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RESUMO

GURGEL, A. P. A. D. A importancia de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng como alternativa
terapéutica — Métodos Experimentais. Dissertacdo em Ciéncias Farmacéuticas/UFPE. Recife,
2007.

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae) é uma planta herbdcea nativa da Asia
Oriental e encontra-se distribuida por toda a América. No Brasil, é conhecida como hortela
da folha grossa, horteld da folha graida, malvarico e mundialmente como orégano, sendo
utilizada popularmente como analgésica, antiinflamatdria e antimicrobiana. Esta pesquisa
avaliou o perfil fitoquimico e as acdes toxicoldégicas, microbioldgicas e farmacoldgicas
(atividade antineopldsica e antiinflamatéria, em roedores) do residuo do extrato
hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus. No estudo fitoquimico constatou-se a presenca
de flavondides (quercetina e luteolina, rutina), terpenos, derivados cindmicos,
monoterpenos (carvacrol, timol), triterpenos (p — sitosterol e f — amirina) e esteréides. No
ensaio de toxicidade aguda do extrato foram verificadas rea¢des estimulantes seguida por
reacOes depressoras sobre Sistema Nervoso Central. Nao houve 6bitos em nenhuma das
doses testadas (a maior dose 3.800 mg.kg" por via intraperitoneal e 4.000 mg.kg™” por via
oral) descartando uma possivel DLsy. Nos ensaios microbiolégicos foi verificado uma forte
acdo antimicrobiana do extrato em bactérias gram-positivas, principalmente Staphylococcus
aureus resistente a Meticilina (MRSA), onde a concentracdo inibitéria minima oscilou entre
18.7 ¢ 9.3 mg.ml" do referido extrato. A acdo do extrato sobre a cinética bacteriana (curva
de mortalidade) sugere uma agdo tanto bactericida como bacteriostatica, variando conforme
concentracdo do extrato. Em bactérias gram-negativas e fungos leveduriformes ndo foram
constatadas agdes do extrato. Para a atividade antiinflamatdria utilizou-se o modelo do
edema de pata induzido por carragenina. Foram administradas as doses crescente de 150,
250 e 350 mg.kg" do extrato por via oral e intraperitoneal. Nos ensaios antiinflamatGrios
por via oral ndo foram observados diminui¢des nos edemas, porém, nas administracoes
intraperitoneais, foram verificadas diminuicdes significativas do edema em todas as doses
testadas. Nos ensaios de atividade antineopldsica, foram utilizados os modelos
experimentais de Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich. Nos grupos tratados com o extrato
foram averiguadas diminui¢des na média dos pesos dos tumores em todas as doses
administradas por via intraperitineal (100, 150, 250 e 350 mg.kg'l), exceto na dose 350
mg.kg”, no modelo de Carcinoma de Ehrlich, que apresentou uma acfio carcinogénica.

Palavras-chave: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, perfil fitoquimico, toxicidade
aguda, atividade antimicrobiana, cinética bacteriana, atividade antiinflamatéria, atividade
antineopldsica.
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ABSTRACT

GURGEL, A. P. A. D. The importance of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng as

therapeutical alternative - Experimental Methods. Dissertation in Pharmaceutical
Science/UFPE. Recife, 2007.

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae) is a native herbaceous plant of
Eastern Asia and meets distributed by all America. In Brazil, it is known as “hortela da
folha grossa”, “horteld da folha gradda”, “malvarico” and world-wide as oregano, being
used popularly as analgesic, anti-inflammatory and antimicrobials. This research evaluated
the phytochemical profile and the toxicological, microbiological and pharmacological
actions (antineoplasic and anti-inflammatory activity in rodents) of the residue of the
hydroalcoholic extracts of leaves of P. amboinicus. In the phytochemical study was
evidenced presence of flavonoids (quercetin, luteolin and rutin), terpenes, cinnamic
derivatives, monoterpenes (carvacrol and thymol), triterpenes (B - sitosterol and f -
amirina) and steroids. In the assay of acute toxicity of the extract it was verified stimulants
reactions followed by depressive reactions on Central Nervous System. It did not have
deaths in none of the tested concentrations (great concentration 3.800 mg.kg'1
intraperitoneal and 4.000 mgkg', by oral form) discarding a possible DLsy. In the
microbiological assays was verified one strong antimicrobial action of the extract in gram-
positive bacterials, mainly Staphylococcus aureus Methicillin resistant (MRSA), where the
minimum inhibitory concentration oscillated between 18.7 and 9.3 mg.ml" of related
extract. The action of times-kill curves bacterial of extract suggests an action bactericidal
and bacteriostatic, varying as concentration of the extract. In gram-negative bacteria and
fungi not been evidenced action of the extract. In inflammation models, the paw edema in
rats was induced by subcutaneous injection of carrageenan. The anti-inflammatory tests by
oral administration did not considerably reduce the volumes of rat paw edema (150, 250
and 350 mg.kg-1) as shown by the intraperitoneal injection which significantly inhibited
the final phase of the inflammation. In the assays of antineoplasic activity, the experimental
models of Sarcoma 180 and Carcinoma of Ehrlich had been used. In the groups dealt with
the hydroalcoholic extract of leaves of P. amboinicus had presented reductions in the
average of the weights of the tumors in all the concentrations by intraperitineal
administration (100, 150, 250 and 350 mg.kg-"), except in 350 dose mg.kg”, in the model
of Carcinoma of Ehrilich, that presented a carcinogenic action.

Key-words: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, phytochemical profile, acute toxicity,
antimicrobial activity, times-kill curves bacterial, anti-inflammatory activity, antineoplasic
activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 A FITOTERAPIA E A POLITICA NACIONAL

O uso de espécies vegetais com fins de tratamento e cura de doengas remonta ao inicio da
hominizagdo, desde o momento em que os primeiros hominideos comecaram o longo percurso de
manuseio, adaptacdo e modificacdo dos recursos naturais para seu proprio beneficio. Desde a pré-
histéria o homem ja utilizava as plantas tanto para fins alimenticios quanto para fins medicinais. Esta
pratica milenar, documentada em varios escritos antigos como os Vedas, o Livro Sagrado Indiano, e no
Grande Livro das Ervas, publicado pelos chineses, ultrapassou todas as barreiras e obstaculos durante o
processo evolutivo, chegando até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte da
populacdao mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz (CARRAZONI, 2000; FREITAS, 2006).

No século XX, o surgimento dos antibidticos produzidos por fermentagdo microbiana aliado ao
desenvolvimento marcante de farmacos sintéticos produzidos pela industria farmacéutica, logo depois
da II Grande Guerra, foram causas marcantes do declinio do uso de plantas medicinais e,
subsequentemente, do investimento de firmacos de origem vegetal (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Porém, hoje a fitoterapia estd renascendo a luz da ciéncia moderna, despertando maior interesse
dos paises economicamente mais pobres, onde o consumo € crescente representando as vezes a Unica
alternativa terapéutica, e também dos paises ricos industrializados, que suportam grande parte dos
elevados custos subsidiados de medicamentos as suas populagdes, e buscam na fitoterapia mais uma
alternativa econdmica (CALIXTO, 2000).

O segmento de fitoterdpicos movimenta anualmente no mundo cerca de US$ 22 bilhdes, com
crescimento de 12% ao ano. S6 no ano de 2000, o setor faturou cerca de US$ 6,6 bilhdes nos Estados
Unidos e US$ 8,5 bilhdes na Europa, sendo a Alemanha e os Estados Unidos os maiores mercados de
fitoterdpicos. No Brasil, considera-se que as vendas neste setor crescem 10% ao ano, com estimativas
de terem alcangado a cifra de US$ 550 milhdes no ano de 2001 (PINTO et al, 2002; BRASIL, 2006a).

Além da importancia em escala industrial, as plantas medicinais sdo utilizadas em pesquisas
farmacoldgicas para o desenvolvimento de drogas, ndo somente como agente terapéutico direto, mas
também servindo de matéria-prima para a sintese ou modelos de compostos farmacologicamente ativos
(BRASIL, 2006a).

O Brasil € o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica diversidade
étnica e cultural, detém um valioso conhecimento social associado ao uso de plantas medicinais, tendo

assim um potencial necessario para o desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e



3
terapéuticas apropriadas (BRASIL, 2006a). Além disso, estima-se que cerca de cinqiienta milhdes de
brasileiros ndo tem acesso ao medicamento, o que justifica a adocdo de medidas que visem a
amplificacdo das pesquisas e propiciem o uso seguro de plantas medicinais como alternativa
terapéutica em todo o pais, com especial atencdo as regides mais pobres (DINIZ, 2000).

Com base nisso, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos foi aprovada por
meio do Decreto N° 5.813 de 22 de Junho de 2006, estabelecendo diretrizes e linhas prioritarias para o
desenvolvimento de agdes em torno de objetivos comuns voltados a garantia do acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterdpicos no Brasil, incentivando o desenvolvimento de tecnologias
e o uso sustentavel da biodiversidade brasileira (BRASIL, 2006a).

Ainda em 2006 a Portaria n°® 971, aprova a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Sadde. A Fitoterapia estd inserida nestas praticas

integrativas e foi aprovada através do Decreto n°® 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006b).

1.2 PERSPECTIVAS DAS PLANTAS MEDICINAIS
1.2.1 MICROMOLECULAS DE PLANTAS

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substincias organicas conhecidas.
Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o que tem contribuido de forma mais
significativa para o fornecimento de metabdlitos secundérios, muitos destes de grande valor agregado
devido as suas aplicagdes como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos (PINTO et al,
2002).

Muitas dessas substancias constituem-se, sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de
medicamentos sintéticos modernos, tais como procaina, cloroquina, tropicamida, ou de farmacos
imprescindiveis como Vimblastina (Velban ®), Vincristina (Oncovin®), podofilotoxinas e andlogos
etoposideos (VP- 16- 213, Vepeside®), e teniposideo (VM — 26, Vumon®), camptotecina e taxol
(plaxitaxel; Taxol®). O mercado destes fairmacos movimenta cerca de U$S 50 bilhdes, justificando a
busca de novas substancias bioativas e reativando o interesse pelos medicamentos de origem vegetal,
principalmente pela busca de substincias com estruturas moleculares complexas, praticamente
impossiveis de serem obtidas no processo sintético de custo racional. (MONTANARI; BOLZANI,
2001; PINTO et al, 2002).



1.2.2 PLANTAS MEDICINAIS NA ERA GENOMICA

O seqiienciamento do genoma de Arabidopsis thaliana, primeira espécie vegetal a ter seu
codigo genético completamente decifrado, dd inicio uma nova fase na pesquisa sobre biologia
molecular de plantas e principalmente sobre o conhecimento de genes de regulagdo metabdlica. A
possibilidade de se utilizar genes regulatdrios e suas associacdes foi demonstrada pela ativacdo e
producdo de antocianinas em células de Arabidopsis e de milho, que se processam por ativacdo de
transcriptomas. Recentemente, o trabalho sobre a biossintese de alcaldides inddlicos em Catharanthus
roseus resultou no isolamento de genes regulatdrios, relevante para a compreensao da relacdo
gene/metabolismo secunddrio em relagdo a variacdo da concentracdo e diversificagdo dos metabdlitos,
que possivelmente estdo relacionados com determinadas fungdes enziméticas (PINTO et al, 2002).

Trabalhos envolvendo melhoramento genético de plantas medicinais ainda sdo incipientes.
Porém, deve-se ressaltar o melhoramento da Chamomilla recutita (camomila), desenvolvido no Paran4,
que mostrou um teor superior em produtividade de 6leo essencial e da Artemisia annua (Artemisia),
que incrementou significativamente a producdo do antimaldrico artemisinina, passando de Skg/ha para
25 kg/ha de artemisinina (MAGALHAES, 1998 apud OLIVEIRA et al, 2000).

Com a facilidade de hibridizacdo de algumas plantas medicinais, seu cultivo se torna mais
interessante a fim de obter material adaptado aos mais diferentes locais. Isto ocorre com espécies do
género Mentha e Ocimum, pois nas espécies que compdem estes géneros nao ocorrem barreiras muito
rigidas ao cruzamento interespecifico, gerando variabilidade que pode ser selecionada, e a propagagao

pode ser feita assexuadamente (SOBTI, 1982 apud OLIVEIRA et al, 2000).

1.3 IMPORTANCIA DOS ESTUDOS FARMACOLOGICOS DE PLANTAS MEDICINAIS

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais
como flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, etc, tem sido objeto de
incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as agdes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos
com animais. Muitas destas substincias t€ém grandes possibilidades de futuramente virem a ser
aproveitadas como agentes medicinais. Entre os diversos exemplos de substancias oriundas de plantas e
de importancia atualmente, podemos mencionar a forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta
efeitos contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores, a artemisinina, presente em Artemisia
annua, que exerce potente atividade antimalérica, e o diterpeno anticancerigeno taxol, isolado de

plantas do género Taxus, que apds sua sintese em escala industrial, j& se encontra disponivel no
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mercado farmacéutico, constituindo-se numa grande esperanca para pessoas portadoras de cancer nos
ovdrios e pulmdes (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998).

A elucidacdo destes componentes ativos presentes nas plantas bem como seus mecanismos de
acdo, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e farmacologia. As
plantas contém inimeros constituintes e seus extratos, quando testados, podem apresentam efeito
sinérgico entre os diferentes principios ativos devido a presenga de componentes de classes ou
estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade. No estudo da atividade biolégica de extratos
vegetais € importante a selecdo de bioensaios para a deteccdo do efeito especifico. Os sistemas de

ensaios devem ser simples, sensiveis e reprodutiveis (MACIEL et al, 2002).

1.4 TOXICOLOGIA DE PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacgdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usudrios e comerciantes. Muitas
vezes essas plantagdes sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados
pelos silvicolas (VEIGA-J UNIOR et al, 2005).

A toxicidade de plantas medicinais é um problema sério e de satde publica. Os efeitos adversos
dos fitomedicamentos, possiveis adulteracdes e toxidez, bem como a agdo sinérgica (interacdo com
outras drogas) ocorrem comumente. As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterdpicos ainda sdo incipientes, assim como o controle da comercializagao pelos
6rgdos oficiais pelas feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR et
al, 2005).

Com base nisso, em 2004 a Resolucdo n® 90, da ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria publicou um “GUIA PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-
CLINICA DE FITOTERAPICOS” com objetivo de normatizar métodos padronizados para os estudos
de toxicologia pré-clinica no Brasil (BRASIL, 2004).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plectranthus amboinicus Lour. Spreng

2.1.1 ASPECTOS BOTANICOS

A familia Lamicaecae compreende mais de 220 géneros e cerca de 4.000 espécies, sendo
considerada uma das mais importantes familias do ponto de vista econdmico e etnobotanico. Muitas de
suas espécies sdo cultivadas para fins medicinais (Ocimum e Mentha), ornamentais, no condimento,
alimentacdo (Plectranthus, Origanum) e como alucindgeno (Salvia) (ALBUQUERQUE; ANDRADE,
1998).

O género Plectranthus pertence a subfamilia Nepetoideae e a tribo Ocimae, contendo cerca de
300 espécies fitogeograficamente distribuidas na Africa, América, Asia e Austrdlia. As espécies deste
género sdo frequentemente utilizadas na alimentacdo e no tratamento de patologias digestivas,
respiratdrias, infectivas e de pele (LUKHOBA et al, 2005).

A espécie Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (figuras 1 e 2) possui varios sindnimos, tais
como Plectranthus aromaticus Roxb., Coleus aromaticus Benth. e Coleus amboinicus Lour.
Popularmente € conhecida como horteld da folha grossa, hortela da folha graida, malvarigo, orégano e
orégano francés. A espécie é nativa da Asia Oriental e encontra-se distribuida por toda a América
(ACOSTA et al, 1998; ABDEL-MOGIB et al 2002; LUKHOBA et al, 2005).

P. amboinicus é uma planta herbacea, perene, suculenta, aromética, medindo cerca de 1 metro
de altura. Caule quebradico com folhas suculentas de forma ovalada, dpice agudo ou obtuso, bordos
dentados e peciolo grosso. As flores sdo violdceas, agrupadas em verticilos que formam espigas
terminais, portando um forte odor caracteristico da espécie (ACOSTA et al, 1998; CASTILLO;

GONZALEZ, 1999). No Brasil as flores sdo de cor azul e o seu periodo de floragio é muito raro.



Figura 1- Aspectos gerais das folhas de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng

Hortela da folha grossa. Fonte: Aguiar, 2004



Figura 2- Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng - Aspectos Gerais

Hortela da folha grossa. Fonte: Aguiar, 2004



Quadro 1 - Classificagao sistematica de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng

REINO Plantae

DIVISAO Magnoliophyta

CLASSE Magnoliopsida

SUB CLASSE Asteridae

ORDEM Lamiales

TRIBO Ocimae

FAMILIA Lamiaceae

SUBFAMILIA Nepetoidea

GENERO Plectranthus

ESPECIE Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng

(CRONQUIST, 1981)

10
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2.1.2 ASPECTOS QUIMICOS

A maioria dos estudos fitoquimicos das espécies do gé€nero Plectranthus sdo focadas no
isolamento de diterpendides e suas propriedades farmacoldgicas. Monoterpenoides, diterpendides
sesquiterpendides, € compostos fendlicos sdo comumente encontrados no género Plectranthus, sendo
os diterpendides os metabélitos secunddrios mais encontrados em todo o género. O Acido caféico e o
acido clorogénico sempre estdo presentes na familia Lamiaceae, sendo 4cido clorogénico considerado
como de ocorréncia universal na familia e o dcido rosmarinico de ocorréncia restrita apenas a
subfamilia Nepetoideae. O género Plectranthus também possui uma composicdo rica em Oleos
essenciais (ABDEL-MOGIB et al, 2002; LUKHOBA et al, 2005).

A espécie Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng possui uma composi¢do quimica rica em
flavondides como apigenina, crysoeriol, cirsimaritina, luteolina quercetina, salvigenina, taxifolina.
Além de flavondides, foram detectados nas folhas agucares redutores, dcidos triterpénicos, taninos,
grupos aminos e esterdides triterpénicos (PARRA; RUIZ, 1999; CASTILLO; GONZALEZ, 1999).

O ¢leo essencial de P. amboinicus possui uma composi¢do rica em mono e sesquiterpenos. Ja
foi relatada a presenca de carvacrol, timol, eugenol, metil chavicol, 1,8-cineol e outros. Em muitos
estudos, o componente de maior concentragdo é o carvacrol, variando de 40 a 65% (PARRA; RUIZ,
1999). No entanto, Singh et al, 2002 encontrou um percentual superior a 94% de timol nas folhas de P.
amboinicus cultivadas na India. A aparente discrepancia com relagdo i concentracio quimica do leo
essencial desta espécie deve estar correlacionada as diferencas genéticas e ambientais.

Ja foram relatadas a presenca de vitaminas B-1 (tiamina), B-2 (Riboflavina) e vitamina C (4cido
ascorbico) nas espécies de P. amboinicus cultivadas no México (MORTON, 1992 apud CASTILLO;
GONZALEZ, 1999).
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2.1.3 ESTUDOS ETNOBOTANICOS E FARMACOLOGICOS

As espécies do género Plectranthus siao frequentemente utilizadas na alimentagdo e no
tratamento de problemas digestivos, de pele e infecgdes, principalmente do trato respiratério
(LUKHOBA et al, 2005).

Plectranthus amboinicus (Lour.) € popularmente utilizada no tratamento de doencas do trato
respiratério, agindo como um broncodilatador, expectorante, antitussigeno e antimicrobiano, esta
ultima propriedade confere-lhe uma acdo eficaz no combate a infec¢des respiratérias e otites
(NOGUEIRA, 2004). P. amboinicus é utilizado no combate a cdlera, nas doengas genito-urindrias, em
dores e febres. O extrato aquoso das partes aéreas de P. amboinicus é usado popularmente como um
antiepiléptico, anticonvulsivante, antiasmatico e em doencgas géstricas (CASTILLO; GONZALES,
1999).

No Brasil, as folhas de P. amboinicus sdo utilizadas no tratamento contra dor de ouvido, dor de
cabeca, inflamacgao no colo do ttero, febre e bronquite, furdnculos, impingens e leischmaniose cutanea
(MATOS, 2002).

Virios estudos cientificos realizados com a planta demonstraram as atividades inseticidas,
antimicrobianas, contra Pseudomonas aeruginosas, Echerichia coli, atividade antiviral contra Herpes,
além de um fator de inibicao da protease do HIV (NAPRALERT, 2003)

O extrato bruto das folhas de P. amboinicus apresentou uma a¢do antibacteriana sobre cepas de
S. aureus, isoladas de pacientes portadores de otite externa (NOGUEIRA, 2004). Outros estudos
demonstram que o 6leo essencial de P. amboinicus associado a outros componentes como flavonas,
acidos aromaticos e taninos apresentam agdo antibacteriana contra Pneumococcus e Staphylococcus e,
quando testadas em associacdes com antibidticos de largo uso medicinal, demonstraram um sinergismo
entre o composto vegetal e o sintético (SIEGRIST, 1986; OLIVEIRA, 2006).

O extrato aquoso e fluido das folhas de P. amboincus apresentou um amplo espectro de
atividade antimicrobiana tanto em bactérias gram-positivas como em gram-negativas (CASTILLO;
GONZALEZ, 1999).

O 6leo essencial das folhas P. amboinicus extraidos de cultivares da India apresentou um alto
percentual de timol com uma forte acao inseticida em cupins (Odontotermes obesus Rhamb) que estao
associados as pestes de cana de agucar (SINGH et al, 2002).

Extratos fluidos e os flavandides de P. amboinicus demonstraram um efeito antioxidante em

modelos de peroxidagio lipidica do tecido cerebral, com a inibicio de TBARPs (Acido Tiobarbitirico)
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superior ao bioantioxidante universalmente reconhecido «-tocoferol. Estes resultados podem estar
relacionados com as propriedades antiepilépticas que a espécie referida possui (SALMAN et al, 1996).

O estudo do perfil neurofarmacolégico de P. amboinicus demonstrou um efeito potencializador
em estereotipias induzidas por anfetamina (RODRIGUEZ, 1999). Em outro estudo, o extrato aquoso de
P. amboinicus mostrou efeitos de inibi¢dao da recaptacdo intraneuronal das catecolaminas em diferentes
estimulagcdes elétricas em ratos. Tais efeitos sugerem uma acdo inibitéria dos mecanismos de
inativacdo das catecolaminas, similar as das drogas antidepressivas (VILLATE et al, 1999).

Em administracdes agudas do extrato aquoso liofilizado de P. amboinicus nao foram
evidenciados os efeitos anticonvulsivantes, no entanto, em administracdes cronicas observou-se um
efeito protetor contra as convulsdes induzidas por lindocaina, sendo provdvel um efeito
antiepileptogénico da planta (BU WONG et al, 1997).

O efeito antitussigeno do extrato fluido elaborado com etanol a 30%, foi comprovado em estudo
comparativo frente a codeina (20mg.kg) no modelo experimental de aerosol de amoniaco em cobaios
(CIDEM, 1990 apud CASTILLO; GONZALEZ, 1999).

Foi demonstrado um efeito modulador das folhas de P. amboinicus em nefrolitiase induzidas
por etileno glicol em ratos, com a diminui¢do significativa de cdlcio, oxalato e proteinas totais
(ALVIN; IBRAHIM, 2005).

Uawonggul et al, (2006) relatou que o extrato de P. amboinicus pode ser considerado um
anticorpo contra o veneno de escorpido Heterometrus laoticus, com eficiéncia de cerca de 40% em

fibroblastos tratados com o veneno.

2.1.4 ESTUDOS TOXICOLOGICOS DE Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng

O ensaio de toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico com as folhas P. amboinicus cultivadas
em Cuba nao apresentou mortalidade em ratos Wister fémeas. O estudo toxicolégico sub-agudo
demonstrou que os parametros hematoldgicos e soroldgicos se mantiveram em niveis normais apds a
administracdo das doses de P. amboinicus. Em observagdes macroscopicas € microscopicas dos 6rgaos
analisados nao foi relatado nenhuma alteracdo significante. (CASTILLO; GONZALEZ, 1999) Porém,
Chang et al, (2005) relatou que administra¢cdes cronicas de P. amboinicus em humanos pode

desencadear uma dermatite alérgica de contato.
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Parra et al, (2001) demonstrou que o extrato metandlico das folhas de P. amboinicus apresentou

pouca toxicidade em estudo de toxicidade aguda in vivo, com camundongos, e em estudo in vitro, com
artemia salina.

Os estudos toxicogenéticos do extrato fluido e do 6leo essencial, em sistemas in vitro e in vivo,

apresentaram uma agao citotoxica e genotoxica significativa dose-dependente no ensaio de segregacao

somadtica frente ao fungo Aspergillus nidulans D-30, porém ndo apresentaram este mesmo efeito no

ensaio de indu¢do de microntcleos da medula dssea de ratos (PARRA; RUIZ, 1999).



3. OBJETIVOS
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3.1 OBEJTIVO GERAL

Avaliar as ac¢Oes farmacoldgicas, microbioldgicas e toxicoldgicas do extrato hidroalcodlico das

folhas da espécie Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar o perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng;

2 Analisar o screening antimicrobiano do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng, em bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos
leveduriformes;

3 Avaliar a acdo antibacteriana, a concentra¢do inibitéria minima e a cinética bacteriana do
extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, frente as cepas de
Staphylococcus aureus multirresistentes (MRSA);

4 Avaliar a toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng, através da determinagdo da dose letal para 50% da populacdo DLsg;

5 Avaliar a atividade antiinflamatéria do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng;

6 Avaliar a atividade antineopldsica do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus

amboinicus (Lour.) Spreng.



4. ARTIGO I
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Screening Antimicrobiano e Triagem Fitoquimica do Extrato Hidroalcodlico

das Folhas de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (LLamiaceae)

Ana Pavla Almeida Diniz Gurgel '*, Haroudo Satiro Xavier ', Rinalda Aratjo Guerra de
Oliveira %, Maria do Socorro Vieira Pereira’, Ivone Anténia de Souza*

1 Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco, 50740-521, Recife,
PE, Brasil,
2 Departamento de Fisiologia e Patologia, Universidade Federal da Paraiba, Av. Castelo Branco, S/N,
Cidade Universitaria 58051-900, Jodo Pessoa, PB, Brasil,
3 Departamento de Biologia Molecular, Universidade Federal da Paraiba, Av. Castelo Branco, S/N,
Cidade Universitaria 58051-900, Jodo Pessoa, PB, Brasil,
4 Departamento de Antibiéticos, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Arthur de Sa, S/N, Cidade

Universitaria, 50740-521, Recife, PE, Brasil.

RESUMO “‘Screening antimicrobiano e triagem fitoquimica do extrato hidroalcoolico das folhas
de Plectranthus amboinicus Lour. Spreng (Lamiaceae)”. Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng é
uma espécie nativa da Asia Oriental e distribuida por toda a América. A planta é conhecida
mundialmente como horteld da folha graida e orégano, sendo comumente utilizada na medicina
popular como antimicético, antiinflamatdrio, analgésico e nas infec¢des respiratdrias. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e a triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico das
folhas de P. amboinicus em fungos do género Candida, bactérias gram-positivas e gram-negativas. A
atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em meio sélido. As andlises
fitoquimicas detectaram a presenca de terpenos, flavondides, derivados cindmicos, carvacrol e timol.
De acordo com os resultados, o extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus mostrou uma
potente atividade contra bactérias gram-positivas, porém, ndo houve inibi¢do do crescimento em
bactérias gram-negativas e fungos leveduriformes, contrariando outros estudos. Portanto, o extrato
hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus, apresenta uma consideravel atividade antibacteriana sobre
linhagens gram-positivas, constituindo um meio alternativo na terapéutica de S. aureus.

Unitermos: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng; Atividade Antimicrobiana; Triagem Fitoquimica.

ABSTRACT “Antimicrobial screening and phytochemical analysis of hidroalcoélico extract of
leaves Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng. (Lamiaceae)”. Plectranthus amboinicus is a native
species of Asia Eastern and distributed by all America. The plant is known popularly as “horteld da
folha graida” and oregano, being commonly used in the folk medicine as antimycotic, anti-
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inflammatory, analgesic and in the respiratory infections. The objective of this work was to evaluate
the antimicrobial activity and the phytochemical analysis of the hydroalcoholic extracts of leaves of P.
amboinicus in Cdndida genus yeasts, gram-positive and gram-negative bacteria. The antimicrobial
activity was determined by the method of diffusion in agar. The phytochemical analyses detected the
presence of terpenes, flavonoids, cynnamic derivates, carvacrol and thymol. In accordance with the
results, the hydroalcoholic extracts of leaves of P. amboinicus showed a powerful activity against
gram-positive bacterial, however, did not have inhibition of the growth in gram-negative bacterial and
yeasts, opposing other studies. Therefore, the hydroalcoholic extracts of leaves of P. amboinicus,
presents a considerable antibacterial activity on gram-positive, constituting an alternative way in
therapeutical of S. aureus.

Key-words: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, Antimicrobial Activity; Phytochemical Analysis.

INTRODUCAO

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais
como flavondides, alcaldides, sesquiterpenos, triterpenos, taninos, iridéides, entre outros, tem sido
objeto de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as a¢des farmacoldgicas através de testes
pré-clinicos com animais. Muitas destas substancias t€ém grandes possibilidades de futuramente virem a
ser aproveitadas como agentes medicinais. Entre os diversos exemplos de substancias oriundas de
plantas e de importancia atualmente, podemos mencionar a forscolina, obtida de Plectranthus barbatus,
que apresenta promissores efeitos contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores (Chechinel-
Filho; Yunes, 1998).

O género Plectranthus encerra varias espécies que sao comumente utilizadas na medicina
popular em vdrias partes do mundo. Estudos fitoquimicos prévios mostram que diterpenos e triterpenos
s@o os metabolitos mais comuns do género, sendo responsaveis por variadas e importantes propriedades
medicinais como antivirais, antifingicos, anti-hipertensivo, entre outras (Abdel-Mogib et al., 2002).

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, é nativa da Asia, distribuida por toda a América e
possui uma composi¢do quimica rica em Oleos essenciais (com a presenca de timol, carvacrol),

flavandides e taninos, todos estes compostos com conhecida ac¢do antimicrobiana. Investigacdes
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farmacoldgicas prévias mostraram que P. amboinicus possui propriedades genotdxicas (Parra; Ruiz,
1999), antiepiléptica (Sdlman et al., 1996), antidepressora (Rodrigues, 1999 apud Aguiar, 2004). No
Brasil, é popularmente conhecida como horteld da folha grossa, horteld da folha gratida e o cha de suas
folhas € utilizado como analgésico, expectorante, antiinflamatério e no combate a infecgdes.

O Oleo essencial de P. amboinicus apresenta um alto indice de compostos aromdticos e
oxigenados, sendo seu componente majoritirio o carvacrol, que possui uma conhecida atividade
antimicrobiana (Castillo; Gonzalez, 1999), justificando assim o uso medicinal desta planta no combate
a infecgOes em muitos paises. No entanto, muitos fatores como composi¢do do solo, 4gua, temperatura,
estresse, umidade podem influenciar no metabolismo e na producdo destes compostos fendlicos. Estas
variacOes influenciam diretamente na qualidade da planta de uso medicinal (Santos et al., 2006). Com
base nisso, o objetivo desta pesquisa foi realizar a triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico das
folhas de P. amboinicus cultivadas na Cidade de Jodo Pessoa - Paraiba, Brasil e avaliar o seu potencial

antimicrobiano em cepas bacterianas e fingicas.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As folhas de P. amboinicus foram coletadas em Setembro de 2005 no horto do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba — UFPB. Foi elaborada uma exsicata
sendo posteriormente depositada no Herbario IPA — Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria,

com o codigo JPA 65501. A identificacao do material foi feita pela Dra. Rita de Céssia A. Pereira.

Preparacao do extrato hidroalcoélico das folhas de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng
Para a obtenc¢do do extrato hidroalcodlico (EH), 2.74 kg de fragmentos das folhas de P.

amboinicus foram submetidos a um processo de maceragdo, com etanol a 70% (v/v), em temperatura
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ambiente por um periodo de 72 horas. Em seguida, o material foi filtrado e concentrado a vacuo, em

um rotaevaporador, fornecendo desta maneira um residuo com rendimento de 32.5g.

Perfil fitoquimico

Aliquotas do EH das folhas de P. amboinicus dissolvidas em metanol foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (placas de gel de silica — MERCK- Alemanha, 105551),
empregando-se diversas fases moveis, reveladores adequados a caracterizagdo dos diversos grupos e
padrées cromatograficos (Quadro 1). Foi investigada a presenca de alcaléides (Wagner, 1996),
flavondides (Neu, 1956; Markham, 1982), protoantocianidinas condensadas e leucoantocianidina
(Wagner, 1996), monoterpendides, sesquiterpendides e diterpendides (Wagner, 1996), triterpendides e

esterdides (Sharma; Dawra, 1991), irid6ides (Harbone, 1998) e saponinas (Wagner, 1996).

Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste estudo foram Staphylococcus aureus MRSA (ATCC-
6538), Staphylococcus aureus (ATCC- 25923), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Salmonella typhi
(ATCC- 14028), Salmonella choleraesuis (ATCC — 10708), Candida albicans (ATCC -90.018),
Candida tropicalis (FCF — 163), Candida guilliermondii (LM 06), Candida krusei (LM 09), Candida

parapilosis (LM 10), Candida stellatéidea ( LM — 46).

Determinacio da atividade antimicrobiana e Concentracao Inibitéria Minima

A atividade antimicrobiana e a concentracdo inibitéria minima (CIM) das amostras foi
determinada pelo método de difusdo em meio sélido para o EH das folhas de P. amboinicus sobre as
linhagens bacterianas e fungicas. Foram realizadas perfuracdes no meio de cultura (Agar Miieller

Hinton — DIFCO) de aproximadamente 6 mm de didmetro. Nos orificios foi colocado um volume de
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50ul da solucdo do extrato diluido (Cleeland; Squires, 1991). Como controle negativo foi utilizado
alcool a 70%. Foi considerada como CIM a menor concentracdo do extrato que inibiu o crescimento

bacteriano e flingico observado pela presencga do halo de inibi¢do (National, 1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados da triagem fitoquimica do EH das folhas de P. amboinicus,
demonstrados na tabela 1, verificou-se a presenca de flavondides (dcido caféico, quercetina e luteolina),
monoterpendides (carvacrol e timol), sesquiterpendides, diterpendides triterpendides, esterdides e
derivados cinamicos (4cido criptoclorogénico e dcido neoclorogénico). Apesar da grande importancia
econdmica e medicinal, as espécies do género Plectranthus sao pouco estudadas. Abdel-Mogibe et al.,
(2002) descreve os diterpendides como sendo os metabdlitos secundarios mais encontrados no género
Plectranthus, e a ocorréncia de dcido caféico e dcido clorogénico como caracteristica da familia
Lamiaceae. As espécies pertencentes a subfamilia Nepetoideae sdo ricas em 6leos essenciais, onde P.
amboinicus esté inclusa.

O extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus nao apresentou, sob as condi¢des testadas,
a presencga de alcal6ides, iriddides, saponinas, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas.

De acordo com os resultados demonstrados na tabela 2, o extrato hidroalcodlico das folhas de
P. amboinicus mostrou uma potente acdo contra bactérias gram-positivas, demonstradas aqui pelas
linhagens de S. aureus (ATCC 6538) MRSA e S. aureus (ATCC 25923), cujos diametros dos halos de
inibicdo variaram entre 18 e 16 mm, respectivamente. Estes resultados corroboram com Nogueira,
(2004), onde o extrato bruto das folhas de P. amboinicus apresentou uma ag¢do antibacteriana sobre
cepas de S. aureus, isoladas de pacientes portadores de otite externa. Outros estudos demonstraram que
o Oleo essencial de P. amboinicus associado a outros componentes como flavonas e dcidos aromaéticos

apresentaram agdo antibacteriana contra Prneumococcus e Staphylococcus e, quando testadas em
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associagdes com antibidticos de largo uso medicinal, demonstraram um sinergismo entre 0 composto
vegetal e o sintético (Siegrist, 1986; Oliverira, 2006).

Tal acdo antibacteriana deve-se a presenca de varios fitoconstituintes com conhecida agdo
antimicrobiana. Diniz (1997) afirmou que o timol e carvacrol, presente no extrato de P. amboinicus,
confere-lhes propriedades antimicrobianas. Alguns trabalhos demonstraram que o carvacrol age
alterando constituicado e aumentando fluidez da membrana celular, sendo este efeito dose dependente
(Thompson, 1996; Ultee, 1998). Outros fitoconstituintes encontrados no extrato hidroalcodlico de P.
amboinicus também possuem uma conhecida agdo antimicrobiana. Especula-se que os derivados
cindmicos, terpenos e Oleos essenciais ajam causando ruptura da membrana celular por acdo de
compostos lipofilicos e que os flavondides se complexam com a parede celular e também causam
ruptura da membrana celular (Cowan, 1999).

Curiosamente, os demais microrganismos gram-positivos apresentaram uma discreta inibicao
no crescimento frente ao extrato de P. amboinicus, contrariando outros trabalhos em que o extrato
aquoso, fluido e o Oleo essencial apresentaram agdo contra bactérias gram-positivas (Castillo;
Gonzalez, 1999).

Em bactérias gram-negativas ndo houve inibicdo do crescimento, demonstrada aqui pelas
linhagens de Salmonella choleraesuis ATCC 10708, Salmonella thyphi ATCC 14028. Oliveira (2006) e
Nogueira (2004) também ndo relataram agdo antibacteriana em cepas gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosas) com o extrato bruto e o 6leo essencial de P. amboinicus coletados no Nordeste do Brasil.
No entanto, o extrato aquoso e fluido das folhas de P. amboincus coletadas em Cuba apresentou um
amplo espectro de atividade antimicrobiana tanto em bactérias gram-positivas como em gram-negativas
(Castillo; Gonzalez, 1999). O mesmo foi encontrado no banco de dados Napralet (2003), onde P.

amboinicus inibiu o crescimento de P. aeruginosas, E. coli.
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O extrato hidroalcodlico de P. amboinicus também ndo mostrou acdo contra as linhagens de
fungos leveduriformes, contrariando os resultados de em estudo com o dleo essencial (Lagouri, 1993
apud Ultee, 1998).

As aparentes discrepancias devem-se ao fato da acdo mais eficaz dos compostos isolados
encontrados P. amboinicus e também pode ser explicados por varios fatores como dreas, sazonalidades
e periodos de coleta, promovendo assim diferencas na concentracio destes metabdlitos e,

subsequentemente, diferencas nas a¢des microbioldgicas do extrato referido.

CONCLUSOES

Os ensaios fitoquimicos realizados do extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus
evidenciaram a presenca de flavondides, monoterpendides, diterpendides, triterpendides,
sesquiterpendides, esterdides e derivados cinamicos.

Os resultados da atividade antimicrobiana indicam que o extrato hidroalcodlico das folhas de P.
amboinicus apresenta a¢do antibacteriana contra cepas gram-positivas, especialmente Staphylococcus
aureus. Tal acdo ocorre devido a presenca de varios metabdlitos secundérios de conhecida atividade
antimicrobiana, como o carvacrol e timol. Contrariando outros relatos, o extrato ndo apresentou acao
frente aos microrganismos gram-negativos e fungos leveduriformes. Essas variacdes podem ser
justificadas devido aos diferentes dreas e sazonalidades de cultivo desta espécie, que podem variar as
concentracdes de alguns metabolitos.

Futuros estudos detalhados devem ser realizados acerca das diferencas quantitativas dos
metabolitos secundérios de P. amboinicus em locais, periodos e épocas diferentes de colheita com o

objetivo de padronizar o referido extrato.
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Quadro 1- Sistemas cromatograficos utilizados para a caracterizac¢do fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus

amboinicus Lour

Grupo de Metabélitos

Fase Movel

Revelador

Referéncia

Alcaldides

EtOAc-HCOOH- AcOH-H20
(100:11:11:26 v/v

Dragendorff

Wagner, 1996

Derivados Cinamicos

EtOAc-HCOOH- AcOH-H20
(100:11:11:26 v/v

2 aminoetildifenil borinato

Markham, 1982 e Neu, 1956

Flavonoéides EtOAc-HCOOH- AcOH-H20 | 2 aminoetildifenil borinato Markham, 1982 e Neu, 1956
(100:11:11:26 v/v
Protoantocianidinas EtOAc-HCOOH- AcOH-H20 | Vanilina cloridrica Wagner, 1996

Condensadas e

Leucoantocianidinas

(100:11:11:26 v/v

Monoterpendides,
Sesquiterpendides e

Diterpendides

Benzeno-AcOEt (97:3 v/v)

Vanilina sulfudrica

Wagner, 1996

Triterpendides e Esterdides

EtOAc- HCOOH- AcOH-H20
(100:0,5:0,5:0,5 v/v)

Liebermann Burchard

Sharma, 1991

Iridéides EtOAc-HCOOH- AcOH-H20 | Vanilina sulftrica Harbone, 1998
(100:11:11:26 v/v
Saponinas EtOAc-HCOOH- AcOH-H20 | Anisaldeido Wagner, 1996

(100:11:11:26 v/v
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Tabela 1- Metabdlitos secundarios encontrados no extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus

METABOLITOS SECUNDARIOS EXTRATO
HIDROALCOOLICO DAS
FOLHAS DE Plectranthus
amboinicus Lour

Alcaléides Negativo
Flavonéides

e (Quercetina Positivo

e Acido caféico Positivo

e Luteolina Positivo
Derivado Cinamico

e Acido Criptoclorogénico Positivo

e Acido Neoclorogénico Positivo
Saponinas Negativo
Monoterpendides, Sesquiterpendides e Diterpendides

e (Carvacrol Positivo
Terpendides e Esterdides

e [} - Sitosterol Positivo

¢ - Amirina Positivo

e Acido Ursélico Negativo
Iridéides Negativo
Proantocianidinas condensadas e Leucoantocianidinas Negativo
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Tabela 2: Média dos diametros de halos de inibicdo (em mm) da atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico das folhas de P.

amboinicus, em cepas gram-positivas, gram-negativas e fungos leveduriformes

Produto/ Concentragdo EH de P. EH de P. EH de P. EH (.16‘P. EH de P. EH de P. EH de P. Etano 70%

amboinicus amboinicus amboinicus amboinicus amboinicus amboinicus amboinicus

1200 mg.ml’ 600 mg.ml’”’ 300 mg.ml’ 150 mg.ml”! 75mg.ml’! 37.5mg.ml’  18.75 mg.ml’
Microrganismos
S. aureus (ATCC- 6538) 16 12 10 10 0 0 0 +
S. aureus (ATCC — 25923) 18 18 15 14 12 11 0 +
M. luteus (ATCC- 9341) 18 18 14 12 0 0 0 +
S. thyphi (ATCC- 14028) 0 0 0 0 0 0 0 +
S. choleraesuis (ATCC- 10708) 14 11 11 0 0 0 0 +
C. albicans (ATCC- 90.018) 0 0 0 0 0 0 0 +
C. stellatoidea (LM — 46) 0 0 0 0 0 0 0 +
C. paraliposis LM 10 0 0 0 0 0 0 0 +
C. krusei LM 09 0 0 0 0 0 0 0 +
C. guilliermondii LM 06 0 0 0 0 0 0 0 +
C. tropicalis FCF 163 0 0 0 0 0 0 0 +

+ Crescimento
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RESUMO

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng., é nativa da Asia Oriental e encontra-se distribuida por toda a
América, sendo conhecida popularmente como horteld da folha grauda, hortela da folha grossa e
orégano francés. E amplamente utilizada na medicina popular como antibacteriano, antimicético,
antiinflamatdrio. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana, a concentrag@o
inibitéria minima e a cinética bacteriana do extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus em
amostra de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). A atividade antimicrobiana foi
determinada pelo método de difusd@o em meio sélido. Para a avaliacao da concentracao inibitdria
minima foi adotado o método de diluicao em meio sélido. Os resultados indicam uma potente acao do
extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus sobre linhagens de S. aureus fenotipicamente
resistentes a Meticilina. A concentracdo inibitéria minima oscilou entre 18.7 ¢ 9.3 mg.mL"'do referido
extrato e a curva da cinética bacteriana sugere uma acdo tanto bactericida como bacteriostatica,
variando conforme concentragdo do extrato. Estes resultados sdo bastante promissores tendo em vista
que este patégeno € o maior causador de infec¢des hospitalares.

Palavras-chave: Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng; Atividade Antimicrobiana; Staphylococcus

aureus MRSA.
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ABSTRACT

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng., is native of Asia Eastern and distributed by all America,
being known popularly as “hortela da folha graida”, “hortela da folha grossa” and oregano. Widely it is
used in the folk medicine as antibacterial, antimycotic, anti-inflammatory. The objective of this work
was to evaluate antimicrobial activity, kinetic bacterial and minimum inhibitory concentration of the
hydroalcoholic extracts of leaves of P. amboinicus in Staphylococcus aureus Methicillin resistant
(MRSA). The antimicrobial activity was determined by the method of diffusion in agar. For the
evaluation of the minimum inhibitory concentration was used method of dilution in agar. The results
indicate a powerful action of hydroalcoholic extracts of leaves of P. amboinicus on Staphylococcus
aureus Methicillin resistant (MRSA). Minimum inhibitory concentration oscillated between 18.7 and
9.3 mg.mL 'de the related extract and the kill-curve curve suggests an action in such bactericidal as
bacteriostatic, varying as concentration of the extract. These results are promising since this pathogen is
the causing greater of hospital infections.

Key-words: Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng; Antimicrobial Activity; Staphylococcus aureus

MRSA.

1. INTRODUCAO

Plectranthus amboinicus (Lour.), é uma espécie nativa da Asia e distribuida por toda a
América. E popularmente conhecida como horteld da folha grossa, orégano francés e é bastante
utilizada para combater cefaléias, inflamacdes e infecgdes. Possui uma composicdo quimica rica em
Oleos essenciais, com a presenca de timol, carvacrol, terpenos, flavondides e taninos, todos estes
compostos com conhecida acdo antimicrobiana. Investigagdes farmacoldgicas prévias mostraram que
P. amboinicus possui propriedades citotéxicas, genotéxicas [1], antibacteriana, anti-viral [2],
antiepiléptica, antioxidante e antidepressora [3].

Staphylococcus aureus é o patégeno gram-positivo, sendo considerado como o causador de
infecgdes em humanos. S. aureus resistente a Meticilina (MRSA) surgiu em meados de 1960 e hoje
represente cerca de 54.5% do percentual de infeccdes hospitalares em todo o mundo. Estas linhagens

de S. aureus MRSA sao resistente nao somente aos P-lactimicos, mas também com clorafenicol,
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clindamicina, tetraciclina, sendo essa resisténcia cromossdmica mediada pela PBP-2 (Proteina Fixadora
de Penicilina) [4]. Avaliacdo de medidas, controle e prevencao para infec¢des hospitalares causadas por
S. aureus MRSA sdo numerosas em vérios centros médicos, evidenciado pela possibilidade de surtos
epidémicos de estafilococos.

O uso de extratos de plantas e seus constituintes fitoquimicos, com conhecida propriedades
antimicrobianas, sdo de grande importancia na terapéutica de infec¢des. A acao antimicrobiana deve-se
a sintese de componentes do metabolismo secunddrio dos vegetais, tais como Oleos essenciais,
compostos fendlicos e tantinos. [5]. Com base nisso, esta pesquisa investigou a a¢do antimicrobiana, a
concentragcdo inibitéria minima e a cinética bacteriana do Extrato hidroalcodlico das folhas de P.

amboinicus em cepas S. aureus MRSA

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

As folhas de P. amboinicus foram coletadas em Setembro de 2005 no horto do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba — UFPB. Foi elaborada uma exsicata
sendo posteriormente depositada no Herbario IPA — Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria,

com o codigo JPA 65501. A identificacao do material foi feita pela Dra. Rita de Céssia A. Pereira

2.2 Preparacao dos Extratos e Microrganismos

Para a obtencdo do extrato hidroalcodlico (EH), fragmentos das folhas de P. amboinicus foram
submetidos a um processo de maceracdo, com etanol a 70% (v/v), em temperatura ambiente por um
periodo de 72 horas. Em seguida, o material foi filtrado e concentrado a vicuo, em um rotavapor,
fornecendo desta maneira um residuo de 32,5g.

Todos os microrganismos utilizados sdo oriundos da cole¢do do Laboratdrio de
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Genética de Microrganismos, Universidade Federal da Paraiba, sendo nove das onze cepas isoladas de

pacientes do Hospital Universitario Lauro Wanderley.

2.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das amostras foi determinada pelo método de difusdo em meio
s6lido para o EH das folhas de P. amboinicus sobre as linhagens de S. aureus MRSA. Foram realizadas
perfuragdes no meio de cultura (Agar Miieller Hinton — DIFCO) de aproximadamente 6 mm de
didmetro. Nos orificios foi colocado um volume de 50ul da solucdo do extrato diluido [6]. Como

controle negativo foi utilizado dlcool a 70% e os experimentos foram feitos em duplicata.

2.4 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi feita pelo método de diluicdo em
meio sélido [7], usando concentracdes crescentes e dobradas, que variaram de 1.200 a 2.3 mg.mL'do
EH das folhas de P. amboinicus. Uma série de placas foi preparada, nelas vertendo-se 18 mL do meio
de cultura (Agar Miieller Hinton — DIFCO) mantido a 50° C, acrescido de 2 mL do extrato em vérias
diluicdes, para serem obtidas as concentragdes finais desejadas. As amostras de S. aureus foram
cultivadas em caldo nutritivo (Brain Heart Infusion — DIFCO), incubadas a 37° C por 18 a 20 horas,
diluidas a 10 em solucdo salina e inoculadas com uma multialca (11 amostras por placa). As placas
foram incubadas a 37°C por 18-24 horas e foi considerada como CIM a menor concentracdo do extrato
que inibiu completamente o crescimento bacteriano. Como controle da atividade do EH de P.
amboinicus foi empregada a linhagem ATCC 29213 [8]. Como controle negativo foi utilizado dlcool a
70% e Norfloxacina® 100 pug como controle positivo. Os experimentos foram realizados em duplicata.
2.5 Cinética Bacteriana

As amostras de S. aureus foram inoculadas em caldo nutritivo (Brain Heart Infusion — DIFCO),

incubadas a 37°C por 18 — 20 horas e subcultivadas em Caldo Mueller Hinton por 1 hora, obtendo-se
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um inoculo de 10® UFC/mL. A 9 mL da cultura bacteriana foi adicionado 1mL do extrato de P.
amboinicus e aos tubos controles foram adicionados 1 mL de dgua destilada e esterilizada. Os tubos
foram mantidos na estufa a 37° C por 24 horas, e aliquotas foram retiradas apds 2, 4, 6, 8 e 10 horas de
incubacdo e semeadas em Agar Miieller Hinton — DIFCO. A leitura das placas foi efetuada apds

incubacdo por 48 horas a 37°C, pelo método padrdo de contagem em placas [9].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atividade Antimicrobiana

De acordo com os resultados demonstrados na figura 1, o EH das folhas de P. amboinicus
mostrou uma potente acdo contra todas as cepas de S. aureus (MRSA) testadas, com halos de inibi¢ao
variaram entre 23 a 10 mm de didmetro, nas concentragdes de 150, 75, 37.5, 18.7, ¢ 9.3 mg.mL'l. Estes
resultados corroboram com o estudo do extrato bruto das folhas de P. amboinicus apresentou agao
antimicrobiana sobre cepas de S. aureus, isoladas de pacientes portadores de otite externa [10]. Tal
acdo antibacteriana deve-se a presenca de carvacrol, terpenos, entre outros fitoconstituintes, presente no
extrato e que possui uma conhecida atividade antimicrobiana. Alguns trabalhos afirmam que o timol e
carvacrol, presentes no 6leo essencial de P. amboinicus, confere-lhes propriedades antimicrobianas
[11]. O estudo com o 6leo essencial de P. amboinicus associado a outros componentes como flavonas,
dcidos aromdticos e taninos, demonstrou uma acdo antibacteriana contra Preumococcus €
Staphylococcus e outros trabalhos relatam que além da atividade antimicrobiana, o 6leo essencial

associado a antimicrobianos de largo uso medicinal apresentaram um efeito sinérgico [12, 13].

3.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das amostras de S. aureus (MRSA), variou entre 18,7
mg.mL'1 a93 mg.mL'l, que correspondem, respectivamente, a 0,32 e 0,16% do EH das folhas de P.

amboinicus. Observou-se que quatro amostras (40%) foram sensiveis at€é uma concentracdo de 18,7
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mg.mL", cinco (50%) para 9,3 mg.mL", apenas uma amostra tnica amostra para 4,3 mg.mL'. A
amostra 19 Lab mostrou-se sensivel em todas as concentracdes testadas. Estes resultados indicam a
eficicia do EH de P. amboinicus, uma vez que todas as amostras testadas sdo fenotipicamente
resistentes a Penicilina, Eritromicina, Estreptomicina, Clorafenicol, Gentamicina, e alguns ions

metalicos tais como Cadmio e Mercurio.

3.3 Cinética bacteriana

Quatro amostras de S. aureus (MRSA), escolhidas aleatoriamente, foram submetidas a curva de
mortalidade de cepas bacterianas em diferentes concentragdes, conforme as figuras 2, 3, 4, e 5. Na
concentracdo de 1.200 rng.mL'1 observou-se que um efeito bactericida da amostra 171 C MRSA nas
primeiras hora de exposi¢do. Tal efeito é promissor visto que a velocidade de morte celular na primeira
hora de exposicdo é muito semelhante as da fluorquinolonas, perfloxacina, ofloxacina e norfloxacina,
antibidticos de largo espectro muito utilizados na medicina veterindria e humana.

Também foram testadas as concentracdes 18.7 mg.mL", que correspondem ao valor duplicado
da CIM, e 37.5 mg.mL", o valor quadruplicado da CIM. Os resultados mostram que, nas duas
concentragoes (2X CIM, 4X CIM), o extrato de P. amboinicus mostrou acdo bacteriostatica, ou seja,
apos 24 horas as amostras tratadas de S. aureus permanecem, em média, com UFC/m de 105, enquanto
que as amostras controle aumentam para UFC/m 10’. Esta acdio bacteriostitica corrobora com outros
resultados obtidos onde linhagens de S. aureus foram sensiveis ao extrato hidroalcodlico de P.

amboinicus [14].
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4. CONCLUSAO

Os resultados indicam uma potente atividade antibacteriana do EH das folhas de P. amboinicus
frente as linhagens de S. aureus MRSA. A curva de mortalidade mostrou uma acdo bactericida e
bacteriostdtica do extrato nas primeiras horas de exposi¢do. Tal resultado é de grande importancia
devido ao grande espectro de resisténcia que estas linhagens apresentam. Novas investigacdes devem
ser feitas na busca dos principios ativos presentes no extrato com potencial antibacteriano. Os
resultados deste trabalho comprovam o uso popular de P. amboinicus em infec¢des e abre novos
caminhos na obtencdo de um medicamento de amplo espectro aumentando a eficicia terapéutica no

combate a infec¢Oes hospitalares causadas por S. aureus MRSA.
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Média dos halos de inibicao (mm) do extrato hidroalcodlico de P. amboinicus

E3150 mg/mL m 75 mg/mL B37.5 mg/mL 0 18.7 mg/mL W 9.3 mg/mL

Meédia dos halos de inibicdo (mm)

S. S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.
aureus aureus aureus aureus aureus aureus aureus aureus aureus aureus —aureus
171 C  149L 02H 192C 259 | 06C 10CC 19lLab 09 ATCC ATCC

Stapylococcus aureus MRSA 29923 6538

Grifico 1- Média dos halos de inibi¢do do EH das folhas de P. amboinicus em linhagens de S. aureus MRSA.
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Tabela 3 — Concentragdo inibitéria minima do extrato bruto das folhas de P. amboinicus frente aos
microrganismos S. aureus MRSA.

Linhagens
Bacterianas

Concentracio do EH das folhas de Plectranhus amboinicus em mg kg’

149L
171CC
10CC
02H
06C
259I
19L
192C
ATCC 25923
ATCC 6538

Etanol
70%

+

+ + 4+ + + + + +

+

Norfloxacina
10ug

o
w

D+ o+ o+ o+ o+

+ + +

g
o

D+ o+ o+ o+ o+

+ + +

9.3
+
+

18.7

37.5

75

150

300

600

1.200

+ Crescimento; - inibigao.
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Grafico 2 - Curva de agdo bactericida do EH de P. amboinicus (37.5 mg.mL'l) sobre a amostra de S.

aureus ATCC 6538 MRSA
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Grafico 3 - Curva de agdo bacteriostatica (18.7 mg.mL'l) do extrato de P. amboinicus sobre a amostra
de S. aureus ATCC 6538 MRSA
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Grifico 4 - Curva de acio bacteriostética (18.7 mg.mL™") do extrato de P. amboinicus sobre a amostra
de S. aureus 10CC MRSA
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Grifico 5 - Curva de acdo bactericida (1.200 mg.mL™") do extrato de P. amboinicus sobre a amostra de
S. aureus 171C MRSA
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RESUMO

“Avaliacao da toxicidade aguda e atividade antiinflamatéria do extrato hidroalcoélico das folhas
de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae)”

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng é comumente usada na medicina popular no Brasil como um
antiinflamatério, analgésico e antipirético. O presente estudo avaliou o possivel efeito antiinflamatério
e a toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus em modelos experimentais
com animais. Os resultados obtidos mostram que o extrato de P. amboinicus apresenta um efeito
antiinflamatério significante nas doses de 150, 250 e 350 mg.mL'l, por via intraperitoneal. Efeitos
estimulantes, tais como exoftalmia, agitacdo, reacao de fuga, irritabilidade, tremores, movimento de
vibrissas, estereotipias € movimentos circulares foram observados. 30minutos apds as administragdes,
reacOes depressivas foram observadas, como: prostracdo e diminui¢do da freqiiéncia respiratéria. Nao
foram observados 6bitos.

Unitermos: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, Toxicidade Aguda, Atividade Antiinflamatéria

ABSTRACT

“Evaluation of the acute toxicity and anti-inflammatory activity of the hydroalcoholic extract of
leaves of Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae)”.

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, is commonly used in the Brazilian folk medicine as anti-
inflammatory, analgesic and antipyretic. The present study evaluated the possible anti-inflammatory
effect and acute toxicity of the hydroalcoholic extract of leaves of P. amboinicus in experimental
animals. The results obtained showed that extract of P. amboinicus presented significant effect anti-
inflammatory edemas, 150, 250 and 350 mg.mL’l, by form intraperitineal. Stimulant effects, such as
exophthalmia, agitation, irritability, reactions of escape, tremors, vibrissys’s movement, stereotypy and
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circle’s movement were observed. 30 minutes after administration, depressive reactions were observed:
prostration and decreased heart rate. No deaths of toxicity were observed.

Key-words: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, Acute Toxicity, Anti-inflammatory Activity.

INTRODUCAO

A procura por novos agentes farmacologicamente ativos obtidos de plantas, tem levado a
descoberta de muitas drogas clinicamente ativas. Diversas plantas da flora brasileira sdao utilizadas na
medicina popular, mas muitas delas ainda necessitam de estudos que déem suporte cientifico ao seu uso
na terapéutica (Silva et al., 2005).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdao consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacgdo de suas propriedades farmacoldgicas. A toxicidade de planta medicinal € um problema
sério e de saude publica. Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteracdes, bem como
a acdo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem comumente (Veiga Jr. et al., 2005).

Plectranthus é um género grande pertencente a familia Lamiaceae, que contém mais de 300
espécies comumente encontradas em regides tropicais, na Africa, Asia e na Austrlia. As espécies mais
frequentemente citadas sdo Plectranthus amboinicus € Plectranthus barbatus devido as suas
propriedades medicinais, sendo responsdvel por mais de 85% das citacdes, e 68% deste percentual
apenas para o uso medicinal (Lukhoba et al., 2005).

Plectranthus amboinicus ou Coleus amboinicus é uma espécie nativa da Asia e distribuida por
toda a América, sendo popularmente conhecida como hortela da folha grossa, orégano e orégano
francés. E utilizada para combater cefaléias, inflamacdes e infeccdes.

Investigacdes farmacoldgicas prévias mostraram que P. amboinicus possui propriedades
citotoxicas, genotoxicas (Parra; Ruiz,1999), antibacteriana, anti-viral (Napralert, 2003), antiepiléptica,

antioxidante (Sdlman et al, 1996) e antidepressora, (Rodriguez, 1999).
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P. amboinicus possui em sua composicdo quimica Oleos essenciais aclcares redutores,
triterpenos, esterdides, fendis e carvacrol (Acosta et al., 1998). Apresentam também terpenos,
flavandides e taninos (Matick apud Aguiar, 2004).

Os Flavonoides tem sido alvo de muitos estudos farmacoldgicos, especialmente em purificagcoes
de compostos de origem vegetal com aplicacdo na terapéutica da inflamacdo. Tais fitoconstituintes
induzem a oxidacdo de alguns aminodcidos da fosfolipase A, (PLA;), inibindo, obstruindo e
modificando estruturalmente estas enzimas. O o-tocoferol, um bioantioxidante universal, diminui a
atividade isolada da enzimdtica da PLA2, reduzindo consequentemente a a¢do antiinflamatdria
(Chandra et al., 2002).

Estudos demonstram que os flavondides e o extrato aquoso de P. amboinicus possuem um
poderoso efeito antioxidante na inibi¢cdo da formacdo de produtos reativos ao dcido tiubarbitdrico,
sendo o extrato de flavondides superior ao efeito do a-tocoferol (Sdlman et al., 1996). Com base nos
dados supracitados, o presente artigo avaliou a toxicidade aguda e a atividade antiinflamatéria extrato
hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus, ja que esta planta € popularmente utilizada para o combate

de inflamagdes do colo uterino.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As folhas de P. amboinicus foram coletadas em Setembro de 2005 no horto do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba — UFPB. Foi elaborada uma exsicata
sendo posteriormente depositada no Herbario IPA — Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria,

com o codigo JPA 65501. A identificacao do material foi feita pela Dra. Rita de Céssia A. Pereira.
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Preparacao dos Extratos

Para a obtenc¢do do extrato hidroalcodlico (EH), as folhas de P. amboinicus foram submetidas a
um processo de maceracdo, com etanol a 70% (v/v), em temperatura ambiente por um periodo de 72
horas. Em seguida, o material foi filtrado e concentrado a vicuo, em um rotavapor, fornecendo desta

maneira o residuo do extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus.

Toxicidade aguda e Determinacao da DL5

Para avaliar a toxicidade aguda do EH das folhas de P. amboinicus, foram utilizados
camundongos fémeas albinos Swiss (Mus musculus), com idade entre 60- 90 dias e peso variando entre
25 a 35 g, divididos em grupos de seis animais por gaiola. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, em condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo de 12 horas claro/escuro) e temperatura
de 22 £ 2°C, recebendo &4gua ad libitum, obedecendo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). As doses administradas foram: 500, 750, 1.125, 1.690, 2.535,
3.800 mg.kg™' por via intraperitoneal (i.p), apenas uma tnica dose oral (v.0) 4.000 mg.kg". Os animais
foram observados por um periodo de 48 horas apds as administragdes das doses e, os Obitos neste
periodo foram contabilizados para o calculo da DLsy segundo o método preconizado por Karber;

Benhrens (1964).

Triagem Farmacolégica

Realizaram-se também triagens farmacoldgicas dos efeitos gerais de cada dose administrada
com a finalidade de correlacionar tais efeitos comportamentais a uma acao sobre Sistema Nervoso
Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autonomo (SNA). Apds os tratamentos, os animais foram

observados em um periodo de 60 minutos.
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Atividade antiinflamatéria

O teste da atividade antiinflamatéria foi realizado segundo o método de Winter et al., (1962).
Foram utilizados ratos Wistar fémeas (Rattus navergicus) com 60 a 90 dias de idade, peso entre 250 +
50g, divididos em grupos de cinco animais por gaiola. Os animais foram mantidos em condi¢Oes
controladas de iluminacdo (ciclo de 12 horas claro/escuro) com temperatura de 25 + 2°C, recebendo
agua ad libidum.

A o edema foi induzido pela injecdo de 0,1 mL de carragenina a 0,1% na regido subplantar da pata
esquerda posterior dos animais pertencentes aos grupos controle, padrio e tratados. Antes da
administracdo da carragenina e trinta minutos apos, foram mensurados os volumes das patas. Em
seguida, em cada hora foram quantificados os volumes das patas com edema, perfazendo um total de 6
horas de observacdo. As concentragdes do EH das folhas de P. amboinicus administrados foram de
150, 250 e 350 mg.kg'l, nos animais dos grupos tratados com o extrato, 10 mg.kg'1 de Indometacina

nos animais do grupo padrdo e soluc¢do salina a 0,9% no grupo controle.

Tratamento Estatistico
Os dados foram submetidos a uma andlise de varidncia (ANOVA) e teste “t” de Student para

avaliar as diferencas entre os grupos controles e tratados.

RESULTADOS

Ap6s a administragdo do EH de P.amboinicus nas doses de 500 a 3800 mgkg” (i.p) e 4000
mg.kg'1 (v.0), nao houve registro de 6bitos e, desta maneira, nao foi possivel determinar a DLsy com
uma possivel dose maxima, como recomenda a literatura.

A triagem farmacoldgica do EH de P. amboinicus indica uma forte acdo sobre o Sistema
Nervoso Central. Nas doses administradas por via oral e intraperitoneal, durante os 30 minutos iniciais,

foram verificadas reagdes comportamentais estimulantes, tais como reacdo de fuga, aumento da
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freqii€ncia respiratéria, movimentos estereotipados, contor¢des abdominais e agressividade (Tabela 1).
Estes e outros tipos de comportamentos diminuiram drasticamente apds os 30 minutos iniciais da
administracdo de todas as doses, onde os animais apresentaram prostracao, sonoléncia e diminuicao da
freqiiéncia respiratéria. Com isso, sugere-se que o extrato de P. amboinicus possui uma acao
estimulante seguido por uma a¢do depressora sobre o Sistema Nervoso Central.

As administracdes intraperitoneais das doses de 150, 250 e 350 mg.kg'1 do EH das folhas de P.
amboinicus diminuiram significativamente o edema de pata em todas as doses testadas, conforme as
figuras 3. Ap6s a segunda hora, as doses de 250 e 350 mg.kg" diminufram significamente o volume do
edema de pata até a sexta hora de observacao. O mesmo nao foi observado pela Indometacina e na dose
de 150 mg.kg" do EH de P. amboinicus, cuja acdo se deu apés a terceira hora de observagdo.O maior
percentual de inibi¢do do edema foi de 32,7% na terceira hora com a dose de 350 mg.kg"' e na sexta
hora com um percentual de inibi¢do superior a 41% na dose de 250 mg.kg'1 do EH de P. amboinicus,
conforme as figuras 1 e 2. Os demais percentuais variaram de 20% a 34% em todas as doses testadas do
referido extrato. Curiosamente, o menor percentual de inibi¢ao foi obtido pela Indometacina, com 10 %
de inibi¢do do edema apds a sexta hora de observacao (figura 3).

Nas administracdes intraperitoneais das doses de 150, 250 e 350 mg.kg'1 do EH de P.

amboinicus nao foi observado inibicao do edema (figura 4).

DISCUSSAO

O estudo toxicolégico pré-clinico do EH de P.amboinicus nas doses de 500 a 3800 mg.kg'1 ({.p)
e 4000 mgkg' (v.0) apresentou baixa toxicidade, sem nenhum &bito, descartando uma possivel
determinagdo da DLsg. Este resultado corrobora com Parra et al., (2001) onde o extrato metandlico das
folhas de P. amboinicus apresentou pouca toxicidade em estudo in vivo, com camundongos, € em
estudo in vitro, com artemia salina. Em contrapartida, Parra; Ruiz. (2001) mostrou que o 6leo essencial

de P. amboinicus possui uma acdo genotoxica significante e dose-dependente nos ensaios de
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segregacdo mitotica frente ao fungo Aspergillus niludans D-30. Tais efeitos ndo foram observados em
ensaios de inducao de micronticleo na medula dssea de ratos.

Desta maneira, os resultados desta pesquisa demonstram que o extrato hidroalcodlico de P.
amboinicus é praticamente atéxico quando comparados com o 6leo essencial no ensaio supracitado.

A triagem farmacolégica do EH de P. amboinicus indicou uma forte agdo estimulante seguida
de uma acdo depressora sobre o Sistema Nervoso Central. Rodriguez et al., (1999) descreveu o perfil
neurofarmacoldgico do extrato aquoso de P. amboinicus indicando um efeito antiepileptogénico em
modelos de “Kindling” induzidos por lindocaina e Bu Wong et al., (1997) relatou um efeito
pontecializador de P. amboinicus de estereotipias induzidas por anfetamina. Acredita-se que P.
amboinicus aja inativando o mecanismo de recaptura intraneuronal das catecolaminas, semelhante aos
antidepressivos (Villate et al., 1999).

As administracdes intraperitoneais do EH de P. amboinicus indicam uma ac¢do antiinflamatdria
significativa, inclusive maior (porém ndo significativo) que o fiarmaco padrdo Indometacina. Nas
administra¢des orais, 0 EH de P. amboinicus ndo apresentou acao antiinflamatéria durante o tempo de
observacdo. Possivelmente, o EH de P. amboinicus possui uma absor¢do lenta no trato gastro-
intestinal.

O edema induzido por carragenina ¢ um modelo bifdsico, com vérios mediadores atuando em
seqiiéncia para produzir a resposta inflamatéria. Na fase inicial (0-1h) ocorre liberacdo de histamina,
serotonina e bradicinina. A fase posterior (1-6h) estd correlacionada com elevada producdo de
prostaglandinas, ativagdo da COX-2 e liberacdo de NO (Lima, 1999 apud Silva, 2005). De acordo com
os resultados, a acdo inibitéria do edema de pata parece atuar na fase final da resposta inflamatéria
induzida por carragenina, uma vez que o efeito foi observado a partir da segunda hora da administracao
das doses de P. amboinicus.

Esta acdo inibitdria do edema de pata pode estar relacionada a presencga de flavondides, como

quercetina e luteolina presentes no EH de P. amboinicus. Estudos demonstram que o extrato das folhas,
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tanto aquoso quanto os de flavondides de P. amboinicus possuem um poderoso efeito antioxidante,
sendo o extrato de flavandides superior ao efeito do a-tocoferol, um bioantioxidante universal (Sdlman
et al, 1996). Chandra et al., 2002, mostraram que moléculas antioxidantes como o a-tocoferol
diminuem a atividade enzimdtica da fosfolipase A, (PLA;) isolada e, conseqiientemente, diminui sua
atividade inflamatéria. O exato mecanismo de a¢do dos flavondides sobre essas enzimas ndo estda
elucidado, porém, acredita-se que haja uma inibi¢do, obstru¢do do sitio catalitico e modificagdes na
PLA,, sem levar a um desenovelamento total (Iglesias et al, 2006). Outros estudos reportam a acao dos
flavondides como inibidor da cadeia de ciclooxigenase e 5-lipooxigenase do processo inflamatdrio
através da inibicdo da sintese de eicosandides, modificacdes na integridade das proteinas de membrana,
tal como a 3-monooxigenase quinase, que age como transdutora de sinal para fatores de crescimento e
inibi¢do da degranulacdo dos neutrélifos (Nijveldt et al., 2001).

Portanto, o EH das folhas de P. amboinicus apresentou baixa toxicidade, porém, outros estudos
toxicolégicos pré-clinicos como embrioletalidade e ensaios toxicogenéticos devem ser realizados com
o extrato referido para que se comprovem a auséncia de efeitos toxicos. Os resultados indicaram uma
forte acao sobre o SNC e uma acgao significativa antiinflamatdria, respaldando o seu uso popular como

antiinflamatorio.
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Figura 1- Percentagem (%) da acdo antiedematogé€nica, na terceira hora apés a administragdo do EH das folhas
de P. amboinicus (150, 250 e 350 mg.kg ), por via intraperitoneal, no modelo de pata induzido por carragenina
em ratas Wistar adultas.

*P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solucio salina a 0,9%.Teste “t” de

Student ( n = 5/grupo).
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Figura 2- Percentagem (%) da a¢do antiedematogénica, na sexta hora apds a administracdo do EH das folhas de
P. amboinicus (150, 250 e 350 mg.kg ), por via intraperitoneal, no modelo de pata induzido por carragenina em
ratas Wistar adultas.

*P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solucao salina a 0,9%.Teste “t” de

Student ( n = 5/grupo).
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Figura 3- Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus nas doses de 150, 250 e 350 mg.kg”,
administrados por via intraperitoneal no modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratas Wister
adultas. Os valores representam a média + desvio padrio.

*P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solucio salina a 0,9%.Teste “t” de

Student ( n = 5/grupo).
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Figura 4- Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus nas doses de 150, 250 e 350 mg.kg ',
administrados por via oral, no modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratas Wister adultas. Os

valores representam a média + desvio padrao.

*P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solucio salina a 0,9%.Teste “t” de

Student ( n = 5/grupo).
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Tabela 1- Efeitos farmacolégicos dos ensaios preliminares de toxicidade do EH das folhas de P. amboinicus

Acao Farmacologica/Dose mg.kg -

SNC Estimulantes

1 Freqiiéncia Respiratdria
Agitacdo

Piloerecao

Exoftalmia

Mov. Estereotipados
Mov. Vibrissas
Convulsao

Tremores

Postura de ataque

Saltos

Depressores

Dispnéia
Sonoléncia
| Freqiiéncia Respiratdria
Alteracdo de Marcha

SN Auténomo
Diarréia
Cianose
Salivagdo
Lacrimejamento
Contor¢des abdominais
Micgdo
Agressividade
Diurese

Outros

Reacdo de fuga
Distensdo abdominal
Espasmos

Palidez

1

500

+++

+++

++

+++

+++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

750

+++

+++

++
+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

1125 1690 2535

V.LP V.LP V.LP
+++ +++ +++
+++ +++ +++
++ ++ +++
+ + -
+++ ++ ++

- +++ -
+++ +++ -
++ ++ -
++ ++ -
++ +++ ++
++ +++ +
++ + -
+++ +++ +++
+ +++ ++
+ +++ +

3800 4000
V.LP V.0

+++ +++
+++ +++
+++ +++

- ++
++ +++

- ++

- +++
++ -
+ -

- ++
+++ +++
++ -
+ +++

+++ Efeito intenso; ++ Efeito moderado; + Efeito leve; - Auséncia de efeito

(Malone, 1977)
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Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae) em Modelos Experimentais de

Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich
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RESUMO

“Atividade antineoplasica e carcinogénica do extrato hidroalcodlico das folhas de Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae) nos modelos de Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich”
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, € comumente usado na medicina popular no Brasil como
antiinflamatdrio, analgésico e antipirético. O presente estudo avaliou a atividade antineoplésica do
extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus nos modelos experimentais de Sarcoma 180 e
Carcinoma de Ehrlich. Os resultados mostram que o extrato de P. amboinicus apresenta uma
diminui¢ao na média dos pesos dos tumores de Sarcoma 180 nas doses de 100, 150, 250 e 350 mg.mL"
1, sendo a maior dose com reducdo de cerca de 66%. O mesmo foi observado nos tumores de
Carcinoma de Ehrlich, porém, a menor dose inibiu cerca de 74% dos pesos médios dos tumores. O EH
de P. amboinicus na concentracdo de 350 mg.mL " apresentou um efeito carcinogénico. Portanto, o EH
das folhas de P. amboinicus apresentou um efeito antineopldsico frente aos modelos experimentais
Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich, porém, em altas concentracdes o extrato atua como um
carcindgeno.

Unitermos: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, Atividade Antineoplésica, Carcinogénese.
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ABSTRACT

‘“Antineoplasic and carcinogenic activity of the hydroalcoholic extracts of leaves Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae) in the models of 180 Sarcoma and Carcinoma of
Ehrlich”. Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, is commonly used in the folk medicine in Brazil as
anti-inflammatory, analgesic and antipyretic. The present study it evaluated the antineoplasic activity of
the hydroalcoholic extract of leaves P. amboinicus in the experimental models of 180 Sarcoma and
Carcinoma of Ehrlich. The results show that the extract of P. amboinicus presents a reduction of the
average of the weights of the tumors of Sarcoma 180 in the doses of 100, 150, 250 and 350 mg.mL'l,
being the high concentration with reduction of about 66%. The same it was observed in the tumors of
Carcinoma of Ehrlich, however, the concentration low inhibited about 74% of the average weights of
the tumors. The EH of P. amboinicus in the concentration of 350 mg.mL™" presented a carcinogenic
effect. Therefore, the EH of leaves of P. amboinicus presented a antineoplasic effect front to the
experimental models Sarcoma 180 and Carcinoma of Ehrlich, however, in high concentrations the
extract acts as a carcinogen

Key-words: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, Antineoplasic Activity, Carcinogenic.

INTRODUCAO

Neoplasias malignas conhecidas como canceres resultam de alteracdes nos genes reguladores
criticos que controlam a proliferacao, diferenciacdo e a sobrevivéncia celular. Estas alteracdes levam a
um crescimento celular descontrolado, com a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos, vizinhos ou mais
distantes(Donnici et al, 2005).

O cancer ¢ um dos maiores representantes nos indices de mortalidade no mundo, acometendo
cerca 6 milhdes de pessoas a cada ano. No Brasil, as estimativas no ano de 2006 apontaram cerca de
472.050 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecdo de pele ndo melanoma, sdo os de
prostata e pulmdo no sexo masculino e mama e colo do ttero no sexo feminino, acompanhando o
mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2006).

Dados epidemioldgicos sugerem que o desenvolvimento de muitos dos cénceres estd
correlacionado ao estilo de vida associado a outros fatores principalmente como a dieta, que pode agir
como um carcinogéno ou quimiopreventivo (Hirose et al, 1995). Muitos vegetais usados na medicina

popular vém sendo pesquisados na busca de drogas com a¢do quimiopreventiva.
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Dados epidemioldgicos de trés décadas apontaram um efeito quimiopreventivo das frutas e dos
vegetais nos individuos que consumiam maiores quantidades comparados com aqueles com pouca
consumacgdo. Esta acdo inibitéria do cancer através de uma variedade de fitoconstituintes foi
confirmada em diferentes modelos de experimentacdo animal e, a partir disso, vem sendo elaboradas
estratégias de prevencao do cancer através da dieta (Singletary, 2000).

Plectranthus amboinicus ou Coleus amboinicus é uma espécie nativa da Asia e distribuida por
toda a América. E popularmente conhecida como horteld da folha grossa, orégano e orégano francés,
sendo muito utilizada na medicina popular como analgésico, antiinflamatdrio e antimicrobiano.

Investigacdes farmacoldgicas prévias mostraram que P. amboinicus possui propriedades
citotoxicas, genotoxicas (Parra; Ruiz, 1999), antibacteriana, anti-viral (Napralert, 2003), antiepiléptica,
antioxidante (Salman et al, 1996) e antidepressora, (Rodriguez et al, 1999).

P. amboinicus possui em sua composicdo quimica Oleos essenciais, agucares redutores,
monoterpenos (carvacrol, timol) triterpenos, esterdides e fendis (Acosta et al., 1998). Apresentam
também terpenos, taninos e flavondides (Matick apud Aguiar, 2004). Dentre os flavonodides, P.
amboinicus possui a quercetina, luteolina, dcido caféico todas estas moléculas com conhecida atividade
quimiopreventiva. Além disso, estudos demonstram que o extrato de flavondides e o aquoso de P.
amboinicus possuem um poderoso efeito antioxidante na inibi¢do da formacao de produtos reativos ao
acido tiubarbitirico, sendo o extrato de flavondides superior ao efeito do a-tocoferol (Salmén et al.,
1996). Tais fitoconstituintes antioxidantes sdao importantes uma vez que reagem com as espécies
reativas de oxigénio, protegendo estruturas celulares criticas como membranas, proteinas e DNA. Com
base nos dados supracitados, o presente artigo avaliou uma possivel atividade antineopldsica extrato
hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus nos modelos experimentais in vivo de Sarcoma 180 e

Carcinoma de Ehrlich.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As folhas de P. amboinicus foram coletadas em Setembro de 2005 no horto do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba — UFPB. Foi elaborada uma exsicata
sendo posteriormente depositada no Herbario IPA — Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria,

com o codigo JPA 65501. A identificacdo do material foi feita pela Dra. Rita de Céssia A. Pereira.

Preparacio do extrato hidroalcoélico das folhas de P. amboinicus

Para a obtencao do extrato hidroalcodlico (EH), 2.74 kg de fragmentos das folhas de P.
amboinicus foram submetidos a um processo de maceragao, com etanol a 70% (v/v), em temperatura
ambiente por um periodo de 72 horas. Em seguida, o material foi filtrado e concentrado a vicuo, em

um rotavapor, fornecendo desta maneira um residuo com rendimento de 32.5g.

Animais

Para a investigacdo da atividade antineopldsica foram utilizados camundongos albinos Swiss
feméas (Mus musculus), com aproximadamente 60 dias de nascidos e peso entre 25 e 35g, divididos em
grupos de cinco animais por gaiola de polipropileno sendo mantidos em condi¢des controladas de
iluminagdo (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura (25 + 2°C), recebendo dgua ad libitum. Os
animais foram provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal (CEEA) da UFPE.
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Avaliacao da Atividade Antineoplasica

A implantagdo de tumores s6lidos de Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich foi realizada
segundo a técnica descrita por Stock et al (1954) e modificada por Komiyama (1992). O tratamento
iniciou 48 horas ap6s o implante com a administracdo intraperitoneal do EH das folhas de P.
amboinicus nas concentracdes de 100, 150, 250 e 350 mg.kg "' nos grupos tradados, Metotrexato (10
mg.kg™") no grupo padrio e solugdo salina a 0,9% nos grupos controles. As doses foram administradas
(v.1.p) e os pesos dos animais foram mensurados diariamente durante um periodo de oito dias. No nono
dia, os animais foram pesados, eutanasiados e os tumores extirpados. A inibicdo do crescimento

tumoral foi calculada em comparacio ao grupo controle apds pesagem dos tumores.

Tratamento Estatistico

Os dados foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA) e teste “t” de Student para

avaliar as diferencas entre os grupos controles e tratados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antineoplasica do EH das folhas de P. amboinicus foi testada nos modelos
experimentais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich. Nos ensaios frente ao Sarcoma 180, os animais
tratados com o EH das folhas de P. amboinicus apresentaram uma diminui¢ao na média dos pesos dos
tumores em relacdo ao grupo controle, porém apenas a maior dose (350 mg.kg™") foi significativa, com
um percentual de inibicdo superior a 66%. Nas doses de 100, 150 e 250 mg.kg" houve uma discreta
inibicdo dos pesos dos tumores, com percentuais de inibi¢ao que variaram 44 a 47% (Figura 6).

A anélise macroscopica dos animais do grupo tratado com o referido extrato revelou alteracdes
como esplenomegalia, hepatomegalia e ascite na cavidade abdominal. Nao houve diferencas

estatisticamente significante nos pesos dos animais durante os oito dias de tratamento. Os animais do
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grupo padrdo tratados com Metotrexato (10 mg.kg'l) apresentaram uma reducao significativa dos pesos
médios dos tumores, com um percentual de 100% de inibicao.

Nos ensaios com os animais portadores do Carcinoma de Ehrlich houve uma redu¢do na média
dos pesos dos tumores dos grupos tratados com o EH das folhas de P. amboinicus em relacdo ao grupo
controle, porém apenas a menor dose (100 mg.kg'l) foi significativa, com um percentual de inibi¢do de
74%. Nas doses de 150 e 250 mgkg' houve uma discreta inibi¢do dos pesos dos tumores, com
percentuais de inibicdo de 61 e 27%, respectivamente (Figura 7). Apds andlises macroscopicas,
observou-se a presenca de esplenomegalia, hepatomegalia e alguns animais apresentaram ascite na
cavidade abdominal. Nao houve diferencgas estatisticamente significante nos pesos dos animais durante
os oito dias de tratamento.

O grupo tratado com a dose de 350 mgkg"' do EH de P. amboinicus apresentou um efeito
carcinogénico, com as médias dos pesos dos tumores 25% maior, porém ndo significativo, em relacao
as médias dos tumores do grupo controle (Figura 8). Os animais do grupo padrdo tratados com
Metotrexato (10 mg.kg'l) apresentaram um indice de inibi¢do superior a 97%.

A quimioprevencdo pode ser definida como a prevencdo, inibicdo ou cura dos canceres
carcinogénicos e sarcomagénicos induzidos por um ou mais constituintes quimicos, incluindo os
compostos presentes na dieta. Os flavonodides sdo compostos fendlicos encontrados em muitos vegetais,
possuindo uma grande variedade de atividades bioldgicas, incluindo a prevencdo do cancer. Estudos
laboratoriais, epidemiolédgicos e clinicos indicam que os flavondides possuem um importante efeito
quimiopreventivo e quimioterdpico (Wang et al, 2003).

A triagem fitoquimica do EH das folhas de P. amboinicus relatou a presenga de flavonodides
como o 4cido caféico, quercetina, luteolina e rutina (Gurgel et al, 2007). A a¢do antineopldsica do EH
de P. amboinicus observada neste estudo por estar correlacionada a presenca destes flavondides que
podem agir sinergicamente na redu¢do dos tumores de Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich. Estudos

relatam que tanto a quercetina como rutina atuam como quimiopreventivo contra uma variedade de
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modelos experimentais bloqueando a fase de promog¢ado do cancer em animais, incluindo o azoximetano
(AOM) indutor de neoplasia colorretal em ratos, dimetilbenzeno antracene (DMBA) indutor de cancer
de mama e de pele em ratos (Yang, 2000) e o acetato de tetradecanoilforbol (TPA) indutor de cancer de
pele em camundongos (Hirose et al, 1995).

Alguns mecanismos de acdo destes compostos fendlicos t€m sido identificados como a
inativacdo de carcinégenos, indu¢cdo de apoptose, inibicao da proliferacdo celular, e neutralizacao das
espécies reativas de oxigénio (Wang et al, 2003).

Também foram encontrados no EH de P. amboinicus monoterpendides (carvacrol e timol),
sesquiterpendides e diterpendides, terpendides (B-sitosterol) e derivados cinamicos (Gurgel et al, 2007).
Estes fitoconstituintes também atuam como quimiopreventivos em canceres carcinomatosos e
sarcomatosos agindo como indutores de apoptose (Bhattacharya et al, 2001; Akayo et al, 2003).

Além do efeito quimiopreventivo, observou-se que o EH de P. amboinicus apresenta um efeito
carcinogénico na maior concentracdo do extrato testado. Este efeito pode ser justificado pela presenca
da quercetina no extrato, que, além da atividade quimiopreventiva, possui uma a¢do mutagénica.
Estudos in vitro e in vivo relatam que a quercetina induz cancer de intestino e bexiga (Hirose et al,
1995; Dihal et al, 2005). A acdo da quercetina como um pro-carcindégeno ou anti-carcindgeno € ainda
incerta.

Portanto, o EH das folhas de P. amboinicus apresentou uma inibi¢ao no crescimento tumoral
frente aos modelos experimentais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich. Porém, outros estudos in vivo
e in vitro devem ser realizados uma vez que o referido extrato pode agir como um carcindgeno,
oferecendo um perigo a populacdo j4 que esta espécie é muito utilizada como antimicrobiano e

antiinflamatorio.
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Figura 6- Percentagem (%) de inibicdo da média dos pesos dos tumores em animais tratados com o EH das
folhas de P. amboinicus, administrados por via intraperitoneal, sobre o modelo experimental de Sarcoma 180 em
camundongos fémeas adultas. Os valores representam a média + desvio padrao.

*P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solucdo salina a 0,9%.Teste “t” de

Student ( n = 5/grupo).
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Figura 7- Percentagem (%)de inibi¢do da média dos pesos dos tumores em animais tratados com o EH das
folhas de P. amboinicus, administrados por via intraperitoneal, sobre o modelo experimental de Carcinoma de
Ehrlich em camundongos fémeas adultas. Os valores representam a média + desvio padrao.

*P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solugdo salina a 0,9%.Teste “t” de

Student ( n = 5/grupo).
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Figura 8- Percentagem (%) de crescimento da média dos pesos dos tumores de animais tratados com EH das
folhas de P. amboinicus, administrados por via intraperitoneal, sobre o modelo experimental de Carcinoma de
Ehrlich em camundongos fémeas adultas. Os valores representam a média + desvio padrao.

*P < 0,05 comparado os grupos tratados com o controle que recebeu apenas solucdo salina a 0,9%.Teste “t” de

Student ( n = 5/grupo).
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Os ensaios fitoquimicos realizados no extrato hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus
evidenciaram a presenca de flavonodides, triterpendides, monoterpendides, sesquiterpendides,
diterpendides, esterdides e derivados cindmicos.

Os resultados da atividade antimicrobiana concluem que o extrato hidroalcodlico das folhas de
P. amboinicus apresenta acdo antibacteriana contra cepas gram-positivas, especialmente
Staphylococcus aureus. Os resultados indicam uma potente atividade antibacteriana do frente as
linhagens de S. aureus multirresistentes. A curva de mortalidade evidenciou uma acdo bactericida e
bacteriostética do extrato nas primeiras horas de exposi¢do. No entanto, o extrato ndo apresentou a¢ao
frente aos microrganismos gram-negativos e fungos leveduriformes.

EH das folhas de P. amboinicus apresentou baixa toxicidade, com uma forte agdo sobre o SNC
e uma acdo significativa antiinflamatdria, respaldando o seu uso popular como antiinflamatério.

Os resultados da atividade antineopldsica nos modelos experimentais Sarcoma 180 e Carcinoma
de Ehrlich apontam uma reducio das médias dos pesos dos tumores nos grupos tratados com o EH das
folhas de P. amboinicus, indicando um efeito quimiopreventivo. Porém, deve-se ressaltar que
concentracdo elevada do extrato pode agir como um carcindégeno, oferecendo um perigo a populacao, ja

que esta espécie € muito utilizada como antimicrobiano e antiinflamatério.
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