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Thomas Fuller
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Resumo

As plantas medicinais e 0s seus principios ativos sao muito importantes para a obtencao
de novos compostos. Neste trabalho foram estudados dois extratos das plantas Plectranthus
xerophilus Codd. e P. madagascariensis (Pers.) Benth (familia Lamiaceae). A atividade
antimicrobiana dos extratos preparados foi avaliada, pelo método de microdilui¢do contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa.

O extrato acetonico de P. xerophilus foi preparado pelo método de extracao por ultrassons
(10% m/v) que demonstrou atividade antimicrobiana (valor de Concentracdo Minima Inibitoria -
CMI de 62,5 pg/mL), contra a bactéria S. aureus. Os 6leos essenciais de P. madagascariensis, obtidos
por hidrodestilacdo (método de Clevenger), demonstraram atividade antimicrobiana contra a bactéria
E. faecalis (valor de CMI de 15,63 pg/mL). Os restantes ensaios ndo demonstraram atividade
relevante em comparacao com o0s controlos positivos, nas bactérias testadas. Dado que o extrato de
P. madagascariensis demonstrou possuir uma elevada atividade antimicrobiana, procedeu-se ao
isolamento do composto maioritario, 6,7-dehidroroileanona (DHR), obtendo-se um rendimento de
47,28 % (m/m; massa composto/massa extrato).

A atividade antimicrobiana demonstrada pelo composto DHR deve ser elucidada,
nomeadamente quanto ao seu mecanismo de acdo, para o desenvolvimento de novos farmacos,

comprovando-se, assim, a aposta nas plantas medicinais.
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Abstract
Medicinal plants and their active principles are very important in obtaining new
compounds. In this work two extracts of Plectranthus xerophilus Codd and P. madagascariensis
(Pers.) Benth (Lamiaceae family) plants were studied. The antimicrobial activity of the prepared
extracts was evaluated through the microdilution method against Staphylococcus aureus, Bacillus
subtillis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa bacteria.
The acetonic P. xerophilus extract was prepared by the ultrasound extraction method
(10% wi/v) which demonstrated antimicrobial activity (Minimum Inhibitory Concentration value -
MIC 62,5 ng/mL) against the S. aureus bacteria. P. madagascariensis essential oils obtained by hydro
distillation (Clevenger method), demonstrated antimicrobial activity against E. faecalis bacteria (MIC
value of 15,63 ug/mL). The remaining assays showed no relevant activity compared to positive
controls in the tested bacteria. Since P. madagascariensis extract was shown to have high
antimicrobial activity, the major compound was isolated, 6,7-dehydroroyleanone (DHR), yielding
47,28% (w/w; compound mass/mass extract).
The antimicrobial activity demonstrated by the DHR compound should be elucidated, in
particular as to its action mechanism, for the development of new drugs, thus proving the bet on

medicinal plants.
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Capitulo 1. Introducéo
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1.1 Cancro

O Cancro é a doenca com maior mortalidade e morbilidade em todo o mundo, a seguir
as doencas cardiovasculares. Estima-se, segundo o site da Organizacdo Mundial de Salde, que,
em 2018, 9.6 milhGes de pessoas tenham morrido devido ao cancro. Deste modo o cancro tem
vindo a torna-se numa das principais prioridades na area da satide em muitos paises.*

A palavra cancro designa um grupo de patologias caracterizadas pelo crescimento
anormal de células, fora dos seus limites usuais, sendo que estas podem invadir partes
adjacentes do corpo e ou espalhar-se para outros 6rgios.? O cancro pode afetar praticamente
todas as partes do corpo humano, possuindo diversificagdes moleculares e anatémicas que
requerem estratégias de ataque especificas.! Os farmacos utilizados na quimioterapia, como os
citotoxicos, sdo eficazes biologicamente, contudo, estes possuem imensos efeitos adversos
toxicos para o paciente.® Assim, novos estudos tém sido desenvolvidos para a realizacio de
terapéuticas mais seletivas das células cancerosas, diminuindo os efeitos secundarios ao néo

causarem toxicidade as células ndo tumorais.*

1.2 Plantas medicinais e usos terapéuticos

A natureza é uma fonte atrativa de novos compostos terapéuticos.” Assim, o isolamento
de novos produtos naturais pode fornecer novas moléculas com potencial atividade bioldgica,
podendo desencadear o desenvolvimento de novos farmacos, como relatado no passado.

As plantas fazem parte da medicina hd milhares de anos, integrando os tratamentos
tradicionais em muitos paises. Hoje, mais que nunca, os médicos, um pouco por todo o mundo,
complementam a medicina convencional com a tradicional, havendo um aumento do uso de
plantas medicinais nos paises desenvolvidos.®

O numero de casos de cancro no mundo tem vindo a aumentar drasticamente, levando
a um aumento da investigacdo de compostos que sejam toxicos para as células cancerigenas,
mas ndo para as restantes células do nosso organismo. Os farmacos antitumorais usados
anteriormente possuiam elevada toxicidade, ndo apenas nas células tumorais, mas também nas
restantes células saudaveis do organismo proximas da zona onde se desenvolveu o cancro.®

Hoje em dia, 80% dos farmacos antitumorais existentes sao produtos de origem natural
ou derivados.*® Contudo, existem muitos compostos derivados de plantas, com aprovagéo para
a sua utilizacdo em quimioterapia, que também apresentam efeitos toxicos e indesejados para
0 organismo. Isto contribuiu para uma maior procura de novos agentes antitumorais, na qual as

plantas desempenham um papel muito importante.*!

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude 2
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As plantas produzem uma variedade de metabolitos secundarios, que contribuem como
defesa a fatores exteriores, sdo exemplos os alcaloides, os flavonoides, os isoflavonoides, os
taninos e os terpenos.!

Sao exemplos de alguns farmacos derivados de plantas o Paclitaxel, o Docetaxel, o
Irinotecano, o Topotecano e os Alcaloides de Vinca (representados nas Figuras 1 e 2)."12

Os Alcaloides de Vinca foram dos primeiros compostos de plantas a serem isolados,
sendo eles a Vincristina e a Vinblastina; foram introduzidos em 1963 e 1965, respetivamente.
Séo isolados da Catharanthus roseus. Estes inibem a polimerizacéo dos microtibulos existentes
nas células tumorais e induzem a despolimerizacdo dos tubulos formados, sendo utilizados,
especialmente, em casos de Leucemia. A Vinblastina possui atividade imunossupressora.*®

O Paclitaxel, um dos outros compostos antitumorais existentes, foi introduzido no
mercado em 1993, sendo este obtido por isolamento, da arvore Taxus brevifolia. Mais tarde,
em 1995, surgiu um analogo semi-sintético do Paclitaxel, o Docetaxel, obtido através das folhas
da Taxus baccata. Estes diterpenoides sdo extremamente importantes a nivel medicinal e
possuem mecanismos de acdo muito semelhantes. Ambos sdo capazes de estabilizar os
microtubulos presentes nas células, levando a uma interrupcdo da meiose na fase M do ciclo
celular, sendo também imunossupressores.” 1317

O Irinotecano e o Topotecano, compostos derivados da Camptotecina, foram
inicialmente obtidos através da madeira e da casca da Camptotheca accuminata. O seu
mecanismo de agdo surge através da inibicio da Topoisomerase I.” O Topotecano, ao contrério
do Irinotecano, ndo é um pro-farmaco e encontra-se na forma de carboxilato inativo a pH
neutro. Estas caracteristicas conferem ao Topotecano uma atividade antitumoral e toxicidade

diferentes do Irinotecano.®

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude 3



Helena Oliveira de Melo, Preparacdo de extratos do género Plectranthus e avaliacdo da atividade bioldgica

OH

Paclitaxel Docetaxel

Vincristine Vinblastine
Oy 20
O\ OH
N~z
O (o]
Y
O, S OF N\_/
N =
— [¢]
N o]
\_/ 's

Topotecan Irinotecan

Figura 1. Compostos derivados de plantas com atividade anticancerigena.

1.3 Uso de plantas medicinais em Africa

Ao longo da ultima decada a utilizacdo de plantas medicinais tem tido um grande
impacto na medicina. Estas continuam a ter um papel principal no sistema de saude de muitas
populacbes pelo mundo, especialmente em paises em desenvolvimento, onde este tipo de
medicina tradicional faz parte das suas vidas desde o inicio dos tempos. Deste modo, 0
reconhecimento e o desenvolvimento econémico e medicinal destas plantas tém vindo a
ocorrer, ndo s nos paises em desenvolvimento, como também nos paises industrializados.®

Devido ao aumento dos problemas de satide em alguns paises subdesenvolvidos e ao

aumento do aparecimento dos casos de cancro nestas regides, as populagdes tém vindo a
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procurar, cada vez mais, medicinas alternativas, através de curandeiros e da utilizacdo de
plantas medicinais, uma vez que ndo possuem 0s recursos para recorrer & medicina ocidental.®
Além disso, os tratamentos através de plantas medicinais sdo mais bem aceites nestes paises,
devido a sua cultura e a sua visdo espiritual.> O uso de plantas na formulagio de “remédios” é
muito caracteristico na Africa do Sul, sendo algo que se duvida mudar com os anos. Estima-se
que 27 milhoes de Sul Africanos utilizam “remédios” medicinais, feitos a partir de mais de 1

020 plantas e 150 espécies de animais.®

1.4 Género Plectranthus

O género Plectranthus é constituido por cerca de 300 espécies diferentes e pertence a
familia Lamiaceae. Encontra-se, principalmente, no este e sul de Africa, na Asia, na Austrélia
e em algumas ilhas do Pacifico.® 1

O género Plectranthus possui um elevado interesse a nivel de investigacdo, uma vez
que as plantas Plectranthus spp. sdo extremamente utilizadas na medicina tradicional, nos seus
paises de origem. Estas sdo utilizadas como antisséticos, vermicidas, no tratamento de infecdes,
em dores de dentes, dores de barriga e alergias, entre outros.

As plantas deste género tendem a ser aromaticas, devido a sua producdo de 6leos
essenciais. Para além disso, muitas das suas espécies Plectranthus produzem diterpenos,
sobretudo abietanos caracteristicos pela sua cor viva (normalmente amarela, laranja ou
avermelhada).?!

Segundo estudos fitoquimicos o género Plectranthus também é uma fonte natural de
quinonas diterpénicas, coleones e outras roileanonas, as quais possuem diversas atividades
bioldgicas. Os grupos funcionais mais promissores sdo o fenol e as quinolonas diterpénicas,
presentes em algumas roileanonas, como no caso da 6,7-dehidroroileanona (DHR).?

A Plectranthus madagascariensis (Pers.) Benth é uma erva aromaética perene, por sua
vez nativa da Africa do Sul, sendo extremamente utilizada na medicina tradicional, tanto em
doencas respiratorias, como a nivel cutaneo. As folhas esmagadas sdo utilizadas no tratamento
da Sarna (Sarcoptes scabiei) e em feridas pequenas. A infusdo da planta € utilizada para curar
gripes, tosse e asma.’® 1 O componente principal presente no 6leo essencial da planta é a 6,7-
dehidroroileanona (DHR).% O extrato da Plectranthus madagascariensis demonstrou efeito
antifeedant em bactérias e insetos, bem como capacidade antioxidante.?*

A Plectranthus xerophilus codd é uma planta pouco estudada, sendo que ndo se
encontra muita informag&o a seu respeito. Existe, essencialmente, na Africa do Sul, sendo

utilizada, maioritariamente, a nivel ornamental.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude 5



Helena Oliveira de Melo, Preparacdo de extratos do género Plectranthus e avaliacdo da atividade bioldgica

1.5 Diterpenos com esqueleto de Abietanos

Os diterpenos constituem a segunda maior classe de terpenos. Estruturalmente, estes séo
formados por quatro isoperenos (estes possuindo 20 4&tomos de carbono) e também por grupos
metilo.* Os diterpenos sdo os compostos mais comuns e abundantemente presentes na familia
Lamiaceae, algo que também se aplica ao genero Plectranthus. Assim, a maioria dos estudos
realizados em espécies Plectranthus focam-se no isolamento de um grande espetro de
diterpenoides, como relata Lukhoba et al. 2 2% A juncéo destes diterpenos a classes secundarias
de metabolitos tem sido utilizada em estudos quimiotaxondmicos, como marcadores.?

Os diterpenos abietanos (estrutura triciclica) sdo os derivados com maior presenca na
maioria da familia Lamiaceae. Os diterpenos abietanos, bem como os seus derivados,
demonstram uma largo espetro de atividade bioldgica, possuindo atividade anti-viral,
antimicrobial e anti-inflamatéria, contendo efeito gastroprotetivo e, especialmente, atividade
antiproliferativa em linhas celulares de tumores em humanos.'? 2’ Devido as propriedades
apresentadas, estes demonstram grande potencial farmacoldgico e medicinal, ao nivel de

desenvolvimento de novos farmacos.2®

.

-
-
1

8

Figura 2. Estrutura e nimeracéo dos Abietanos.

1.6 Roileanonas

As roileanonas sdo uma classe de compostos de diterpenos triciclicos com esqueleto de
abietano. Estas sdo constituidas por um anel quindide C, normalmente em jungdo com um anel
oxidado B e, por vezes, possuem também um anel oxidado A. Os grupos funcionais hidroxilo
e carbonilo ligam-se, por norma, ao Cs, C7 e C11 (Figura 3).28

As roileanonas constituem o grupo cromdforo 12-hydroxy-11,14-p-benzoquinona do

anel C da estrutura dos diterpenos com esqueleto de abietano.?®
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Figura 3. Estrutura e numeracéo das roileanonas.

1.7 6,7-dehidroroileanona

A 6,7-dehidroroileanona (DHR, Figura 4) trata-se de uma roileanona que pode ser
encontrada em vérias plantas do genero Plectranthus, inclusive na P. madagascariensis (Pers.)
Benth. Este composto encontra-se no Oleo essencial da planta, sendo este obtido por
hidrodestilacdo de partes secas da planta (principalmente folhas), através do Clevenger
apparatus. Posteriormente, ja foram realizados estudos ao 6leo, identificando os seus principais
compostos, sendo que a DHR foi o composto encontrado em maior percentagem, como
podemos comprovar em Ascenséo et al e em Garcia et al.1! 222

A DHR demonstra ser um composto muito promissor, uma vez que ja demonstrou
atividade citotoxica em outros diversos estudos, como passo a descrever. Este composto foi
testado em células tumorais do melanoma humano, do sistema nervoso, do colon e inclusive
em células de leucemia humana, sendo que todos os estudos apresentaram resultados positivos
da DHR contra estes tumores. No artigo Gazim et al. foi testada a DHR contra trés tipos de
células tumorais, as células do melanoma humano, do sistema nervoso e do colon. Estas
apresentaram uma percentagem de inibicdo de crescimento de 3,34%, 15,30% e de 12,08%,
respetivamente. Neste mesmo estudo também foi comprovada a elevada atividade antioxidante
por parte da DHR.*

No artigo Kusumoto et al. 0 nosso composto de interesse foi testado contra células de
leucemia humana, demonstrando, mais uma vez, uma elevada atividade citotoxica especifica,
obtendo um 1Cso de 4,46 uM.3! Existe ainda um estudo realizado em células do cancro da
préstata que demonstrou uma excelente atividade antiproliferativa da DHR contra estas células
tumorais, assim como uma ligeira atividade citotdxica contra células do cancro cervical,
obtendo 1Cso de 6,56 uM e de 9,42 uM, respetivamente, como podemos comprovar no artigo
Choudhary et al.*

Assim, através dos estudos acima mencionados, é possivel comprovar que a DHR
possui atividade citotoxica contra diversos tipos de cancro, tornando-se um composto de

interesse para estudos futuros.
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Figura 4. Estrutura da 6,7-dehidroroileanona (DHR).

1.8 Diterpenos presentes no género Plectranthus e atividade microbiana

As doencas infeciosas sdo uma das preocupacdes que tém vindo a crescer nos ultimos
anos. Estas representam uma das principais causas de morte nos paises em desenvolvimento,
especialmente a morte por microrganismos resistentes adquiridos em ambiente hospitalar. O
uso excessivo de antibiéticos ao longo das ultimas décadas enfatizaram esta capacidade
intrinseca de resisténcia. Um dos principais microrganismos adquirido a nivel hospitalar é o
Staphylococcus aureus, patdégeno humano e comensal. Estirpes deste microrganismo que
criaram resisténcias as p-lactamases, as S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), tém vindo
a ser debatidas ha mais de 40 anos.

Como descrito acima, as plantas medicinais tém vindo a ser alvo de varios estudos
farmacoldgicos em diversas areas, inclusive a cerca da sua atividade antimicrobiana. Os
diterpenos apresentam ser compostos antimicrobianos promissores, devido a sua grande
variabilidade estrutural e a uma gama diversificada de padrdes oxidados. A analise da atividade
antimicrobiana de diterpenenos semelhantes pode vir a oferecer mais informac6es sobre os
requisitos estruturais para a bioatividade desses compostos, contribuindo assim para a sintese
de novas moléculas antimicrobiais. A producdo destes compostos por algumas espécies
Plectranthus levou a uma maior investigacdo a nivel fitoquimico destas plantas. Gibbons S. et
al. investigou a quimica e a atividade antibacterial do extrato da P. ernstii isolando trés
diterpenos antimicrobiais. Sendo que um deles inclusive exibiu atividade antibacterial
moderada contra um espetro de MRSA. Apesar do mecanismo de acdo dos diterpenos em
células procariotas ainda ser desconhecido, chegaram a conclusao de que os vinte carbonos em
formacé&o biciclica ou triciclica € necessaria para garantir uma interacdo hidrofobica com os
alvos microbiais, que continuam desconhecidos. Algumas experiéncias beneficiaram do
aumento das propriedades lipofilicas a fim de haver um aumento da atividade antimicrobial.®

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi usada neste estudo e também esté associada

a toxicidade geral de compostos e extratos. Estes organismos eucariotas unicelulares sdo nao
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patogénicos e possuem semelhancas significativas, tanto a nivel genético como a nivel proteico,
com os mamiferos, sendo, por isso, muito utilizadas em estudos de toxicidade geral.

A S. cerevisiae possui mecanismos de ativagdo metabolica proprios (citocromo P450)
e de destoxificagdo, que ndo estdo presentes em bactérias.>* Como se trata de uma levedura,
tem a vantagem de crescer rapidamente em culturas liquidas, simplificando os ensaios e
tornando-os rapidos, rentaveis e requerendo pequenos volumes.®® Trata-se de um ensaio muito
utilizado no estudo preliminar da toxicidade, como podemos comprovar em Vvarios trabalhos
como Roque et al. 2017, Silva et al. 2016.% %
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Capitulo 2. Parte experimental
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2.1 Material e Métodos

2.1.1 Material vegetal

P. xerophilus Codd e P. madagascariensis (Pers.) Benth foram cultivadas no Parque
Botanico da Tapada da Ajuda (Instituto Superior Agrario, Lisboa, Portugal), a partir de estacas
de plantas obtidas no Kristenbosh National Botanical Garden (Cape Town, South Africa),
foram colhidas a 26/08/2007 e a 11/10/2007, respetivamente. Os vouchers speciments foram
depositados no Herbario “Joao de Carvalho e Vasconcelos” do Instituto Superior de
Agronomia, Lisboa (ISA), Portugal. 840/2007 (P. xerophilus Codd) e 914/2007 (P.

madagascariensis (Pers.) Benth).

2.1.2 Metodologia de extracdo do material vegetal P. xerophilus
O extrato vegetal aquoso foi preparado usando 5 g de material vegetal (folha e caule)
em po, colocado em 100 mL de extrato cetdnico a 10% m/v. O extrato foi obtido por ultrassons,
0 matraz com o material vegetal e com o solvente foi colocado num aparelho de ultrassons a
temperatura ambiente, durante 15 minutos, para obter um maior rendimento de extracdo. Apds
esse tempo, a mistura foi filtrada e o solvente evaporado a pressao reduzida, a 40°C.
Realizou-se também uma Andlise Cromatografica ao extrato obtido a fim de identificar

0S compostos presentes no extrato (Figura 6.).

2.1.3 Microrganismos

Os microrganismos usados neste estudo foram obtidos da American Type Culture
Collection (ATCC) e incluiram 5 espécies bacterianas (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtillis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Os microrganismos foram cultivados a 37°C

em meio de cultura Mueller-Hinton. 38
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2.2 Atividade Antioxidante

2.2.1 Reagentes e solventes
Dimetilssulféxido (DMSO) 99,9%, metanol p.a. e 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH).

2.2.2 Ensaio de atividade antioxidante

O ensaio da atividade antioxidante consistiu na adi¢cdo do extrato da planta a uma
solucdo metandlica de DPPH a 0,002% (m/v). A mistura foi incubada durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. A absorvancia foi medida a 517 nm, contra o branco correspondente. A
atividade antioxidante foi calculada pela férmula %AA=[(ApppH-Aamostra)/AprpH]X100, em que
AA se trata da atividade antioxidante, ApppH a absorgao da solucdo de DPPH contra o branco e
Aamostra @ absorcdo do extrato da planta contra o branco.®® 4° Os testes foram realizados em

triplicado.

2.3 Atividade Antimicrobiana

2.3.1 Meétodo da determinacgdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)

Foi colocado 100 puLL de meio Mueller-Hilton em cada poco de uma microplaca de 96
pogos, sob condicgdes assépticas. Ao primeiro pogo de cada fila foram adicionados 100 pL de
extrato (concentracdo de 1 mg/mL), bem como o controlo positivo (vancomicina para bactérias
Gram-positivas e norfloxacina para bactérias Gram-negativas) ou negativo (DMSQO). Com a
micropipeta multicanal foram realizadas microdilui¢cdes na proporcdo 1:2 em série. Foi
colocado 10 pL de uma suspensdo bacteriana padronizada em cada um dos pocos,
correspondendo a 0,5 McFarland de cada micro-organismo. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas. Através de um leitor de microplacas de absorvancia foi avaliado o crescimento

microbiano a 620 nm. %

2.3.2 Meétodo da determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para a realizacdo deste ensaio foi recolhido meio dos pogos que ndo apresentaram
crescimento apos a realizacdo do ensaio CMI. O meio recolhido foi colocado em novas placas
de meio Mueller-Hilton esteéril, para bactérias. As novas placas contendo as bactérias foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a incubacdo, foi registada a concentragdo mais baixa, na

qual no foi observado crescimento como CBM.*
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2.4 Metodologia de extracdo do 6leo da P. madagascariensis

Para a preparacdo da extracdo foi pesado 46,86 g de P. madagascariensis seca
(sobretudo folhas). O contetido pesado foi colocado num Clevenger apparatus e emergido num
1L de agua destilada, posteriormente submetendo a hidrodestilacéo.

O ¢leo obtido da extracdo foi congelado, para facilitar a separacdo da dgua. Apos a
congelacdo da mesma foi realizada a filtragdo do 6leo. O filtrado foi levado ao Evaporador
Rotativo, para possibilitar a pesagem do composto.

Foi realizada uma Analise Cromatografica, para se perceber quais 0S compostos

possivelmente presentes no 6leo essencial.??

2.5 Metodologia de isolamento da 6,7-dehidroroileanona

Procedeu-se ao isolamento do nosso composto de interesse, a 6,7-dehidroroileanona,
através de uma Coluna de Cromatografia a Seco.?? Esta consiste num funil com poros de
didmetro de 50 mm, no qual é colocado 25 g de silica (1.07734.1000; Merck), o 6leo filtrado
(diluido na menor guantidade de hexano possivel) € colocado num funil no topo da coluna. De
seguida sdo colocados diversos eluentes, conforme sao retiradas as fracdes.

Apos a obtencéo das diversas fragOes foi realizada uma nova Anélise Cromatografica
de Camada Fina a fim de se perceber quais as fracOes de interesse (contendo a 6,7-
dehidroroileanona). Foi realizada uma nova coluna com essas fracbes. Apos a repeticdo do

processo, as novas fracdes obtidas foram recristalizadas.??

2.6 Ensaio da Toxicidade Geral em Saccharomyces cerevisiae

O ensaio da toxicidade eucarittica geral em Saccharomyces cerevisiae foi realizado
tendo como referéncia o0 método desenvolvido pelos Professores Doutores Roberto e Caetano.*

Um inoculo de S. cerevisiae foi adicionado a 20 mL de YPD em meio liquido, num
Erlenmeyer estéril. O mesmo foi a incubar por 16 a 24 h, a uma temperatura de 30°C, com
agitacdo de 230 ciclos por min. Apo6s o tempo de incubagdo, foi medida a absorvancia da
solug@o num espectrofotometro de UV-Visivel, a 525 nm, diluindo a solu¢gdo com YPD a fim
de se obter uma absorvancia de 0,2 mUA (aproximadamente 107 unidades de coldnia formadas
(UCF) por mL). De seguida foi colocado 2 mL da solucéo diluida de levedura e 0,2 mL de
amostra ou de controlo em cuvetes de plastico de 4 mL. Estas foram novamente a incubar por
6 h, a 30°C, sobre agitagdo de 230 ciclos por min. A cada 30 min foi ressuspendida a cultura de
leveduras por 3 s no vortex, de seguida a absorvancia foi medida, sempre a 520 nm. Foi
realizada uma curva de crescimento, tanto para o controlo, como para a amostra. O declive da
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fase de crescimento foi calculado. A seguinte formula foi utlizada para determinar a

percentagem de inibicao de crescimento:

sample

m
GI% =

Meontrol

X 100

GI1% corresponde a inibicdo do crescimento em percentagem, Mamostra COrresponde ao
declive da curva da fase exponencial de crescimento da nossa amostra (cultura de leveduras) e
Meontrolo COrresponde ao declive da zona exponencial de crescimento do nosso controlo. 243

Este ensaio ja foi realizado para o extrato da P. madagascariensis em outros artigos,

como é o exemplo Rijo et al. 2014, no qual ndo foi verificada toxicidade.?*
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Capitulo 3. Resultados e Discussao
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Neste trabalho foram realizados extratos das plantas P. madagascariensis e P.
xerophilus e avaliados os estudos da sua atividade antimicrobiana. O extrato acetonico de P.
xerophilus foi preparado pelo método de extracdo por ultrassons (10% m/v). Os 6leos essenciais
de P. madagascariensis foram obtidos por hidrodestilacdo (método de Clevenger).

3.1 Extrato de P. xerophilus
O primeiro extrato realizado foi o da planta P. xerophilus, sendo que foram realizadas

trés extracbes pelo método de ultrassons.

Extracéo Massa (Q)
12 0,30
28 0,28
38 0,26
Rendimento total 5,17 % (massa de folhas

pesada/massa de extracdo)

Tabela 1. Peso e rendimento do extrato da P. xerophilus

As extracdes originaram os residuos apresentados na tabela 1, sendo que a 12 extracdo
foi aquela na qual se obteve maior quantidade de residuo de extrato, como era de esperar. O
rendimento de extracdo obtido foi baixo. Uma vez que ndo existem estudos realizados sobre

esta planta, ndo existem termos de comparacao para com os resultados obtidos.

3.2 Ensaio da Atividade Antioxidante da P. xerophilus

O DPPH ¢ um radical livre estdvel com potencialidade de reagir com componentes
capazes de doar H*, sendo assim o composto utilizado para avaliar a atividade antioxidante dos
compostos, nomeadamente do extrato de P. xerophilus. A atividade antioxidante do extrato foi

qualitativamente determinada utilizando o ensaio de radical DPPH em TLC.2342
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Gréfico 1. Atividade antioxidante do extrato da P. xerophilus a concentragio de 10 pg/mL.

Apesar de se ter obtido um valor positivo, este foi muito baixo (7,47%), como podemos
comprovar no grafico 1. Uma vez mais por ndo existirem estudos realizados sobre esta planta,

ndo possuimos termos de comparacao.

3.3 Ensaio da Atividade Antimicrobiana da P. xerophilus
A atividade antimicrobiana dos extratos preparados foi avaliada, pelo método de
microdiluicdo contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

3.3.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e da Concentracdo
Bactericida Minima (CBM)

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Através de um leitor de microplacas

de absorvancia foi avaliado o crescimento microbiano a 620 nm. 2 Para a realizacio do ensaio

da CBM foi recolhido meio dos pocos que ndo apresentaram crescimento apos a realizacdo do

ensaio CMI.
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Gréfico 2. Valores da concentragcdo minima inibitéria do extrato de P. xerophilus.

O extrato aquoso de P. xerophilus demonstrou atividade antimicrobiana contra S.
aureus, tendo uma concentracdo minima inibitoria (CMI) de 62,5 pg/mL, como podemos ver
no grafico 2. O extrato aquoso do composto ndo é bactericida, uma vez que ndo inibiu a bactéria

no ensaio da concentracdo minima inibitoria, contudo, é bacteriostatico, pois inibiu o seu
crescimento.

3.4 Extrato da P. madagascariensis

O segundo extrato realizado foi o da planta P. madagascariensis, sendo que foram
realizadas varias extracbes, o contetdo pesado foi colocado num Clevenger apparatus e

emergido num 1L de &gua destilada, posteriormente submetido a hidrodestilacao.

Extracéo Massa (g)
Oleo essencial 0,54
Rendimento 1,15 % (massa de 6leo

obtida/massa de planta seca)

Tabela 2. Peso e rendimento do 6leo essencial extraido da P. madagascariensis
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Foram realizadas varias extracdes originando o residuo que esta apresentado na tabela
2. O total da juncdo do 6leo das extragdes resultou num peso de 0,54 g. O rendimento de
extracdo obtido foi moderado, 1,15% (m/m). Quando comparado com Garcia et al. 2018
(16,49%), trata-se de um rendimento baixo, contudo, a experiéncia ndo foi realizada sob as
mesmas condicBes, uma vez que foram realizadas menos extragdes e num espaco de tempo

mais curto.

3.5 Ensaio da Atividade Antimicrobiana da P. madagascariensis

A atividade antimicrobiana dos extratos preparados foi avaliada, pelo método de
microdiluicdo contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

3.5.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e da Concentracéo
Bactericida Minima (CBM)

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Através de um leitor de microplacas

de absorvancia foi avaliado o crescimento microbiano a 620 nm. 2* Para a realizacio do ensaio

da CBM foi recolhido meio dos pocos que ndo apresentaram crescimento apés a realizagdo do

ensaio CMI.
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Gréfico 3. Resultados da Atividade Antimicrobiana da P. madagascariensis
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O extrato, em forma de 6leo essencial, da P. madagascariensis demonstrou atividade
antimicrobiana contra E. faecalis, possuindo uma concentra¢do minima inibitoria (CMI 15,63
pug/mL), como podemos comprovar no grafico 3. O extrato do composto demonstra alguma
atividade bacteriostatica. Quando comparado com a literatura, em Matias et al. 2019, podemos
verificar que o CMI obtido através de maceracdo em extrato aceténico obteve um resultado
semelhante de CMI contra S. aureus, apesar de nao ser 0 mesmo tipo de extrato. Apesar dos
nossos resultados pouco favoraveis, quando analisados os resultados obtidos por Matias et al.
2019, podemos verificar que o extrato acetonico da planta possui uma elevada atividade
antimicrobiana contra gram-negativos, nomeadamente contra Klebsiella pneumoniae,

possuindo uma CMI inferior a 0,48 pg/mL.*3

3.6 Isolamento da 6,7-dehidroroileanona

Procedeu-se ao isolamento do nosso composto de interesse, a 6,7-dehidroroileanona,

através de uma Coluna de Cromatografia a Seco.?

Fracoes Massa (Q)
1-3 0,11
4-13 0,63
14-24 0,09

Tabela 3. Peso da juncéo das fracBes obtidas da coluna de fracionamento.

Apbs a realizacdo da coluna de fracionamento, foram obtidas 3 juncdes de fracoes,
1-3, fracdo anterior a presenca de 6,7-dehidroroileanona; 4-13, fragcGes contendo o composto
pretendido 6,7-dehidroroileanona; por fim as fraces 14-24 sdo as posteriores ao aparecimento
da 6,7-dehidroroileanona, demonstradas na tabela 3. Foi realizada uma nova coluna de
fracionamento com as fragdes 4-13, contendo 6,7-dehidroroileanona.

3.6.1 Recristalizacéo
Apos a realizagéo da segunda coluna de fracionamento, foram obtidas novas fragoes,
contendo a 6,7-dehidroroileanona (11-18), tabela 4. Com as fracGes obtidas, foi realizado o

processo de recristalizagéo.

Fracdes Massa (g)

11-18 0,19

Tabela 4. Massa da juncéo das fracdes 11-18, contendo 6,7-dehidroroileanona.
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Realizada a recristalizacdo, os cristais foram pesados e efetuou-se o rendimento em

comparagdo com o peso de planta inicialmente pesado.

Massa da 6,7-dehidroroileanona 0,099

Rendimento 47,28 %

Tabela 5. Peso e rendimento da 6,7-dehidroroileanona recristalizada.

Foi obtido um rendimento de recristalizacdo do composto satisfatorio, sendo este de
47,28%, como podemos comprovar na tabela 5.
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Capitulo 4. Conclusao
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No presente estudo foram analisadas as plantas Plectranthus xerophilus Codd e
Plectranthus madagascariensis (Pers.) Benth (familia Lamiaceae). Foram analisados, de forma
comparativa, 0 extrato aquoso da planta Plectranthus xerophilus e o extrato da planta
Plectranthus madagascariensis, com o intuito de avaliar as suas possiveis utilizagdes
terapéuticas. Diferentes métodos de extracdo foram considerados para cada planta, de forma a
rentabilizar as extracfes e assim obter um melhor rendimento.

O extrato da planta P. xerophilus (por ultrassons em extrato cetonico 10% m/v)
demonstrou possuir atividade antimicrobiana (valor de CMI 62,5 pg/mL) contra a bactéria S.
aureus.

O extrato da P. madagascariensis (por hidrodestilacdo em agua destilada) demonstrou
possuir atividade antimicrobiana (valor de CMI 15,63 ug/mL), também contra E. faecali. Os
restantes ensaios ndo demonstraram atividade relevante em comparagdo com 0s controlos
positivos. Uma vez que a P. madagascariensis exibiu atividade antimicrobiana, procedeu-se ao
isolamento do composto maioritario existente no seu éleo essencial, a 6,7-dehidroroileanona,
do qual se obteve um rendimento massa/massa (massa composto/massa extrato) satisfatorio
(47,28 %).

Tendo por base os resultados obtidos relativamente ao 6leo essencial e ao seu composto
maioritario, a 6,7-dehidroroileanona, novos estudos devem ser realizados a fim de desvendar
outras potenciais bioatividades e para identificacdo de novos compostos bioativos presentes no

0leo, a fim do desenvolvimento de novos farmacos.
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