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RESUMO

PINTO, D. M. L. Avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial e do
extrato de Minthostachys setosa (Briq.) Epling. S&do Paulo, 2009. [Dissertacao de
mestrado - Area de concentracdo: Farmaco e Medicamentos - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas USP-SP].

A espécie Minthostachys setosa (Brig.) Epling € uma planta arbustiva aroméatica da
familia Lamiaceae que ocorre ao longo dos Andes, da Venezuela até a Argentina. A
utiizagdo popular dessa planta para diferentes fins medicinais demanda a
investigacdo dos seus efeitos farmacolégicos. O objetivo proposto foi a avaliagdo da
atividade antimicrobiana do 6leo essencial, e dos seus componentes majoritarios, e
do extrato hidroalcodlico liofilizado das partes aéreas da Minthostachys setosa. A
planta foi submetida a extracédo, por percolacdo, obtendo-se o extrato hidroalcodlico,
e por arraste a vapor, o 0leo essencial. O extrato hidroalcodlico e o seu liofilizado
foram submetidos a analise cromatografica em camada delgada, mostrando a
presenca de flavonoides e taninos. O 6leo essencial foi submetido a cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e apresentou 39 compostos,
sendo os majoritarios a pulegona (28,6%), a mentona (12,6%) e a isomentona
(11%). O método de diluicdo em meio liguido em microplacas foi utilizado para
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato liofilizado, do 6leo essencial e dos
seus compostos majoritarios. As amostras foram desafiadas frente Escherichia coli
ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404, comparando-
se a eficacia com antibioticos especificos. O extrato liofilizado mostrou Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) de 1,25 mg/mL para todos os microrganismos estudados,
com excecao do Aspergillus niger, que ndo apresentou atividade. O 6leo essencial
mostrou valores de CIM entre 0,4 e 2,8 pug/mL, conforme o microrganismo desafiado.
A pulegona mostrou valores de CIM entre 0,8 e 1,6 ug/mL e a mentona apresentou
somente atividade frente S. aureus, com CIM de 2,9 pg/mL antimicrobiana. Portanto,
o extrato liofilizado, o 6leo essencial e 0s seus compostos majoritarios da
Minthostachys. setosa podem ser considerados candidatos a utilizagdo como

antimicrobianos em formulacfes cosméticas e farmacéuticas.
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ABSTRACTS
PINTO, D. M. L. Evaluation of antimicrobial activity of essential oil and extract
of Minthostachys setosa (Briq.) Epling. [Master degree dissertation- University of

Sao Paulo - Pharmaceutical Sciences College].

The Minthostachys setosa (Briq.) Epling specie plants aromatic shrub of the
Lamiaceae family occurs throughout Andes, since Venezuela until Argentina. The
popular use of this plant for different medicinal ends has been as indicative to the
inquiry of the pharmacologic effect. The aim of the work was to evaluate the
antimicrobial activity of the essential oil and his majority components, and
hydroalcoholic extract and his lyophilized product of the Minthostachys setosa aerial
parts. The plant had been submitted to the extraction by percolating and to obtain the
hydroalcoholic extract, and by steam distillation the essential oil. The hydroalcoholic
extract and his lyophilized product have submitted to the chromatographic analysis in
thin layer, showing in its composition the presence of flavonoids and tannins. The
chemical composition of essential oils were determined by spectrometry of masses
(CG-EM) and it has presented 39 composites, being majority a pulegone (28.6%),
the mentone (12.6%) and isomentone (11%). The antimicrobial activity of the
lyophilized extract, the essential oil and majority components were assessed by
microdilution method. The samples had challenged against the Escherichia coli
ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, the Candida albicans ATCC 10231 and the to Aspergillus niger ATCC 16404,
and the specific antibiotics have been used as positive control. The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) determined of the lyophilized extract for all the
microorganisms studied has been of 1,25 mg/mL, with exception of the to A. niger
that it has not presented activity. The essential oil has showed lower MIC, between
0,4 and 2,8 pg/mL, against different challenged microorganisms. Pulegone has
showed MIC between 0,8 - 1,6 pg/mL and mentona the MIC against S. aureus of 2,9
pg/mL. Therefore, the lyophilized extract, the essential oil and its majority
components of the M. setosa can be considered candidates the use as antimicrobial

in cosmetic and pharmaceutical formulations.



Keywords: Minthostachys setosa. Essential oil. Antimicrobial activity. Hydroalcoholic

extract. Pulegone.
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1. Introducéo

Durante séculos, as plantas medicinais eram a Unica fonte de agentes
terapéuticos para o ser humano. A diversidade da utilizagéo destas foi resultante do
conhecimento empirico da acdo dos vegetais nas doencas por diferentes grupos
étnicos. Na atualidade, muitas dessas plantas s&o incluidas na terapéutica
convencional para tratamento de varias doencas (VIEIRA, 2005; MANTILLA, 2005).
Assim como o desenvolvimento da sociedade humana, essa sistematica esteve
intimamente ligada ao uso dos recursos naturais que estavam a disposicdo da
humanidade. Ainda hoje todos os aspectos ligados ao conhecimento sobre as
plantas medicinais continuam evoluindo, permitindo-se alcancar novas perspectivas
na utilizacdo desse recurso (CUNHA, 2009). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) tem se mostrado muito interessada nesses sistemas terapéuticos,
considerando que aproximadamente 80% da populacdo mundial dependem
principalmente da medicina popular para seus cuidados primarios de saude
(AKERELE, 1984; FARNSWORTH et al., 1985; CRAGG, 1997).

As plantas utilizadas na medicina popular sdo fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem modelos para a sintese
de grande numero de farmacos. Sendo assim, estes produtos, encontrados na
natureza, revelam grande diversidade em termos de estrutura e de propriedades
fisico-quimicas e biolégicas (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2003). A procura de
novas moléculas farmacéuticas tem como fonte de pesquisa a riqueza de
informacBes do uso de plantas na medicina popular. Nesse sentido, trabalhos
cientificos relacionados a medicamentos mostraram que, nos ultimos 25 anos, 25%
de principios ativos utilizados sdo de origem natural ou semissintética (CRAGG et
al., 1997, 2003).

Entre as acbes terapéuticas das plantas medicinais, a atividade
antimicrobiana € uma das mais relevantes frente a taxa de mortalidade existente e a
resisténcia antimicrobiana. Rios e Recio (2005) realizaram levantamento do namero
de publicagbes no Pub-Med sobre essa atividade das plantas medicinais e
mostraram que, entre 0s anos 1966 e 1994, o namero de trabalhos publicados foi

115, enquanto entre os anos 1995 e 2004, este numero de publicacdes foi de 307.



Em pesquisa mais abrangente da autora foram encontradas 631 publicagbes

referentes a essa atividade em plantas medicinais de 1962 até 2010.

Muitos destes estudos sobre a determinacdo da atividade antimicrobiana de
plantas de uso popular sdo focados na utilizacdo de extratos (NGWENDSON et al.,
2003), 6leos essenciais (ZAIKA et al., 1983; CONNOR; BEUCHAT, 1984; JANSSEN
et al.,, 1988; OUATTARA et al., 1997) ou compostos isolados, como alcaloides
(KLAUSMEYER et al., 2004), flavonoides (SOHN et al.,, 2004), lactonas de
sesquiterpeno (LIN et al., 2003), diterpenos (EL-SEEDI et al., 2002), triterpenos
(KATERERE et al., 2003), entre outros.

Os Oleos essenciais tém ganhado importancia e a avaliagdo dessa
propriedade abrange grande variedade de microrganismos contra os quais foram
testados, incluindo microrganismos deteriorantes de alimentos (CONNOR,
BEUCHAT, 1984; OUATTARA et al., 1997); de produtos cosméticos e de
medicamentos (PINTO et al., 2003; BOONCHILD; FLEGEL, 1982; GHANNOUM,
1988) e aqueles que afetam plantas e animais (IEVEN et al., 1982; ROMERIO et al.,
1989).

A familia Lamiacea apresenta géneros, como a Minthostachys, que sao ricos
em Oleos essenciais e tém terpenos com acdo antiparasitaria, antiinflamatoria e
antimicrobiana (SENATORE, 1998). No entanto, apenas 0leos essenciais de
algumas dessas espécies foram estudados, como de Minthostachys verticillata
(Griseb.) Epling encontrada na Argentina, que mostrou atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Enterocossus faecalis, Bacillus cereus) e bactérias Gram-negativas (Proteus

mirabilis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium) (DE FEO et al., 1998).

A Minthostachys setosa (Brig.) Epling € também utilizada na medicina popular
pelos moradores dos Andes no Peru, por apresentar oS mesmos usos tradicionais
da espécie acima mencionada (SENATORE, 1998). Ressalta-se que estudos
cientificos, explorando as atividades farmacolégicas, ndo foram ainda conduzidos;
assim, torna-se relevante e promissor avaliar o efeito antimicrobiano do o6leo
essencial, dos seus componentes majoritarios e do extrato hidroalcodlico de M.

setosa.



2. Revisao da literatura

2.1. Minthostachys setosa (Briq.) Epling (Lamiaceae)

M. setosa € uma espécie que se encontra dentro da familia Lamiaceae
(Labiatae), que € composta por aproximadamente 224 géneros e 5.600 espécies.
Muitas das espécies desta familia sdo utilizadas na medicina popular e, assim,
representam importancia econémica. Estas plantas crescem em forma de arbustos e
arvores, tendo, geralmente, caule quadrangular, com folhas opostas, inteiras ou
divididas, inflorescéncia racemosa, flores hermafroditas e zigomorfas, célice com
cinco sépalas juntas, corola com cinco pétalas geralmente bilabiadas e dois ou
guatro estames livres, gineceu com ovario superior com dois carpelos, um estilo e
dois estigmas e fruto em nucula (HEINRICH et al., 2004; SIMOES, 2007) (Figura 1).
Devido as propriedades aromaticas que apresenta, a grande maioria dos géneros da
familia Lamiaceae € empregada na cosmetologia e na alimentacdo (SENATORE,
1998). Entre os géneros mais estudados da familia Lamiaceae, destaca-se
Rosmarinus officinalis L., Mentha piperita L., Lavandula officinalis L., Thymus

vulgaris L. e Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.
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Figura 1 - Caracteristicas da flor das Lamiaceas



Minthostachys € um género de arbustos da familia da horteld (Lamiaceae) que
ocorre na Cordilheira dos Andes, da Venezuela a Argentina (Figura 2), sendo este
ultimo pais e o Peru os maiores produtores do 6leo de Minthostachys (DE FEO et
al., 1998) (Figura 2). Os estudos taxondmicos e sisteméticos do género iniciaram-se
em 1936 (Brig.) quando foram identificadas 12 espécies. Posteriormente, em
estudos realizados entre 2002 e 2009, identificaram-se mais cinco espécies do
género Minthostachys que apresentaram propriedades relevantes, sendo utilizadas
na medicina popular, na cosmetologia e na alimentacdo (SCHMIDT-LEBUHN,
2008b).

Entre as espécies que compdem o género Minthostachys se encontram a M.
glabrescens Epling; a M. mollis; a M verticillata; a M. andina (Brett.); a M. espicata
(Benth.) e a M. setosa. Esse género € de interesse pela facilidade de obtencao de
seus Oleos aromaticos, que sao encontrados nas glandulas de folhas.
Tradicionalmente, os usuarios recolhem a planta para ser utilizada em infusdo como
digestivo, sedativo, antiespasmoddico, broncodilatador, antirreumatico, inseticida,
antimicético e antiparasitario. E também utilizada como flavorizante na producéo de
bebidas alcodlicas e refrescantes, sendo amplamente empregada na culinaria como
condimento (DIMITRI, 1980; SORAU; BANDONI, 1994; DE FEO et al., 1998).

A M. mollis é utlizada em infusdo como carminativo, digestivo e
antiespasmoédico (BANDONI et al., 1976). Seu 6leo essencial apresenta atividades
antimicotica, antiparasitaria, antibacteriana, antiviral, vermifuga, sedativa e
antidiarreica. A infusdo da planta fresca é amplamente utilizada para doencas
respiratérias e contra infeccées do trato urinario (DE FEO, 1992; ANESINI; PEREZ,
1993; PEREZ; ANESINI, 1994; ACHA, 2001; UGARTE et al., 1984; ALIAGA;
FELDHEIM, 1985; ULLOA, 2006; PRIMO et al., 2001).

A M. setosa € cultivada nos altiplanos andinos e apresenta caracteristicas
bastante semelhantes as espécies ja mencionadas. O rendimento de extracdo do
O0leo essencial € igual ou superior a outras espécies, sendo alvo de interesse

comercial.

A M. setosa (Figura 3, 4), pertencente a subclasse Asteridae da classe

Magnioliophyta, conhecida popularmente como “Arash muna” e “Mufa”, € uma


http://www.minthostachys.com/photos/MspecGlands.jpg

planta que cresce a 3.800 metros de altitude e se encontra distribuida ao longo dos
Andes, da Venezuela até Argentina (EPLING,1936; SCHMIDT-LEBUHN, 2008b)
(Figura 2). A descricdo morfolGgica apresenta 22 caracteristicas de identificacéo,

gue foram relatadas por Schmitht-Lebum (2008b).

QO Local do material colhido para desenvolvimento do presente trabalho

Figura 2 - Distribuicdo geografica do género Minthostachys na Cordilheira dos Andes
(SCHMIDT LEBUHN, 2007)



Figura 3 - Inflorescéncia da Minthostachys. Fonte: http://www.minthostachys.com/ (Acesso em
16, Mar 2008)
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Figura 4 - Minthostachys setosa (Briq.) Epling, A: Planta fresca; B: planta seca colhida pela
autora

Essa planta cresce na forma silvestre e é tradicionalmente utilizada pelas
comunidades campesinas dos Andes peruano, pelo seu alto valor nutritivo e no
tratamento de diferentes afeccbes e enfermidades (MANTILLA, 2005). Os incas,
antepassados do povo andino, ja a utilizava como conservante de alimentos em
especial a batata e o milho, em estocagem, cobrindo com folhas frescas os
alimentos que desejavam preservar. Esta planta € também empregada como
antiinflamatério, antirreumatico e expectorante, em caso de gripes e resfriado. As
folnas secas e frescas sdo utilizadas como flavorizante na culinaria dos povos

andinos.

Como outros membros da familia de horteld, o género Minthostachys produz
diversos Oleos essenciais. Estes podem ter propriedades medicinais ou sao
simplesmente utilizados pelo sabor agradavel na culinaria, como em cha e cerveja, e
na cosmetologia, devido ao seu odor mentolado. Em relacéo ao 6leo essencial de M.

setosa, Senatore (1998) realizou pela primeira vez a identificacdo por cromatografia



a gas, na qual foram mostrados como compostos majoritarios a pulegona, a

mentona e a isomentona.

2.2. Oleos essenciais

A ISO (International Standard Organization) define 6leos essenciais como 0s
produtos obtidos de partes de plantas mediante destilagéo por arraste a vapor, bem
como os produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos. De forma
geral, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas (SIMOES; SPITZER, 2007, 467p). S&o chamados de 6leos
volateis, Oleos etéreos ou essenciais, por serem de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente. Entretanto, sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo, assim,
dos oleos fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes.
Outra caracteristica importante € o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos
essenciais, 0s quais sao sollveis em solventes organicos apolares, apresentam
solubilidade limitada em agua, mas suficiente para aromatizar as solu¢des aquosas,
denominadas hidrolatos (SIMOES; SPITZER et al., 2007, 467p).

As plantas ricas em Oleos volateis sdo as angiospermas dicotiledéneas, tais
como as das familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae
entre outras (SIMOES; SPITZER, 2007, 473p). Dependendo da familia, os 6leos
volateis podem-se localizar em estruturas secretoras especializadas, tais como em
pélos glandulares (Lamiaceas), células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceas,
Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas. Os Oleos volateis podem estar estocados em certos 6rgaos, tais
como flores, folhas ou ainda nas cascas dos caules, madeira, raiz, rizoma, fruto ou
sementes; dependendo da localizagcdo do 6leo sua composicdo pode variar. A
composicdo quimica depende também da época de colheita, das condicdes

climaticas e do solo.

Os constituintes variam de hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos, furanos,

acidos organicos, lactonas e cumarinas até compostos como enxofre. Na mistura,



tais compostos apresentam-se em diferentes concentracfes e teores. Os terpenos
sdo os principais responsaveis quimicos pela fragrancia e pelos usos medicinais e
culinarios (DORMAN; DEANS, 2000).

A grande maioria dos Oleos volateis é derivada de fenilpropanoides ou de
terpenoides (Figura 5), sendo que esses ultimos preponderam, constituindo uma
grande variedade de substancias vegetais. Os compostos terpénicos mais
frequentes nos 6leos volateis sdo os monoterpenos (cerca de 90% dos 6leos
volateis) e os sesquiterpenos. Outros terpenoides, como os diterpenos, sao
encontrados apenas em Oleos volateis extraidos com solventes organicos
(STEINEGGER; HANSEL, 1992).

HO Ol/ ﬁDH
O/\/O\OPP
9

muonoterpenos sesquiterpenos diterpenos triterpenos

/\/O\ esterdides
1 oo
@ @
Oj\ Od () cabega (O cauda
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Figura 5 - Formacdo cabeca-cauda dos esqueletos carbonados dos compostos mono- e
sesquiterpenoides, constituintes majoritarios dos 6leos volateis (Adaptado de Simdes, 2007,
470p)

A pulegona e a mentona (Figura 6) sdo 0os componentes majoritarios dos
géneros Menta e Minthostachys, geralmente a primeira esta presente em maior
porcentagem tanto na Mentha pulegium (L.) Griseb (GUENTHER, 1949) quanto na
Minthostachys (BANCHIO et al., 2005a). A pulegona pode ser toxica, quando em
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grande quantidade, produzindo aborto e danos ao figado (ANDERSON et al., 1996;
LAMIRI et al., 2001; HARREWIJN et al., 2001). Essa toxicidade é danosa, também,
para pragas e parasitas, 0 que justifica sua utilizagdo como conservante de
alimentos. A mentona apresenta propriedades digestivas e ndo tem toxicidade.

pulegona mentana

Figura 6 - Compostos majoritarios do 6leo essencial da Minthostachys setosa

Os métodos de extracdo variam conforme a localizagcdo do oleo volatil na
planta, sédo utilizados a enfloracdo, o arraste por vapor de agua, a extragdo com
solventes organicos, a prensagem e a extracdo por CO2 supercritico.
Frequentemente € necessario, apos a extracdo, branquear, neutralizar ou retificar os
Oleos volateis extraidos, eliminando, assim, os componentes irritantes ou de odor

desagradavel, obtendo-se produtos finais com alto valor.

A relativa instabilidade das moléculas que constituem os Oleos volateis torna
dificil sua conservacao. As possibilidades de degradacéo séo inUmeras e podem ser
estimadas através da medicdo de alguns indices (peroxido, refracdo), da
determinacdo de caracteristicas fisico-quimicas (viscosidade, miscibilidade em
alcool, poder rotatorio), além da andlise por cromatografia gasosa (CG). Para evitar
a deterioracdo e reduzir o valor comercial dos 6leos volateis, estes devem ser
guardados dessecados (com Na2SO4 anidro) e livres de impurezas insollveis.
Deve-se acondicionar o 6leo em embalagem priméaria neutra e ambar, de volume
pequeno, completamente cheio, hermeticamente fechado e estocado a baixas
temperaturas ou de preferéncia em atmosfera de nitrogénio (SIMOES; SPITZER,
2007, 475-477p).



11

2.3. Extratos vegetais

Os extratos sao preparagbes concentradas, obtidas de drogas vegetais ou
animais, frescas ou secas, por meio de um solvente apropriado, seguidas de sua
evaporacao total ou parcial e ajuste do concentrado a padrbes previamente
estabelecidos. A extracdo pode ser feita por decocgado, infusdo, digestao,
maceracgéo, percolacdo ou, ainda, pela expressao de partes da planta fresca, de
acordo com a técnica indicada para cada caso. A percolagcdo € o processo indicado
na extracdo da maioria das drogas. O tempo de maceracdo e a velocidade de
gotejamento do ménstruo variam com a droga, de modo a compensar as
peculiaridades da extracdo (FARMACOPEIA DOS ESTADOS UNIDOS DO BRASIL,
1959).

O género Minthostachys, em forma de infusdo de planta fresca e extrato
aquoso, € amplamente utilizado para doencas respiratorias e contra infec¢cdes do
trato urinario (DE FEO, 1992; ANESINI; PEREZ, 1993; BRANCO, 1982). No entanto,
na literatura ndo sdo encontrados estudos desse género referentes aos extratos com

solventes organicos.

2.4. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Muitas espécies vegetais tém sido usadas, pelas caracteristicas
antimicrobianas, através de compostos sintetizados pelo metabolismo secundario da
planta. Estes produtos sao reconhecidos por suas substancias ativas, como € o caso
dos compostos fendlicos, que fazem parte dos Oleos essenciais e dos taninos
(NASCIMENTO et al., 2000).

As propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais e de seus
componentes, isolados ou ndo, foram avaliadas e revisadas por diferentes autores
(LIS-BALCHIN; DEANS, 1997; JAIN; KAR 1971; INOUYE et al., 1983; GARG;
DENGRE, 1986; RIOS et al., 1987; DEANS, SVOBODA, 1988, 1989; CRUZ et al.,
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1989; RECIO et al.,, 1989; CRESPO et al., 1990; CARSON et al., 1995;
LARRONDO et al., 1995; PATTNAIK et al., 1995; CARSON et al., 1996; NENOFF et
al., 1996; RIOS et al., 1988).

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais para atividade antimicrobiana
esta relacionado com a perturbacdo da membrana citoplasmatica e a interrupcao da
forca motriz de prétons, do fluxo de elétrons, do transporte ativo e da coagulacao
dos conteudos celulares (BURT, 2004). Os trabalhos referentes a esse mecanismo
foram também estudados, mostrando a ocorréncia da degradacéo da parede celular
(HELANDER et al.,, 1998; THOROSKI; BLANK; BILIADERIS, 1989); dano da
membrana citoplasmatica (KNOBLOCH et al., 1989; OOSTERHAVEN, POOLMAN,
SMID, 1995; SIKKEMA, DE BONT, POOLMAN, 1994; ULTEE, BENNINK,
MOEZELAAR, 2002; ULTEE et al., 2000); dano da membrana proteica (ULTEE,
KETS, SMID, 1999; JUVEN et al., 1994); extravasamento ou saida dos conteudos
da célula (COX et al., 2000; GUSTAFSON et al.,1998; HELANDER, et al.,1998;
LAMBERT et al., 2001; OOSTERHAVEN, POOLMAN; SMID, 1995); coagulacdo do
citoplasma (GUSTAFSON et al.,1998); esgotamento da forca motriz protonica
(ULTEE, KETS, SMID, 1999).

For¢ca motivada
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I
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Figura 7- Sitios do mecanismo de ac¢do dos Oleos essenciais frente a célula bacteriana
(Adaptado de BURT, 2004)
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Varios métodos sdo utilizados para avaliar a atividade antibacteriana e
antifingica dos extratos e dos 0leos vegetais. Os ensaios mais utilizados para
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) ou a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) elou Fungicida (CBM, CFM) sdo o de difusdo em agar, de
macrodiluicdo e microdiluicdo (DEANS, RITCHIE, 1987; PINTO, KANEKO, OHARA,
2003; COLLINS, 1995; MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2000). As variacoes
referentes a determinacdo da CIM de extratos de plantas podem ser atribuidas a
varios fatores. Dentre eles podemos citar a técnica aplicada, o microrganismo e a
cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se os extratos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada.
Assim, ndo existe método padronizado para expressar 0s resultados de testes

antimicrobianos de produtos naturais.

O teste de difusdo em agar € um método fisico, no qual um microrganismo é
desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura sdlida e
relaciona o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo
desafiado com a difusdo da substancia ensaiada (BARRY; THORNSBERRY, 1991;
COLLINS, 1995; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000; PINTO; KANEKO;
OHARA, 2003).

A avaliacao é comparativa frente a um padrdo e o diametro da zona ou o halo
de inibicdo de crescimento (BARRY; THORNSBERRY, 1991). No método ha
necessidade de controle positivo, empregando sempre um padrdao, e como controle
negativo o solvente utilizado para a dissolucao dos extratos (BARBOUR et al., 2004;
CHATTOPADHYAY et al., 2001; FERESIN et al., 2001; JETTY; IYENGAR, 2000;
KARAMAN et al.,, 2003; RAJANI et al., 2002; SCAZZOCCHIO et al., 2001;
SHRIMALI et al., 2001; SPRINGFIEL et al., 2003).

Para as condicfes de incubacdo é recomendada a temperatura de 35 a 37 °C
para bactérias durante 24 a 48 horas e para fungos de 25 a 27 °C por 48 a 72 horas
(CARVALHO et al., 2002; CHANDRASEKARAM; VENKATESALU, 2004
KARAMAN et al., 2003; MOODY; ADEBIYI; ADENIYI, 2004; RAJANI et al., 2002;
SPRINGFIEL et al., 2003). As técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana
pelo método de difusdo sé&o por meios de difusdo em disco, cilindros de aco
inoxidavel ou vidro e perfuracdo em agar (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003). O teste
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de difusdo em disco € aceito pela FDA (Food and Drug Administration) e
estabelecido como padréo pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards) (BARRY; THORNSBERRY, 1991). Dorman e Deams (2000) avaliaram a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de diferentes espécies de plantas e de
21 terpenoides e fenilpropanoides componentes que contém os 0leos estudados,
comparando com o comportamento de antibiético frente ao crescimento microbiano

utilizando o método de difusdo em agar frente a 25 microrganismos.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Chrysanthemum indicum
Linné (CI) foi testada por Shunying e colaboradores (2005), utilizando o método de
difusdo em disco. Uma suspensdo dos microrganismos testados foi colocada sobre
as placas contendo meios de cultura. Discos de papel de filtro de 6 mm de diametro
foram impregnados com 15 uL das aliquotas de d6leo diluidas e colocadas nas
placas. As placas foram incubadas a 4°C, por 2 horas, seguidas por incubacdo a
37°C por 24 horas; em seguida, as zonas de inibicao foram medidas.

No estudo conduzido por Tadeg e colaboradores (2005), os extratos
hidroalcoodlicos de oito espécies de plantas medicinais usadas no tratamento de
desordens de pele foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana em relacéo a
bactérias e fungos conhecidos por causarem diferentes tipos de infec¢des cutaneas.
A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando o método de difusdo em agar
nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL, no caso de extratos brutos, e de 25e 5
mg/mL para as fracdes. Metanol, cloroférmio e agua destilada foram usados como
controle negativo; gentamicina e cetoconazol como controle positivo. As fracGes
cloroformio e éter de petrdleo da Lippia adoensis (Hochst) foram mais ativas contra

bactérias.

Voravunthikunchai e colaboradores (2004) determinaram o valor de CIM de
extratos etanolicos e aquosos de plantas medicinais que produziam zonas de
inibicdo utilizando método de difusdo em agar; amicacina, ampicilina, gentamicina,
kanamicina e tetracilina foram utilizadas como amostras de referéncia. E um
microlitro de cada cultura de bactérias foi colocado em MHA (Mueller Hinton Agar),
juntamente com os extratos de plantas medicinais. Apds incubacao por 18 horas a
35 °C, determinou-se a concentracdo minima capaz de produzir a completa

supresséao das colonias.
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O método de diluicdo em caldo considera a relagdo entre a proporcao de
crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da
substancia ensaiada. A avaliacdo é comparada frente a um padrdo bioldgico de
referéncia. Entende-se por proporcdo a densidade da turbidez provocada pelo
crescimento microbiano (PINTO, KANEKO, OHARA, 2003; COLLINS, 1995). O
método fornece resultados quantitativos e ndo é influenciado pela velocidade de
crescimento dos microrganismos (SAHM, WASHINGTON 11, 1991; THORNSBERRY,
1991). Como controle positivo, utiliza-se o caldo com o quimioterapico padrdo com a
suspensao padronizada de microrganismo em teste; como controle negativo, 0 meio
de cultura com o solvente usado para dissolucdo da amostra e a suspensao
microbiana (SAHM; WASHINGTON II, 1991).

Duas metodologias podem ser empregadas: macro e microdiluicdo. A
macrodiluicdo envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de cultura
variando de 1,0 a 10,0 mL. Apresenta a desvantagem de ser laboriosa, consumir
muito tempo, requerer muito espaco no laboratorio e gerar grande quantidade de
residuos, possibilitando pequeno numero de réplicas (SAHM; WASHINGTON, 1991,
ZGODA & PORTER, 2001). Ao contrario, o método de microdiluicdo utiliza
microplacas com 96 pocos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL
(COLLINS, 1995).

A atividade antifungica de alguns Oleos essenciais de Lauraceae
determinando a CMI em microplacas de 96 pocos foi investigada por Simie e
colaboradores (SIMIE et al., 2004). Os Oleos essenciais investigados foram
dissolvidos em MS (Malt Agar) inoculado com fungos. As microplacas foram
incubadas a 28°C por 72 horas. As menores concentracbes sem crescimento
aparente foram definidas como as concentracdes que inibem completamente o

crescimento de fungos.

Karaman e colaboradores (2003) utilizaram a técnica para verificar a atividade
antimicrobiana do extrato metandlico de J. oxycedrus dissolvido em DMSO 10%,
concentracdo de solvente que ndo inibe o crescimento dos microrganismos. A
técnica descrita foi adaptada por Zogda e Porter (2001), dispensando-se 95 uL de
caldo nutriente e 5 pL de in6culo em cada pogo. No primeiro foram entéo

adicionados 100 pL de extrato de J. oxycedrus preparado inicialmente na
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concentragdo de 500 pg/mL. Fez-se entdo uma diluicdo seriada nos 6 pogos
consecutivos, retirando-se 100 yL do pogo de maior concentracdo, resultando na
diluicdo de até 7,8 ug/mL. No ultimo poc¢o ndo se adicionaram o indculo e o extrato,
a fim de se ter um controle negativo. O crescimento microbiano foi determinado por

leitura no espectrofotdmetro a 600 nm.

A determinacdo da atividade antimicrobiana de cinco plantas nativas da
Austrdlia foi analisada em microplacas, para utilizagdo na industria de alimentos,
podendo promover maior seguran¢a durante o prazo de validade dos mesmos
(DUPONT et al., 2006).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de Barringtonia acutangula contra
bactérias e fungos utilizou a técnica de microdiluicdo e, como revelador, a solucéo
indicadora resazurina 750 pg/mL. A atividade foi avaliada observando a mudanca de
coloracéo de rosa para azul da cultura em microplacas (RAHMAN et al., 2005).

A atividade antimicrobiana também foi avaliada por microdiluicdo por
Suffredini e colaboradores (2004), pretendendo desvendar propriedades
farmacologicas de plantas nativas da Floresta Amazoénica e da Mata Atlantica do
Brasil. Os resultados foram determinados visualmente, de acordo com a turbidez

provocada nos pocos da microplaca.

Eloff (1998) utilizou a técnica de diluicAio em microplacas para verificar a
atividade antimicrobiana em extratos vegetais e observou inconvenientes na técnica,
tais como células de alguns microrganismos que se aderiam a base do poco,
enquanto as de outros permaneciam em suspensao. Ainda, compostos presentes
em alguns extratos precipitavam e a coloracdo verde da clorofila em concentracéo
muito alta interferia na andalise. Todavia, concluiu que o método de microplacas é
robusto, barato, tem reprodutibilidade, € 30 vezes mais sensivel que outros métodos
usados na literatura, requer pequena quantidade de amostra, pode ser usado para

grande numero de amostras e deixa um registro permanente.
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3. Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi a avaliagéo da atividade antimicrobiana do
6leo essencial, dos seus componentes majoritarios e do extrato hidroalcodlico

liofilizado das partes aéreas da Minthostachys setosa (Briq.) Epling.
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4. Material e métodos

4.1. Material

Para a preparacdo do extrato e do Oleo essencial utilizaram-se as partes
aéreas da M. setosa, que foram coletadas antes da época do florescimento nas
primeiras horas do dia, na localidade de Taray, proximo (50,5 Km) a cidade de
Cusco — Peru, a altitude de 2.928 metros. A espécie foi identificada pelo bidlogo
Justo Mantilla, no Instituto de Ecologia e Plantas Medicinais IEPLAM - Peru, e
depositada no Herbario do Instituto de Botanica do Jardim botanico do Estado de
Séo Paulo, sob o numero Pinto 001.

4.2. Métodos

4.2.1. Preparo da planta

As partes aéreas da planta foram secadas a temperatura ambiente por sete
dias, trituradas em moinho de faca (Grindomix GM 200), tamizadas em tamis numero
21 e acondicionadas em frasco de vidro ambar, para posterior uso da droga na
extracdo hidroalcodlica. Para a extracdo do 6leo essencial, utilizaram-se as partes

aéreas frescas obtidas da colheita como mencionada no item 4.1.

4.2.2. Obtencéo do extrato liofilizado

Para a obtencao do extrato liofilizado, preparou-se inicialmente o extrato fluido
com solvente hidroalcodlico a 70% das partes aéreas da M. setosa, de acordo com o
método C ou percolacdo fracionada da Farm. Bras |l (FARMACOPOEIA DOS
ESTADOS UNIDOS DO BRASIL 2% Edicéo, 1959).



19

Apos obtencao do extrato fluido, o etanol foi eliminado por evaporacao a 40 °C
no rotaevaporador (Rotavapor R-114 BUCHI), durante trés horas. Procedeu-se a
liofilizagdo, utlizando o liofilizador Edwars, modelo L4 KR, temperatura de
congelamento de -40°C e pressao reduzida de 0,1 mbar, por 48 horas. O
rendimento do extrato seco foi de 12,8% em relacdo a droga. Posteriormente, o
extrato seco foi acondicionado em frascos de vidro ambar e mantido em dessecador
sob vacuo, do qual foi retirada a amostra para 0 ensaio microbiol6gico. Pesaram-se
25 mg do liofilizado que foram diluidos em 1,0 mL de solucdo (1:1) de
dimetilsulféxido e metanol (DMSO:MeOH), considerada a solu¢cdo concentrada. No

ensaio utilizou-se a concentragéo de 1,25 mg/mL.

Colheita
Minthostachys setosa

Planta fresca Planta seca e moida
( Obtencao do 6leo Extrato )
essencial, destilacdo por hidroalcoélico

arraste a vapor
\ J
e o~ — . - A

Anélise quimica Andlise fitoquimica

CG/SM (CCD)

\. J

Atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico, 6leo essencial e
compostos majoritarios (microdilui¢do)

Figura 8 - Fluxograma dos experimentos
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4.2.3. Andlise cromatogréafica em camada delgada do extrato liofilizado e

suas fracdoes

O extrato hidoalcdéolico e seu liofilizado foram analisados por cromatografia em
camada delgada, empregando-se 0s sistemas cromatograficos sugeridos por
Wagner e Bladt (1996), que s&o descritos a seguir:

Sistema (A) — Fase movel contendo tolueno:acetato de etila (93:7);
substancia de referéncia foi Mentol a 10% (p/v) em metanol; revelador: anisaldeido
sulfdrico com aquecimento a 100 °C; amostra a 2 mg/mL.

Sistema (B) — Fase movel contendo acetato de etila:acido férmico:acido
acético glacial:agua (100:11:11:26); substancias de referéncia, a Rutina e a
Quercetina, ambas a 10% (p/v) em metanol; revelador luz UV 254/365 nm e Np;

amostra a 2 mg/mL.

Sistema (C) — Fase mdvel contendo cloroférmio:acetato de etila:acido formico
(5:4:1); substancia de referéncia, acido galico 1mg/mL; revelador cloreto férrico a

25%(p/v) em metanol; amostra a 2 mg/mL.

A fase estacionaria foi silica gel 60 (Merck), preparada em placa de vidro de 4

x 8 cm com 0,3 mm de espessura para sistemas A, B e C.

4.2.4. Obtencéo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial M. setosa (Brig.) foi realizada por destilacdo por
arraste a vapor, de acordo com a Farmacopeia Europeia (1975). Foram pesados 15
guilogramas de partes aéreas da planta fresca, preparadas e colocadas em
destilador industrial. O tempo de obtencéo da fracédo volatil foi de aproximadamente
trés horas. O 6leo essencial obtido foi armazenado em frascos ambar para preserva-
los da luz e do ar. Na Figura 5 pode ser visto o esquema utilizado para destilacdo de
Oleo. A matéria-prima (folhas) contendo 6leo a ser extraido foi colocada no destilador

gue continha o fundo coberto com tela de acgo inox, por onde passou o vapor. O
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material destilado foi entdo separado (CINIGLIO, 1993) e posteriormente o 6leo
essencial foi estocado, a temperatura de -4 °C, em frascos de vidro ambar, para
evitar sua degradacao pela luz e pelo ar.

Tampa w"&.’kx
movel s
<. Tampa de " Agua
seguranga —
___Material ——— | «— Condensador
| vegetal —
— ..
U
Divisoria X .Oleo
— e = !
perfurada Agua ‘ ﬁ 1 essencial
. ﬁﬁ Sizlll:fa de o | —’Agtla
s (O\ u
Al xrn
1 Material vegetal
como combustivel

Figura 9- Esquema de um conjunto destilador para 6leos essenciais. (Adaptado de
BANDONI, 2002, 148p)

4.2.5. Caracteristicas organolépticas e propriedades fisico-quimicas do
oleo essencial

4.2.5.1. Caracteristicas organolépticas
Analisaram-se as caracteristicas de aspecto, de cor, de sabor e de odor.
4.2.5.2. Determinacéo da densidade relativa

Para o célculo da densidade relativa do 6leo essencial aplicou-se a férmula da
densidade (d = m/v), fixando-se um volume constante de 6leo essencial (1 mL) e
determinando-se a massas a temperatura de 25 °C. A razdo entre a massas do 6leo
e o volume constante da amostra, em g/mL, foi determinada em balanca analitica

seguindo o método descrito no Instituto Adolfo Lutz (1985).
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4.2.5.3. Determinagéo do indice de refragdo

A determinacdo do indice de refracdo foi realizada diretamente em
refratdbmetro de Abbé (modelo RL1-PZO, Warszawa, Pol6nia). Com um capilar foram
colocadas duas gotas do 6leo no refratbmetro equipado com termédmetro. Com o
ajuste do equipamento as condi¢cdes experimentais, temperatura do 6leo e ambiente
a 20 °C, foram fechados os prismas que compdem o instrumento e realizadas as

leituras pela escala do aparelho.

4.2.5.4. Solubilidade

Para a determinacdo da solubilidade foi empregado alcool etilico 96° e
Dimetilsulfoxido:Metanol (50:50) (FUERTES; MUNGUIA, 2001).

4.2.6. Determinacdo da composicao do 6leo essencial por cromatografia

a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/SM)

Para a analise, o 6leo volatil obtido por hidrodestilacédo foi diluido em acetona
p.a., Merck, na razdo de 1:100 (V/V). A seguir, foi injetado ,1,0 gL da amostra diluida
gue foi quantificada por cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chamas
(CG-DIC) em um cromatégrafo Varian® (modelo CP 3380), com coluna DB-5 (30 m
x 25 ym x 0,25 uym) e os componentes identificados por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) em um cromatografo Agilent® (série
6890) acoplado a um espectrémetro de massas com sistema quadrupolo (Agilent®
5973 Network Mass Selective Detector) em uma coluna HP-5MS (30 m x 25 um x
0,25 uym) e utilizou-se a metodologia descrita por Adams (2007). O injetor (com
divisdo de fluxo - split/splitless) foi programado a 250 °C (razdo de divisdo 1:20) com
temperatura inicial de 40 °C e final de 240 °C com aumento de 3 °C/min (tempo total

de andlise 80 min). O hélio foi utilizado como gas de arraste a uma pressao de 80
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Kpa e velocidade linear de 1 mL por minuto. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio

foram utilizados como gases auxiliares, na razao de 1:1:10, respectivamente.

A identificacdo dos componentes do 6leo foi baseada na comparacao entre o
indice de retencdo e o espectro de massas com amostras auténticas e dados
retirados da literatura (ADAMS, 2007) ou, ainda, por comparagdo com espectros de

massas registrados em banco de dados (Wiley, 275).

A fim de permitir uma comparacdo entre os tempos de retencdo dos
diferentes compostos obtidos com os dados da literatura, amostras auténticas e
banco de dados, foi utilizado o indice de retencdo de Kovats. Esse utiliza uma série
de alcanos saturados de cadeia normal (C5 a C29), para evitar erros devidos a
variacfes do tempo de retencdo dos compostos decorrentes de alteracdes como
temperatura, fluxo e operador. O indice de retencéo corrigido varia muito pouco e de
maneira linear com a temperatura. Os indices de retencéo calculados foram, entéo,
comparados com os da literatura ou com amostras auténticas (SANDRA & BICCHI,
1987; COLLINS & BRAGA, 1988). O indice de retencédo foi obtido por meio da

seguinte equacéo:

Equacéo 1 - Para obtencéo do indice de Kovast

100z +100(log t'RX —logt'RZ
~ (logt'R(Z +1) —logt'RZ)

Onde:

| = indice de Kovast.

Z = ndmero de atomos de carbono com menor peso molecular.

t'RX = tempo de retencdo do composto X, sendo que t'RX é intermediario at'RZ e t'R(Z+1).
t'RZ e t'R(Z+1) = tempos de retencao ajustados de alcanos de cadeia normal.
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Figura 10 - Andlise para a identificacdo dos componentes do 6leo essencial da M. setosa

(Adaptado de BANDONI, 2002, 207p)
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4.2.7. Determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato, do 6leo

essencial e dos seus componentes majoritarios

4.2.7.1. Microrganismo testado

Os microrganismos testados foram: Escherichia coli ATCC 8739,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404.

4.2.7.2. Meios de cultura utilizados

Os meios de cultura utilizados foram caldo e agar de caseina soja (TSB e
TSA) e caldo e agar Sabouraud Dextrose a 4% (p/p) (SDB e SDA), preparados de

acordo com as instrucdes do fabricante (Difco®).

4.2.7.3. Preparacao e avaliacdo da viabilidade do inoculo

A partir de culturas estoques, as bactérias foram repicadas em estrias na
superficie do agar inclinado com caseina de soja e incubadas a 35-37 °C por 24
horas. A Candida albicans foi repicada em SDA e incubada a 20-25 °C por 48 horas.
Para o caso de A. niger foram necessarios trés tubos repicados em SDA e
incubados a 20-25 °C por sete dias. A massa celular resultante do crescimento foi
recolhida em 9 mL de solucdo salina estéril 0,85% (p/v) e a suspensao obtida foi
padronizada através de diluicdes decimais seriadas. Para recolher o A. niger utilizou-
se também Polissorbato 80 a 1% (p/v) na solugédo salina. A partir da suspensao

padronizada de cada microrganismo, foram efetuadas as diluicbes necessarias com
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solucdo salina estéril para se obter concentracédo de 10° UFC/mL, para bactérias, e
10° a 10* UFC/mL para fungos. No final de cada experimento foi feito o

plagueamento da diluicdo microbiana para confirmacgéo da viabilidade do in6culo.

4.2.7.4. Controle positivo

Solucédo de 1 mg/mL do padrdo secundario de cloranfenicol (100.000 Ul/mL),
ou amicacina (916 pg/mg) ou nistatina (100.000 Ul/mL) foi preparada, dependendo
do microrganismo desafiado. Para cada controle positivo tomou-se 10uL dessa
solucéo para que a concentracéao final fosse de 0,05 mg/mL em cada réplica.

4.2.7.5. Ensaio da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Foi utilizado o método de microdiluicdo com técnicas assépticas, empregando
microplacas de cultura de células de fundo chato estéreis, adaptando-se os volumes
de inoculo, amostra e meio de cultura para 200 pL. As duas primeiras colunas da
microplaca foram utilizadas para os controles, que foram: 200 uL de TSB ou SDB
(controle do meio de cultura); 190 pL de meio de cultura e 10 puL de solvente
(DMSO:MeOH 50:50) (controle do solvente); 200 uL de meio de cultura inoculado
com o0 microrganismo teste (controle de crescimento); 10 plL da solucdo de
antibiotico e 190 uL de meio de cultura inoculado com o microrganismo em estudo
(controle positivo ou de atividade antimicrobiana). As colunas restantes foram
destinadas ao ensaio propriamente dito, sendo uma coluna para o controle do
extrato (extrato e meio de cultura ndo inoculado); e as demais para as amostras (10
puL da amostra e 190 pL de meio TSB ou SDB inoculado), como descritas na Figura
11. No caso do 6leo essencial ndo se realizaram os controles pela auséncia de cor

do mesmo. Apoés incubacdo de 24 horas a 35 °C, para bactérias, ou 48 horas a 25
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°C, para fungos, foram realizadas as leituras a 630 nm utilizando-se o leitor de
microplacas (detector de ELISA).

Para o A. niger o ensaio foi semelhante, no entanto com incubagéo por 72
horas a 25 °C e ndo foi realizada a leitura no leitor de microplaca. A determinagéo foi
gualitativa, considerando presenca ou auséncia de crescimento e pela contagem de

microrganismos em UFC/mL.

Para cada microrganismo em teste, foram realizadas no minimo trés réplicas,

com trés repeticdes consecutivas e os resultados foram analisados estatisticamente.

o

00000O0CO-
00000000 -
00000000~
00000000 -
00000000 -
00000000 -
00000000~
00000000 -"
00000000~
00000000

tr

=

00000000
00000000

G
H

Ocontrole do meio ® Controle do antibiético © Controle de crescimento

@ Controle do solvente © dleo essencial com inéculo em diferentes concentragbes

Figura 11 - Distribuicdo da microplaca utilizada para determinacdo da concentracéo inibitéria
minima do 6leo essencial, pulegona mentona e extrato liofilizado da Minthostachys setosa
frente a diferentes microrganismos
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5. Resultados e Discussao

Com intuito de analisar os componentes dos extratos fluido e liofilizado das
partes aéreas da M. setosa (Brig.) realizou-se a analise fitoquimica. Os resultados
da cromatografia de camada delgada (CCD) foram importantes para revelar a
presenca ou a auséncia de Oleos essenciais, flavonoides e taninos, pois tais
componentes poderiam ser responsaveis pela atividade antimicrobiana. Como
substancia de referéncia, para cada classe de principio ativo, utilizou-se a pulegona,

ou a rutina, ou a quercetina ou o acido galico, conforme o item 4.2.3.

Os resultados demonstraram que, por meio da aplicagéo do sistema A, néo foi
possivel detectar a presenca da pulegona, indicando o processo de extracdo por
percolacdo,no qual se utiliza a planta seca, ndo mantém os Oleos essenciais em
niveis adequados (Tabela 1). Assim, quando da extracdo de Oleo essencial sugere-

se que o0 mais recomendado é a utilizacdo da planta fresca.

No sistema B, especifico para flavonoides, ndo foi detectada a rutina no
extrato hidroalcoolico; entretanto, o liofilizado detectou presenca, sugerindo que
neste, por ser mais concentrado, foi possivel a revelacdo. O mesmo comportamento
foi observado quando da utilizacdo do sistema C, deteccdo de taninos, quando se
verificou maior presenca do acido galico no extrato liofilizado, como pode se

observar na Tabela 1.

Tabela 1 - Andlise cromatografica em camada delgada dos extratos fluido e liofilizado de
Minthostachys setosa em diferentes fases méveis (sistemas).

Sistemas Amostra Rf Sustéancia de referéncia
Sistema (A) Extrato fluido - N&o detectado
Extrato liofilizado - N&o detectado
Sistema (B) Extrato fluido - N&o detectado
Extrato liofilizado 36,6 Detectado
Sistema (C) Extrato fluido 27,5 Detectado
Extrato liofilizado 27,5 Detectado

Rf = Distancia de migragdo da substancia/distancia percorrida pela fase mével (x100); - ndo
apresenta; Sistema (A) = tolueno-acetato de etila (93:7); Sistema (B) = acetato de etila, acido
férmico, acido acético glacial, agua (100:11:11:26); e Sistema (C) = cloroférmio, acetato de
etila, acido formico (5:4:1); Fase estaciondria utilizada para os trés sistemas foi a silica gel 60G.
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A atividade antimicrobiana do extrato liofilizado da M. setosa frente aos
microrganismos, utilizados na avaliagdo da qualidade microbiana de produtos
farmacéuticos (U.S.P. Pharmacopoeia, 2009; European Pharmacopoeia, 2007) e
cosmeéticos (CTFA. 2001), foi verificado pelo método de microdiluicdo, de acordo
com o item 4.2.7. Este requereu quantidades minimas de amostra a ser analisada,
vantagem que propicia analise quando se tem baixo rendimento na extracdo. Além
disso, ha a possibilidade de utilizar mais réplicas, tornando o método mais preciso e
diminuindo-se o custo (ELOFFT, 1998).

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de crescimento
dos microrganismos em relacdo ao controle positivo (antibiotico). A leitura da
turbidez do crescimento da populagcédo microbiana dos microrganismos frente E. coli,
S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans é mostrada na Tabela 2 e na Figura 12. Em
relacdo ao A. niger, a andlise foi qualitativa devido a caracteristica deste
microrganismo nao apresentar crescimento homogéneo, dificultando a leitura em

absorbancia.

Tabela 2 - Porcentagem de inibicdo do extrato liofilizado da Minthostachys setosa em comparacéo
com antibiético (Img/mL) frente Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 a 10° UFC/mL e Candida albicans ATCC 10231 a 10°
UFC/mL.

Amostras e % de inibicdo do extrato liofilizado
controles Escherichia Staphylococcus  Pseudomonas Candida
coli aureus aeruginosa albicans
C(+) 1002 100% 100° 94,07°
D/M 6,62 13,00 7,24 1,55
EL 1,25 mg/mL 61,16 57,70 46,32 38,98

EL= Extrato liofilizado 1,25 mg/MI; C(+) = Antibiético 1 mg/mL; D/M = Solvente do
extrato liofilizado DMSO:MeOH (1:1); ®Cloranfenicol; ®Amicacina; ¢ Nistatina
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Figura 12 - Inibicdo do extrato da Minthostachys setosa em comparacdo com antibidtico
1mg/mL frente Escherichia coli 10° UFC/mL ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538
10° UFC/mL, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 10°> UFC/mL e Candida albicans ATCC
10231 10" UFC/mL. C(+) = Antibiético 1 mg/mL; D/M = Solvente do extrato liofilizado
DMSO:MeOH (1:1); EL= Extrato liofilizado 1,25 mg/mL

Os resultados mostraram que a atividade antimicrobiana do extrato liofilizado
a 1,25 mg/mL foi maior para E. coli (61,16 % de inibicdo do crescimento do
microrganismo desafiado) e S. aureus (57,70 %) do que para P. aeruginosa (46,32
%), nas mesmas concentracdes desafiantes de 10° UFC/mL. A carga microbiana de
C. albicans desafiada foi a 10* UFC/mL e o extrato apresentou 38% de inibicdo do
crescimento do microrganismo desafiado. Em relacdo ao A. niger, a carga desafiada
foi de 10®° UFC/mL, mas n&o houve inibicdo, mostrando crescimento em todos os
pocos. A concentracdo acima mencionada poderia ser aumentada para se obter
resultados com melhor atividade, no entanto, nestas concentracées houve limitacao
da técnica quanto a leitura da absorbancia. A atividade antimicrobiana do extrato
liofilizado, apesar de concentrada, ndo demonstrou eficacia acima de 61% de

inibicdo do crescimento do microrganismo desafiado.

Na literatura encontram-se pesquisas relacionando a utilizacdo do oleo
essencial do género Minthostachys com atividade antimicrobiana. De Feo (1998)
analisou o conteudo do oOleo essencial da M. verticillata e avaliou a atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, mostrando

sensibilidade frente ao 6leo essencial. O mesmo género foi testado pelo método
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difusdo em agar frente aos mesmos microrganismos, mostrando maior sensibilidade
as bactérias Gram-negativas frente ao 6leo essencial (PRIMO et al., 2001). O 6leo
essencial de M. mollis foi também avaliado frente a bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, mostrando atividade significativa frente a B. subtillis e S. thyphi
(MORA et al., 2009). Pelos estudos realizados, a M. setosa poderia ser alvo
importante de pesquisa, por apresentar as mesmas propriedades das espécies ja
estudadas.

Com essa perspectiva direcionou-se o trabalho na investigacédo da atividade
antimicrobiana do O6leo essencial das partes aéreas da M. setosa, cujas
caracteristicas ndo foram ainda descritas. Para que o Oleo essencial usado no
experimento fosse padronizado foram realizadas as analises de caracterizacao.
Adicionalmente, esses resultados poderiam ser usados para elaborar a
especificacdo do Oleo essencial, usado como referéncia, para o controle de

gualidade. Os resultados das analises estédo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas organolépticas e propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial da
Minthostachys setosa (Briq.)

Caracteristicas organolépticas

Cor Verde amarelada

Odor Aromatico agradavel (semelhante ao mentol)
Sabor Refrescante ndo persistente

Aspecto Liquido fluido e transparente

Propriedades fisico-quimicas

Densidade relativa (25 °C) 0,91178 g/mL
indice de Refrac&o (20 °C) 1,427
Solubilidade: solavel (1:1) em etanol 95% 100 %

Solubilidade: soltvel (1:1) em DMSO:MeOH 100 %
(50:50)




32

Em relacdo aos constituintes do 6leo essencial de M. setosa, o pesquisador
Senatore (1998) detectou a presenca representativa de terpenos, sendo a pulegona
e a mentona compostos majoritarios (SENATORE,1998). Para comparar 0s
resultados desse autor, a amostra do 6leo essencial obtido, para a realizacdo do
presente trabalho, foi analisada quanto aos constituintes, de acordo com o item
4.2.6.

A analise da composicdo do Oleo essencial detectou pelo menos 39
compostos, que foram determinados pelo célculo do indice de Kovats e comparados
com os espectros de massas dos padrdes de igual indice de retencao encontrados
na literatura (ADAMS, 2007). Os compostos majoritarios encontrados foram também
a pulegona 28,6% (Figura 14) e a mentona 12,6% (Figura 15), como mostram a
Tabela 4 e a Figura 13. Comparando-se com o estudo realizado por Senatore
(SENATORE, 1998), que encontrou 50 compostos, o 6leo essencial analisado no
presente trabalho apresentou menor numero, entretanto 0S mesmos COMPOStos
majoritarios com teores menores. Tais diferencas provavelmente se devem a
condicdo de obtencédo, assim como area e época de cultivo, pois a planta estudada
foi colhida proximo de Lima, que se encontra ao nivel do mar. Nesse estudo, a
planta foi cultivada em Taray, estado de Cusco, a 3.800 metros, apontando possivel

influéncia das condicdes de cultivo na extracdo do 0leo essencial.



Tabela 4 - Composi¢éo quimica do dleo essencial da Minthostachys setosa (Brig.)

Composto K.l Componente Teor (%)
1 928 a-tujeno 0,4
2 932 a-pineno 1,2
3 974 Sabineno 1,3
4 990 Mirceno 1,0
5 995 octan-3-ol 11
6 1014 a-terpineno 0,3
7 1023 Orto-cimeno 2,6
8 1027 Limoneno 1,9
9 1039 (2)-B-ocimeno 0,2
10 1050 (E)-B-ocimeno 1,6
11 1058 y-terpineno 1,2
12 1104 Linalol 4,0
13 1127 acetato de 3-octila 0,6
14 1157 Mentona 12,6
15 1168 iso-mentona 11,0
16 1177 Iso-pulegona 5,8
17 1194 a-terpineol 0,3
18 1205 decan-3-ol 0,2
19 1249 Pulegona 28,6
20 1255 Piperitona 0,6
21 1290 Timol 0,5
22 1299 Carvacrol 2,6
23 1324 acetato de cis-piperitila 0,2
24 1333 &-elemeno 2,1
25 1336 Piperitona 0,7
26 1351 acetato de timila 0,6
27 1372 acetato de carvacrila 5,6
28 1378 [B-bourboneno 0,3
29 1386 [(-elemeno 0,3
30 1413 E-cariofileno 4.0
31 1422 B-copaeno 3,0
32 1446 a-humuleno 0,6
33 1453 alo-aromadendreno 0,2
34 1456 6-Desmetoxi-ageratocromeno 0,2
35 1475 germacreno D 2,0
36 1490 biciclogermacreno 2,5
37 1570 espatulenol 0,5
38 1575 oxido de cariofileno 0,2
39 1619 2S,5E-cariofil-5-en-12-al 0,2

TR: tempo de retenc¢édo, IK: indice de Kovats
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Outros estudos da andlise do 6leo essencial da Minthostachys foram
realizados com espécies diferentes; tais pesquisas mostraram conteudos
semelhantes em relacdo aos compostos majoritarios do 6leo estudado no presente
trabalho. De Feo (1998) analisou o 6leo da M. verticillata que apresentou teores de
37,8 e 29,2 % de pulegona e mentona, respectivamente. A mesma espécie foi
analisada, mas os valores encontrados foram de 44,56 de pulegona e 39,51 % de
mentona em sua composi¢do (PRIMO et al., 2001). O 6leo de M. mollis apresentou
teores de pulegona e mentona de 55,2 e 31,5 %, respectivamente (MORA et al.,
2009). Estes resultados confirmam outras pesquisas, que demonstraram que 0S
terpenos sdo responsaveis pela atividade antibacteriana e antifungica (KARAMAN et
al., 2003; SAHIN, 2002; GULLUCE et al., 2007).

Pelo exposto e dando continuidade no presente trabalho, avaliou-se a
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos nomeados no item 4.2.7.1., 0s
guais foram desafiados frente a 6leo essencial da M. setosa e seus componentes
majoritarios. Para cada microrganismo foi observado o comportamento durante o
periodo de incubacéo especifico, apds a inoculacéo (t1), e nos intervalos de tempo
de 3 horas (t3); 6 horas (te); 12 horas (t12) € 24 (t4) horas para bactérias. Para os

fungos estendeu-se o tempo para 48 (tsg) e 72 (t72) horas.

O comportamento observado da E. coli, com concentracdo inicial de 10°
UFC/mL frente ao 6leo essencial, Figura 16, e compostos majoritarios, Figura 17,
durante o periodo de incubacéo de 24 horas esta apresentado em porcentagem de
crescimento em relacdo a condicdo isenta de amostra. Observa-se na curva de
crescimento do inoculo (controle do microrganismo desafiado), que o lag time
apresentou-se a partir de trés horas e a presenca das amostras diminui o seu tempo
de geracdo. Pelos resultados, houve inibicdo nas 24 horas pelo antibiético na
concentracdo de 50 pug/mL, pelo 6leo essencial nas concentracfes de 22,8, 11,4 e
5,8 ug/mL e pela pulegona nas concentracfes 6,5 e 3,2 pg/mL. Evidenciando-se,
assim, que tanto o 6leo como a pulegona nessas concentracdes apresentam
atividade similar ao antibiotico de referéncia. No entanto, se observa que a mentona
nao inibiu o crescimento microbiano. Pela Figura 18 pode-se comparar o

desempenho da atividade antimicrobiana do Oleo essencial, da pulegona e da
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mentona frente a E. coli, pela porcentagem de inibicdo de crescimento até periodo
de 24 horas.
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Figura 16 - Comportamento de Escherichia coli ATCC 8739 10° UFC/mL em relacdo ao
crescimento microbiano frente a diversas concentracdes do 6leo essencial de Minthostachys
setosa durante 24 horas
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Figura 17 - Comportamento de Escherichia coli ATCC 8739 10° UFC/mL em relagdo ao
crescimento microbiano frente a diversas concentracdes da pulegona e da mentona durante
24 horas. P= pulegona; M=mentona
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O comportamento do S. aureus frente a diferentes concentracdes do 6leo e
dos compostos majoritarios (pulegona e mentona) é apresentado nas Figuras 19 e
20. Observa-se também na curva de crescimento do inoculo (controle do
microrganismo desafiado), que a presenca das amostras diminui o seu tempo de
geracao. Houve maior eficacia em relacdo a E. coli ( Figura 16 e 17) apds as trés
horas de incubacdo. Na Figura 21, grafico da dose-resposta, verifica-se que a
atividade tanto para o Oleo essencial como para a pulegona matem 0 mesmo
comportamento até 24 horas.
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Figura 19 - Comportamento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 10° UFC/mL em relacéo
ao crescimento microbiano frente a diversas concentracdes do 6leo essencial de
Minthostachys setosa durante 24 horas
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Figura 20 - Comportamento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 10° UFC/mL em relacdo
ao crescimento microbiano frente a diversas concentracbes da pulegona e da mentona
durante 24 horas. P= pulegona; M=mentona
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Figura 21 - Efeito dose-resposta (ug/mL-% de inibicdo de crescimento microbiano) do 6leo
essencial M. setosa (A), Pulegona (B) e mentona frente Staphylococcus aureus ATCC 6538

10° UFC/mL apés 24 horas de incubacédo; OE= 6leo essencial; P= pulegona; M= mentona
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Figura 22 - Comportamento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 em relacdo ao
crescimento microbiano frente a diversas concentraces do 6leo essencial de Minthostachys
setosa durante 24 horas

A P. aeruginosa apresenta, também, crescimento somente apdés as 3 horas de
incubacédo. Observa-se também na curva de crescimento do inoculo (controle do
microrganismo desafiado), que a presenca das amostras diminui o seu tempo de
geracdo. Na Figuras 22 observa-se que o Oleo essencial apresenta inibicdo nas
concentragcbes entre 22,8 e 1,4 ug/mL até 24 horas de incubacdo. No caso da
pulegona, a inibicdo de crescimento foi nas concentracbes entre 6,5 e 0,8 pg/mL
(Figura 23). Esses resultados mostram que a pulegona pode ser a principal
responsavel pela atividade do Oleo, como apresentado na Figura 23, em
porcentagem de inibicdo. Assim, sugere-se que a P. aeruginosa € a mais sensivel,
guando se compara com 0s outros microrganismos estudados. Na Figura 24, grafico
dose-resposta, é também possivel verificar que o 6leo essencial e a pulegona séao os

responsaveis pela atividade antimicrobiana.



40

—=— P 6,5 pg/mL
35 | —®—P33ug/mL
—&— P 3,3 pg/mL
—v— P 3,3 ug/mL
30 | <« P33pug/mL
—»— P 3,3 pg/mL
—— P 3,3 pg/mL
25 | —&—P33pug/mL
—&—M 2,9 pg/mL
—*—M 1,5 pg/mL
20 | —a—MO0,7 pg/mL

M 0,4 pg/mL
—e— M 0,2 pug/mL
154 | —a—Mo1pgmL

104

Crescimento microbiano (%)

Tempo (horas)

Figura 23 - Comportamento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 em relagédo ao crescimento
microbiano frente a diversas concentracfes da pulegona e da mentona a diferentes concentracdes
durante 24 horas. P= pulegona; M=mentona
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Nas Figuras 25 e 26 verifica-se que a C. albicans apresentou crescimento
apos 12 horas de incubacdo somente nos controles e na presenca de quantidades
menores que 5,7 pg/ml de 6leo essencial e 1,6 pg/ml da pulegona. O crescimento
microbiano até 48 horas néo foi observado para as concentracdes 22,8 ug/ml, 11,4 e
5,7 ug/mL do 6leo essencial e 6,5; 3,3 e 1,6 ug/mL da pulegona. Esses resultados
mostram que 5,7 mg/ml de éleo essencial e 1,6 pg/ml da pulegona podem ser
considerados valores de CIM. A figura 27 ilustra de forma mais visivel o
comportamento das outras concentracdes estudadas, por meio da porcentagem de

inibicAdo comparada com o 6leo essencial, pulegona e mentona.
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Figura 25 - Comportamento de Candida albicans ATCC 10203 em relacdo ao crescimento microbiano
frente a diversas concentracdes do 6leo essencial de Minthostachys setosa durante 24 horas
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Figura 26 - Comportamento de Candida albicans ATCC 10203 em relagdo ao crescimento

microbiano frente a diversas concentracBes da pulegona e da mentona a diferentes
concentra¢des durante 48 horas. P= pulegona; M=mentona
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A Figura 28 apresenta a atividade antifungica do 6leo essencial (OE) e de
seus componentes majoritarios, cujos resultados foram determinados visualmente,
de acordo com a turbidez provocada pelo crescimento do microrganismo nos pogos
da microplaca. Pode-se observar que o 6leo essencial, nas concentracdes entre
22,8 e 1,4 pg/mL, e a pulegona, na concentracdo de 6,5 pg/mL, inibem o
crescimento de A. niger, verificando-se comportamento semelhante ao do antibidtico
(Figura 29 e 30).

Antibiético  [JControle do meio 1 Atividade do OE  [] Crescimento microbiano

Figura 28 - Concentragao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial frente a Aspergillus
niger a 10° UFC/mL
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Em relacdo as andlises de todos os resultados anteriormente apresentados,
pode-se determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Bactericida e Fungicida Minima (CBM/CFM) do 6leo essencial de M. setosa da
pulegona e da mentona; esses valores sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida ou Fungicida Minima
(CBM/CFM) do 6leo essencial de Minthostachys setosa, da pulegona e da mentona

Concentracao do 6leo Concentracéo Concentracéo

Microrganismo essencial (ug/mL) pulegona (ug/mL) mentona (ug/mL)

CIM CBM-MFC CIM CBM-CFM CiIM CBM-CFM
E. coli 2,8 57 1,6 3,3 >2.9 ND
S. aureus 0,4 0,7 1,6 3,3 2,9 ND
P. aeruginosa 0,4 0,7 0,8 1,6 >2.9 ND
C. albicans 0,7 1,4 0,8 1,6 >2.9 ND
A. niger 1,4 2,8 1,6 3,3 >2.9 ND

ND=néao detectado

Verificou-se que o 6leo essencial de M. setosa apresentou melhor atividade
contra S. aureus (Tabela 5 e Figura 20) e P. aeruginosa (Tabela 5 e Figura 22). O
composto majoritario pulegona apresentou o mesmo comportamento (Tabela 5 e
Figuras 20 e 22), além de ser eficaz contra C. albicans (Tabela 5 Figura 24). Na
tabela 5, os intervalos de valores da CIM do 6leo essencial estdo entre 0,4 e 2,8
Mg/mL e os da pulegona entre 0,8 e 1,6 pg/mL; considerando que a carga
microbiana desafiada foi a mesma, 10* a 10°> UFC/mL, observa-se que o composto
majoritario pode ser o principal responsavel pela atividade antimicrobiana no ensaio
realizado. Entretanto, se a propor¢do da pulegona contida no 6leo essencial fosse
de acordo com a cromatografia gasosa com espectro de massas (28,6%), Tabela 4,
o intervalo dos valores do CIM a ser encontrado seria de 0,1 a 0,8 pg/mL. Esses
dados sugerem gque outros componentes do 6leo essencial, como o carvacrol 2,6%
(PAVEL; RISTIC; STEVIC, 2010; GALLUCCI et al., 2009), estariam também agindo
na atividade antimicrobiana. Em relacdo a mentona, outro composto majoritario que
representa 11,6% do 6leo essencial, a atividade antimicrobiana nao foi eficaz em
comparagcao com pulegona, mostrando somente atividade contra S. aureus (Figura
20,22 e 24).
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Os resultados acima mencionados corroboram os de Oumzil et al. (2000), que
estudaram a acdo antimicrobiana de 6leos essenciais de Mentha suaveolens Ehrh, a
qgual apresentava os mesmos componentes majoritarios. Nesse estudo foi também a
pulegona que apresentou a acao antimicrobiana mais potente. Em pesquisa
semelhante, Imai et al. (2001) testaram essa atividade em 0leos essenciais de M.
piperita. e Mentha arvensis L. e verificaram agdo contra as bactérias S. aureus e
Helicobacter pylori. Frente a esse Ultimo microrganismo, sugere-se que a utilizacao,
na medicina popular, de infusdo de folhas frescas de M. setosa em disturbio
gastrointestinal (DE FEO, 1998; PRIMO, 1999) deva-se a essa atividade

antimicrobiana.

Os resultados obtidos nesse trabalho vislumbram a utilizacdo do extrato
liofilizado, do 6leo essencial e da pulegona como farmacos antimicrobianos e como

conservantes em formulac¢des farmacéuticas e cosmeticas.

O interesse pela busca de novas substancias ativas naturais é tendéncia
atual, aliado ao desejo do consumidor em adquirir produtos com apelo natural.
Muitos compostos aromaticos sdo atualmente obtidos sinteticamente, por razdes
econdmicas ou por dificuldade na obtencdo das plantas produtoras. Contudo, a
busca pelos principios ativos naturais tem feito crescer a demanda pelos produtos
originais obtidos diretamente das plantas. Além do mais, ha dificuldades para que os

aromas sintéticos se aproximem com perfeicdo dos aromas naturais.
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6. Conclusdes

- O extrato liofilizado de partes aéreas de M. setosa a 0,125% (p/v) mostrou
atividade antimicrobiana frente E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 6538, P.
aeruginosa ATCC 9027 e 10*UFC/mL de C. albicans ATCC 10231.

- O dleo essencial de partes aéreas de M. setosa a 0,00028% (p/v) e o
composto majoritario pulegona a 0,00016%(p/v) mostraram atividade antimicrobiana
frente E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 9027, C.
albicans ATCC 10231 e A. niger ATCC 16240. A mentona apresentou atividade a
0,00029% (p/v) frente S. aureus ATCC 6538.

- Entre os compostos majoritarios, pulegona foi o principal responséavel pela

atividade antimicrobiana do 6leo essencial de partes aéreas de M. setosa.
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