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Resumo

O género Plectranthus, tem sido usado na medicina tradicional, sendo os diterpenos o
grupo de compostos bioativos mais proeminentes.

Esta dissertacdo tem como objetivo avaliar a atividade biologica (atividades
antimicrobiana e antioxidante, inibicdo da acetilcolinesterase -AchE- e toxicidade geral) de
extratos acetonicos de seis espécies: Plectranthus swynnertonii, P. welwitschii, P. woodii, P.
cylindraceus, P. spicatus e P. petiolaris.

Os extratos em estudo foram obtidos usando 0 método de extracao por ultrassons (10%
m/v), onde o P. petiolaris obteve o maior rendimento de extracdo (11,07 % m/m). No ensaio
de inibicdo da AChE, o extrato de P. cylindraceus foi o mais ativo (30,16 * 3,78%). A atividade
antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em pocgos, contra bactérias Gram positivas,
negativas e leveduras, porém, nenhum extrato demostrou atividade antimicrobiana relevante.

A atividade antioxidante foi avaliada usando o método de DPPH, onde o extrato de P.
swynnertonii demonstrou ser o mais ativo (20,24 %). No ensaio da toxicidade geral em Artemia
salina, o extrato de P. swynnertonii foi 0 mais toxico (CLso de 0,036 mg / L).

Em conclusdo, os extratos de P. cylindraceus e de P. swynnertonii demonstraram um
maior potencial para futuros trabalhos, nomeadamente, isolamento, caracterizacao estrutural e

posterior citotoxicidade.

Palavras-chave: Plectranthus, diterpenos, acetilcolinesterase, antioxidante,

antimicrobiano, toxicidade geral.
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Abstract

The genus Plectranthus, has been used in traditional medicine, with diterpenes being
the most prominent group of bioactive compounds.

This dissertation aims to evaluate the biological activity (antimicrobial and antioxidant
activities, acetylcholinesterase -AchE- inhibition and general toxicity) of acetone extracts from
six species: Plectranthus swynnertonii, P. welwitschii, P. woodii, P. cylindraceus, P. spicatus
and P. petiolaris.

The extracts under study were obtained using the ultrasonic extraction method (10%
m/v), where P. petiolaris obtained the highest extraction yield (11.07% m / m). In the AChE
inhibition assay, P. cylindraceus was the most active (30.16 + 3.78%). The antimicrobial
activity was evaluated by the diffusion method in wells, against Gram-positive, negative and
yeast bacteria, however, no extract showed relevant activity.

The antioxidant activity was evaluated using the DPPH method, where the extract of P.
swynnertonii showed to be the most active (20.24%). In the general toxicity assay in Artemia
salina, the extract of P. swynnertonii was the most toxic (LC50 of 0.036 mg / L).

In conclusion, the extracts of P. cylindraceus and P. swynnertonii demonstrated a
greater potential for future works, namely, isolation, structural characterization and subsequent

cytotoxicity.

Keywords: Plectranthus, diterpenes, acetylcholinesterase, antioxidant, antimicrobial,
general toxicity.
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As plantas medicinais tém sido usadas a milhares de anos para elaborar varios
produtos naturais, capazes de tratar diversas patologias, em forma de dleos, poc¢des, infusdes e
remédios (Dias, Urban, & Roessner, 2012). Contudo, muito dos compostos bioativos
encontrados nos produtos naturais ndo sdo identificados, o que faz com que nas Gltimas décadas,
as mesmas tém vindo a ser usadas intensamente em estudos clinicos, farmacoldgicos e quimicos
(Dias et al., 2012; Rijo et al., 2012).

As plantas medicinais tém evoluido ao longo dos anos, adaptando-se cada vez mais
ao meio ambiente, adquirindo a capacidade de resistirem ao clima, as bactérias, aos fungos e
insetos (Dias et al., 2012). As suas propriedades etnofarmacologicas tém sido utilizadas como
fonte principal para a invencéao de novos farmacos, tendo em conta que, de acordo com os dados
de 2012, da Organizagdo Mundial da Saiude (OMS), 80 % da populacdo dependem de
medicamentos a base de plantas para a atencdo primaria a satde e dos 122 destes medicamentos,
80 % estdo a ser usados conforme o seu uso etnofarmacoldgico original (Dias et al., 2012; Rijo
et al., 2012; Rijo et al., 2014).

Até os dias de hoje, provavelmente, o exemplo mais conhecido a nivel mundial de
farmacos originados a partir de produtos naturais, sdo a pesquisa de Papaver somniferum L.
(papoula do 6pio) que originou no isolamento de diversos alcaloides, no qual inclui a morfina
(Figura 1) (Dias et al., 2012).

Figura 1: Estrutura quimica
da morfina

Sendo assim, para que haja a evolugdo na descoberta de novos farmacos a base de
produtos naturais, € necessario que haja uma melhoria na triagem, no isolamento e na
caracterizacdo quimica dos mesmos, afim de conhecer a composi¢cdo quimica das plantas

medicinais e confirmar os seus usos etnofarmacoldgicos (Dias et al., 2012; Rijo et al., 2012).
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1.1. Atividade antitumoral de diterpenos obtidos de Plectranthus

O cancro continua sendo uma das principais causas mortais no mundo e sendo assim, o
desenvolvimento de novas terapéuticas tem vindo a ter progressos notaveis. Os farmacos
utilizados para o tratamento do cancro, sao altamente eficazes a nivel bioldgico, porém, 0s seus
efeitos em relagdo ao hospedeiro, tém se mostrado bastante toxicos. Como tal, o principal
objetivo nos dias de hoje, tem sido a procura de uma terapia oncoldgica seletiva das células
cancerigenas, visando ndo causar qualquer toxicidade para as células ndo tumorais (Garcia et
al., 2018).

As plantas medicinais tém sido usadas ao longo dos anos na medicina tradicional em
todo o mundo e, em particular, por populacbes asiaticas e africanas. Seu uso medicinal nas
comunidades em desenvolvimento tem aumentado bastante, fazendo com que a comunidade
cientifica aumente o seu interesse em descobrir 0s compostos responsaveis pelas suas
propriedades e, portanto, fornecer a validagao do seu uso (Garcia et al., 2018).

Por este motivo, as espécies do género Plectranthus, tém sido reconhecidas através do
seu potencial antitumoral, devido aos seus metabdlitos bioativos secundarios. Varios
compostos que sdo derivados de plantas, sdo aprovados para a quimioterapia, sendo que muitos
deles apresentam padrdes tdxicos e efeitos colaterais indesejaveis (Cragg & Newman, 2005;
Demain & Vaishnav, 2011; Garcia et al., 2018).

As plantas tém a capacidade de produzir diversos metabdlitos secundarios que
contribuem para a resposta de defesa a fatores externos, tais como os alcaloides, flavonoides,
isoflavonoides, taninos, cumarinas e terpenos. Os terpendides sdo o maior grupo de
fitoquimicos e sdo as unidades de isopreno de cinco carbonos que definem a sua biogénese.
Esse composto pode ser categorizado em classes como hemiterpendides (C5), monoterpendides
(C10), sesquiterpendides (C15), diterpendides (C20), sesterterpendides (C25), triterpendides
(C30) e tetraterpenos (C40) (Murthy, Ramalakshmi, & Srinivas, 2009; Smanski, Peterson, &
Shen, 2012).

Estruturalmente, os diterpenos consistem em quatro unidades de isopreno (possuindo
assim 20 4tomos de carbono) e também quatro grupos metilo ramificados. Sua categorizagéo
quimica depende de varias classes de acordo com a ciclizacéo de seu nucleo através do difosfato
de difosfato (Garcia et al., 2018).

Esta classe de metabolitos é dividida em aciclico ou linear (fitano), biciclico (labdane,

clerodano), antidepressivos triciclicos (pimarano, abietanos), tetraciclicos, diterpenos
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pentaciclicos e macrociclicos. A bioatividade dessa classe varia bastante, porém, estes
compartilham propriedades em comum, essenciais para a saude, como anti-inflamatorio,
antioxidante, antibacteriano, antidiabético e anticancerigeno, entre muitos outros (Mbaveng,
Kuete, & Efferth, 2017; Muniyandi et al., 2017).

Estudos prévios relataram que os diterpendides abietanos, embora presentes em muitas
outras espécies, estdo entre os mais diversos compostos encontrados no género Plectranthus,

principalmente nas glandulas foliares (Garcia et al., 2018).

1.1.1. Compostos naturais obtidos a partir de plantas aprovados em

guimioterapia

Atualmente mais de 50% dos farmacos usados na terapia oncoldgica derivam de plantas,
facto esse que trouxe muito lucro para a inddstria farmacéutica. No entanto tém como
desvantagem, seus altos parametros toxicos e efeitos colaterais associados (Demain &
Vaishnav, 2011; Islam, 2017).

Tendo em isso em conta, varios produtos naturais tém sido o foco de muitos estudos,
em busca de seus mecanismos de acdo e desenvolvimento de novos alvos celulares. Existem
alguns exemplos de terpendides citotdxicos que sdo usados em contexto clinico, na qual
podemos incluir o paclitaxel que é um dos diterpenos com maior destaque, por ser amplamente

usado na quimioterapia (Tabela 1) (Cragg & Newman, 2005; Demain & Vaishnav, 2011).

Tabela 1: Agentes quimioterapicos derivados de plantas aprovados para uso clinico

Agentes antineoplésicos Mecanismo de Estrutura quimica ~ Tratamento de cancro
derivados de produtos naturais acdo (classe) / Fonte
aprovados para quimioterapia boténica
Docetaxel Inibidor dos Derivado de Cancro da mama,

microttbulos diterpenoide Cancro do pulméo de
(Taxano)/ Taxus celulas ndo pequenas,
brevifolia Cancro da prdstata

refratario a terapia

hormonal,
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Etoposido

Inibidor da
Topoisomerase |1

Inibidor da

Topoisomerase |

Inibidor dos

microtlbulos

Inibidor da

Topoisomerase Il

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

Derivado
semissintético da
podofilotoxina
(Lignan)/
Podophyllum
peltatum

Alcaloide
(Analogia da
camptotecina) /
Camptotheca

acuminata

Derivado de
diterpenoide
(Taxano)/ Taxus

brevifolia

Derivado
semissintético da
podofilotoxina
(Lignan)/
Podophyllum

peltatum

Adenocarcinoma
gastrico,
Carcinoma de células
escamosas do cancro

de cabeca e pescoco

Tumores testiculares
refratarios,
Cancro do pulmao de
pequenas células

Carcinoma
metastizado do colon

ou reto

Cancro da mama,
Cancro do ovario,
Cancro do pulmao de

celulas ndo pequenas

Leucemia
linfoblastica aguda

infantil refrataria
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Topotecano Inibidor da

Vinblastina Inibidor dos

microtlbulos

Inibidor dos

microtubulos

Inibidor dos

microtlbulos

Topoisomerase |

Alcaloide
(Analogia da

camptotecina) /

Camptotheca

acuminata

Alcaloide
(Alcaloide de
vinca) /
Catharanthus
rosea

Alcaloide
(Alcaloide de
vinca) /
Catharanthus

rosea

Alcaloide
(Alcaloide de
vinca) /
Catharanthus

rosea

Cancro cervical

Cancro da mama,
Coriocarcinoma,
Linfoma de Hodgkin
Sarcoma de Kaposi,
Linfoma néo-
Hodgkin,
Cancro do testiculo
Leucemia aguda,
Doenga de Hodgkin,
Linfomas néo-
Hodgkin malignos,
Rabdomiossarcoma,
Neuroblastoma,
Tumor de Wilms
Cancro do pulméo,

Cancro da mama

1.1.2. Potencial anticancerigeno do género Plectranthus

A familia Lamiaceae tem cerca de 200 géneros e € onde se encontra a maioria dos

diterpenos. O Plectranthus contém mais de 300 espécies, particularmente encontrados na Africa

Tropical, Asia e Australia. Devido a sua vasta diversidade bioldgica e variedade de espécie,
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estes tém demonstrado varios usos na medicina tradicional, com potencial antimicrobiano,
antioxidante, anti-inflamatorio e antitumoral (Lukhoba, Simmonds, & Paton, 2006; Rice, Brits,
Potgieter, & Staden, 2011; Rijo, Matias, Fernandes, Simdes, & Nicolai, 2014)

Uma enorme variedade de espécies de Plectranthus pertencentes a flora australiana,
foram estudadas e os P. amoenus e P. fasciculatus registaram efeitos antitumorais muito
potentes. Assim como também foi feito um rastreio de um total de 26 extratos de Plectranthus,
onde foram testados quanto a sua citotoxicidade em células da mama MDA-MB-231,
observando bons resultados para o extrato aceténico de P. madagascariensis, e seus
componentes que foram isolados e também testados, demostraram resultados positivos (Garcia
etal., 2018).

No geral, as atividades citotdxicas dos extratos e compostos derivados dos Plectranthus
sugerem que a sua extensa diversidade quimica conduz a um amplo valor bioldgico, levando a
uma alta demanda na exploracdo deste género, para outros compostos biologicamente ativos
(Garcia et al., 2018).

Vérias classes de diterpendides sdo encontradas no género Plectranthus, sendo a classe
de diterpenos abietanos relatada como a principal. A sua bioatividade é amplamente descrita e
a sua variedade de compostos é constituida por familias diferentes, nomeadamente roileanonas,
spirocoleons e quinonas, aos quais uma variedade de atividades esta associada (Garcia et al.,
2018).

Todos os diterpenos derivados dos Plectranthus, independentemente da citotoxicidade,
até agora identificados em diversas espécies, estdo apresentados na Tabela 2 (Garcia et al.,
2018).

Tabela 2: Estrutura quimica dos varios diterpenos isolados a partir de varias espécies de Plectranthus

Diterpene Chemical Structure
of the Diterpene

OH

7a-Acetoxy-66-hydroxy-royleanone
1)
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Plectranthroyleanone A

(2)

Plectranthroyleanone B (3)

Plectranthroyleanone C (4)

Dehydroabietane or abietatriene

(5)

Taxodione

(6)
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6a,11,12,-trihydroxy-78,20-epoxy-8,11,13-
abietatriene

(7)

5,6-didehydro-7-hydroxy-taxodone
(8)

20-Deoxocarnosol

(9)

Barbatusol
(10)

Cyclobutatusine
(11)
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3B-hydroxy-3-deoxybarbatusin
(12)

Barbatusin
(13)

7B-acetyl-12-desacetoxy-cyclobutatusine
(14)

68-hydroxicarnosol
(15)

Plectrinone A
(16)
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Plectrinone B

(17)

Forskolin
(18)

Coleon A
(19)

Coleon B
(20)

Coleon E
(21)
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Coleon F

(22)

Coleon O
(23)

Coleon T
(24)

Coleon S
(25)

14-deoxycoleon U
(26)

Plectranthone J
(27)
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Demethylcryptojaponol or
11-hydroxysugiol
(28)

Sugiol
(29)

Ferruginol
(30)

Cariocal
(31)

Isoforskolin
(32)

1-deoxyforskolin
(33)

13-epi-sclareol
(34)

OH
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68-hydroxy-7a-methoxyroyleanone
(35)

6,7-Dehydroroyleanone
(36)

68,7a-dihydroxyroyleanone
(37)

Coleon M
(38)

Coleon N
(39)

Coleon P
(40)

16



Claudia de Fatima Santos Oliveira

Pesquisa de atividade biol6gica de extratos de seis espécies de Plectranthus: P. cylindraceus, P. petiolaris, P.

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

Coleon Q
(41)

Coleon R
(42)

Kaurenic acid
(43)

HO

Parvifloron F
(44)

HO

11-Hydroxy-12-ox0-7,9(11),13-abietatriene
(45)

7a,11-dihydroxy-12-methoxy-8,11,13-
abietatriene
(46)
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7a,18-dihydroxy-isopimara-8(14),15-diene
(47)

Coleon U

(48)

Coleon C
(49)

ent-3B-acetoxylabda-8(17),12Z,14-trien-
2a-ol
(50)

ent-12B-acetoxy-15B3-hydroxykaur-16-en-
19-oic acid
(51)

Rllife}
>
a

ent-12B-acetoxy-783-hydroxykaur-16-en-
19-oic acid
(52)
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gl

ent-78-hydroxykaur-15-en-19-oic acid
(53)

ent-123-Acetoxy-17-oxokaur-15-en-19-oic
acid (54)

14-hydroxytaxodione
(55)

HO ‘.n\\\\H

Coleon V
(56)

7
Z
z

Grandidone A
(57)
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Grandidone B
(58)

Grandidone C
(59)

Grandidone D
(60)

7-Epigrandidone A
(61)
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7-Epigrandidone B
(62)

7-Epigrandidone D
(63)

Royleanone
(64)

Horminone
(65)

68-hydroxyroyleanone
(66)

21



Claudia de Fatima Santos Oliveira

Pesquisa de atividade biol6gica de extratos de seis espécies de Plectranthus: P. cylindraceus, P. petiolaris, P.

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

7B-formyloxy-66-hydroxyroyleanone
(67)

Rhinocerotin acid
(68)

14-O-acetylcoleon U
(69)

7a-formyloxy-6B-hydroxyroyleanone or
7a-formyloxy-6,12-dihydroxy-abieta-8,12-
diene-11,14-dione
(70)

7B-acetoxy-66-hydroxyroyleanone or
7a-acetoxy-6,12-dihydroxy-abieta-8, 12-
diene-11,14-dione
(71)

66, 7B-dihydroxy-royleanone
(72)
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16-acetoxyhorminone
(73)

16-acetoxy-7a-hydroxyroyleanone
(74)

Lanugones A (75)
Lanugone B (76)
Lanugone C (77)

Lanugones D (78)
Lanugone E (79)

Lanugones F (80)
Lanugone G (81)
Lanugone H (82)
Lanugone | (83)
Lanugone J (84)

Lanugones K (85)

Lanugone L (86)

Ry

ORy

(78) R4=CHO, Ry=R3=R,=H
(79) R1=Ry=R4=H, R3=C,Hs

(80) Ry=R,=Ry=R,=H

7or;  (81) Ry=R,=R4=H, Ry=CHO

(83) Ry=OCHO, Ry=R,=H, R3=CHO

)
)
(82) Ry=OH, Ry=R,=H, Rg=CHO
)
(84) R{=0CHO, R,=R,=Ac, Rz=CHO

23



Claudia de Fatima Santos Oliveira

Pesquisa de atividade biol6gica de extratos de seis espécies de Plectranthus: P. cylindraceus, P. petiolaris, P.

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

Lanugone M (87)

Lanugone N (88)

OCHOH

Lanugone O (89)

Lanugone P (90)

OCHO

Lanugone Q (91)

Lanugone R (92)

Lanugone S (83)

OCHO
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(15S)-Coleon C
(94)

(15S)-Coleon D
(95)

Coleon G
(96)

"

Coleon J
(97)

-

Coleon Y
(98)

3-O-desacetyl-3-O-formyl-coleon Y
(99)

orco™

AcO
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12-O-desacetyl-coleon Q or
15-epilanugon F
(100)

7-O-acetyl-12-O-desacetyl-19-hydroxy-
coleon Q
(101)

18-acetoxy-12-O-desacetyl-coleon Q
(102)

bis(abeo)-royleanone
(103)

di-abeo-7a-methoxy-royleanone
(104)

683, 7a-dihydroxy(allyl)royleanone
(105)

Parvifloron D
(106)

HO.
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Coleon-U-
qguinone
(207)

Parviflorone E
(108)

HO.

HO

Plectranthol A
(109)

HO.

Plectranthol B
(110)

HO.

HO'

6-O-acetylforskolin
(111)

1,6-di-O-acetyl-9-deoxyforskolin
(112)
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1,6-di-O-acetylforskolin
(113)

11R*-acetoxyhalima-5,13E-dien-15-oic
acid
(114)

Plectrornatin A
(115)

Plectrornatin B
(116)

Plectrornatin C
(117)

Taxoquinone or
7B-hydroxy-royleanone
(118)

7B3-acetoxy-royleanone
(119)
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7B-acetoxy-66-hydroxy-12-O-methyl-
royleanone
(120)

8a,9a-epoxycoleon-U-quinone
(121)

Demethylinuroyleanol
(122)

1a,5a-dihydroxymanoyl oxide
(123)

11-hydroxy-19-(methyl-buten-2-oyloxy)-
abieta—-5,7,9(11),13-tetraene-12-one
(124)

11-hydroxy-19-(4-hydroxy-benzoyloxy)-
abieta-5,7,9(11),13-tetraene-12-one
(125)

29



Claudia de Fatima Santos Oliveira

Pesquisa de atividade biol6gica de extratos de seis espécies de Plectranthus: P. cylindraceus, P. petiolaris, P.

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

11-hydroxy-19-(3,4-dihydroxybenzoyloxy)-
abieta-5,7,9(11),13-tetraene-12-one
(126)

ent-3B-(3-methyl-2-butenoyl)oxy-15-
beyeren-19-oic acid
(127)

ent-7a-acetoxy-15-beyeren-18-oic acid
(128)

7a-formyloxy-6B-hydroxyroyleanone
(129)

Sanguinone A o
(130)

16-O-acetylcoleon D
(131)

Parvifloron A
(132)

30



Claudia de Fatima Santos Oliveira

Pesquisa de atividade biol6gica de extratos de seis espécies de Plectranthus: P. cylindraceus, P. petiolaris, P.

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

Parvifloron B
(133)

Parvifloron G
(134)

Parvifloron H
(135)

ent-16-kauren-19-ol (136)
ent-16-kauren-19-oic (137)
xylopic acid (138)
xylopinic acid (139)

(136) Ry=CH,0H, Ry=Ry=R,=H
(137) Ry=COOH, R,=R3=R,=H

(138) Ry=COOH, R,=R3=H, R;=OAc
(139) Ry=CooH, R,=0Ac, Ry=R,= =0

Hinokiol (140)

7a-acetoxyroyleanone
(141)
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7-oxoroyleanone
or 7-ketoroyleanone
(142)

7a-acyloxy-
6B-Hydroxyroyleanone
(143)

\\\\\\\“

OH

R = fatty acid chain

Abietic acid
(144)

Neste estudo, sdo avaliadas diversas atividades bioldgicas de extratos de seis espécies
de Plectranthus, nomeadamente, Plectranthus swynnertonii S. Moore (Figura 2), P.
Welwitschii (Brig. Codd) (Figura 3), P. woodii Girke (Figura 4), P. cylindraceus Hochst, ex
Benth (Figura 5), P. spicatus E. Mey ex Benth. (Figura 6) e P. petiolaris E. Mey ex Benth
(Figura 7), que de acordo com as varias referéncias consultadas, as informagdes cientificas
sobre as mesmas sao bastante escassas, tanto em relagdo aos seus usos etnobotanicos como em
estudos fitoquimicos, com a exce¢do do P. cylindraceus Hochst, ex Benth.

Além dos seus usos etnobotanicos, os Plectranthus sdo notorios na horticultura, como
nos jardins, rochedos e bonsai, na floricultura ao produzirem flores muito atraentes e resistentes
a pragas e no uso doméstico, sendo usado na culinaria, como repelente de moscas e aromatico,

como é possivel observar na Tabela 3 (Rice et al., 2011).
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Figura 5: P. cylindraceus

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

Figura 6: P. spicatus

Rg‘

Figura 4: P. woodii

Figura 7: P. petiolaris

Tabela 3: Usos Horticolas e Domésticos das plantas Plectranthus spp. em estudo

Espécies

Plectranthus
cylindraceus

(P.cy)

Plectranthus
petiolaris

(P. pet)

Plectranthus
spicatus
(P. sp)

Plectranthus
swynnertonii

(P. swy)

Nome da espécie com
autoridade e sinbnimo recente

Plectranthus cylindraceus Hochst.
ex Benth.

Plectranthus petiolaris E. Mey. ex
Benth.

Plectranthus spicatus E. Mey. ex
Benth.

Plectranthus swynnertonii S.
Moore

Usos Horticolas /
Usos Domésticos

Cestas de
suspensao
Jardins Bushveld
Jardins Bushveld
Cobertura do solo

/
Aromatico

Jardins Bushveld

Jardins Florestais

Cobertura do solo

Referéncia

Van Jaarsveld,
1987, 2006

Pooley (1998)

Van Jaarsveld
(2006)

Pooley (1998)

Pooley (1998)

Van Jaarsveld
(2006)

Van Jaarsveld
(2006)
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Plectranthus Plectranthus Welwitschii (Brig. Sem Dados Sem Dados
Welwitschii Codd)

(P. wel)
Plectranthus Plectranthus woodii Girke

woodii Jardins ornamentais Van Jaarsveld

(P. woo) Plectranthus hadiensis (Forssk.) (2006)

Schweinf. ex Spreng. var. woodii
(Gurke) Codd
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2. SECCAO EXPERIMENTAL
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2.1. Reagentes

Acetona; dimetilsulfoxido (DMSO); 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH);
Quercetina; acido 5,5'ditiobis (acido 2-nitrobenzéico) (DTNB); Acetilcolinesterase (AChE) e
lodeto de acetilcolina obtido pela Sigma. Tacrina, Tampdo HEPES (50 mM, pH 8,0) e Reagente
de Ellman (Fluka Chemie AG). Agar Mueller-Hinton e Sabouraud Dextrose foram obtidos pelo
Biokar Diagnostics. Vancomicina; Norfloxacina; Nistatina; Butil hidroxitolueno (BHT) e o
metanol foram obtidos pela Sigma. Sal Artemia JBL e Ovos de Artemia JBL foram obtidos pela
JBL GmbH e Co. KG, D-67141 Neuhofen Alemanha.

2.2. Equipamento

Papel de filtro (Whatman N°5, Inc., Clifton, NJ, USA), Evaporador rotativo (K Ika-
WERKE, GMBH $ CO.KG; D-79219 staufen Alemanha), Aparelho de ultrassons da VWR,
Espectrofotometro U-1500 Hitachi Instruments, Inc USA., Microscopio otico ((E, CETI
Bélgica), Microplacas de 96 pocos (TECAN Infinite M200, Mannedorf, Suica), Bomba de ar
de aquério (HI-FLOTM Single Type 4000), Armario com termdstato AQUA LYTIC®, Silica
gel de TLC 60F254 20x20 (Merck KGaA) e Bico de Bunsen.

2.3. Material Vegetal

Todo o material das seis espécies de plantas estudadas para a elaboragdo deste
trabalho, nomeadamente, Plectranthus swynnertonii S. Moore, P. welwitschii (Brig. Codd), P.
woodii Glrke, P. cylindraceus Hochst, ex Benth, P. spicatus E. Mey ex Benth. e P. petiolaris
E. Mey ex Benth, cresceram no Parque Botanico da Tapada da Ajuda, provenientes de por¢oes
de caules vindos do “Kirstenbosch National Botanical Gardens”, Africa do Sul, ¢ foram
recolhidos entre 2007 e 2008, sempre em Junho e Setembro, e varias espécies foram plantadas
no Herbario “Jodo de Carvalho e Vasconcelos” do “Instituto Superior de Agronomia”, Lisboa

(LISI), Portugal.
2.4. Microrganismos

Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 10231, obtidas de “American Type Culture
Collection” (ATCC).
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2.5. Preparago dos extratos

Muitas espécies de Plectranthus tém se mostrado com grande potencial a nivel das suas
atividades bioldgicas. Apesar de ainda existir uma grande necessidade de pesquisa, para que
haja a validacdo cientifica das mesmas e melhor entendimento das suas propriedades
farmacologicas, pode-se dizer que € uma area que vem se mostrando bastante promissor (Rice
etal., 2011).

Antes de iniciar qualquer ensaio para avaliar a atividade biologica dos extratos das seis
espécies de Plectranthus, fez-se a preparacdo dos mesmaos, utilizando o método de extracdo por
ultrassons (10 % (m/v)). Para tal, adicionou-se 30 mL de acetona (Solvente extrator) a 3 g de
folhas trituradas de planta seca, seguido de ultrassom, onde foi feita a extragdo com a duracéo

de 1 hora. Para cada extrato, foram realizadas trés extracoes.

Ao fim de cada extracao, filtrou-se o conteudo extraido para um bal&o de fundo redondo,
usando um papel de filtro (Whatman N° 5 paper, Inc., Clifton, NJ, USA), obtendo no fim, para
cada extrato, o conteudo total das trés extracdes, que de seguida foram evaporados usando o
evaporador rotativo a 40-50 °C. Os contetdos extraidos foram depois dissolvidos em DMSO a

uma concentracdo de 10 mg/mL, e posteriormente, colocados em Eppendorfs.

O rendimento de extracdo foi determinado para cada um dos extratos, de acordo com a
Equacdo 1. Os resultados foram expressos em percentagem de rendimento de extracdo (%)

para cada um dos extratos testados.

Residuo seco (g)

~ . 0, R 1 = 1 X
Equacdo 1: % Rendimento (m/m) 00 Planta seca (g)

2.6. Atividade antioxidante

O oxigénio é essencial e indispensavel a vida aerdbia, assim como um poderoso oxidante
(Duarte-Almeida, José, Genovese, & Lajolo, 2006; Hasan et al., 2009 ). Os seus radicais livres
como o hidroxila (OHe), o superoxido (O2e-), o 6xido nitrico (NO¢) e o lipidico pirdxilo
((LOOe), sdo muito importantes para o corpo humano, no entanto, quando ha a producao
excessiva dos mesmos, estes podem afetar seriamente 0 nosso organismo podendo levar a

consequéncias graves como a doenca isquémica cardiaca, diabetes, aterosclerose, cancro,

37



Claudia de Fatima Santos Oliveira

Pesquisa de atividade biol6gica de extratos de seis espécies de Plectranthus: P. cylindraceus, P. petiolaris, P.

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

neurodegenerativas (Alzheimer), entre outros (Duarte-almeida et al., 2006; Hasan et al., 2009).

Para avaliar a capacidade de recaptacdo de radicais livres dos extratos, foi usado o
método do DPPH (2,2-difenil-1-1-picrilhidrazila) (Rijo et al., 2014). O método de DPPH é
bastante usado devido a ser considerado um método rapido, simples, preciso e muito sensivel
(Oliveira, 2015).

Inicialmente, & fim de determinar qual o controlo positivo a ser usado neste ensaio,
nomeadamente, quercetina ou BHT, calculou-se a atividade antioxidante das mesmas. A

atividade antioxidante foi calculada de acordo com a Equacao 2.

A DPPH — A amostra

E a0 2: %) =
quacdo 2: AA (%) =100X ADPPA

2.6.1. DPPH - Ensaio qualitativo

A atividade antioxidante dos extratos foi qualitativamente determinada utilizando o
ensaio de radical DPPH em TLC, usando como controlo positivo a quercetina 1 mg/mL em
acetona, sendo que esta tem atividade antioxidante comprovada, e como controlo negativo
optou-se por usar a acetona, em vez de DMSO, sendo que a acetona ndo tem nenhuma atividade
antioxidante, enquanto que o DMSO tem alguma atividade antioxidante, o que poderia originar
falsos positivos.

Para a realizacdo do ensaio, dividiu-se a placa de TLC em oito quadrados, sendo que
seis destes quadrados, foram para os extratos em estudo e 0s outros dois quadrados, para 0s
controlos positivo e negativo. Em cada um dos seis quadrados aplicou-se 10 uL do extrato
correspondente (1 mg/mL em acetona), no controlo positivo 10 uL de quercetina e no controlo
negativo aplicou-se 10 uL de acetona.

A placa de cromatografia (TLC) foi pulverizada com DPPH e o resultado esperado
é de aparecer uma mancha amarela, no local da aplicacdo do extrato e no controlo positivo, 0
que significa que os mesmos apresentam a capacidade de reduzir o radical DPPH (Rijo et al.,
2012). A molécula de DPPH é considerada um radical organico livre estavel, apresentando boa
estabilidade na auséncia de luz, assim como viabilidade e simplicidade (Oliveira, 2015).

Porém, quando o radical DPPH recebe a transferéncia de um eletréo a partir do

composto antioxidante, este perde a sua cor violeta, para amarelo ou violeta bem claro,
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resultando numa diminuicdo da absorvéncia do mesmo, que pode ser monitorizada
quantitativamente através do espetrofotdmetro UV/visivel (Hasan et al., 2009).
Quanto mais intensa for a mancha amarela, maior é a atividade antioxidante do

composto (Rijo et al., 2012).

2.6.2. DPPH - Ensaio quantitativo

Para a realizacdo do ensaio quantitativo, foram adicionados 10 pL de extrato de planta
(amostra) a 990 pL de solucdo de DPPH (0,002% em metanol), sendo este ter sido realizado
em triplicado, para cada extrato, assim como para o controlo positivo.

As misturas foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente e, de seguida,
a absorvéncia foi medida no espectrofotometro a 517 nm, contra o correspondente branco. A
atividade antioxidante de cada extrato e do controlo positivo, foi calculada de acordo com a
Equacdo 2, em que AA (%) é a atividade antioxidante, A DPPH é a absorvéncia do DPPH
contra o branco e A amostra € a absorvéncia do extrato ou controlo positivo contra o branco.

Os extratos foram testados a uma concentracdo final de 10 pg/mL.

2.7. Atividade antimicrobiana — Método de difusdo em pogos

Para testar a atividade antimicrobiana de cada extrato preparado, foi usado o método de
difusdo em pogos, em que, cada extrato foi avaliado contra seis espécies bacterianas e leveduras,
nomeadamente Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Saccharomyces
cerevisiae ATCC 2601 e Candida albicans ATCC 10231.

Os extratos preparados anteriormente, foram reconstituidos em DMSO a uma
concentracdo de 1 mg/mL, assim como as solucdes stock dos antibidticos de referéncia,
nomeadamente, a vancomicina, a norfloxacina e a nistatina, que foram também preparadas a
uma concentracdo de 1 mg/mL em DMSO.

Como controlo negativo, foi usado o DMSO e para os controlos positivos foram usados
a vancomicina para bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis),
a norfloxacina para bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e

nistatina para fungos e leveduras (Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans).
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As caixas de Petri que continham 20 mL de meio de cultura de Agar Mueller-Hinton
solido e Sabouraud Dextrose (para as leveduras) foram inoculadas com 0,1 mL de suspenséo
bacteriana de acordo com a escala 0,5 da solugdo de McFarland e a suspensdo foi
uniformemente espalhada na superficie do meio usando uma zaragatoa. Em seguida, foram
feitos pocos com aproximadamente 5 mm de didmetro no meio e foram colocados 50 uL de
cada extrato nesses pogos, assim como a mesma quantidade de controlos positivo e negativo.

As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas e a atividade antimicrobiana foi
avaliada, ao fim desse tempo, por medicdo do didmetro (mm) da zona de inibicdo formada a

volta dos po¢os e comparando-os com o diametro dos controlos observados.

\\ 1 superficie da placa de agar
— \ — ==y Figura8b: Formacao dos pogos

- 1
Ry <% ~ s Figura 8c: Adicao do volume da solucdo de
Q extrato o agente antimicrobiano
1

|\ .. - /=y Figura 8d: Incubagdo, seguida de medigéo

— dos halos dos pocos

Figura 8: Procedimento da avaliagdo da atividade antimicrobiana usando o método de difusdo em

pOGOs

2.8. Atividade in vitro da inibi¢do da acetilcolinesterase

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase foi avaliada tendo em conta 0 método
de Ellman descrito por Rijo et al. (2014a), usando um leitor de microplacas.

O método de Ellman, porém, sofreu algumas alterac¢Ges, usando a acetilcolina como
substrato e o acido 5,5'ditiobis (&cido 2-nitrobenzéico) (DTNB) como reagente de Ellman.
Como controlos positivo e negativo, usou-se a Tacrina e uma amostra de solvente,

respetivamente.
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Numa placa de 96 pogos, fez-se uma mistura de tampdo HEPES (50 mM, pH 8,0),
solugdo de amostra (30 uL) e enzima. AChE (0,5 U / mL), que posteriormente foi incubada
durante 15 minutos a 25 °C (Figura 9).

A reacdo apenas deu inicio, ap6s a adi¢cdo de acetiltiocolina (1,20 mM) e DTNB
(3,03 mM). A hidrélise da acetiltiocolina foi monitorizada, a cada 30 segundos durante 3 min,
pela formacéo de anido 5tio-2 nitrobenzoato amarelo como resultado da reagdo do DTNB com
a tiocolina, produzida pela hidrélise enzimética da acetiltiocolina, com um comprimento de
onda de 405 nm, usando um leitor de placas de microplacas de 96 po¢os (TECAN Infinite
M200, Mannedorf, Suica).

O ensaio foi realizado em triplicado.

Figura 9: Placa de 96 pocos usada para realizar o ensaio in vitro da inibi¢do da acetilcolinesterase — Método de
Ellman

A percentagem de inibicdo da atividade de AChE foi obtida a partir da expressao: 100 -
(Vi/ Vo x 100), onde Vi é a taxa inicial calculada na presenca de inibidores e Vo € a atividade
enzimatica (Equacéo 3).

A Vi e a Vo, que correspondem a velocidade de reacdo do inibidor e velocidade da

reacdo controlo, respetivamente, sdo calculadas se acordo com a Equagéo 4.

Equacéo 3:
Inibicdo (%) = 100 — (100 X

Velocidade de reacgao do inibidor)
Velocidade da reagdo controlo
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Equacéo 4:

i . o /Absorvéncia corrigida (nm)
Velocidade da rea¢do do controlo ou inibidor = ( Tempo (mn) )

2.9. Ensaio de toxicidade geral em Artemia salina L

Com o objetivo de avaliar a toxicidade geral dos diferentes extratos, foi realizado
um teste de toxicidade geral usando o modelo de Artemia salina L (Meyer et al., 1982). Antes
de iniciar este ensaio colocou-se a Artemia a crescer em agua salgada artificial, tendo em conta
determinadas condi¢fes como, a agitacdo que deve manter-se constante e uma temperatura
amena.

O crescimento das Artemias foi monitorado até que se tivesse uma quantidade de
Artemias vivas suficiente para proceder ao ensaio. Sendo que 0s extratos usados para realizar
este ensaio, encontravam-se diluidos em DMSO, avaliou-se qual a melhor concentracdo de
DMSO a ser usado, para que este tenha a capacidade de matar as Artemias. Foram realizados
varios ensaios com DMSO, em diversas concentracbes (1 mg/mL — 0,0001 mg/mL) e
determinou-se a % de Artemias mortas, usando assim, a concentracdo de 0,1 mg/ml, que é onde
se observou uma % intermédia de Artemias mortas.

Posteriormente, iniciou-se a realizacdo do ensaio, em que no interior de cada pogo
da placa, adicionou-se o maior nimero de Artemias salinas vivas, evitando ao maximo 0s ovos.
A solucdo salina foi preparada misturando 500 mL de agua da torneira com trés colheres de sal,
sendo esta, de seguida, colocada nos pocos juntamente com Artemias, servindo como uma
espécie de controlo.

Para testar os extratos, foram adicionados em cada poco, 900 uL da solu¢do com
Artemias salinas a 100 uL de extrato a uma concentracdo de 0,1 mg/mL, e ap0s 24 horas
contabilizou-se 0 n° de mortes de Artemias Salinas (este niUmero corresponde aos Nauplios
mortos pelo extrato). Depois juntou-se as soluc¢des, 100 uL de Dicromato de potéssio (K2Cr207
com uma concentra¢do de 100 mg/mL) com o objetivo de matar toda a Artemia existente no
pogo e esperou-se alguns minutos, para que de seguida fosse possivel contabilizar-se as
Artemias mortas novamente (este numero corresponde aos Nauplios totais).

A percentagem (%) de Artemia salina morta, por cada extrato, foi determinada de

acordo com a Equacéo 5.
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Nauplios Totais — Nauplios Vivos

Equacdo 5: Concentracio Letal (%) = Nauplios Totais

Os extratos considerados ativos (acima dos 40 %) foram testados novamente a
concentragOes de 0,1, 0,5 e 1 ppm e 0 nimero de nauplios mortos foram registados e usados

posteriormente para determinar a concentracdo minima de extrato capaz de matar 50 % dos
organismos Vvivos considerados (CLsg). Os valores de CLso iguais ou inferiores a 1 ppm foram

considerados ativos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Rendimento da extragdo por ultrassons

Neste trabalho, seis espécies de Plectranthus foram estudadas, nomeadamente,
Plectranthus swynnertonii S. Moore, P. welwischii (Brig. Codd), P. woodii Girke, P.
cylindraceus Hochst, ex Benth, P. spicatus E. Mey ex Benth. e P. petiolaris E. Mey ex Benth.,
e 0s extratos secos de cada uma das plantas foram preparadas usando a acetona como solvente
extrator.

O método de ultrassom foi utilizado para a realizacdo da extracao, tendo em conta a
sua eficacia ja comprovada, de acordo com Rijo et al. 2014a.

O rendimento de extracdo (%) de cada uma das seis espécies de Plectranthus esta
apresentada no Gréfico 1, sendo que o P. petiolaris teve o maior rendimento de extragdo (11,07
% m/m), seguido pelo P. cylindraceus (9,68 % m/m), enquanto que o P. welwischii obteve o
rendimento mais baixo (3,59 % m/m).

De acordo com Rijo et al. 2014, o rendimento da extracdo dos extratos € maior

quando h& maior rutura celular do seu material vegetal, possibilitando uma maior lixiviacdo dos
componentes no solvente extrator.

Gréfico 1: Rendimento de extracdo (residuo seco % m/m) das seis espécies de Plectranthus.
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3.2. Atividade antioxidante pelo método de DPPH

A atividade antioxidante dos extratos de Plectranthus foi avaliada pelo método de
DPPH. Inicialmente testou-se dois tipos de controlo positivo, nomeadamente, a quercetina e o
BHT, com o objetivo de determinar qual dos compostos continha maior poder antioxidante e
de acordo com a Tabela 4, observou-se que a quercetina possuia maior poder antioxidante

(99,47 %), e, portanto, foi o escolhido para ser o0 antioxidante de referéncia para este ensaio.

Tabela 4: Dados relativos a atividade antioxidante dos controlos positivos, BHT e Quercetina - Ensaio

quantitativo (DPPH)
Composto  Abs Abs Abs Abs Abs Meédia Desvio- Absorvéncia AA
DPPH branco 1 2 3 padrdao  corrigida (%)
Quercetina 0,824 0,224 0,340 0,181 0,164 0,228 0,10 0,004 99,47
BHT 0,957 0,07 0,86 08 085 0,854 0,01 0,783 18,18

3.2.1. Ensaio qualitativo

Para determinar qualitativamente a atividade antioxidante dos extratos foi utilizado
0 ensaio de radical DPPH em TLC e todos os extratos estudados produziram resultados
positivos, como € possivel observar na Figura 10.

Visto que todos os quadrados apresentaram uma coloracdo amarela, assim como o0
controlo positivo, a quercetina, concluiu-se entdo, que todos os extratos de Plectranthus

analisados tém alguma atividade antioxidante.

Figura 10: Resultado obtido da atividade antioxidante para os extratos analisados, assim como os controlos, positivo e
negativo, quercetina e acetona, respetivamente, usando o método de DPPH - qualitativo
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3.2.2. Ensaio quantitativo

As capacidades antioxidantes dos extratos organicos foram avaliadas mediante o
método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH) e a diminui¢éo na absorc¢éo da solucéo
de DPPH seguida da adicdo de um antioxidante, foi medida no espetrofotometro a 517 nm.

Apo6s a medicdo da absorvéncia a 517 nm, calculou-se a % da atividade antioxidante
de cada extrato. Os extratos acetonicos foram entdo quantificados, e o extrato de P.
swynnertonii apresentou a maior atividade antioxidante (20,24 %), enquanto que o P. spicatus
obteve o menor resultado (10,57 %), como € possivel observar no Gréfico 2.

Contudo, tendo em conta a atividade oxidante da quercetina (99,47 %), que foi usada
como controlo positivo, é visivel que todos os extratos possuem baixa atividade antioxidante.
Em estudos ja realizados, o teor de &cido rosmarinico e a atividade antioxidante, foram
diretamente proporcionais. Sendo assim, podemos afirmar que as espécies em estudo, tém baixo
teor de acido rosmarinico na sua constituicdo, o que resultou em um baixo poder antioxidante
(Rijo et al., 2014a).

Gréfico 2: Resultado da determinagdo da Atividade antioxidante (%) de cada extrato estudado e da Quercetina

(controlo positivo).
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3.3. Atividade antimicrobiana pelo Método de difusdo em pocos

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos, usou-se 0 método de difusdo em
pocos e tendo em conta todos os extratos, nenhum mostrou atividade antibacteriana
significativa, apresentando zonas de inibicao idénticas as do controlo negativo DMSO (5 mm),
como ¢é possivel observar na Tabela 5.

Ao longo dos anos, cada vez mais as baterias tém se mostrado mais resistentes aos
antibidticos, facto esse que tem preocupado bastante a saude publica (Gaspar-Marques, Rijo,
Simdes, Duarte, & Rodriguez, 2006). Com isso, a descoberta de novos antibioticos tem sido o
principal objetivo dos pesquisadores (Valgas, Souza, Smania, & Jr, 2007).

O método de difusdo em pocos € um método qualitativo, usado para avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos microbianos ou plantas (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda, 2016). Os
testes em agar sdo 0s mais usados, visto que estes tém a vantagem de serem mais simples e a

interpretacdo dos resultados serem através da visualiza¢do dos halos (Almeida et al., 2014).

Tabela 5: Resultado da atividade antimicrobiana dos seis extratos acetonicos usados no ensaio, pelo método de
difusdo em pogos

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

Sc — Saccharomyces cerevisiae; Ca — Candida albicans.

Gram - Gram + Leveduras
Pa Ec Sa Ef Sc Ca
Controlo 32 33 21 20 29 29
positivo
Controlo 5 5 5 5 5 5
negativo
P. spicatus 5 5 5 5 5 5
P. 5 5 5 5 5 5
cylindraceus
P. 5 5 5 5 5 5

swynnertonii
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P. petiolaris 5 5 5 5 5 5
P. welwischii 5 5 5 5 5 5
P. woodii 5 5 5 5 5 5

3.4. Atividade in vitro da inibicio da acetilcolinesterase

A inibicdo da acetilcolinesterase foi avaliada pelo método de Ellman, usando um leitor
de microplacas de 96 pocos. A percentagem de inibicdo da AChE foi determinada em todos 0s
extratos, a uma concentracdo de 1 mg/mL, e o P. cylindraceus foi 0 mais ativo, com uma

inibicdo de 30,16 + 3,78%, como é possivel observar no Grafico 3.

A maior percentagem de inibicdo da acetilcolinesterase do extrato cetonico de P.
cylindraceus, de acordo com Rijo et al. (2014a), pode estar associado a sua maior concentracao
de acido rosmarinico na sua composicao, sendo que no referido estudo, a inibicdo da AChE e 0

teor de acido rosmarinico das espécies de Plectranthus estavam correlacionados.

Grafico 3: Percentagem de inibigdo da acetilcolinesterase (AChE) das seis espécies de Plectranthus a uma
concentragdo de 1 mg/mL
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3.5. Ensaio de toxicidade geral com o modelo da Artemia salina L

Para avaliar a toxicidade de todos 0s extratos neste estudo, usou-se o0 modelo da Artemia
salina L. Para analisar a capacidade toxica do DMSO em relagdo as Artemias, foram realizados

varios ensaios, em diversas concentracdes de DMSO, como é possivel observar na Tabela 6.

Tabela 6: Concentracdo de DMSO (mg/mL) e respetiva % de Artemias Salinas mortas.

Concentragdo de DMSO (mg/mL) % de Artemias
mortas
1 100
0,1 30,57
0,01 22,41
0,001 17,66
0,0001 13,27

Com os resultados obtidos na Tabela 6 foi possivel concluir que quanto maior for a
concentracdo de DMSO, maior € 0 nimero de mortes das Artemias salinas. No entanto, mesmo
sendo o DMSO um solvente tdxico para as Artemias, usou-se a mesma, a uma concentracdo de
0,1 mg/ml, que é onde observamos uma % intermédia de Artemias mortas.

Ao calcular a percentagem (%) de Artemias mortas por cada extrato, apenas dois
extratos mostraram-se toxicos para as Artemias Salinas, nomeadamente o P. swynnertonii e 0
P. cylindraceus, apresentando uma percentagem de letalidade acima dos 40 % como é possivel
observar no Grafico 4. No entanto, o extrato mais tdxico foi o P. swynnertonii (CL= 65,88%),

sendo que quando maior for o valor de CL, maior é a toxicidade.
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Grafico 4: % de Artemia Salina morta correspondente ao seu respetivo extrato — ensaio de toxicidade geral.
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Os dois extratos considerados ativos foram novamente testados as concentragdes de 0.1,
0.5 e 1 ppm e 0s nimeros de nauplios mortos foram registados e usados para calcular a CLsp,
gue representa a concentracdo minima capaz de matar 50% dos organismos vivos considerados
(Gréficos 5 e 6).

Grafico 5: Determinagdo da CL50 do P. swynnertonii
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Grafico 6: Determinacgdo da CLsodo P. cylindraceus
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Tendo obtido as equacfes da reta dos dois extratos mais toxicos, P. cylindraceus e P.
swynnertonii, a fim de calcular as suas CLso, 0 Y foi substituido por 50 e o valor de X
correspondente a CLso de cada um dos extratos.

Os valores de CLso inferiores ou iguais a 1 mg/L foram considerados ativos e o extrato
de P. swynnertonii foi o mais toxico, como ja era previsto, com a CLsg de 0,036 mg/L, assim

apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de CLso (Mg/L) para os extratos mais ativos, usando o modelo de Artemia Salina.

CLso (mg/L)
P. cylindraceus 0,504

P. swynnertonii 0,036
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4. CONCLUSAO E PRESPETIVAS FUTURAS
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O género Plectranthus L’ Her. pertence a familia Lamiaceae, assim como outros
géneros de plantas comercialmente importantes, nomeadamente, Salvia, Ocimum ou Mentha,
encontram-se geograficamente distribuidas pelo pacifico, pela india, Australia, Madagascar e
Africa. Por ter inGmeras vantagens culturais, como tolerancia a uma atmosfera seca, baixa
exigéncia de luz e facilidade de adaptacao a condi¢cbes semi-secas, além de serem atraentes,
robustos e faceis de crescer, é uma espécie que tem se destacado bastante.

Além dos seus usos etnobotanicos, os Plectranthus sdo notdrios na horticultura, como
nos jardins, rochedos e bonsai, na floricultura ao produzirem flores muito atraentes e resistentes
a pragas e no uso doméstico, sendo usado na culinéria, como repelente de moscas e aromatico.
Este género abrange um ndmero diversificado de espécies, mas muitas delas ainda ndo foram
estudadas quanto a sua composicao quimica e / ou bioatividade.

Ao longo deste estudo, seis espécies de Plectranthus (P. swynnertonii, P. welwischii, P.
woodii, P. cylindraceus, P. spicatus e P. petiolaris) foram estudadas a fim de avaliar as suas
atividades bioldgicas, nomeadamente, a inibicdo da acetilcolinesterase, atividades
antimicrobiana e antioxidante, e toxicidade geral em Artemia Salina.

Para tal, os seis extratos acetonicos de Plectranthus foram preparados usando um
método de extracdo assistido por ultrassons. O extrato acetonico P. petiolaris exibiu maior
rendimento de extracao (11,07 % (m/m)), fato esse que, de acordo com Rijo et al. 2014, deve-
se a maior rutura celular do seu material vegetal em relacdo aos outros extratos em estudo, o
que possibilitou uma lixiviagdo dos componentes no solvente extrator, permitindo um maior
rendimento de compostos extraidos.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de DPPH, sendo realizado
inicialmente 0 método qualitativo, onde todos demonstraram ter algum poder antioxidante.
Devido a este resultado, foi realizado entdo o ensaio quantitativo, na qual o P. swynnertonii
apresentou maior atividade antioxidante (20,24 %). Em comparagdo com o controlo positivo
usado, a quercetina (99,47 %), os extratos acetonicos estudados mostraram baixa atividade
antioxidante.

Tem havido um interesse crescente para encontrar antioxidantes naturais nas plantas,
incluindo produtos quimicos volateis, devido & inibigdo do dano oxidativo.

O aumento da resisténcia a antibidticos a nivel mundial ao longos dos anos, é bastante
preocupante, fazendo com que a busca por novos antibioticos a base de plantas seja 0 maior

desafio e o principal objetivo dos pesquisadores. Relativamente a atividade antimicrobiana,

54



Claudia de Fatima Santos Oliveira

Pesquisa de atividade biol6gica de extratos de seis espécies de Plectranthus: P. cylindraceus, P. petiolaris, P.

spicatus, P. swynnertonii, P. Welwitschii e P. woodii

pelo método de difusdo em pocos, nenhum dos extratos demostrou resultados positivos contra
as bactérias Gram-positivas e negativas e leveduras testadas, apresentando halos de inibi¢do de
5 mm, idénticas ao do controlo negativo.

Na atividade in vitro da inibicdo da AChE, o extrato aceténico P. cylindraceus
demostrou ser o0 mais ativo com uma inibic¢do de 30,16 + 3,78%. Portanto, a busca por novos
inibidores da AChE, particularmente a partir de produtos naturais, com maior eficacia, deve ser
um assunto importante a pesquisar.

O ensaio da toxicidade geral usando o modelo da Artemia salina L, foi utilizado para
pesquisar a toxicidade de todos os extratos preparados neste estudo. Somente os extratos P.
swynnertonii e P. cylindraceus foram considerados tdxicos para Artemia salina com letalidade
acima dos 40 % e apds determinacéo da CLso dos mesmos, o P. swynnertonii foi 0 mais tdxico
com a CLso de 0,036 mg/L.

Outros estudos de bioatividade devem ser realizados a fim de descobrir outras potenciais
bioatividades e quais 0s compostos bioativos responsaveis pelas atividades reveladas. Este
rastreio preliminar dos extratos de Plectranthus é importante para selecionar quais as plantas
que devem ser investigadas para estudos fitoquimicos adicionais.

O objetivo destas pesquisas € que no futuro possamos ter farmacos a base de plantas
cada vez mais inovadores e que estes tenham menos efeitos colaterais que os medicamentos ja

existentes no mercado
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6. ANEXOS
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6.1. Anexo | - Naturally Occurring Plectranthus-derived Diterpenes
with Antitumoral Activities
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6.2. Anexo Il - Biological activity screening of seven Plectranthus
species
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