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Abstract

Natural products from Plectranthus spp. plants have an ethnopharmacological use, inspiring several scientific
investigations. As such, this work aims to perform a biological activity screening in order to scientifically validate
the use of these plants. Assays on in vitro acetylcholinesterase (AChE) inhibition, antioxidant effects, antimicrobial
activity and Artemia salina lethality were performed on seven Plectranthus spp. extracts (P. swynnertonii, P.
welwischii, P. woodii, P. cylindraceus, P. spicatus, P. ramosior and P. petiolaris). Acetonic extracts were obtained by
sonication (10% w/v), where P. ramosior had the highest yield of dry extract (13.49% w/w). In the AChE inhibition
assay, only P. cylindraceus extract decreased enzymatic activity (30.2 £ 3.78%). The antimicrobial activity was
screened using the well diffusion method, against Gram positive and negative bacteria and yeast. P. ramosior
extract showed not only an inhibition zone against S. aureus and C. albicans (15 and 11 mm, respectively), but also
the highest scavenging activity (DPPH method, 36.4 + 0.04%). On the lethality test in A. salina, P. swynnertonnii
extract was the most toxic (LC50 = 0.036 mg/L). These preliminary results showed that P. cylindraceus, P. ramosior
and P. swynnertonnii are potential bioactive extracts for further isolation and antimicrobial and cytotoxic studies.

Keywords: Plectranthus, Acetylcholinesterase, Antioxidant, Antimicrobial, Toxicity

Resumo

Os produtos naturais das espécies de plantas Plectranthus t€m um uso etnofarmacolégico, suscitando varios
estudos cientificos. Neste trabalho pretendeu-se validar cientificamente estas plantas, realizando uma pesquisa
de atividades biologicas. Extratos de sete espécies de Plectranthus (P. swynnertonii, P. welwischii, P. woodii,
P. cylindraceus, P. spicatus, P. ramosior e P. petiolaris) foram testados na inibi¢do da acetilcolinesterase in vitro
(AChE), atividades antioxidante e antimicrobiana, e toxicidade em Artemia salina. Os extratos acetonicos foram
obtidos por ultrassons (10% m/v), dos quais P. ramosior obteve o rendimento de extragdo mais elevado (13,49%
m/m). Todos os extratos foram testados, no entanto apenas o P. cylindraceus obteve inibi¢ao da atividade da AChE
(30,2 £ 3,78%). A atividade antimicrobiana foi avaliada usando o método de difusdo em pogos, contra bactérias
Gram-positivas, -negativas e leveduras. P. ramosior revelou ndo sé inibi¢do contra S. aureus e C. albicans (15 e
11 mm, respetivamente), como também a mais elevada atividade antioxidante (método DPPH, 36,4 + 0,04%). No
ensaio em A. salina P. swynnertonnii foi o extrato mais toxico (LC50 = 0,036 mg/L).

Os resultados preliminares obtidos neste trabalho, revelam a potencial biotividade dos extratos de P. cylindraceus,
P. ramosior e P. swynnertonnii, sugerindo o posterior isolamento dos compostos bioactivos, e continuidade dos
estudos antimicrobianos e citotoxicos.

Palavras chave: Plectranthus, Acetilcolinesterase, Antioxidante, Antimicrobiana, Toxicidade
Received /Recebido: 15/03/2017

Accepted / Aceite: 28/04/2017
Electronic Edition: www.alies.pt

95



Epole Ntungwe et al

Introduction

Plectranthus 1’ Her. genus belongs to the Lamiaceae
family together with other commercially important
plant genera, such as, Salvia, Ocimum or Mentha, with
a rich diversity of ethnobotanical uses in traditional
medicine . The scientific validation on the traditional
medicine of these plants is an important issue, to search
for pharmacological activities and through drug devel-
opment. In fact, there has been an increasing interest
on the Plectranthus genus for the investigation of its
therapeutic values ¢%. Regarding this, the herein de-
scribed study evaluated several biological activities of
seven Plectranthus species (P. swynnertonii S. Moore,
P. welwischii Briq. Codd, P. woodii Giirke, P. cylindra-
ceus Hochst ex Benth, P. spicatus E. Mey ex Benth, P.
ramosior Benth. Van Jaarsv., and P. petiolaris E. Mey
ex Benth, Druce).

According to the references of this study, scientific in-
formation on the analyzed Plectranthus spp. is scarce
and with no phytochemical studies (except for P. cylin-
draceus). To the best of our knowledge, this is the first
report comprising the evaluation of acetylcholinester-
ase inhibition, antioxidant and antimicrobial activities,
as well as the Artemia salina lethality assay of the seven
Plectranthus species.

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause
of dementia, a progressive neurodegenerative disorder
associated with memory and cognition impairment, that
remains until the end of the patient life ©. Reversible
inhibition of the acetylcholinesterase (AChE) enzyme
is considered as one of the prime therapeutic strategies
for the treatment of AD 7, Eserine, tacrine, donepezil,
rivastigmine and galanthamine are the only drugs cur-
rently approved for the treatment of AD; however, these
drugs are known to have severe side effects for frequent
clinical use ®. Therefore, there is an urgent need to
search for new drugs. Plectranthus spp. could be an
important source to find novel compounds that can si-
multaneously protect neurons from oxidative stress and
selectively inhibit AChE.

Humans are often exposed to free radicals which are
generated from normal metabolic processes in the body.
Free radicals are not always harmful, however, high
level of free radicals may disturb the normal cellular
mechanism by inducing oxidative damage to DNA, pro-
tein and lipids which ultimately result in chromosomal
instability and mutation . Moreover, overproduction
of free radicals may reduce the potency of the biologi-
cal defense system to detoxify these radicals which re-
sult in oxidative stress. The oxidative stress might play
a role in the risk of development of several metabolic
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O género Plectranthus I’ Her. pertence a familia La-
miaceae juntamente com outros géneros de plantas
comercialmente importantes, como Salvia, Ocimum
ou Mentha, que possuem uma diversidade rica de usos
etnobotanicos na medicina tradicional ?. A procura
de atividades farmacoldgicas até o desenvolvimento de
farmacos, através da validagdo cientifica da medicina
tradicional destas plantas ¢ um assunto importante. Na
verdade, tem havido um aumento na pesquisa de inte-
resses terapéuticos do género Plectranthus ¥, Assim,
no presente estudo sdo descritas varias atividades biolo-
gicas de sete espécies de Plectranthus (P. swynnertonii
S. Moore, P. welwischii Briq. Codd, P. woodii Giirke,
P. cylindraceus Hochst ex Benth, P. spicatus E. Mey ex
Benth, P. ramosior Benth. Van Jaarsv., ¢ P. petiolaris E.
Mey ex Benth, Druce).

De acordo com as referéncias deste estudo, as informa-
¢oes cientificas sobre Plectranthus spp. sdo escassas, €
sem estudos fitoquimicos (exceto para P. cylindraceus).
Tanto quanto é do nosso conhecimento, este € o primei-
ro relatorio que inclui a avaliag@o da inibi¢ao da aceti-
Icolinesterase, atividades antioxidantes e antimicrobia-
nas, bem como o ensaio de letalidade de Artemia salina
das sete espécies de Plectranthus.

A doenca de Alzheimer (AD) ¢é a causa mais comum de
deméncia, um distarbio neurodegenerativo progressivo
associado a perda de memoria e cognicdo, que perma-
nece até o final da vida do paciente ©. A inibig¢do rever-
sivel da enzima acetilcolinesterase (AChE) é conside-
rada como uma das principais estratégias terapéuticas
para o tratamento da AD ©7. Os tinicos farmacos apro-
vados atualmente para o tratamento da AD so a ese-
rina, tacrina, donepezilo, rivastigmina ¢ galantamina.
No entanto, estes farmacos sao conhecidos por terem
efeitos secundarios graves em uso clinico frequente ®.
Assim sendo, ha uma urgente necessidade de procurar
novos medicamentos. As Plectranthus spp. podem ser
uma fonte essencial para encontrar novos compostos,
que possam simultaneamente proteger 0s neuronios
contra o stress oxidativo e inibir seletivamente a AChE.
Os seres humanos sdo frequentemente expostos a radi-
cais livres que sdo gerados a partir de processos meta-
boélicos normais no corpo. Os radicais livres nem sem-
pre sdo prejudiciais, no entanto, o alto nivel de radicais
livres pode perturbar o mecanismo celular normal, in-
duzindo danos oxidativos ao DNA, proteinas e lipidos
que, em ultima analise, resultam em instabilidade cro-
mossomica e mutagdes ©. Além disso, a superproducao
de radicais livres pode reduzir a poténcia do sistema
de defesa biologico para desintoxicar estes radicais, re-



diseases such as cancer, cardiovascular diseases, diabe-
tes, obesity, neurodegenerative and ageing-related dis-
orders ®'9. Regarding the antioxidant properties of the
Lamiaceae family and future phytochemical evaluation
of active compounds, there are several related reports
of Plectranthus spp. extracts that suggest these plants
as an important study motif ©.

The antimicrobials of natural origin usually present
complex chemical structures, which may be important
for specific interactions and recognition of potential
macromolecular targets in the pathogenic microorgan-
isms. These active natural products are, generally, sec-
ondary plant metabolites biosynthesized to fight and
prevent the proliferation of plant pathogenic microor-
ganisms V. Some species of the Plectranthus genus
have ethnopharmacological applications, with antimi-
crobial activity often cited. Indeed, it is known that both
the metabolites and extracts of several Plectranthus
spp. have exhibited activity against Gram-positive and
Gram negative bacteria and yeasts %19,

Brine shrimp lethality assay is a technique commonly
used to investigate the toxic potential of plant extracts
(5 This is based on cellular mechanisms that may oc-
cur via necrosis, characterised by loss of membrane
integrity, death of cell or apoptosis, a genetic program
of controlled cell death !©. Brine Shrimp Lethality As-
say (BSLA) has been applied as an alternative bioas-
say technique to screen the toxicity of plant extracts,
toxicity of heavy metals and metal ions, toxicity of cy-
anobacteria and algae, cytotoxicity of dental materials,
toxicity of nanoparticles, as well as screening of marine
natural products "', This test is economical and utilises
small amount of test material 3!, The present study
was therefore designed to evaluate the potential toxicity
(using A. salina) of the seven Plectranthus spp.

Methods and Materials

Chemicals: Acetone, dimethyl sulfoxide (DMSO) and
acetylcholine iodide (Sigma). Tacrine, HEPES buffer
and Ellman reagent (Fluka Chemie AG). Mueller-
Hinton and Sabouraud dextrose Agar, vancomycin,
norfloxacine, nystatin, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), Quercetin, Butylated hydroxytoluene (BHT),
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sultando no stress oxidativo. O stress oxidativo pode
ter um papel crucial no risco de desenvolvimento de
varias doengas metabolicas como cancro, doencas car-
diovasculares, diabetes, obesidade, distirbios neurode-
generativos e doengas associadas ao envelhecimento
@19 Varios estudos tém vindo a avaliar os extratos de
Plectranthus spp. tendo em conta as suas propriedades
antioxidantes e futura avaliagcdo fitoquimica de com-
postos ativos, transformando estas plantas num impor-
tante motivo de estudo ©.

Os compostos antimicrobianos de origem natural ge-
ralmente apresentam estruturas quimicas complexas
que podem ser importantes nas interagdes especificas e
reconhecimento de alvos macromoleculares potenciais,
nos microrganismos patogénicos. Estes produtos natu-
rais ativos sdo, em geral, metabolitos secundarios ve-
getais biosintetizados para combater e prevenir a proli-
feracdo de microrganismos patogénicos das plantas V.
Algumas espécies do género Plectranthus t€m aplica-
¢oes etnofarmacoldgicas com atividade antimicrobiana
frequentemente citada. De facto, sabe-se que tanto os
metabolitos como os extratos de varias Plectranthus
tém demonstrado atividade contra bactérias Gram-po-
sitivas e negativas e leveduras (%19,

O ensaio de letalidade em Artemia salina é uma técni-
ca usual para avaliar o potencial toxico de extratos ve-
getais ). Este ensaio ¢ baseado no mecanismo celular
que pode ocorrer através de necrose, caracterizada pela
perda da integridade da membrana, morte da célula ou
apoptose, um programa genético de morte celular con-
trolada . O ensaio de letalidade em 4. salina (BSLA)
tem vindo a ser aplicado como uma técnica alternativa
de bioensaio para examinar a toxicidade de extratos de
plantas, toxicidade de metais pesados e ides metalicos,
toxicidade de cianobactérias e algas, citotoxicidade de
materiais dentarios, toxicidade de nanoparticulas, bem
como no rastreio de produtos marinhos naturais 7.
Este teste ¢ econdmico e necessita apenas de uma pe-
quena quantidade de amostra "®!”., O presente estudo
foi portanto concebido para avaliar a potencial toxici-
dade (utilizando o modelo de 4. salina) das sete espé-
cies de Plectranthus.

Métodos

Reagentes: Acetona, dimetilsulfoxido (DMSO) e iode-
to de acetilcolina (Sigma). Tacrina, tampao HEPES e
reagente de Ellman (Fluka Chemie AG). Agar Mueller-
-Hinton e Sabouraud Dextrose, vancomicina, norflo-
xacina, nistatina, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
quercetina, hidroxitolueno butilado (BHT), metanol,
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Methanol, JBL Artemia salt, JBL Artemia eggs (JBL
GmbH and Co. KG, D-67141 Neuhofen Germany).

Equipment: Rotary evaporator (K Ika-WERKE,
GMBH $ CO.KG; D-79219 Staufen Germany), spec-
trophotometer U-1500 Hitachi Instruments, Inc USA.,
microscope ((E, CETI Belgium), 24 well microplates,
aquarium air pump (HI-FLO™ Single Type 4000),
Thermostat Cabinet AQUA LYTIC®, TLC silica gel
60F,_, 20x20(Merck KGaA), Whatman, Inc., Clifton,

254

NJ, USA and ultrasound apparatus from VWR.

Plant material

All plant materials of Plectranthus swynnertonii S.
Moore, P. welwischii (Briq. Codd), P. woodii Giirke, P.
cylindraceus Hochst, ex Benth, P. spicatus E. Mey ex
Benth., P. ramosior Benth. Van Jaarsv., P. petiolaris E.
Mey ex Benth, Druce were grown in the Parque Botani-
co da Tapada da Ajuda from cuttings provided by the
Kirstenbosch National Botanical Gardens, South Afri-
ca, and were collected between 2007 and 2008, always
in June and September, and voucher specimens were
deposited in the Herbarium “Jodo de Carvalho e Vas-
concellos” of the “Instituto Superior de Agronomia”,
Lisboa (LISI), Portugal.

Microorganisms

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Saccharomyces
cerevisiae ATCC 2601 and Candida albicans ATCC
10231.

Extract preparation

Plant extracts were prepared by a sonication extraction
method (10 % (w/v)). This was performed by adding
30 mL of acetone to 3 g of grinded dry plant leaves
three times, sonicating for 1 hour for each extraction,
and filtering (Whatman N° 5 paper, Inc., Clifton, NJ,
USA.)™ after each sonication. The liquid samples were
evaporated using a rotary evaporator at 40-50°C. The
extracts were prepared at the concentration of 10 mg/
mL in DMSO. The extraction yield (% w/w) for each of
the extracts was determined (Equation 1).

JBL Artemia salt, JBL Artemia eggs (JBL GmbH e Co.
KG, D-67141 Neuhofen Alemanha).

Equipamento: Evaporador rotativo (K Ika-WERKE,
GMBH § CO.KG; D-79219 staufen Alemanha), Espec-
trofotometro U-1500 Hitachi Instruments, Inc USA.,
Microscopio optico ((E, CETI Bélgica), microplacas de
24 pogos, Bomba de ar de aquario (HI-FLO™ Single
Type 4000), Armario com termostato AQUA LYTIC®,
silica gel de TLC 60F,., 20x20(Merck KGaA), What-
man, Inc., Clifton, NJ, USA e aparelho de ultrassons
da VWR.

Material vegetal

Todo o material das plantas Plectranthus swynnertonii
S. Moore, P. welwischii (Briq. Codd), P. woodii Giirke,
P, cylindraceus Hochst, ex Benth, P. spicatus E. Mey ex
Benth., P. ramosior Benth. Van Jaarsv. e P. petiolaris
E. Mey ex Benth, Druce cresceu no Parque Boténico
da Tapada da Ajuda, provenientes de por¢des de caules
vindos do “Kirstenbosch National Botanical Gardens”,
Africa do Sul, e foi recolhido entre 2007 e 2008, sem-
pre em Junho e Setembro e variados espécimes foram
plantados no Herbario “Jodo de Carvalho e Vascon-
celos” do “Instituto Superior de Agronomia”, Lisboa
(LISI), Portugal.

Microorganismos

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Saccharomy-
ces cerevisiae ATCC 2601 e Candida albicans ATCC
10231.

Preparacgdo dos extratos

Os extratos das plantas foram preparados utilizando um
método de extragao por ultrassons (10 % (m/v). Adicio-
naram-se 30 mL de acetona a 3 g de folhas trituradas
de planta seca, trés vezes durante 1 hora cada extragao,
e filtrou-se usando filtros Whatman papel N° 5 (What-
man, Inc., Clifton, NJ, USA.) @?. Os extratos obtidos
foram evaporados usando o evaporador rotativo a 40-
50 °C. O extratos foram depois colocados em Eppen-
dorfs e dissolvidos em DMSO a uma concentracdo de
10 mg/mL. O rendimento de extragdo foi determinado
para cada um dos extratos (Equacgao 1).

Weight of extract (g)

E quation 1: % Yisld (ww)=

Equacio 1: % Rendimento (m /'m)=

98

Weight of dried plant (g) )

100

Residuo seco (g
(® = 100

Planta seca (g)



In vitro Acetylcholinesterase inhibition

Acetylcholinesterase enzymatic activity was evaluated
in accordance with the method described by Rijo ef al.,
@9 ysing a microplate reader. All tests were carried out
in triplicate with tacrine as the positive control. The
acetonic extracts were tested at a concentration of 0.1
pg/mL, and the inhibition percentage values were cal-
culated according to Equation 2 and 3.

E quation 2: Velocity reaction of control or inhibitor =

Equacdo 2: Velocidade da reacdo do controlo ou inibidor =

Plectranthus species new data
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Atividade da acetilcolinesterase in vitro

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase foi ava-
liada de acordo com o método descrito por Rijo et al.,
@9 ysando um leitor de microplacas (Secgdo 2.2).Todos
os testes foram executados em triplicado usando tacrina
como controlo positivo. Os extratos das plantas foram
testados a uma concentracao de 0,1 ug/mL de acordo
com as equacdes em Equacio 2 e 3.

Corrected absorbance (nm)

Time (min)

Absorvénda corrigida (nm)
Tempo (min)

Equation 3: Inhihition (%a)= 100 — (

100 = Velocity reaction nfinhibitnr)

Velocity reaction of control

E quacido 3: Inibigio (®c)= 100 —(

Antimicrobial activity: Well Diffusion Method

The antimicrobial activity of each prepared extract was
evaluated against two Gram-positive bacteria (E. faeca-
lis and S. aureus), two Gram-negative bacteria (E. coli
and P. aeruginosa) and two yeasts (S. cerevisiae and
C. albicans). Previously prepared extracts as described
previously were reconstituted in DMSO at 1 mg/mL
concentration. Stock solutions of reference antibiotics
(vancomycin, norfloxacin and nystatin) were also pre-
pared at 1 mg/mL in DMSO.

In aseptic conditions, Petri dishes containing 20 mL of
solid Mueller-Hinton, or Sabouraud Dextrose Agar cul-
ture medium for yeasts, were inoculated with 0.1 mL of
bacterial suspension matching a 0.5 McFarland stand-
ard solution and uniformly spread on the medium sur-
face using a sterile swab. Wells of approximately 5 mm
in diameter were made in the medium, using a sterile
glass Pasteur pipette, and 50 pL of each extract were
added into the wells. A positive control of vancomycin
for Gram-positive bacteria, norfloxacin for Gram-nega-
tive bacteria and nystatin for yeasts and a negative con-
trol of DMSO were used in the assay. Plates were incu-
bated at 37 °C for 24 hours. The antimicrobial activity
was evaluated by measuring the diameter (mm) of the
inhibition zone formed around the wells and compared
to controls @.

100 = Velocidade da reagio do inibidor
Velocidade da reacdo controlo )

Atividade antimicrobiana: Método de difusdo em pogos

A atividade antimicrobiana de cada extrato preparado
foi avaliada contra seis espécies bacterianas e leve-
duras obtidas de “American Type Culture Collection”
(ATCC), nomeadamente Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601 e Candi-
da albicans ATCC 10231. O ensaio de difusao em po-
¢os foi usado para selecionar os extratos com atividade
antimicrobiana.

Os extratos preparados anteriormente de acordo com o
descrito na secgdo 2.5 foram reconstituidos em DMSO
a uma concentracao de 1 mg/mL. As solugdes stock dos
antibioticos de referéncia (vancomicina, norfloxacina e
nistatina) foram também preparadas a uma concentra-
¢do de 1 mg/mL em DMSO.

Em condigdes assépticas, as caixas de Petri que conti-
nham 20 mL de meio de cultura de Agar Mueller-Hin-
ton solido e Sabouraud Dextrose (para as leveduras)
foram inoculadas com 0,1 mL de suspens@o bacteriana
de acordo com a escala 0,5 da solugdo de McFarland e
a suspensao foi uniformemente espalhada na superficie
do meio usando um cotonete estéril. Foram feitos pogos
com aproximadamente 5 mm de didmetro no meio com
uma pipeta de Pasteur de vidro esterilizada, e foram co-
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Determination of Antioxidant Activity (DPPH)

The antioxidant activity of all extracts was measured
by DPPH method, as described by Rijo et al. ®® 10 uL
of each extract sample were added to a 990 puL solution
of DPPH (0.002% in methanol). The mixture was incu-
bated for 30 minutes at room temperature. The absorb-
ance was measured at 517 nm against a corresponding
blank and the antioxidant activity was calculated using
Equation 4.

E quation 4: AA (%) =

locados 50 pL de cada extrato nesses pogos. O controlo
positivo usado foi a vancomicina para bactérias Gram-
-positivas, a norfloxacina para bactérias Gram-negati-
vas, a nistatina para fungos e leveduras e o controlo ne-
gativo usado foi o DMSO. As placas foram incubadas
a 37 °C durante 24 horas. A atividade antibacteriana foi
avaliada por medi¢ao do didmetro (mm) da zona de ini-
bicao formada a volta dos pogos e comparando-os com
o diametro dos controlos observados.

Determinacdo da atividade antioxidante (DPPH)

Para avaliar a capacidade de recaptacio de radicais do
extrato, foi usado o método do DPPH @?, Foram adicio-
nados 10 pL de extrato de planta (amostra) a 990 pL de
solugdo de DPPH (0,002% em metanol). A mistura foi
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente.
A absorvéncia foi medida a 517 nm contra o correspon-
dente branco e a atividade antioxidante foi calculada de
acordo com a Equacgao 4:

A DPFPH -A sample

=100

A DPPH

A DPPH - & amostra

Equacido 4: A4 (%)=

AA is the antioxidant activity, A DPPH is the absorption
of DPPH against the blank and A sample is the absorp-
tion of the extract or control against the blank. Tests
were carried out in triplicate at a sample concentration
at 1 mg of dry plant extract/mL. The reference standard
used for this procedure was quercetin, used in the same
conditions as the samples.

Brine shrimp lethality bioassay

In order to evaluate the toxicity of the different extracts,
a test of lethality to Artemia salina brine shrimp was
performed "®. Concentrations of 10 ppm of each ex-
tract were tested. The number of dead larvae was re-
corded after 24 hours and used to calculate the lethal
concentration (%), according to Equation 5.

Equation 5: Lethal concentration (%)=

Equacio 5: Concentragio letal (%) =

100

x100
ADFPH

Em que AA ¢ a atividade antioxidante, A DPPH ¢ a ab-
sorvéncia do DPPH contra o branco e A amostra ¢ a
absorvéncia do extrato ou controlo contra o branco. Os
testes foram feitos em triplicado. Os extratos foram tes-
tados a uma concentragao final de 10 pg/mL.

Bioensaios de letalidade em Artemia salina

Com o objetivo de avaliar a toxicidade dos diferentes
extratos foi realizado um teste de letalidade usando o
modelo Artemia salina "®. Foram testadas concentra-
¢oes de 10 ppm de cada extracto. O nimero de larvas
mortas foi registado apos 24h e utilizado para calcular a
percentagem (%) de concentragdo letal, de acordo com
a Equacio 5.

Total nauplii — Alivenauplii
Total nauphi

Nauplios totais — Nauplios vivos

Wanplios totais



Results

Extraction yield: Seven Plectranthus species were
used in this study. The amount of dry extract weight
of each Plectranthus species is presented in Figure 1.
P. ramosior had the highest extraction yield (13.49 %
w/w), followed by P. petiolaris while P. welwischii had
the least extraction yield (3.59 % w/w).

In vitro Acetylcholinesterase inhibition: The AChE
percentage inhibition was evaluated in all extracts at a
concentration of 1 mg/mL, and once more P. cylindra-
ceus (30.2 £ 3.78% inhibition) extract was the most ac-
tive, as is shown in Figure 2.
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Os extratos ativos (acima dos 40 %) foram novamente
testados as concentragdes de 0.1, 0.5 e 1 ppm. O nume-
ro de larvas mortas foi registado e usado para calcular
a Concentragdo Letal, 50% (LC, ) que foi determinada
apos 24 horas e a contagem foi feita usando um micros-
copio. Os valores de LC, menores ou iguais a 1 ppm
foram considerados ativos.

Resultados

Rendimento: Sete espécies do género Plectranthus
foram usadas neste estudo. A quantidade dos extratos
secos de cada uma das espécies de Plectranthus esta
apresentada na Figura 1. P. ramosior teve a maior ren-
dimento de extragao (13,49% m/m), seguido pelo P. pe-
tiolaris enquanto que o P. welwichii obteve o resultado
mais baixo (3,59 % m/m).

Inibicdo da acetilcolinesterase in vitro: A inibi¢do de
ACHhE foi avaliada em todos os extratos (1 mg/mL), e uma
vez mais o extrato P. cylindraceus (30,2 + 3,78% inibi-
¢do) foi o mais ativo, como representado na Figura 2.

Figure 1/ Figura 1- Percentage yield (dry weight % w/w) of seven Plectranthus species /
Rendimento (residuo seco % m/m) das sete espécies de Plectranthus.
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Figure 2 / Figura 2 - Acetylcholinesterase (AChE) percentage inhibition for seven
Plectranthus species at 1 mg/mL / Percentagem de inibi¢do da acetilcolinesterase (AChE)
para as sete espécies de Plectranthus a 1 mg/mL.

Antimicrobial activity: The antimicrobial activity of
the extracts was evaluated by the well diffusion meth-
od. Considering all extracts, the acetonic extract of P.
ramosior obtained was the more bioactive. P. ramosior
was active against both S. aureus and C. albicans (Ta-
ble 1). None of the extracts showed significant antibac-
terial activity against Gram-negative bacteria with inhi-
bition zones identical to that obtained with the negative
control DMSO (5 mm).

Antioxidant activity (DPPH assay)

The antioxidant activity of the Plectranthus spp. ace-
tonic extracts in study was evaluated using the DPPH
method. The antioxidant activity of the extracts was
qualitatively determined using the DPPH radical assay
in TLC % and all the extracts studied yielded positive
results. The extracts were then quantified, and P. ramo-
sior showed the highest scavenging activity (36.24 %)
and P, spicatus the least (10.57 %) (Figure 3).

Brine shrimp lethality bioassay

In this study, Artemia salina model was preliminary
used to assess the toxicity of all extracts (. Only three
of the extracts were toxic to A. salina, as shown in Fig-
ure 4. The active extracts (LC above 40 %) were fur-
ther determined at concentrations of 0.1, 0.5 and 1 ppm.
The number of dead larvae was recorded and used to
calculate the Lethal Concentration, 50% (LC,), after
24 h. LC, values less than or equal to 1 ppm were con-
sidered active (Table 2).
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Atividade antimicrobiana: A atividade antimicrobia-
na dos extratos foi avaliada pelo método de difusdo em
pogos. Considerando todos os extratos, o extrato de P.
ramosior obtido foi o mais bioativo. P. ramosior foi ati-
vo contra S. aureus ¢ C. albicans (Tabela 1). Nenhum
dos extratos mostrou atividade antibacteriana signifi-
cativa contra bactérias Gram-negativas com zonas de
inibicdo idénticas as obtidas com o controlo negativo
DMSO (5 mm).

Atividade antioxidante:

A atividade antioxidante dos extratos de Plectranthus foi
avaliada pelo método de DPPH. A atividade antioxidante
dos extratos foi qualitativamente determinada utilizando o
ensaio de radical DPPH em TLC 2 e todos os extratos es-
tudados produziram resultados positivos. Os extratos foram
entdo quantificados e extrato de P. ramosior apresentou a
maior atividade antioxidante (36.24%) enquanto que o P,
spicatus obteve o resultado menor (10.57%) (Figura 3).

Bioensaio da letalidade em Artemia salina:

O modelo de 4. salina foi utilizado preliminarmente para
avaliar a toxicidade de todos os extratos neste estudo 1.
Apenas trés dos extratos foram considerados toxicos para 4.
salina, como mostrado na Figura 4. Os extratos ativos (LC
acima de 40%) foram adicionalmente determinados a con-
centragdes de 0,1; 0,5 e 1 ppm. O nimero de nauplios mor-
tos foi registado e utilizado para calcular a Concentragdo
Letal, 50% (LC,,), ap0s 24 horas. Valores de LC,  inferiores
ou iguais a 1 ppm foram considerados ativos (Tabela 2).
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Table 1/ Tabela 1 - Antimicrobial activity of the acetonic extracts obtained by the well
diffusion method (mm) / Atividade antimicrobiana dos extratos acetdnicos, obtida pelo método
de difusdo em pogos (mm).

Gram - Gram + Yeast/Leveduras

Pa Ec Sa Ef Sc Ca
Positive control/ 32 33 21 20 29 29
Controlo positivo
Negative control/ 5 5 5 5 5 5
Controlo negativo
P. spicatus 5 5 5 5 5 5
P. cylindraceus 5 5 5 5 5 5
P. swynnertonii 5 5 5 5 5 5
P. petiolaris 5 5 5 5 5 5
P. ramosior 5 5 15 5 5 11
P. welwischii 5 5 5 5 5 5
P. woodii 5 5 5 5 5 5

Pa — Pseudomonas aeruginosa; Ec — Escherichia coli; Sa — Staphylococcus aureus; Ef —

Enterococcus faecalis; Sc — Saccharomyces cerevisiae; Ca — Candida albicans.
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Figure 3 / Figura 3 - Antioxidant activity of extracts under study tested at a
concentration of 10 ng/mL / Atividade antioxidante dos extratos em estudo tesados a
concentracao de 10 pug/mL.
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Figure 4 / Figura 4 - Screening of seven Plectranthus spp. extracts for toxicity at a
concentration of 10 ppm using the Artemia salina test /
Pesquisa de atividade de extratos de sete espécies de Plectranthus para toxicidade a
concentracgdo de 10 ppm usando o teste de Artemia salina.

Table 2 / Tabela 2 - LC50 values (mg/L) for the most active extracts using the Artemia
salina test /
Valores de LC50 (mg/L) para os extratos mais ativos usando o teste de Artemia salina.

Extracts/Extratos LCsy (mg/L)
P. ramosior 0,88
P. cylindraceus 0,504
P. swynnertonnii 0,036
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Discussion

In the present study, the acetylcholinesterase inhibition,
antioxidant and antimicrobial activities and Artemia
salina toxicity of seven Plectranthus spp. (P. swynner-
tonii, P. welwischii, P. woodii, P. cylindraceus, P. spi-
catus, P. ramosior and P. petiolaris) were investigated.
The acetonic extracts of the seven Plectranthus species
were prepared using an ultrasound-assisted extraction
method. Yields of extraction were determined for all
prepared extracts, and the P. ramosior acetonic extract
revealed higher yields (Figure 1). Thus, the enhanced
yield extraction of P. ramosior is related to the greater
extent of cell rupture of the plant material. This is prob-
ably due to the ultrasound extraction that causes the mi-
gration of compounds from the plant material, provid-
ing an enriched extract compared to the other extracts
in study @9,

Regarding in vitro AChE inhibition, P. cylindraceus
acetonic extract showed the highest inhibition (Figure
2), and may have the highest content in rosmarinic acid,
since a correlation between rosmarinic acid content and
AChHE inhibition capacity has been reported previous-
ly for four other Plectranthus species (P. ecklonii, P.
fruticosus, P. lanuginosus and P. verticillatus) @. The
ACHhE inhibition of these Plectranthus spp. under study
was relatively low comparing to some of the synthetic
medicines used, e.g. tacrine, donepezil and rivastig-
mine that have been reported to cause gastrointestinal
disturbances and problems associated with bioavail-
ability. Therefore, the search for new AChE inhibitors
with higher efficacy, particularly from natural products,
should be an important issue for search.

In vitro tests for screening antimicrobial activity were
performed using Gram-positive bacteria (S. aureus and
E. faecalis), Gram-negative bacteria (P. aeruginosa
and E. coli) and yeasts (C. albicans and S. cerevisiae).
The antimicrobial activity assay was carried out by the
preliminary well diffusion method. Only P. ramosior
acetonic extract showed an inhibition growth against
S. aureus and C. albicans, with no significant inhibi-
tion against Gram-negative bacteria. This results were
in agreement with previous results for other Plectran-
thus spp. which also did not show antimicrobial activity
against Gram negative bacteria (¥,

There has been a growing interest to find natural an-
tioxidants, including volatile chemicals, in plants due
to their inhibiting oxidative damage . The acetonic
extracts under study showed low antioxidant activity.
In previous studies on Plectranthus spp. extracts, the
high content in rosmarinic acid was associated to high
antioxidant activity and high AChE inhibition, on aque-
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Discussao

No presente estudo, foi avaliada a inibi¢ao da acetilco-
linesterase, as atividades antioxidantes e antimicrobia-
nas e a toxicidade no modelo Artemia salina de sete es-
pécies de Plectranthus (P. swynnertonii, P. welwischii,
P. woodii, P. cylindraceus, P. spicatus, P. ramosior ¢ P.
petiolaris). Os extratos acetonicos das sete espécies de
Plectranthus foram preparados utilizando um método
de extragdo assistido por ultrassons. Os rendimentos
de extrac¢do foram determinados para todos os extratos
preparados, ¢ o extrato acetonico de P. ramosior reve-
lou maiores rendimentos (Figura 1). Assim, o rendi-
mento de extracdo de P. ramosior esta relacionado com
a maior extensao da ruptura celular do material vegetal.
Isto ¢ provavelmente devido a extragdo de ultrassons
que causa a migragdo de compostos a partir do mate-
rial vegetal, proporcionando um extrato enriquecido em
comparagdo com 0s outros extratos em estudo @9,

Em relagdo a inibi¢cdo da AChE in vitro, o extrato ace-
tonico de P. cylindraceus mostrou a maior inibicao (Fi-
gura 2) e pode estar relacionado com o maior teor de
acido rosmarinico, uma vez que foi relatada uma corre-
lacdo entre o contetido de acido rosmarinico e a capaci-
dade de inibi¢do da AChE em quatro outras espécies de
Plectranthus (P. ecklonii, P. fruticosus, P. lanuginosus ¢
P, verticillatus) ?. A inibi¢do da AChE destas espécies
de Plectranthus em estudo foi relativamente baixa em
comparagdo com alguns dos medicamentos sintéticos
utilizados, como a tacrina, donepezilo e rivastigmina,
que foram relatados como causadores de distirbios
gastrointestinais ¢ problemas associados a sua biodis-
ponibilidade. Portanto, a busca por novos inibidores da
AChE, particularmente a partir de produtos naturais,
com maior eficacia deve ser um assunto importante a
pesquisar.

Realizaram-se testes in vitro para rastreio da atividade
antimicrobiana utilizando bactérias Gram-positivas (.
aureus ¢ E. faecalis), bactérias Gram-negativas (P. ae-
ruginosa ¢ E. coli) e leveduras (C. albicans ¢ S. cerevi-
siae). Na atividade antimicrobiana realizada pelo méto-
do preliminar de difusdo em pogos, apenas o extrato P,
ramosior mostrou uma inibi¢do do crescimento contra
S. aureus e C. albicans, ¢ ndo mostrou uma inibigao
significativa contra bactérias Gram-negativas. Estes re-
sultados estdo de acordo com resultados anteriores para
outras plantas do género Plectranthus que também nao
mostraram atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas (2.

Tem havido um interesse crescente para encontrar an-
tioxidantes naturais, incluindo produtos quimicos vo-
lateis, nas plantas devido a inibi¢do do dano oxidativo
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ous extracts ??. Since the acetonic extracts in study
showed moderate AChE inhibition and also moderate
antioxidant activity, the rosmarinic acid content should
be low, as well as other antioxidant extract constituents.
Although these results showed that P. ramosior was
the most antioxidant, the activity was only moderate
in comparison with the controls, and, additionally its
AChE % inhibition was low. Hence this extract is not a
potential starting point for the search of drugs that in-
hibit oxidative damage and may consequently prevent
inflammatory conditions, ageing and neurodegenera-
tive diseases (such as Alzheimer’s disease) '¥.

In this study, the brine shrimp lethality assay (Artemia
salina) was preliminary used to search for the toxic-
ity of all extracts prepared. Only three extracts were
considered toxic to 4. salina (lethality > 40%), and for
those the LC50 was evaluated. P. swynnertonnii extract
was the most toxic with LC50 value of 0.036 mg/L,
followed by P. cylindraceaus (LC50 0.50 mg/L) and
P. ramosior (LC50 value 0.88 mg/L). P. cylindraceaus
extract showed the highest AChE % inhibition and was
also toxic to the Artemia model. Hence, this extract is
an interesting starting point for future phytochemical
studies to identify which compounds are responsible
for the biological activities shown.

P ramosior acetonic extract seemed to be the most
promising extract regarding its activity: it had effect on
growth inhibition against bacteria and yeast, had anti-
oxidant activity and revealed high toxicity to 4. salina
model. However, the antimicrobial activity might be
due to its toxicity and this should be further investi-
gated. Other bioactivity studies should be carried out
in order to unravel other potential bioactivities and its
bioactive compounds.

Consequently, this bioactivity screening of Plectran-
thus extracts is important as a preliminary study to
select which plants should be investigated for further
phytochemical studies. Moreover, future studies on P.
ramosior and other active extracts (such as P. cylin-
draceaus, P. swynnertonnii and P. petiolaris) could be
done to determine which are the bioactive compounds
and their structural elucidation (by spectroscopic meth-
ods), and confirm the bioactivity of these compounds
that are responsible for the biological activity revealed
in this study.

Conclusion

In the present study, seven species of Plectranthus were
analysed to evaluate their acetylcholinesterase inhibi-
tion, antimicrobial and antioxidant activities and toxic-
ity. None of the extracts showed high acetylcholinester-
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®. Os extratos acetonicos estudados mostraram baixa
atividade antioxidante. Em estudos anteriores sobre ex-
tratos de Plectranthus, o alto teor de acido rosmarinico
foi associado a alta atividade antioxidante e alta inibi-
¢do da AChE, em extratos aquosos ?*. Uma vez que os
extratos de acetona no estudo mostraram uma inibigao
moderada da AChE bem como a atividade antioxidan-
te, o teor de acido rosmarinico deve ser baixo. Embora
estes resultados tenham mostrado que P. ramosior foi
0 mais antioxidante, a atividade foi apenas moderada
em comparacdo com os controlos e, adicionalmente, a
sua inibi¢do de AChE foi baixa. Por conseguinte, este
extrato ndo ¢ um potencial ponto de partida para a pes-
quisa de farmacos que inibem o dano oxidativo, poden-
do consequentemente prevenir condigdes inflamatorias,
envelhecimento e doengas neurodegenerativas (como a
doenga de Alzheimer) 1%,

O ensaio de letalidade no modelo da Artemia salina, foi
utilizado preliminarmente para pesquisar a toxicidade
de todos os extratos preparados neste estudo. Apenas
trés extratos foram considerados toxicos para A. sali-
na (letalidade > 40%), e para os que foram avaliados
a LC,,. O extrato de P. swynnertonnii foi o mais toxico
com LC, de 0,036 mg/L, seguido do P. cylindraceaus
(LC,,- 0,50 mg/L) € P. ramosior (LC, - 0,88 mg/L). O
extrato de P. cylindraceaus apresentou a maior inibigao
de AChE e também foi toxico para o modelo de Arte-
mia. Assim, este extrato ¢ um ponto de partida interes-
sante para futuros estudos fitoquimicos, de modo a po-
der identificar quais 0s compostos que sao responsaveis
pelas atividades bioldgicas mostradas.

O extrato acetonico de P. ramosior parece ser o extrato
mais promissor em relagdo as atividades biologicas es-
tudadas: obteve efeito sobre a inibi¢do do crescimento
contra bactérias e leveduras em estudo, obteve ativida-
de antioxidante e revelou alta toxicidade ao modelo de
A. salina. No entanto, a actividade antimicrobiana pode
ser devida a sua toxicidade e isto deve ser investigado
mais a fundo. Outros estudos de bioactividade devem
ser realizados para desvendar outras potenciais bioac-
tividades e quais os compostos bioactivos responsaveis
pelas actividades reveladas.

Consequentemente, este rastreio de bioactividade de
extractos de Plectranthus é importante como um estudo
preliminar, para selecionar quais as plantas que devem
ser investigadas para estudos fitoquimicos adicionais.
Além disso, estudos futuros sobre P. ramosior e outros
extratos ativos (como P. cylindraceaus, P. swynnerton-
nii € P. petiolaris) podem ser realizados para revelar
quais sdo os compostos bioativos e sua elucidacao es-
trutural (por métodos espectroscopicos) e confirmar a
bioatividade desses compostos que sdo responsaveis
pela atividade biologica revelada.



ase inhibition or antioxidant activities. Only P. ramosior
acetonic extract exhibited antimicrobial activity, show-
ing positive results against the Gram-positive bacteria
and yeasts tested. Three extracts were toxic against the
brine shrimp, with P. swynnertonnii being the most tox-
ic. P. ramosior acetonic extract exhibited antimicrobial
activity. This preliminary study allows the selection of
which plants should be chosen for future studies. Fur-
ther studies should be undertaken to identify the bio-
active compounds responsible for these bioactivities of
the active extracts. (P. ramosior, P. swynnertonnii, P.
cylindraceaus and P. petiolaris).
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Conclusao

No presente estudo, sete espécies de Plectranthus foram
analisadas para avaliar a inibi¢do da acetilcolinesterase,
atividades antimicrobiana e antioxidante, e toxicida-
de. Nenhum dos extratos mostrou elevada inibicdo de
acetilcolinesterase ou atividade antioxidante. Somente
0 extrato acetonico de P. ramosior mostrou resultados
positivos contra bactérias Gram-positivas e leveduras
testadas. Trés extratos foram toxicos contra o modelo
de A. salina, sendo P. swynnertonnii o mais toxico. O
extrato acetonico de P. ramosior exibiu actividade an-
timicrobiana. Este estudo preliminar permite selecionar
quais as plantas que devem ser escolhidas em estudos
futuros. Outros estudos devem ser realizados para iden-
tificar os compostos bioativos responsaveis por essas
bioatividades dos extratos ativos (P. ramosior, P. swyn-
nertonnii, P. cylindraceaus e P. petiolaris).
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