns podem possuir atividade biolégica pequena , mas que
ao sofrerem modificagdes quimicas ou biolégicas podem se transformar em
drogas potentes, como por exemplo o taxol (SIMOES et al., 2007).

Os produtos naturais também possuem importdncia econdmica
principalmente pelo uso como corantes. Um exemplo € o indigo isolado de
plantas do género Indigofera, que no final do século XX passou a ser
sintetizado a partir do antraceno e mais tarde a partir de hidrocarbonetos
isolados do carvao (CARVALHO et al, 2010).

O estudo dos produtos naturais abrange varias areas do conhecimento
como: farmacologia, quimica, biologia, bioquimica, biofisica. Tradicionalmente
a pesquisa de produtos naturais esta inserida na biologia e na quimica, sendo
as plantas e os microrganismos cultivaveis uma das fontes principais de
exploragdo dos mesmos (PUPO & GALLO, 2007). O tratamento das doencgas
infecciosas e a oncologia sdo as areas mais contempladas com a descoberta
de novos principios ativos. No periodo entre 2005 a 2010 dezenove novas
drogas obtidas a partir de produtos naturais foram aprovadas para a
comercializacdo. Destas sete receberam a classificacdo de produtos naturais,
dez sdo produtos de semi-sintese e duas sdo derivadas de produtos
naturais.(MISHRA & TIWARI, 2011)

As plantas medicinais, sem duvida, sdo as maiores fontes de produtos
naturais e sao utilizadas pela humanidade deste a antiguidade para a cura de
diversas patologias. (SIMOES et al., 2007). A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) estima que 65 a 80% da populacao de paises em desenvolvimento

dependam diretamente de plantas medicinais para tratar de seus problemas de
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saude Portanto, recomenda a valorizagcdo da utilizacdo de plantas medicinais
na atengdo basica a saude principalmente. (OMS, 2002) No Brasil algumas
iniciativas de aproveitamento do conhecimento popular e cientifico sobre
plantas medicinais tiveram sucesso, como € o caso do projeto Farmacia Viva
da Universidade Federal do Ceara. Este projeto inclui o uso de plantas
medicinais na atengdo basica a saude. (MATOS, 1998)

O sistema unico de saude (SUS), através da portaria 971, de 2006,
publicou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) que recomenda a implantagcéo e implementacao de agdes no SUS que
incluem, entre outras praticas, a fitoterapia na atencdo basica a saude.
(BRASIL, 2006) Em consonéncia com esta portaria, em 2007 o Programa
Nacional de Plantas Medicinais, através do Programa de Plantas Medicinais
permite 0 acesso seguro da populagdo a plantas medicinais e fitoterapicos,

pois se preocupa com a qualidade da produgédo dos mesmos.(BRASIL, 2009)

2.1.1.Antibiéticos e produtos naturais

A descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming, um produto
natural derivado de um fungo, revolucionou o tratamento de infecgbes, pois
essa se mostrava mais eficaz que os demais compostos antibacterianos
disponiveis na época. Entre os anos de 1940 — 1960 varias substancias
derivadas de produtos naturais foram estudadas para avaliar o potencial
antimicrobiano e muitas deram origem a classes de antibacterianos que séo
usados até os dias de hoje na terapéutica contra infecgbes. Podemos citar os
B-lactamicos; aminoglicosideos; tetraciclinas; macrolideos; peptideos entre
outros. No periodo de 1980 — 2000 houve uma diminuigcdo da triagem de
antimicrobianos de origem natural. Na mesma época ocorreu um aumento na
resisténcia bacteriana. A partir de 2000 houve uma retomada da pesquisa de
antibiéticos de fontes naturais (GUIMARAES et al., 2010)

O uso de produtos naturais como protétipo de novas drogas tem
motivados muitas pesquisas para a descoberta de novos antimicrobianos. A
diversidade quimica encontrada na natureza é enorme o que aumentam as
chances de novas drogas com potencial antimicrobiano serem encontradas
(ORTHOLAND & GANESAN, 2004). Antibiéticos provenientes de semi-sintese,

,analogos aos antibidticos naturais ja existentes, entraram no mercado no
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periodo entre 1960-1980, como os derivados B-lactdmicos: cefalosporina, acido
clavulénico, analogos de penicilina, aztreonam. Também se enquadram nesta
categoria os analogos da tetraciclina e os derivados aminoglicosideos
(GUIMARAES et al., 2010) Estes eram mais potentes e mais resistentes a
inativagcado por enzimas bacterianas ou sua ligagao no alvo bacteriano era mais
forte (FERNANDES, 2006)

No inicio da década de 80 a industria farmacéutica apresentou
dificuldades para sintetizar novos compostos. (FERNANDES, 2006). A busca
por novos antiobioticos, foi realizada neste periodo, utilizando a genémica e as
triagens de cole¢gdes de compostos. As colecbes de compostos sd&o um
conjunto de produtos sintéticos ndo encontrados na natureza com acgéo
antibacteriana (WALSH, 2003). No inicio do século XXI foram retomadas a
buscas por novos antimicrobianos provenientes de fontes naturais
(GUIMARAES et al., 2010). E entre 2005 e 2007 13 novos principios diferentes
tiveram seu uso aprovado e outros cem estdo em fase de estudo clinico
(HARLEY, 2008)

A diversidade de novas substancias encontrada nas triagens com
produtos naturais despertou novamente o interesse na exploragao de produtos
naturais que possam servir de protétipos de novos medicamentos.
(ORTHOLAND & GANESAN, 2004).

2.1.2. Atividade antioxidante e produtos naturais

A acdo antioxidante de algumas substancias tem chamado a ateng¢ao da
comunidade cientifica, pois os radicais livres estdo relacionados a muitas
doencgas, entre elas o cancer. Sua produgdo ocorre em processos fisiolégicos
normais de oxidacao nas células (KYUNG-A et al., 2011).

Sao chamados de radicais livres as espécies reativas de oxigénio
(EROs) tais como radical hidroxila; anion radical superdxido; e hidroperoxila.
Estas substancias atacam lipideos, proteinas e DNA causando sua oxidagao A
peroxidacao lipidica das membranas celulares tem inicio com o ataque nos
acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipideos e do colesterol que retira um
hidrogénio do grupo metileno bis alilico. O radical de carbono formado pode
reagir com o oxigénio formando radicais peroxila que podem atacar novos

acidos graxos e reiniciar o processo. O ataque ao DNA ocorre também pela
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formacdo de aldeidos (malonaldeido; acroleina; crotonaldeidos) e epdxidos
formados a partir da reagc&o dos hidroperoxidos com metais (VALKO et al 2004)

As células controlam a concentragdo dos radicais por diversos
compostos antioxidantes que podem ser produzidos por elas mesmas, tais
como a superoxido desmutase ou podem ser ingeridos pelos seres vivos, entre
estes se destacam a vitamina C; vitamina E; polifendis; selénio e carotenoides
(VALKO et al 2004)

Uma substancia antioxidante € aquela capaz de impedir os danos
causados por compostos oxidantes. Sdo classificadas em antioxidante primario
e secundario Os antioxidantes primarios sdo aqueles capazes de neutralizar
totalmente ou parcialmente o radical oxidante doando elétrons para o mesmo
.tornando-o estavel Os antioxidantes secundarios podem agir por alteragao da
valéncia, por conversdo em hidroperoxidos; nao radicais ou absorgdo de
radiacao ultravioleta UV (VALKO et al 2004).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios encontrados em
plantas e apresentam em sua estrutura varios anéis benzénicos com
substituinte hidroxila. Esses compostos sdo o0s responsaveis pela acgao
antioxidante em planta. Agem doando hidrogénio ou elétrons e os anéis
benzénicos estaveis impedem a oxidacao, principalmente de lipideos. Os
principais compostos fendlicos encontrados em plantas sao: flavonoides;
cumarinas; estilbenos; taninos condensados; hidrolisaveis; lignanas e lignina.
(CLOSE et al 2005).

A maior fonte de compostos fendlicos sdo as plantas. Estes séo
responsaveis pela protecdo das mesmas contra os danos causados pelos raios
ultravioletas e também contribuem de modo positivo também nas condi¢des de
estresse (CLOSE et al 2005).A atividade antioxidante atribuida aos compostos
fendlicos deve-se a sua capacidade de quelar metais de transicdo, bem como
neutralizar ou sequestrar radicais livres. Os intermediarios resultantes da agao
antioxidante de compostos fendlicos sdo estaveis em decorréncia da
ressonancia do anel aromatico presente nesta estrutura (SOARES, 2002)

Os carotenoides sao outro grupo de substancias com ag¢ao antioxidante
e que também sao encontrados em plantas. Estes sdo caracterizados como
poliisoprendides e podem ser divididos em dois grandes grupos: os
carotenoides hidrocarbonos, que possuem apenas carbono e hidrogénio em

sua estrutura (Ex: licopeno e B-caroteno) e o grupo da xantofilas, que possuem
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oxigénio em sua estrutura (EX: Luteina e zeaxantina). A atividade antioxidante
deste grupo ocorre pelos grupos terminais ciclicos que em conjunto com o
oxigénio podem absorver os radicais livres (QUIROS et al 2006)

A redugdo da incidéncia de algumas doengas cardiovasculares e alguns
tipos de cancer foi observada quando ocorria um aumento na ingestao de
compostos fendlicos (BONOLI et al., 2004). Os carotenoides também possuem
agao contra doengas cardiacas e degeneragdo macular. (KOTAKE-NARA &
NAGAO, 2011)

2.1.3.Céancer e produtos naturais

O cancer é o crescimento desordenado de células e pode ocorrer em
qualquer tecido por razdes diversas. Acomete pessoas de diversas idades, mas
as com idade avangada estdo mais susceptiveis. As células cancerigenas
possuem uma semelhanga muito grande com as células normais, portanto &
um desafio para a medicina moderna encontrar drogas que possuam
seletividade para atacar somente as células doentes (INCA, 2012).

As plantas sao utilizadas como fontes de novas drogas para o tratamento
de cancer a muito tempo. Cerca de 60% das drogas anticancer utilizadas
comercialmente provém de fontes naturais. (NEWMAN & CRAGG, 2007). O
estudo de plantas com potencial antitumoral levou a importantes descobertas
como a vincristina e vimblastina, derivadas de compostos isolados da
Catharanthus roseus (L.) G. Don, que sao utilizadas no tratamento de linfoma
de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos e leucemia
linfoblastica aguda infantil. Outra descoberta importante deriva do género
Podophyllum, substancias isoladas das espécies P. peltatum e P. emodii deram
origem ao otoposideo (VP16) e o tenitoposideo que s&o utilizados na
terapéutica de leucemias. O taxol € um diterpeno, isolado das cascas Taxus
baccata L. e Taxus brevifolia Nutt , que originou o Paclitaxel, um dos
compostos mais importantes como anticancerigenos, pois foi eficaz contra
cancer de mama e ovario resistentes a terapia convencional (BRANDAO et al,
2010).

O melanoma ocorre em células da pele denominadas melanécitos. Estas
células produzem melanina, que é uma substancia responsavel pela protecao

da pele contra os raios solares, principalmente os raios ultra- violeta (UV). Em
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condi¢cbes normais ocorre a formacdo de uma unidade de melanina composta
por melandcitos e queratindcitos. Cada melandcito transfere melanossomas
para os queratinocitos através de seus dentritos. E a melanina contida nestes
melanossomas realizam a protegao contra os raios ultra-violeta absorvendo os
mesmos e evitando dano ao DNA e este equilibrio s6 é quebrado quando
ocorre um melanoma (HASS & HERLYN, 2005)

A sinalizacdo PI3Kinase/AKT/mTOR € uma das principais vias de
sinalizagdo celular estudadas em varios tipos de cancer. Varios estudos
demonstram a importancia desta via no crescimento celular e na prevengao de
apoptose, originando tumores e metastases. Em 60% dos melanomas ocorre o
aumento da expressao de AKT, o que leva a uma desativacdo das vias
apoptoticas Bad e caspases-9 (JAZIREHI et al 2012). Ja 96% dos melanomas
possuem mutagdes no DNA em CDKN2A/p16, CDKN2B/p15, CDK4 e
CCND1/cyclin D1(WALKER et al, 1998)

Os melanomas séo classificados da seguinte forma: nivel | (crescimento
intra-epidérmico); nivel Il (invasao da derme papilar); nivel lll (chega ao limite
entre a derme papilar e reticular); nivel IV (invasao da derme reticular); nivel
V(invasao da derme subcutanea) (GON et al, 2001),

A principal causa deste tipo de cancer sdo os raios UVA e UVB que
provocam a perda dos mecanismos de controle de crescimento celular.
(SOUZA et al, 2009). Este tipo de cancer de pele € a principal doenga fatal que
acomete este 6rgdo. Em numeros mundiais representa cerca de 3% dos tipos

de céncer e de 1 a 2% das mortes por cancer.(LAPA et al, 2002)

2.2. Género Plectranthus

O género Plectranthus pertence a familia Lameaceas e suas espécies
sdo amplamente distribuidas pela Africa, Asia e Australia. Sdo registradas
cerca de 300 espécies, sendo que a falta de critérios claros de classificacao
dificulta a distingdo entre elas. As espécies que compdem este género sao
ricas em diterpenos e possuem uma ampla utilizagdo na medicina popular para
tratar disturbios digestivos, problemas de pele, disturbios respiratorios,
infeccbes e febre, entre outras. As espécies Plectranthus barbatus e
Plectrathus amboinicus sao as que mais possuem atribuicdo de usos populares
(LUKHOBA et al., 2006). P. barbatus € uma das espécies mais importantes do
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género por possuir compostos com atividade farmacolégica comprovada
(ALBUQUERQUE et al., 2007). J& o P. amboinicus € utilizado para problemas
odontoldgicos, dores de garganta, tosse, bronquite e problemas ginecolégicos (
OLIVEIRA et al., 2007)

No Brasil a espécie Plectranthus ornatus é utilizada pela populacéo
como anti pirético; diurético; analgésico; antibiotico; adstringente; depurativo;
anti-inflamatério; anti ulcera entre outros (BRASILEIRO et al., 2006).

2.2.1.Atividades biolégicas do género Plectranthus

A atividade antimicrobiana de extratos de plantas medicinais € objeto de
estudo de muitas pesquisas, pois muitos apresentam comprovada atividade
farmacolégica. Os metabdlitos secundarios tais como os terpenos e compostos
fendlicos sao os responsaveis por esta atividade bioldégica (ADAM et al 1998).
Do P. gradidentatus foi isolado um diterpeno capaz de apresentar atividade
antimicrobiana frente Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida
albicans e S. aureus.. Do extrato de partes aéreas do P. elegans dois novos
diterpenos abietanoides foram descobertos e apresentaram efeito bioldgico
contra Cladosporium cucumerinum, pois inibiram a germinacdo de seus
esporos, € ainda apresentaram atividade antibacteriana frente a cepas de
bactérias gram positivas. (VICHKANOVA et al., 1966). Ja a espécie P. crassus
foi estudada por Grayer e colaboradores em 2003 e seu extrato bruto bem
como diperpenos isolados apresentaram atividade antifungica contra
Aspergillus niger e Cladosporium herbarum.

Os radicais livres sao formados naturalmente nas reacdes bioldgicas do
organismo, mais em altas concentragdes podem causar injuria tecidual e
patologias. A busca por substancias antioxidantes é o tema principal de muitos
trabalhos cientificos e algumas espécies do género Plectranthus apresentam
bons resultados. Um teste de DPPH foi realizado com extrato etandlico da
espécie P. barbatus e o mesmo apresentou retirada de radicais livres de 71,7%
na concentragdo de 5mg/mL em comparagdo com o padrao vitamina C na
mesma concentragao (TIWARI et al., 2010) . O extrato aquoso do P. barbatus
apresentou efeito protetor da membrana de mitocondrias contra peroxidacao
lipidica por provavel quelagdo do ferro. Este efeito pode ser atribuido aos

compostos fendlicos contidos no extrato (MAIOLI et al 2010).



A avaliacdo do extrato aquoso ocorreu com a espécie Plectrantus amboinicus
que apresentou atividade anti-inflamatéria e analgésica em vivo e em vitro
(CHUI et al, 2012). Esta mesma espécie também apresentou atividade anti-
tumoral em preparagdes de extrato hidro alcodlico contra sarcoma in vitro e
carcinoma em vivo (GURGEL et al 2009).

2.2.2.Diterpenos isolados do género Plectranthus

No genero Plectranthus € comum o aparecimento das estruturas de
diterpenos: o labdano (I), clerodano (ll), caurano (lIl) e abietano (1V)
Os diterpenos mais comumente isolados sdao do tipo abietano, sé&o
extremanente modificados, gerando uma subclassificacdo: roileanonas, acil-
hidroquinonas, quinomametideos, abietendides primaranos, espirocoleonas, 6,
20- epodxiabietendides, abietendides dimeros. (DEWICK, 2002.;GASPAR-
MARQUES et al., 2005.; MANN, 2005 ).
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Figura 1. Estrutura dos diterpenos mais comuns encontrados no genero Plectranthus.
Fonte: DEWICK, 2002.

Muitas substancias encontradas no género Plectranthus possuem
atividade bioldgica significativa, sendo que os diterpendides do tipo Labdanos
sao 0s responsaveis por esta acao em espécies como Plectranthus barbatus e
Plectranthus ornathus (LUKHOBA et al., 2006). P. barbatus possui em sua
maioria diterpendides do tipo Labdanos, sendo que a fosfokina um dos
exemplos destes compostos com atividade bioldgica relevante. Esta substancia
tem acao sobre o musculo liso das vias aéreas de cobaias in vitro e in vivo. Na
espécie P. ornatus foram encontrados trés novos diterpenos no extrato de
acetona, sendo dois deles labdanos e um clerodano (OLIVEIRA et al 2005).

Outro estudo utilizando também extrato de acetona trés novos diterpenos foram



isolados, sendo que estes possuem estrutura muito semelhante a fosfokina
(RIJO et al, 2005).

2.2.3. Plectranthus ornatus

Esta espécie é utilizada na medicina popular africana e em algumas
regides da Etiopia (BEKALO et al.,2009), onde €& popularmente conhecido
“Boldo miudo ou Boldinho”, para disturbios digestivos (MAURO et al.,2008) e
como antibidticos em algumas outras localidades brasileiras. Resultados de
pesquisas etnobotanicas mostram que esta espécie é preparada por infusdo ou
decoccao gerando um extrato aquoso (BRASILEIRO et al.,2006) Um screening
com seis extratos de Plectranthus ornatus de diferentes polaridades
demonstrou atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas para os
extratos de acetona e metanol-agua (RIJO et al, 2011). Em um outro trabalho
foi avaliada a atividade antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis de 8
diterpenos isolados anteriormente do género Plectranthus e somente os que
apresentaram quinona em sua estrutura apresentaram atividade (RIJO et al
2010). Rijo et al 2012, avaliaram a inibicdo de Cox-1 de 3 diterpenos diferentes
isolados de P. ornatus. Sao eles acido rhinocerotinoico, halimane, plectrornatin
C.Os resultados apresentados neste estudo mostram que apenas o primeiro
apresenta leve inibicdo da Cox-1. Mais estudos estdo sendo feitos para
determinar se os mesmo inibem a Cox-2 e assim comprovar seu efeito anti-

inflamatorio.

2.2.4. Caracteristicas botanicas do Plectranthus ornatus

Plectranthus ornatus (Figura 2) pertence a familia Lamiacea originaria do
continente africano e trazida para o continente Americano pelos portugueses
(LUKHOBA et al.,2006).

Plectranthus ornatus Codd é uma espécie perene, herbacea, ereta
guando jovem e decumbente apds 1 ou 2 anos. Possui folhas simples, opostas,
ovaladas de bordos denteados, pilosas, de sabor muito amargo, sendo mais
espessas e suculentas quando frescas (Figura 2A). As flores azuis sao
dispostas em inflorescéncias racemosas que se desenvolvem na parte terminal
do ramo (Figura 2B). (MAURO et al 2008).
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Figura 2. Plectranthus ornatus Cood: A- aspecto geral da planta com inflorescéncia; B-
detalhe da inflorescéncia com flores abertas. Fonte: Acervo pessoal

O limbo das folhas em corte transversal apresenta a epiderme uniseriada
com ceélulas pequenas e compactadas cobertas por uma cuticula grossa e lisa.
Existem também tricomas tectores em abundancia e tricomas glandulares em
menor quantidade. Ja o mesdfilo foliar € homogéneo. Os estdmatos sdo do tipo
anomocitico. Os tricomas glandulares sésseis estdo em numero menor em
relacao os pedicelados (MAURO et al 2008).

O peciolo é revestido por uma derme unisseriada com cuticula espessa.
Existem duas ou trés camadas de colénquima angular na porgao cortical
abaixo da epiderme e muitos tricomas tectores unisseriados pluricelulares. O
feixe vascular é colateral fechado, com 2 feixes menores nas 2 extremidades. A
regiao cortical mostra-se rodeada por parénquima homogéneo isodiamétrico.

O caule é revestido de por epiderme unisseriada com a existéncia de
tricomas tectores em caules jovens. Possui parénquima comum com meatos na
regides cortical e medular. Mostra xilema secundario bem desenvolvido em
estrutura secundaria, formados por muitas fibras esclerenquimaticas e

escassos elementos de vaso (MAURO et al 2008).
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3. OBJETIVOS

v' Avaliar a atividade biolégica de diferentes extratos de Plectranthus
ornatus obtidos de partes aéreas da planta colhida em 3 estagios de

desenvolvimento;

v Avaliagao da atividade antioxidante;

v Avaliagao da atividade antimicrobiana ;

v Avaliacao da atividade antitumoral.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obteng¢ao do material vegetal

O material botéanico foi coletado no campus da Universidade Federal de
Vigosa no més de maio de 2012 e identificado pela Prof.? Dr.2 Flavia Cristina
Pinto Garcia, do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de
Vigosa, estando depositada uma exsicata de n° 39644 no Herbario VIC, da

Universidade Federal de Vigosa.

As amostras de Plectranthus ornatus Codd. foram obtidas de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo do departamento de fitotecnia da UFV As
plantas foram propagadas por estacas, pré-enraizadas em substrato comercial
(Plantmax®) e o plantio feito em vasos de polietileno com capacidade de 6 L,
tendo como substrato terra, areia e esterco, na proporcao de 3:2:1.

A colheita das plantas ocorreu aos 90, 120 e 150 dias contados a partir
do transplantio das mudas. As mudas foram transplantadas em 18/05/12, e os
cortes foram feitos nas seguintes datas: 13/08; 13/09; 13/10. As partes aéreas
das plantas foram cortadas e todo o material vegetal aproveitado. Este foi seco
em estufa de ar forcado por 20 dias, a temperatura de 40°C e apds este
periodo triturado em moinho de facas até a total pulverizacdo das amostras

referentes as trés coletas. Apds esta etapa todo o material foi armazenado em
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potes plasticos protegidos da luz devidamente etiquetados com a data da

coleta e o nome cientifico da planta.

4.2 Preparacgao dos extratos de Plectranthus ornatus

O material obtido em cada corte foi utilizado para a preparacdo dos
extratos brutos através do método de ultrassom.

Foram usados 3 solventes com polaridade crescente ( éter de petroleo
diclorometano; etanol )sendo obtidos um total de nove extratos da seguinte
forma: 40 g de planta pulverizada foi misturada com 400 mL do solvente éter de
petroleo em erlemmeyer protegido da luz por um papel aluminio Em seguida
esta mistura foi sonicada por 60 minutos. Logo apds o sobrenadante foi filtrado
com papel de filtro e o filtrado armazenado em frasco ambar devidamente
identificado com o nome do filtrado (Ex: filtrado de éter de petrdleo). Esta
operacgao foi repetida 5 vezes. A torta (material vegetal que restou apds a
ultima extragdo) foi colocada na capela de exaustdo por 24 horas para a
evaporagao do residuo do solvente. Apos este procedimento 400 mL do
solvente diclorometano foi adicionado a esta torta e em seguida sonicado por
60 minutos. O filtrado foi armazenado em um frasco ambar devidamente
identificado (filtrado de diclorometano), esta operacao foi realizada por 5 vezes.
A torta foi colocada em capela de exaustao por 24 horas e apés este periodo
400 mL de etanol 92°GL foi adicionado e toda a operacdo descrita
anteriormente para os outros dois solventes foi repetida para este. Ao final da
ultima extragdo com etanol a torta foi descartada apds evaporacao total do
solvente. Todas as etapas do procedimento descrito anteriormente foram
repetidas para o material vegetal das 3 coletas realizadas Todos os extratos
obtidos foram concentrados em rota evaporador e os extratos armazenados
em frascos protegidos da luz devidamente identificados e acondicionados em

geladeira.

4.3 Bioensaio para atividade antibacteriana
4.3.1 Microorganismo indicador

Fora utilizados como microorganismos indicadores para atividade
antibacteriana, cepas de S. aureus ATCC 29213 e S. aures 4075, sendo que

esta foi obtida de espécimes clinicos de mastite bovina provenientes da
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Embrapa/CNPGL, Juiz de Fora, MG e a cepa ATCC foi gentilmente cedida pelo
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV. Foram
considerados resultados de inibicdo de crescimento bacteriano halos maiores
ou iguais a 7mm (NASCIMENTO et al, 2000).

4.3.2 Preparo dos microorganismos indicadores

As bactérias a serem testadas foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 3-4 mL de meio LB liquido, previamente esterilizado, e cresceram em
estufa overnight a 37°C. Simultaneamente, foi preparado o branco para leitura
em espectrofotdmetro. Verificou-se a eficacia do crescimento com a turvacgao
do meio quando comparado ao branco. Foram transferidos 1 mL do inéculo de
cada bactéria e 1 mL do branco para eppendorfs distintos. A leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm. O branco
foi utilizado para calibrar o aparelho e prosseguir com a leitura da absorgao dos
meios contendo as bactérias. As amostras que nao apresentaram absorcao
entre 0.100 a 0.190 foram diluidas em série, até obter a leitura descrita. Obtido
a absorcao desejada, realizou-se duas dilui¢des seriadas 1:10, afim de se obter

a concentracao ideal (10° bactérias/ mL) para o plaqueamento das bactérias.

4.3.3 Preparo das solugoes de extratos e do controle positivo

Os extratos foram pesados com auxilio de uma espatula em balanca
analitica e transferidos para um eppendorf contendo DMSO a uma
concentracao final de 200 mg/mL. A amostra foi sonicada por 20 minutos para
garantir melhor diluigdo do extrato. Para o controle positivo, solugbes do
antibidtico ciplopiroxolamina foram preparadas a uma concentragdao de 5

mg/mL e armazenadas a -20 °C.

4.3.4. Avaliagao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada segundo a técnica de difusdo em
agar pelo método hole plate. O meio Mdueller Hinton foi previamente
autoclavado e quando este atingiu a temperatura de 40 °C as bactérias
(concentracdo de 10° bactérias/mL) foram adicionadas ao meio (134 pL de

bactérias para cada 20 mL de meio)., sendo cada bactéria colocada em meios
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separados.. Logo apdés o meio ,contendo as bactérias, foi vertido em placas de
petri devidamente autoclavadas até a formacéo de um filme continuo sobre o
fundo de cada placa. Apos solidificacédo do meio, furos de aproximadamente 5
mm de didmetro e 3 mm de altura foram feitos no agar. Os pogos formados
foram preenchidos com 8 pL de extrato vegetal, DMSO e ciclopiroxolamina (5
mg/mL diluido em DMSO) , sendo que cada substancia foi colocada em apenas
um pogo. O controle positivo foi o ciclopiroxolamina e o controle negativo foi o
DMSO.

As placas foram colocadas em estufa de crescimento a 37 °C, overnight.
Apos esse periodo, os halos de inibicdo foram medidos em milimetros. O teste
foi realizado em triplicata. A percentagem da acgéo antibacteriana dos extratos
foi realizada usando-se o didmetro do halo de inibicdo de crescimento
bacteriano das doses de extratos avaliadas e o didametro do halo de inibicao de

crescimento bacteriano do controle positivo com ciclopiroxolamina.

% Acao Antibacteriana = Halo de Inibicdo Dose Testada x 100
Halo de Inibigdo Controle Positivo

4.3.5. Determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM)

Ap6s os resultados do teste qualitativo somente os extratos que
apresentaram atividade antibacteriana passaram para a etapa quantitativa, ou
seja a determinagdo da concentracdo inibitéria minima de cada extrato. Este
teste foi realizado em microplacas de 96 pocos estéreis. Foram utilizadas as
mesmas bactérias (S. aureus ATCC 29213 e S. aures 4075) do teste
qualitativo. Os extratos foram preparados (diluidos em DMSOQ) para que as
concentracdes finais em cada poco fossem as seguintes: 5 mg/mL; 4 mg/mL; 3
mg/mL; 2 mg/mL; 1 mg/mL; 0,9 mg/mL; 0,8 mg/mL; 0,7 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,5
mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,1 mg/mL. Para a
ciclopiroxolamina (diluida em DMSO) as concentragdes finais obtidas em cada
poco foram: 0,7 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,2
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,09 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,05

mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,03 mg/mL
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Os pocgos das placas foram preparados da seguinte maneira: 100 pL de
meio de cultura + 5 pyL das diferentes concentracbes dos extratos a serem
testados + 100 pL de suspensdo bacteriana a 10° UFC/mL. A microplaca foi
mantida a 37 °C por 24 h em estufa de crescimento. Para a determinagao da
CIM apds as 24 horas de incubagao todos os pogos receberam 20 uL de uma
solugdo de MTT na concentragdo de 5 mg/mL em metanol e em seguida as
placas foram novamente incubadas por 20 minutos a 37°C em estufa de
crescimento. Logo apds procedeu-se a leitura visual das placas. O crescimento
bacteriano nos pogos foi evidenciado pela coloragdo azul. (LECHNER et al,
2004) A CIM do antibiotico sobre os isolados foi feita utilizando o mesmo
procedimento. O Meio Miiller- Hinton (Himedia ®) acrescido de DMSO foi

utilizado como controle negativo. Os testes foram realizados em ftriplicata. .

4.4. Bioensaio de Peroxidagao em Lipossomos- TBA

4.4.1. Preparo dos lipossomos
Os lipossomos foram preparados utilizando 77 mg de fosfatidilcolina de
soja em 10 mL de agua destilada. A solucédo foi agitada em vortex por 5

minutos .
4.4.2.Teste de peroxidagdo em lipossomos

A metodologia utilizada para avaliar o efeito antiperoxidativo das plantas

foi descrita por Conforti e colaboradores (2002), com algumas modificagdes.

Foram utilizados 5 tubos de ensaio com as seguintes identificagdes:
branco; amostra, Gingko biloba; BHT; DMSO. A cada tubo de ensaio foi
adicionado 0,5 mL da solugdo de lipossomos (10 mM) ,2,5 mL de agua
destilada e 1 mL de acido ascérbico. Logo apds os tubos identificados como
amostra, Gingko biloba, BHT e DMSO receberam respectivamente, 100 uL dos
extratos (0,2 mg/mL) dissolvidos em DMSO, 100 yL de Gingko biloba dissolvido
em DMSO, 100 uL de BHT (di-terc-butilmetilfenol) e 100 yL de DMSO. O tubo
identificado como branco recebeu 100 yL de agua. O BHT foi o controle
positivo sintético, o Gingko biloba foi o controle positivo natural (planta

conhecidamente antioxidante) e o DMSO foi o controle negativo.
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. A peroxidagao lipidica foi induzida adicionando-se 125 uL de cloreto
férrico FeCl; (0,2 mM) em todos os tubos de ensaio. Posteriormente estes
foram incubados em shaker durante 60 minutos a 40°C. A reacgado foi
interrompida adicionando 1 mL de &cido tiobarbiturico (TBA) (0,375%) em todos
os tubos de ensaio sob aquecimento em banho termostatico a 80°C por 15
minutos. ApOs essa etapa, os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 15
minutos, e em seguida foi realizada a leitura do sobrenadante de todas as
espécies em espectrofotdmetro UV/visivel a 532 nm, contra o branco: agua,
cloreto férrico, acido ascoérbico e TBA. O padrao antioxidante sintético BHT foi
testado na mesma concentracdo das amostras vegetais a fim de ser utilizada
como controle positivo para acdo antioxidante. Todas as analises foram
realizadas em triplicata, sendo utilizada a meédia das triplicatas para calculo dos
resultados. O indice de peroxidacdo em TBA foi expresso em termos da
porcentagem de inibigdo de peroxidagao de cada extrato.

A porcentagem de inibicdo na oxidagéao lipidica foi calculada utilizando a
absorvancia do controle negativo e a absorvancia da amostra de acordo com a

expressao algeébrica:

% inibicao= (_abs. do controle negativo - abs. da amostra) x 100
abs. do controle negativo

4.5 Avaliacao da atividade antitumoral

.4.5.1 Cultura de células

As linhagens celulares de B16F10 (estabelecida a partir de células de
melanoma murino) foram cultivadas em meio de cultura completo (“Dulbecco’s
Modified Eagles Medium” - DMEM - suplementado com 10 % de soro fetal
bovino e glutamina 2 mM/mL), em frascos de cultura de 25 ou 75 cm?, de
poliestireno, em incubadora a 37°C, 5% de CO; e 95% de umidade relativa.
Quando as culturas atingiram a semiconfluéncia, as células foram tripsinizadas,
replagueadas e mantidas nas condicbes acima descritas. As culturas foram
periodicamente observadas em microscopio de luz invertido, e aliquotas foram

congeladas e descongeladas de acordo com a necessidade do experimento.
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4.5.2 Tripsinizagao

Culturas de células subconfluentes, apds o descarte do meio de cultura,
foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas a 37°C com solucdo de
tripsina a 0,25% e 0,05% de EDTA até que, sob observagdo microscépica,
fosse detectada a dissociagao das células entre si, e delas com o substrato. A
reacao de tripsinizacdo foi interrompida pela adicdo de 5,0 mL de meio
completo. A suspensdo celular foi entdo coletada em tubo de centrifuga,
esterelizado e centrifugada a 1500 r.p.m., por 5 minutos, a temperatura
ambiente. O meio sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as células
ressuspendidas em meio completo. Apds efetuar a contagem celular na camara
de neubauer, com teste de viabilidade, volumes da suspensao celular foram

subcultivadas contendo o numero desejado de células viaveis.

4.5.3 Contagem do numero de células viaveis

As contagens das células viaveis foram efetuadas em hemocitdmetro de
Neubauer ap6s o carregamento de ambas as camaras com a suspensao
celular, obtida por meio da tripsinizagdo da cultura celular desejada. Para a
determinacao do numero de células viaveis foi utilizado o teste de exclusao de
corante, que consiste na incubacao de uma aliquota de células com solucéo de
Azul de Tripan a 0,1 % (diluigdo 1:1), por dez minutos a 37°C. Células higidas
excluem o corante. Para o calculo da percentagem de células viaveis utilizou-

se a férmula:

% de células viaveis = Numero de células viaveis x 100

Numero total de células

Para determinacgdo da quantidade de células viaveis por cm® ou mililitro,
foi calculada a média aritmética entre o numero de células vivas dos quatro
quadrantes de um dos compartimentos da camara. O numero encontrado foi
multiplicado por 10* e pelo valor de diluicdo feita para se colocar as células na
camara. Foram contadas somente as células que se encontrarem ao menos

parcialmente na parte central da camara de Neubauer.

18



4.5.4 Criopreservacgao

Ao final do experimento aliquotas de células foram congeladas apds
tripsinizagao rotineira de culturas semiconfluentes. A interrup¢cado da reacao de
tripsinizagao foi realizada com adicdo de meio completo e lavagem das células
por centrifugacdo a 1500 r.p.m.. As células foram, entdo, ressuspendidas em
meio completo contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO), e as suspensdes
celulares acondicionadas em criotubos de até 1,8 mL, que permaneceram
durante a noite a - 80°C e serao posteriormente transferidos para o nitrogénio
liquido (-196° C), onde foram armazenados até que seja necessario o

descongelamento novamente.

4.5.5 Descongelamento

Para o descongelamento, criotubos com células da linhagem celular de
interesse foram mantidos a 37°C, durante 5 minutos. A suspenséao celular foi
entdo lavada com 10 mL de meio completo por centrifugacédo a 1500 r.p.m.
durante 3 minutos, a temperatura ambiente, para a remogédo do DMSO utilizado
no congelamento. As células foram ressuspendidas em meio completo, apds

descarte do sobrenadante, e subcultivadas em frasco de cultura de 25 cm?

4.5.6 Teste de concentragao de células por pogo

Antes de iniciar os ensaios com os extratos foi realizado um teste para
determinar qual seria a quantidade de células ideal por poco a ser utilizada.
Foram colocadas as seguintes concentracdes celulares: 3 x 10°, 6 x 10°, 4 x
10%, 8 x 10%, 5 x10°, 8 x 10° com meio de cultura incompleto juntamente com
5% de soro fetal bovino. O microscépio invertido foi utilizado para a observagao
do crescimento celular de 24 a 112 horas. A melhor concentragdo encontrada
foi a de 3 x 10° células /pogo, pois nesta concentracéo o crescimento celular ao
final das 112 horas nao foi suficiente para se ter uma super populacao celular

em que ocorresse a morte celular. Os testes foram feitos com 4 repetigoes.

4.5.7 Teste de citotoxicidade do DMSO

Este teste também foi realizado antes de comecar o experimento com o

intuito de determinar qual a concentragdo maxima de DMSO as células
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suportariam. Para tanto foi utilizada uma placa de 96 pocgos preenchidos com
células na concentracdo de 3 x 10° células/poco com meio de cultura
incompleto adicionado de 5% de soro fetal bovino. Foram testadas as
seguintes concentragbes de DMSO: 0,25%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,8%, 1,0%,
1,2%, 1,4%, 1,6%, 1,8%, 2,0%. Todas as concentragcbes foram avaliadas em
quadruplicata. A leitura foi realizada utilizando a técnica do MTT relatada
anteriormente. Colocou-se MTT nos seguintes intervalos de tempo 24, 48, 72 h
apo6s as primeiras 48 horas de adaptagao das células ao ambiente e verificou-
se que a maxima concentragao suportada foi 0,4% de DMSO no pogo. A partir
deste ensaio as concentragdes dos extratos no poco foram calculadas para

conterem no maximo 0,4% de DMSO no pocgo.

4.5.8 Atividade citotoxica medida pelo ensaio do MTT
Células em crescimento exponencial foram tripsinizadas e plaqueadas
em microplacas de 96 pogos. ApoOs a realizagao de um teste de crescimento
celular nos pogos observou-se que a concentragao ideal de células por pogo foi
de 3 x10° células/poco. Foi colocado em cada poco as células na concentragdo
de 3 x 10° células/pogo juntamente com meio completo. Apds 48 h o meio foi
substituido por meio de cultura completo adicionado com extratos. Diferentes
concentracdes dos 9 extratos de Plectranthus ornatus, foram obtidas a partir de
uma solugdo mae com concentracdo de 200mg/mL através de diluicdo em
meio completo. As diluicbes foram feitas em tubos estéreis separados e
identificados. As seguintes concentracbes finais nos pogos foram obtidas:
2ug/mL; 4pg/mL; 8ug/mL; 16pg/mL; 32ug/mL; 64ug/mL; 128ug/mL; 256ug/mL;
512ug/mL As solugdes finais obtidas possuiam no maximo 0,4% de DMSO. As
solugdes de meio de cultura e extratos foram adicionadas aos pogcos em
triplicata (200 pL/pogo) apds a retirada do meio completo As células foram
incubadas em uma atmosfera de 5% de CO; a 37 °C. durante 72 h. Como
controle positivo foi utilizado VP16 e Arac Estes controles foram utilizados nas
seguintes concentracdes finais nos pocos: 9x10* MM/mL; 2x10° MM/mL;
9x10°MM/mL;2x10*MM/mL;9x10°MM/mL;2x10""MM/mL;9x10"MM/mL; 2,0
MM/mL E o modo de aplicacdo nas placas foi o mesmo utilizados com os
extratos. O controle positivo VP16 (otoposideo) foi utilizado neste estudo por
ele ja ter sido utilizado por Munari et al 2014 no estudo da atividade antitumoral
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de um alcaldide de Solanum lycocarpum em B16F10. Este antitumoral tem
origem nas especies P. peltatum e P. emodii utilizado por poupulagcdes nativas
da América e Asia para o combate de verrugas e cancer de pele (BRANDAO et
al.,2010) . O agente 1-B-D-arabinofuranosylcytosine(araC) foi escolhido por
apresentar boa atividade antitumoral contra varias células tumorais humanas
(MATSUDA & SASAKI, 2004). Como controle negativo foi utilizado apenas o
meio de cultura com as células. A leitura foi feita com MTT em aparelho de
ELISA no comprimento de onda de 450nm. Apds o intervalo de incubagao de
72 h com o meio adicionado com os extratos o meio de cultura contendo os
extratos e os controles foram retirados e os pocgos lavados cuidadosamente
com tampao PBS. Apos este procedimento 50 yL de sal de tetrazolium (MTT,
3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolium bromido: 0,5mg/mL) foi adicionado
as células e estas incubadas a 37°C em 5% de CO; por 4 h,. Apos as 4h de
exposicao das células ao MTT o mesmo foi retirado e em seguida foi
adicionado 100 yuL de DMSO a cada pogo, As placas foram incubadas por mais
2h, a 37°C em 5% de CO,. Sob essas condi¢des, o MTT foi reduzido pelo
NADH e NADPH em um produto insoluvel azul, o formazam, determinando
assim, a viabilidade celular. A leitura foi feita em leitor ELISA a 570 nm e a

concentracgéo inibitoria de 50% calculada (ICsp). Pelo programa PRISMA.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12

A

B 512 | 256 (128 |64 |32 |16 |8 4 2 Eliey
C 512 | 256 | 128 |64 |32 |16 |8 4 2 G
D 512 | 256 (128 |64 |32 |16 |8 4 2 Eliey
E 512 | 256 (128 |64 |32 |16 |8 4 2 Eliey
F 512 | 256 | 128 |64 |32 |16 |8 4 2 G
G 512 | 256 | 128 |64 |32 |16 |8 4 2 Eley
H

Figura 3: Mapa de placas para os testes com extratos Em cada placa foram colocados
2 extratos e as concentragdes finais nos pogos estdao em pg/mL. Todos dos testes

foram feitos em triplicata.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
2 0 9 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -4
B , x107 | 2x10" | 9x102 | 2x10% | 9x10™ | 2x10° | 9x10* | C.Neg
C 2,0 9x10” | 2x10™ | 9x10? | 2x102 | 9x10° | 2x10° | 9x10* | C.Neg
2 0 9 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -4
D , x107 | 2x10" | 9x10? | 2x10% | 9x10™ | 2x10° | 9x10* | C.Neg
2 0 9 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -4
E : x107 | 2x107" | 9x102 | 2x10% | 9x10™ | 2x10° | 9x10* | C.Neg
F 2,0 9x10” | 2x10™ | 9x10? | 2x102 | 9x10° | 2x10® | 9x10* | C.Neg
G 2,0 9x10" | 2x10™" | 9x10? | 2x102 | 9x10° | 2x10® | 9x10* | C.Neg
H

Figura 4: Mapa das placas para os testes com o controle positivo. Em cada placa

foram colocados os 2 controles positivos e as concentragdes finais nos pogos estao

em MM/mL. Todos os testes foram feitos em triplicata.
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4.6. Andlise estatistica

Os tratamentos foram compostos por trés extratos (diclorometano, éter
de petroleo e etanol) realizados em trés épocas de coletas diferentes (12 coleta:
90 dias; 22 coleta: 120 dias; 32 coleta: 150 dias) dispostos em esquema fatorial
em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os resultados
do rendimento dos extratos; atividade antibacteriana e inibicdo da peroxidacao
lipidica foram submetidos a analise de varidncia pelo teste F e quando
evidenciado efeitos significativos suas médias foram submetidas ao teste tukey
(P<0,05).

Os resultados dos coeficientes de inibicdo em 50% (IC50) das células
tumorais foram analisados pelo programa GraphPad Prism ® 5.0, segundo
metodologia indicada pelo manual do programa. As diferengas estatisticas
entre os grupos experimentais foram avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).
A comparacao das diferentes concentracées de DMSO com o grupo controle
foi feita utilizando o pés-teste de Dunnett, sendo os valores de a menores que
0,05 a condicdo para as diferencas serem consideradas estatisticamente

significativas.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao dos extratos

Os rendimentos dos extratos obtidos estdo contidos no grafico 1.

6
B Coleta 1

5 . B Coleta 2 aA
B Coleta 3

Rendimento (%)
a2

Diclorometano Etanol Eter de petroleo

Grafico 1: Rendimentos dos extratos. Coleta 1: realizada com 90 dias; coleta 2:
realizada com 120 dias; coleta 3: realizada com 150 dias. . Médias seguidas por letras
minusculas diferentes entre mesmos extratos e mailsculas entre mesmas coletas
diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Quando analisamos o mesmo tipo de extrato nas diferentes coletas
observamos que os extratos de diclorometano ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si Para este extrato as diferentes idades da planta ndo afetou o
seu rendimento Os extratos etandlicos nao apresentaram diferenca estatistica
entre os extratos obtidos na 12 e 22 coletas, mas o obtido na 32 coleta mostrou-
se superior. Nos extratos de éter de petrdleo fica evidenciada a diferenca
estatistica entre a 12 e a 22 coleta. Entretanto a 32 coleta ndo demonstra
diferenca estatistica em comparagdo as demais coletas. Rijo et al (2011),
trabalhando com a mesma espécie obteve em seu estudo 6 extratos diferentes:
hexano; diclorometano; acetato de etila; metanol; metanol-agua (7:3). o extrato

de hexano, com polaridade similar ao éter de petréleo apresentou rendimento
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de 1,4 %, o de diclorometano de 2,8 % e o extrato de metano-agua com
polaridade parecida com o etanol mostrou rendimento de 7,1%.
Contrariamente, no presente trabalho o extrato de éter de petrdleo apresentou
rendimento maior e o de diclorometano e etanol apresentaram rendimento
menor. Este fato pode se explicar pelo modo diferenciado de obtencdo dos
extratos. Enquanto os extratos do estudo de Rijo et al (2011) foram obtidos por
maceragao durante uma semana, os extratos deste trabalho foram obtidos por
ultrassom. A utilizagdo do ultrasom permite um maior contato do solvente com
o material vegetal, pois o atrito das bolhas leva a uma maior desagregagao das
células, quebrando de modo eficiente as paredes celulares. Este efeito
aumenta a transferéncia de material vegetal para o solvente. (MASON et al
2011).Além disso os solventes foram colocados em sequéncia sobre a mesma
amostra de planta seca de cada coleta conforme descrito em materiais e

métodos.

Ao observarmos os diferentes extratos de uma mesma coleta
encontramos na 12 coleta uma diferenca estatistica entre os trés extratos
produzidos, sendo o extrato de éter de petréleo o que apresentou o maior
rendimento. Na 22 coleta os extratos de éter de petrdleo e etanol nao
apresentaram diferenca estatistica, sendo superiores ao extrato de
diclorometano. Quando analisamos a 32 coleta todos os trés extratos
apresentam diferencas estatisticas. As diferengcas apresentadas entre os
solventes utilizados podem ser causadas pelo tipo de substancia arrastada em
cada extrato, pois as substancias sdo arrastadas de acordo com a polaridade
do solvente (SIMOES et al 2007).e também pelo método de extragao utilizado,
pois o ultrassom aumenta a eficiéncia de extragdo em um tempo menor, pois o
alto impacto das bolhas com o material vegetal extrai otimiza a extragdo (SONI
et al,2010)

5.2 Avaligao da atividade antibacteriana

A técnica de difusdo em agar utilizando pocgos foi escolhida para este
trabalho por apresentar os melhores resultados quando sao testados extratos

brutos de plantas. Alves et al (2008) comparou trés técnicas de difusdo em
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agar: por disco, por poco (hole plate) e template. Os melhores resultados,entre
as técnicas de difusdo em agar, foi apresentado pela técnica utilizando pocgos,
pois proporcionou um maior contato entre os microorganismos e os extratos
testados.

Os halos de inibicdo foram medidos e os que apresentaram didametro
maior ou igual 7 mm foram considerados como resultado positivo, conforme o
trabalho de Nascimento et al (2000).

Tabela 1: Halos de inibicdo do crescimento bacteriano dos extratos de partes aéreas

de P.ornatus

L Legen
Zona de inibicao (mm) da Co
Extratos/Coleta S. aureus 4074 S. aures ntrole
ATCC 29213 positiv
. o;
Eter de Petréleo 12 11,3+1.24° 13,3+1.24° “Contr
Eter de Petréleo 22 12,0+1.41° 13,0£0.81° ole
Eter de Petroleo 32 13,040.8° 14,3+1.24° ”egveg_'
Zonas
Diclorometano 12 15,0£0.0° 15,71.24° ) 'b'd?
inibica
Diclorometano 22 14,7+0.94° 13,742.62° (;O
Diclorometano 32 14,7+1.24° 13,3+0.97° incluin
do
bordas
Etanol 12 0,0 0,0 > 7mm
Etanol 22 0,0 0,0 de
didamet

a
Etanol 3 0,0 0,0 o, +
Desvio
Ciclopiroxolamina* 23,0+0.47 25,0+£0.10 Padr?g
DMSO** 0,0 0,0 primeir
a

coleta (90 dias); 22: segunda coleta (120 dias); 32: terceira coleta (150 dias).

A tabela 1 mostra que os extratos etandlicos provenientes das trés
coletas nao apresentaram halos de inibicdo, sendo considerados como
resultado negativo para atividade antibacteriana frente as bactérias S. aureus
ATCC 29213 e S. aureus 4075. Em contra partida observa-se resultados
positivos para os extratos éter de petréleo e diclorometano nas trés coletas.
Entretanto, quando comparamos os halos de inibicdo dos extratos de éter de

petréleo nas trés coletas nao foi observada diferenca estatistica entre eles. O
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mesmo ocorreu quando comparamos os halos de inibicdo dos extratos de
diclorometano.Portanto a época de coleta nao influenciou nos resultados
qualitativos da atividade antimicrobiana destes extratos.

A producado de metabdlitos secundarios sofre influencia direta de varios
fatores tais como: sazonalidade, idade da planta; teor de nutrientes do solo;
ciclo circadiano entre outros (SIMOES et al 2007).Tecidos mais jovens,
geralmente apresentam uma alta taxa metabdlica, principalmente as plantas
produtoras de Oleos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos fendlicos,
alcaldides flavondides e estibenos. E em periodos de crescimento rapido
ocorre uma queda na producdo dos componentes derivados de compostos
fendlicos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Entretanto em algumas espécies a
idade da planta nao influencia na produg¢ao de metabdlitos secundarios , como
no caso da codeina estudada na Papaver somniferum (papoula) que
praticamente ndo se altera com a idade da planta (WILLIAN & ELLIS, 1989)

Uma outra analise foi realizada comparando o comportamento dos
extratos de éter de petroleo; diclorometano e etanol entre si. Foram utilizadas
as medias dos extratos de éter de petroleo; diclorometano e etanol, pois os
mesmos nao apresentaram diferencas estatisticas entre si. Percebe-se nos
graficos 2 e 3 que nao ocorreram diferengas estatisticas quando comparamos
os halos de inibigdo dos extratos de éter de petrdleo e diclorometano frente a
bactérias S. aureus 4075 e S. aureus ATCC 29213. Portanto os dois extratos
apresentam potencial bactericida parecido contra estas bactérias. A S.aureus
4075 provém de vacas acometidas com mastite bovina. Esta € uma doencga
causada por cepas de S.aureus que apresenta elevada resisténcia aos
tratamentos convencionais.(HEBERT et al 2000) Isso ocorre em decorréncia da
formacdo de um biofilme que dificulta a facocitose pelas células de defesa e
também nao permite que alguns antibiéticos penetrem e exer¢cam sua agao
(MONZON et al ,2002).

A doenga possui uma tendéncia a se tornar crénica levando grande
prejuizo financeiro aos produtores de leite. Os antibidticos convencionais
deixam residuos no leite que podem causar problemas a saude humana e a
busca por novas alternativas de tratamento se faz necessaria. (PANDIAN et al,
2006)
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Grafico 2: Halos de inibicdo dos extratos de P.ornatus frente a bactéria S.aureus 4075.
Ciclopiroxolamina: controle positivo. Eter de petréleo: média dos halos de inibigdo dos
extratos de éter de petroleo; Diclorometano: médias dos halos de inibicdo dos extratos de
diclorometano; Etano: média dos halos de inibicdo do extratos etandlicos. Médias
seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Grafico 3:Halos de inibicdo dos extratos de P.ornatus frente a bactéria S.aureus
ATCC 29213. Ciclopiroxolamina: controle positivo. Eter de petréleo: média dos halos
de inibicao dos extratos de éter de petroleo; Diclorometano: médias dos halos de
inibicdo dos extratos de diclorometano; Etano: média dos halos de inibicdo do extratos
etandlicos Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey
(P=<0,05).
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Figura 5: Porcentagem dos halos de inibicdo em relagdo ao controle positivo
ciclopiroxolamina, S.aureus ATCC 29213. DM1: extrato diclorometano 12 coleta; DM2:
extrato diclorometano 22 coleta; DM3: extrato diclorometano 32 coleta; EP1: extrato
éter de petréleo 12 coleta; EP2: extrato éter de petréleo 22 coleta; EP3: extrato éter de

petréleo 32 coleta.
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Figura 6: Porcentagem dos halos de inibicio em relagdo ao controle
positivociclopiroxolamina, S.aureus 4075. DM1: extrato diclorometano 12 coleta; DM2:
extrato diclorometano 22 coleta; DM3: extrato diclorometano 32 coleta; EP1: extrato
éter de petroleo 12 coleta; EP2: extrato éter de petrdleo 22 coleta; EP3: extrato éter de

petréleo 32 coleta.
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Uma terceira analise dos dados foi realizada comparando a porcentagem
dos halos de inibicdo em relacdo ao halo de inibigdo da ciclopiroxolamina
(controle positivo). Os melhores resultados podem ser atribuidos aos extratos
de diclorometano, pois apresentaram as maiores porcentagens de inibigao
frente as duas bactérias testadas, quando comparados aos extratos de éter de
petroleo. Em relacdo aos extratos de éter de petrdleo percebe-se que todos
apresentaram halos de inibicdo proximo de 50%. Rijo et al (2011), trabalhou
com seis diferentes extratos de P.ornatus preparados com hexano,
diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol e metanol/ agua (7:3) por
maceragao (25 g de planta pulverizada para 250 mL de solvente) durante uma
semana. Estes extratos foram testados contra bactérias Gram-positivas
(Enterococcus hirae CIP 5855, E.faecalis ATCC 51299, Staphylococcus aureus
ATCC 25923,Mycobacterium smegmatis ATCC 607) e também contra bactérias
gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853), e a levedura Candida albicans ATCC 10231.0s resultados
mostraram que os extratos de acetona e metanol/agua apresentaram melhor
atividade antimicrobiana contra as bactérias testadas,e entre elas S. aureus
ATCC 25923, em comparagao com os extratos de n-hexano e diclorometano.
Comparando os extratos hexanico (polaridade semelhante a do éter de
petréleo) e de diclorometano obtidos no estudo de Rijo et al (2011) com os
extratos de éter de petrdleo e diclorometano do presente estudo observa-se
que a obtengao dos mesmos ocorreu de maneira diferenciada, uma vez que no
presente estudo utilizou-se o ultrassom como método de extracdo. Enquanto o
trabalho mencionado anteriormente utilizou a maceracéo.

BRASILEIRO et al (2006) analisaram o extrato etandlico de P. ornatus
obtido por maceracdo a temperatura ambiente contra as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 25985) e Escherichia coli (ATCC 25922). Esse
extrato n&o apresentou atividade antibacteriana, concordando com os achados
deste estudo. Entretanto, SILVA, 2012 analizou o extrato etandlico de P.
ornatus obtido por maceragao contra as bactérias S. aureus 4125 e S aureus
3993 e observou halos médios de inibicdo de 125 mm e 9,16 mm
respectivamente. Diferentes métodos de avaliagao da atividade antimicrobiana,
além de fatores como métodos de preparo de extratos e época e local das
coletas podem influenciar os resultados de testes desta natureza (HAYDA et

al,2007).
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5.2.1 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

Os testes para determinar a concentragdo inibitéria minima foram
realizados somente com os extratos que apresentaram potencial acao
antibacteriana pelo teste de difusdo em agar. Este teste baseia-se na
capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do ciclo de Krebs ativa
em mitocondrias viaveis, de converter o sal de tetrazolium (MTT), que é
hidrossoluvel e de cor amarela, em cristais de formazan, que sao insoluveis em
agua e de cor azul-escura. Essa conversao indica a atividade mitocondrial que

somente as bactérias viaveis possuem (LECHNER et al, 2004).

Tabela 2: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para os extratos ativos de P.ornatus
frente as bactérias S.aureus ATCC 29213 e S. aureus 4075.

S. aures
Extratos/coleta
ATCC 29213 4075

Eter petroleo 12 (EP1) 0,7 mg/mL 0,6 mg/mL
Eter petroleo 23(EP2) 07 mg/mL 0,6 mg/mL
Eter petréleo 32 (EP3) 0,5 mg/mL 0,5 mg/mL
Diclorometano 12 (DM1) 0,6 mg/mL 0,6 mg/mL
Diclorometano 22 (DM2) 0,7 mg/mL 0,7 mg/mL
Diclorometano 33(DM3) 0,6 mg/mL 0,8 mg/mL
Ciclopiroxolamine 0.05 mg/mL 0.05 mg/mL

Legenda: Ciclopiroxolamina: controle positivo. 1%:coleta (90 dias); 22 coleta (120 dias);
32 coleta (150 dias).EP1: extrato de éter de petroleo 1; EP2: extrato de éter de petréleo
2; EP3: extrato de éter de petroleo 3; DM1: extrato diclorometano 1; DM2: extrato
diclorometano 2; DM3 extrato de diclorometano 3.

A literatura apresenta muitas divergéncias quanto a agédo antibacteriana
de extratos de plantas medicinais comparados a antibiéticos padrbes. Alguns
estudos consideram como positivo apenas resultados de CIM parecidos com os
antibidticos. Em contra partida outros autores consideram resultados maiores
que os encontrados para os antibiéticos (DUARTE, 2006).
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No presente trabalho foi utilizada uma classificacao de CIM para extratos
de plantas proposta por Aligianis et al, (2001.) Esta classificagdo considera
como forte inibicdo extratos com CIM até 0,5 mg/mL; inibigdo moderada com
CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL e fraca inibicado de CIM acima de 1,6 mg/mL. Sendo
assim podemos considerar os extratos EP1 e EP2 , que apresentaram CIM de
0,7 mg/mL, com acéao inibitéria moderada frente a bactéria S. aureus ATCC
29213 e o EP3, com CIM de 0,5 mg/mL, com potencial inibitério forte frente a
mesma bactéria. Quando observamos a CIM para a bactéria S. aureus 4075
dos mesmos extratos encontramos EP1 e EP2 com valores de 0,6 mg/mL,
sendo classificados com potencial de inibigdo moderado. Ja o EP3, com 0,5
mg/mL,apresentando potencial de inibigdo forte. Os extratos de diclorometano
apresentaram-se todos com potencial médio de inibicdo frente a duas
bactérias. Quando testados contra a bactéria S. aureus ATCC 29213 o DM1 e
o DM3 apresentaram a mesma CIM, (0,6 mg/mL) e o DM2 apresentou 0,7
mg/mL. Ao observar o teste com a bactéria S. aureus 4075 o DM1 mostrou CIM
de 0,6 mg/mL, o DM2 de 0,7 mg/mL e o DM3 de 0,8 mg/mL. O destaque nesta
avaliagao foi o extrato de éter de petrdleo da 32 coleta (EP3) que mostrou
possuir forte potencial de inibicdo contra as bactérias testadas. Rijo et al (2011)
realizou um screening com 6 extratos de P. ornatus obtidos por maceragao
durante uma semana e entre os extratos obtidos estdo o hexanico, que possui
polaridade similar ao do éter de petroleo, e o de diclorometano. Foram
utilizadas concentragdes de 500 pg/mL a 0,48 pg/mL. Os mesmos
apresentaram CIM maior ou igual 125,00 pg/mL n&o sendo considerados como
bons resultados pelos critérios do artigo. Mais se os mesmos forem
considerados segundo os critérios do presente estudo os dois extratos
apresentam forte potencial de inibicdo, concordando com os achados deste
trabalho.

A atividade antimicrobiana de 6leos e extratos derivados de plantas
devem-se aos terpenos, compostos fendlicos, entre eles flavondides. Estas
substancias sao classificadas como metabdlitos secundarios e as diferencgas
entre os resultados de atividade antimicrobiana de plantas medicinais descrita
na literatura pode estar relacionada a quantidade destas substéncias nos
extratos estudados. (FERNANDES et al 2011) Os diterpenos que podem
apresentar acdo antimicrobiana isolados do P.ornatus sao um derivado

neoclerodane plectrornatin A e dois derivados labdanos plectrornatins B e C. O
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plectrornatin B mostrou-se inativo contra bacterias, mais os outros dois
apresentaram fraca atividade contra Candida albicans. Mas um novo diterpeno
halimane foi encontrado o 11 - acetoxyhalima - 5 ,13 - dien - 15 — dico que
apresentou atividade antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus e
Enterococcus com MIC 15,62-62,50 ug / mL respectivamente (RIJO et al
2011).

A atividade antimicrobiana de extratos e Oleos de plantas medicinais
contra bactérias causadoras de mastite bovina é tema de muitos trabalhos. Dal
Pozzo et al (2011) estudaram os Oleos essenciais de e Origanum vulgare
(orégano), Thymus vulgaris (tomilho), Lippia graveolens (lipia), Zingiber
officinale (gengibre), Salvia officinalis (salvia), Rosmarinus officinalis (alecrim) e
Ocimum basilicum (manjericdo), e de suas fragbes majoritarias, carvacrol e
timol, frente a 32 isolados de Staphylococcus spp, oriundos de rebanhos
leiteiros bovinos. Todos os Oleos estudados e suas fracbes apresentaram
atividade antibacteriana. Em outro estudo foi realizado um screening com
extratos das plantas: Artemisia absinthium L.; Cymbopogon nardus L. Rendle ;
Symphytum  officinale L., Baccharis dracunculifolia  DC.;  Solanum
asperolanatum Ruiz & Pav.; Salvia officinalis L; Bauhinia forficata Link;
Calendula officinalis L e Chenopodium ambrosioides L.. Foram obtidos
extratos com os solventes hexano, diclometano e etanol de todas as plantas e
estes foram testados contra 15 cepas de Staphylococcus aureus de animais
com mastite bovina. As plantas que se destacaram como possiveis agentes
antimicrobianos contra S.aureus causador da mastite bovina foram Senna
macranthera, Artemisia absinthium, Cymbopogon nardus e Baccharis
dracunculifol (DIAZ et al, 2010)
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5.3 Determinacgao da atividade antioxidante

As tabelas 3 e grafico 4 apresentam o resultado do teste antioxidante

realizado pelo método de peroxidagao lipidica.

Tabela 3: Porcentagem de inibicdo de peroxidacgéo lipidica dos extratos de partes
aereas de P.ornatus

Extratos Coletas % Inibigao
12 59,4 + 6,42
Eter Petroleo
22 79,5 + 2,07
32 70,9 + 9,15
12 79,9 + 4,55°
Diclorometano
23 70,8 + 5,70°
32 81,96 + 4,93°
a Cc
Etanol 1 50,9 + 6,40
23 61,2 + 6,75°
32 57,3 + 13,44°
G.biloba** 39,5+ 5,52°
BHT* 96,1 + 5,51°

Legenda: BHT (di-terc-butilmetilfenol) € um controle positivo sintético;**Ginkgo biloba &
um controle positivo natural. 12 coleta: 90 dias; 22 coleta: 120 dias; 32 coleta: 150 dias.

Analisando a tabela 3 observamos que os extratos provenientes do
mesmo solvente nas trés coletas ndo apresentam diferencas estatisticas entre
si, portanto a idade da planta nao influenciou na capacidade antioxidante do
extrato A maior inibicdo da peroxidacgao lipidica ocorreu com o extrato da 32
coleta de diclorometano, que alcancou 81,96%, muito préximo do controle
positivo BHT sintético, puro e extremente eficiente. O solvente com menor
indice de inibicao de peroxidagao foi o extrato etandlico, mas ainda assim
possui boa atividade antioxidante, pois os dados mostram valores de 50,9%,
61,2% e 57,3%, respectivamente para a 12, 22 e 32 coletas. Os resultados
mostram que o melhor desempenho, nas 3 coletas, na inibicado da peroxidagao

lipidica também ocorreu com os extratos de diclorometano em suas trés
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épocas de coleta. Os valores de inibigdo de peroxidagao, na 12 coleta = 79,9%;
na 22 coleta= 70,8% e na 3?2 coleta = 81,96%, foram mais proximos do
antioxidante sintético BHT utilizado como um controle positivo. Ocorre um
aumento de inibicdo da peroxidacdo na 12 e 32 coletas e uma queda na 22
coleta, sugerindo mudangca na composi¢cao do extrato da 22 coleta. Ja os
valores encontrados para o extrato de éter de petroleo para a 1?2 coleta foi
59,4%; para a 22 coleta ,79,5% e para a 3? coleta 70,9% ,sendo a 12 coleta
superior ao controle vegetal G. Biloba que foi utilizado também como um
padrdo positivo ja que classicamente esta planta € conhecida por seu poder
antioxidante, sendo um parametro mais préximo dos extratos utilizados

Neste caso o aumento da inibicdo de peroxidagao ocorreu na 22 e 32
coletas, sugerindo um aumento das substancias responsaveis pela acao
antioxidante da 12 para a 32 coletas, com um pico da produgédo das mesmas na
22 coleta. Quando observamos os valores encontrados para o extrato etandlico
o evento encontrado no extrato de éter de petréleo se repete ou seja, aumento
gradativo das substancias responsaveis pela inibicdo da peroxidagédo da 12 a 32

coletas com pico de produgao na 22 coleta.

120

100 ~

Inibigdo da peroxidagdo lipidica (%)

Grafico 4: Inibicdo da peroxidacéo lipidica BHT (di-terc-butilmetilfenol) € um controle
positivo sintético;Ginkgo biloba € um controle positivo natural. Eter de petréleo: média
das porcentagens de inibicdo dos extratos de éter de petrdleo; Diclorometano: média
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das porcentagens de inibicido dos extratos de diclorometano; Etanol: média das
porcentagens de inibicdo dos extratos etandlicos. Médias seguidas por letras distintas
na coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Uma segunda analise foi feita comparando os diferentes extratos entre si
e com os controles positivos sintético e natural. Os extratos de éter de petroleo
e diclorometano nao apresentam diferengas estatisticas entre si. O mesmo
ocorreu com os extratos de éter de petréleo e etanol. Entretanto os extratos de
diclometano e etanol apresentam diferencas estatisticas entre si. Os extratos
de etanol e éter de petréleo ndo demonstraram diferenga estatistica quando
comparados ao controle positivo natural G.biloba .Mas os extratos de
diclorometano foram os que mais se destacaram pois alcangaram podetenciais
de inibicdo de peroxidagao lipidica proximo do controle positivo sintético.
Portanto todos os extratos avaliados apresentaram —se com potenciais para
serem substancias antioxidantes.

O teste de TBA (Teste do acido 2- Tiobarbiturico) € muito utilizado para
determinagcéo da atividade antioxidante, acontece com a reagdao do acido
tiobarbiturico com produtos de degradagao de hidroperéxidos, sendo o principal
deles malonaldeido (MA) formando um complexo avermelhado com leitura
espectrofotométrica em 532 a 535 nm. Contudo este método apresenta
limitagdes e alguns pontos devem ser observados: a especificidade do método
€ considerada baixa, uma vez que se o MA encontrar-se em concentracoes
muito pequenas o TBA pode reagir com outros aldeiodos. Além disso o MA nao
€ 0 unico aldeido a reagir com TBA outros, como 4-hidroxisalcenais reagem
também e formam cromdégeno. Por outro lado o MA n&o reage com TBA se
estiver complexado a proteinas por exemplo. Mas este método apresenta uma
simulagcdo das membranas celulares e portanto os resultados sdo mais fiéis a
realidade, quando comparados ao método DPPH (SILVA et al., 1999).

Diferentes extratos de P.ambonicus (hexanico, acetato de etila, acetona,
metanol) foram analisados quanto a sua agao antioxidante pelo método de
DPPH e o destaque foi o extrato de acetato de etila rico em polifendis (BHATT
& NEGI, 2012). Outro trabalho com diferentes extratos de P.amboicus com
extrato etandlico e aquoso com extracdes feitas sucessivamente com éter de
petréleo, cloroférmio anterior ao etanol e a agua, demostraram um aumento

gradativo da acgdo antioxidante a medida que ocorreu o0 aumento da
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concentracado dos extratos, chegando a proximo de 70% para os dois extratos
quando se atingiu a concentragdo de 250 pg/mL (PATEL et al., 2010). Twari et
al, 2010 fez um screning para atividade antioxidante com extratos etandlicos de
plantas medicinais usadas no combate a malaria na India e entre estas o P.
barbatus apresentou atividade antioxidante variando de 79,6 a 71,7 % com
concentragdes do extrato de 5 mg/mL no teste de DPPH.

O teste de DPPH apesar de ser muito utilizado pela sua facilidade de
execucao e rapidez necessita que alguns pontos sejam considerados. Em
determinagdes que possuam substancias com espectros de absorgcao proximos
do espectro do DPPH pode acontecer interferencia na determinacao da acéao
antioxidante. Outro problema pode ocorrer com substancias que apresentam
moléculas pequenas que possuem o sitio do radical com acesso mais facil.
Isso pode acarretar aumento aparente da atividade antioxidate em relagao a
moléculas maiores (ALVES et al., 2010).

O extrato aquoso de P.barbatus também apresentou um efeito de
protecdo da membrana mitocondrial contra peroxidagao lipidica provocada
pelos ions Fe*? chegando a apresentar uma quelacgéo dos ions Fe*? de 50 uM
com uma concentragdo de 75 pg/mL. Este efeito foi atribuido aos compostos
fendlicos presentes nesta espécie, como os ésteres de acido caféico (MAIOLI
et al., 2010).

Os extratos utilizados neste estudo apresentaram boa inibicdo da
peroxidagao lipidica e portanto podem ser considarados candidatos a futuros

antioxidantes que poderam ser empregados

5.4 Determinacao da atividade antitumoral

Antes de iniciar a determinagao da atividade antitumoral foi realizado o
teste de tolerancia das células B16F10 ao DMSO. Este teste foi realizado para
determinar a maior quantidade de DMSO que poderia ser utilizada nas

concentracdes dos extratos sem causar morte celular.
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Atividade citotoxica do DMSO

1254
Sk
z 100 I i Controle negativo
— 7
= 754 g I Maior concentragdo sem citotoxicidade
& 5
o | B
= 504 z
= .
= 251 g |1‘
~ ] ,5 , / ﬁ 1 |I| b =

S

L I I |
8 oS @

Q¥ ¥ Q7 O RGN EN ey
DMSO (%)

Grafico 5: Teste de citotoxicidade do DMSO. Controle negativo: células sem
DMSO.Maior concentragcdo sem citotoxidade: maior concentragdo de DMSO com
menor mortalidade celular. As amostras apresentaram valores estatisticamente
significativos na anadlise de varidncia (P<0,0001; F=30,98; R2?=0,9342). Na
concentracao de 0,4% de DMSO (88,02 £ 7,66), nao houve diferenga estatisticamente
significativa em relagcdo ao controle negativo (100 £ 9,42) (q = 1,206; p< 0,05)

Observando o grafico 5 percebemos que a maior concentracéo de

DMSO com maior viabilidade celular acontece com a concentragao de 0,4% .

VP16 /72 horas
= 50_}___ IC54= 0,00046 + 1,595 MMg/mL

o 8 Yy 11 II

0 T T T T L T T T
AD A Al
Q> Vo

oYY oo 1}\“ gs¥ m*‘“ g5

Concentragdes testadas (MM/mL)

Grafico 6: ICs (coeficiente de inibicdo de 50% do crescimento celular) para o controle
positivo VP16 incubado com as células por 72 horas nas concentragdes
indicadas.Determinado pelo programa GraphPad Prism ® 5.0.As diferengas
estatisticas entre os grupos experimentais foram avaliados por ANOVA one-way
(p<0,05)
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Grafico 7: IC5 (coeficiente de inibigdo de 50% do crescimento celular) para o controle
positivo ARC Incubado com as células com as células por 72 horas nas concentracbes
indicadas.Determinado pelo programa GraphPad Prism ® 5.0.As diferengas
estatisticas entre os grupos experimentais foram avaliados por ANOVA one-way
(p<0,05)
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Grafico 8: IC5, (coeficiente de inibicdo de 50% do crescimento celular).DM1: extrato
de diclorometano da 12 coleta (90 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi incubado
com as células por 72 horas nas concentragdes indicadas.Determinado pelo programa
GraphPad Prism ® 5.0.As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliados por ANOVA one-way (p<0,05)
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Grafico 9: IC5y (coeficiente de inibicdo de 50% do crescimento celular);DM2: extrato
de diclorometano da 22 coleta (120 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi incubado
com as células por 72 horas nas concentragdes indicadas.Determinado pelo programa
GraphPad Prism ® 5.0.As diferencgas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliados por ANOVA one-way (p<0,05)
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Grafico 10: ICs, (coeficiente de inibicado de 50% do crescimento celular);DM3: extrato
de diclorometano da 32 coleta (150 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi incubado
com as células por 72 horas nas concentragdes indicadas.Determinado pelo programa
GraphPad Prism ® 5.0.As diferencgas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).
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Grafico 11: ICs, (coeficiente de inibicdo de 50% do crescimento celular).EP1: extrato
de éter de petréleo da 12 coleta (90 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi incubado
com as células por 72 horas nas concentragdes indicadas.Determinado pelo programa
GraphPad Prism ® 5.0.As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).
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Grafico 12: ICs, (coeficiente de inibicdo de 50% do crescimento celular);EP2: extrato
de éter de petréleo da 22 coleta (120 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi
incubado com as células por 72 horas nas concentrag¢des indicadas.Determinado pelo
programa GraphPad Prism ® 5.0.As diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais foram avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).
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Grafico 13: ICs, (coeficiente de inibicdo de 50% do crescimento celular);EP3: extrato
de éter de petréleo da 32 coleta (150 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi
incubado com as células por 72 horas nas concentracdes indicadas. Determinado pelo
programa GraphPad Prism ® 5.0.As diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais foram avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).

ET1 /72 horas

ICso= 1214 + 127 pg/mL

30-

N
T

-—
<

Viabilidade celular (%)

o

T T T T T T 1

]
2 4 8 16 32 64 128 256 512
Concentracdes testadas (ug/mL)

Grafico 14: ICs, (coeficiente de inibigdo de 50% do crescimento celular);ET1: extrato
etandlico da 12 coleta (90 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi incubado com as
células por 72 horas nas concentragdes indicadas.Determinado pelo programa
GraphPad Prism ® 5.0.As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).

42



ET2 /72 horas

504 IC59= 0,5537 + 1,249 pg/mL

[ 0]
[9/]
]
1

151

I!IIO

104

Viabilidade celular (%)

0 T T T T T T —1 T T
2 4 8 16 32 64 128 256 512

Concentragdes testadas (ng/mL)

Grafico 15: 1C5, (coeficiente de inibicdo de 50% do crescimento celular);ET2: extrato
etandlico da 22 coleta (120 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi incubado com as
células por 72 horas nas concentragdes indicadas.Determinado pelo programa
GraphPad Prism ® 5.0.As diferencgas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).
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Grafico 16: I1C5, (coeficiente de inibicao de 50% do crescimento celular);ET3: extrato
etandlico da 32 coleta (150 dias) das partes aéreas de P.ornatus. Foi incubado com as
células por 72 horas nas concentragcdes indicadas.Determinado pelo programa
GraphPad Prism ® 5.0.As diferencgas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliados por ANOVA one-way (p<0,05).



Os parametros que podem ser considerados para uma droga antitumoral
efetiva ndo apresentam um concenso. Itharat el al (2004) considera uma droga
com potencial antimoral aquela que apresentar ICso < 30 ug/mL. Ja o Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NIC) estabelece como parametro em
suas sele¢cdes de drogas candidatas a antineplasicos ICsp < 4 ug/mL. Os
resultados deste estudo, segundo os critérios de Itharat et al (2004), mostram
que todos os extratos de éter de petréleo podem ser considerados com
potencial atitumoral, uma vez que os valores de ICsp do mesmos s&o:
EP1(ICs0)= 9,0 pg/mL, EP2 (ICs0) = 10,0 pg/mL, EP3 (ICsp) = 2,53 pg/mL. Mas
se forem considerados os valores progonizados pelo NIC apenas o EP3
apresenta valores que o podem classificar como candidato a antineoplasico.
Quando observamos os resultados dos extratos de diclorometano percebemos
que considerando qualquer dos dois critérios anteriores todos os extratos
apresentam-se inativos como drogas antitumorais. Dos resultados
apresentados nos extratos etandlicos , apenas os ET1(ICs0) = 1,21 yg/mL e
ET2 (ICs) = 0,5 pg/mL podem ser considerados com potencial anticancer,
pelos dois parametros apresentados. Mas o ET3 (ICso) = 263,6 ug/mL mostra-
se sem atividade antitumoral. Drogas com ICsy muito elevados podem ser
considerados sem potencial contra células cancerigenas, pois um
medicamento que para ser efetivo necessite de doses altas in vitro apresenta
baixa especificidade contra estas células. Além de o custo de produgado ser
muito alto, considerando que para cada mg testado em in vitro, no maximo 300
vezes pode ser utilizado in vivo (LOTZE et al, 2001).

Estudos sobre a atividade antitumoral de extratos brutos derivados de
espécies do género Plectranthus sao muito escassos. Gurgel et al (2009),
realizou um trabalho com a espécie P. amboinicus avaliando a atividade
antitumoral e antiinflamatéria do extrato hidro alcodlico (etanol 70% v/v),
preparado por maceragao durante 72 horas. Os testes foram realizados in vivo
e in vitro com sarcoma-180 e carcinoma Ehrlich ascite e o extrato mostrou-se
efetivo na reducdo do crescimento dos tumores. Burmistrova et al 2013,
realizou um estudo com 30 diterpenos abietanos e halimane previamente
isolados de varios extratos do género Plectranthus frente a varias linhas de
células tumorais humanas: HL-60 (Leucemia), U 937(Linfoma) , Molt-3
(Leucemia), SK-MEL-1(Melanoma humano), and MCF-7 (Adenocarcinoma). Os

diterpenos tipo abietanos  apresentaram citotoxidade contra as células
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leucémicas, sendo que na linhagem HL-60 alguns compostos induziram a
apoptose.

Ndo foram encontrados na literatura trabalhos sobre atividade
antitumoral com extratos da espécie P.ornatus. Portanto neste estudo o
experimento foi delineado na forma de screening com leitura final em 72 horas.
No tratamento contra cancer sao utilizados agentes antineoplasicos alquilantes,
antimetabolitos, produtos naturais, agentes diversos e hormbnios e
antagonistas, que podem ser naturais, sintéticos e semi-sintéticos (GILMAN et
al., 2005). No caso do tratamento do melanoma metastatico utilizam-se como
medicamentos de escolha agentes alquilantes (dacarbazina), analogos da
platina, nitrosouréias (fotemustina) e toxinas tubulares (vinblastina) (LOTZE et
al., 2001).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou a capacidade dos extratos brutos de
P.ornatus em apresentarem atividade antibacteriana, antioxidante e
antitumoral. Sendo assim esta espécie pode ser considerada com potencial
para ser um planta candidata para screnning de estudos para novas drogas

antibacteriana, antioxidante e antitumoral.
Perspectivas Futuras

v Estudo fitoquimico dos extratos ativos para elucidagdo das

estruturas responsaveis pelas efeitos antioxidante e antitumoral.

v’ Estudo in vivo dos extratos e compostos ativos
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