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ABSTRACT
Objectives: to evaluate the antimicrobial activity in aqueous, hydroalcoholic and alcoholic extract of leaves of
species of the Lamiaceae family in face of bacteria of interest. Method: Four species were chosen: Ocimum
gratissimum, Plectranthus amboinicus, Mentha arvensis and Plectranthus barbatus. From the leaves were prepared
the aqueous, hydroalcoholic and alcoholic extracts in the concentrations 100mg/mL, 50mg/mL and 25mg/mL. The
bacteria Ocimum gratissimum, Plectranthus amboinicus, Mentha arvensis and Plectranthus barbatus were selected
for the antibiotic assays in Mueller-Hinton Agar. Results: P. barbatus, in its hydroalcoholic extract showed active in
the three concentrations for S. aureus bacteria, and was still active for P. aeruginosa, showing in the alcoholic
extract activity against the bacteria. For M. arvensis and P. amboinicus, its hydroalcoholic and alcoholic extracts
showed activity for S. aureus. Conclusion: It is suggested that the species in question present good antimicrobial
activity, and it is necessary to carry out further studies to better understand this mechanism.
Keywords: Lamiaceae, Antibiosis, Medicinal Plants.

RESUMO
Objetivos: avaliar a atividade antimicrobiana em extrato aquoso, hidroalcoodlico e alcoodlico das folhas de espécies
da familia Lamiaceae frente a bactérias de interesse. Método: Foram escolhidas quatro espécies: Ocimum
gratissimum, Plectranthus amboinicus, Mentha arvensis e Plectranthus barbatus. A partir das folhas foram
confeccionados os extratos aquoso, hidroalcoolico e alcoodlico nas concentragdes 100mg/mL, 50mg/mL e 25mg/mL.
Foram selecionadas as bactérias Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa para os ensaios de antibiose em Agar Mueller-Hinton. Resultados: P. barbatus, em seu
extrato hidroalcodlico mostrou ativo nas trés concentracoes para bactéria S. aureus, e ainda foi ativo para P.
aeruginosa, demonstrando no extrato alcodlico atividade frente as bactérias. Para M. arvensis e P. amboinicus,
seus extratos hidroalcodlico e alcodlico apresentaram atividade para S. aureus. Conclusdo: Sugere-se que as
espécies em questao apresentem boa atividade antimicrobiana, sendo necessaria a realizacdo de mais estudos para
melhor entender esse mecanismo.
Palavras-chave: Lamiaceae, Antibiose, Plantas Medicinais. ]

RESUMEN
Objetivos: evaluar la actividad antimicrobiana en extracto acuoso, hidroalcoholico y alcohodlico de las hojas de
especies de la familia Lamiaceae frente a bacterias de interés. Método: Se eligieron cuatro especies: Streptococcus
pyogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. A partir de las hojas fueron
confeccionados los extractos acuoso, hidroalcodlico y alcohdlico en las concentraciones 100mg/ml, 50mg/mL y
25mg/mL. Se seleccionaron las bacterias Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa para los ensayos de antibiosis en Agar Mueller-Hinton. Resultados: P. barbatus, en su
extracto hidroalcodlico mostro activo en las tres concentraciones para bacterias S. aureus, y aun fue activo para P.
aeruginosa, demostrando en el extracto alcohdlico actividad frente a las bacterias. Para M. arvensis y P.
amboinicus, sus extractos hidroalcoolico y alcohodlico presentaron actividad para S. aureus. Conclusion: Se sugiere
que las especies en cuestion presenten buena actividad antimicrobiana, siendo necesaria la realizacién de mas
estudios para entender mejor ese mecanismo.
Descriptores: Lamiaceae, Antibiosis, Plantas Medicinales.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais sao usadas para
prevencao, para tratar e cura de doencas, tendo
seu uso como uma das maneiras mais antigas
usadas pela humanidade’. Registros histéricos
datados desde 4.000 anos antes de Cristo
comprovam a utilizacao de plantas na busca pela
cura de enfermidades nos povos egipcios,
chineses, entre outros. Os povos indigenas
utilizavam como remédio para suas afeccoes e
COMoO veneno em suas guerras e cacas. A cultura
sobre plantas medicinais, na maioria das vezes,
€ o Unico artificio terapéutico de populacdes que
vivem isoladas e de povos étnicos?.

A Organizacao Mundial da Salde define
planta medicinal como: “Planta Medicinal é todo
e qualquer vegetal que possui, em um ou mais
orgaos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos semissintéticos®”.

O Brasil apresenta a maior biodiversidade
do mundo, representando aproximadamente um
terco no total. Sendo constituida em sua maioria
na Floresta Amazonica e ainda na Mata
Atlantica“.

A Fitoterapia é definida como a terapia
que utiliza plantas medicinais em suas diversas
preparacoes farmacéuticas nao utilizando
substancias ativas isoladas. A partir dessa
terapéutica, tem-se 0s medicamentos
fitoterapicos, 0s quais sao aqueles

medicamentos  adquiridos unicamente de
matérias-primas vegetais®.

O valor elevado dos medicamentos
industrializados, os obstaculos da populacao em
conseguir assisténcia médica e a tendéncia da

utilizacdo de produtos de origem natural tém
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contribuido para aumentar o uso das plantas
como recurso terapéutico®.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) os antibidticos sao farmacos
que apresentam substancias caracteristicas
capazes de banir ou atrapalhar a proliferacao de
bactérias e outros microorganismos responsaveis
por patologias ou agravo ao organismo. A partir
do século XVl

comecaram a ser empregados para terapéutica

agentes antibacterianos

de patologias infecciosas, estes devem
demonstrar toxicidade seletiva, ou seja, deverao
ser eficazes em combater a bactéria alvo’.

Literaturas tém demonstrado que muitos
micro-organismos estao se tornando resistentes
aos agentes antimicrobianos, produzindo assim
uma ineficacia aos produtos sintéticos. Uma das
maiores causas dessa resisténcia bacteriana € o
uso incorreto de antimicrobianos®. Essa
resisténcia tem se tornado um fato preocupante,
com isso esta surgindo uma procura intensa por
novos agentes antimicrobianos em plantas
medicinais’.

Percebe-se um interesse em plantas
medicinais como uma terapia complementar,
diante disso compreende-se a relevancia em
estudar novos extratos de plantas medicinais
com atividade antimicrobiana, com finalidade de
obterem-se novos produtos que mostrem um
maior espectro de acao, menor toxicidade,
menor custo e primordialmente que tenha um
baixo indice de resisténcia bacteriana'.

Diante do exposto objetivou-se avaliar a
atividade antimicrobiana em extrato aquoso,
hidroalcoolico e alcodlico das folhas de espécies
da familia Lamiaceae frente a bactérias gram-

positivas e gram-negativas.
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METODOS

Trata-se de uma pesquisa de carater
experimental e laboratorial, realizada no Nucleo
de Bioprospeccao e Biologia Molecular Aplicada
(NUBEM), do Instituto Superior de Teologia
Aplicada (INTA).

A matéria prima, folhas, de todas as
espécies estudadas foram coletadas no més de
fevereiro no Horto do Centro de Fitoterapia de
Sobral (CEFISO) localizado no Centro de Saude
da Familia do bairro Sumaré da cidade de
Sobral/CE. As espécies pertencentes ao CEFISO
sao fornecidas pelo Horto de Plantas Medicinais
do Nucleo de Fitoterapia da Secretaria da Saude
do Estado (NUFITO), onde sao devidamente
identificadas.

Depois de coletadas, as folhas das espécies
Ocimum  gratissimum, Mentha arvensis e
Plectranthus barbatus foram lavadas e secadas a
sombra e sem sobreposicao, por periodo de cinco
dias. As folhas da espécie Plectranthus
amboinicus, por serem carnosas € com maior
quantia de agua, foram secadas pelo método de
determinacao da perda por dessecacao, foram
colocadas em estufa a 35°C até atingir peso
constante''. Apds secas as folhas foram
reduzidas a p6 com auxilio de liquidificador
devidamente limpo, onde foram trituradas.
Usou-se 3g de po e 30mL de agua estéril fervida,
para extrato aquoso, através do meétodo de
infusao, depois do resfriamento, foram mantidas
na geladeira em reservatorios protegidos da luz.
Para o extrato hidroalcodlico foi adicionado 3g
do p6 em 15mL da solucao contendo agua

destilada estéril e 15mL de alcool etilico 100%
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PA, para o extrato alcodlico foi usado 3g do po
em 30mL de alcool PA no dia do teste.

As diluicoes para os testes foram feitas a
partir do extrato bruto. Foram testados para
todas as espécies 03 diluicbes: 100mg/mL,
50mg/mL e 25mg/mL. Estes foram diluidos em

reservatorios estéreis. O estudo foi feito em

triplicata.

As bactérias utilizadas foram:
Streptococous pyogenes (ATCC19615),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC15442),

Enterococcus faecalis (ATCC4083), Staphylococus
aures (ATCC6530). As mesmas encontravam-se
armazenadas em Brain Heart Infusion (BHI)
glicerol 20% e conservadas a -20 °C.

Para a reativacao das bactérias foram
retiradas uma aliquota de 50pul de cada bactéria
em estoque e acrescentadas em 5mL de meio
BHI caldo, incubou-se a 37°C por 24 horas. Apds
isso foi feito o ajuste para escala de MacFarland
0,5% com solucao salina a 0,85% 2.

Para analise da atividade antimicrobiana
dos extratos das folhas das plantas estudadas
foram verificadas a partir do teste de difusao em
Agar Mueller-Hinton (MH). Como controle
negativo para o extrato aquoso utilizou-se agua
destilada estéril, para o extrato hidroalcoodlico
usou-se 50% de agua destilada estéril e 50% de
alcool PA (1:1 v/v) e para o extrato alcoolico foi
usado alcool PA, como controle positivo foram
utilizados discos contendo 10ug de Cefuroxima.

Foram recolhidas aliquotas das culturas
bacterianas previamente diluidas e semeadas,
com auxilio de um swab pela técnica do
esgotamento, em placas de petri contendo Agar
MH. Incubou-se as placas em estufa a 37°C por

um periodo de 24 horas. Em seguida mediram-se

3
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os halos de inibicdo com ajuda de uma régua.
Foram julgados com potencial antimicrobiano
contra os isolados bacterianos aqueles extratos
que gerarem halos > 7 mm (sete milimetros)™.
Pelo fato do horto medicinal no qual foi
realizado a coleta nao dispor de dispositivos de
monitoramento climatico (temperatura,
umidade, pluviometria, nebulosidade) esses
dados nao foram possiveis de se expor nessa
metodologia. Sabendo da importancia de tais
informacoes, esse experimento acaba

evidenciando essa limitacao.

Atividade antimicrobiana de extrato de folhas

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos
experimentos estao expostos nas tabelas que se
seguem. Os resultados do extrato aquoso das
plantas testados estdo descritos na tabela 1. E
possivel perceber que o mesmo nao promoveu
formacao de halos de nenhum extrato testado
das plantas em nenhuma das concentracoes

sobre nenhuma das bactérias estudadas.

Tabela 1 - Resultados da atividade antimicrobiana do extrato aquoso de folhas Plectranthus amboinicus,
Mentha arvensis, Ocimun gratissimum e Plectranthus barbatus

Espécies Concentracdes do extrato aquoso (mg/mL) CN CP
25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL
Streptococcus pyogenes
Plectranthus amboinicus - - - - 10 mm
Mentha arvensis - - - 14 mm
Ocimum gratissimum - - - 14 mm
Plectranthus barbatus - - - 13 mm
Enterococcus faecalis
Plectranthus amboinicus - - - 15 mm
Mentha arvensis - - - 16 mm
Ocimum gratissimum - - - 17 mm
Plectranthus barbatus - - - 15 mm
Staphylococcus aureus
Plectranthus amboinicus - - - - 23 mm
Mentha arvensis - - - 20 mm
Ocimum gratissimum - - - 22 mm
Plectranthus barbatus - - - 22 mm
Pseudomonas aeruginosa
Plectranthus amboinicus - - - - 12 mm
Mentha arvensis - - - 11 mm
Ocimum gratissimum - - - 13 mm
Plectranthus barbatus - - - 13 mm
Notas: CN: Controle negativo (agua destilada estperil); CP: Controle positivo (Cefuroxima)
Rev Pre Infec e Saude.2018;4:7072 4
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Na tabela 2 estao expostos os resultados dos 100mg/mL e para P. aeruginosa com a
extratos hidroalcodlicos testados. E possivel planta P. barbatura  também na
observar inibicao sobre S. aureus em todas concentracao de 100mg/mL.

as plantas testadas na concentracao de

Tabela 2 - Resultados da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de folhas Plectranthus
amboinicus, Mentha arvensis, Ocimun gratissimum e Plectranthus barbatus nas concentracoes 100
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL.

Espécies Concentracdes do extrato hidroalcoolico (mg/mL) CN CP
25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL
Streptococcus pyogenes
Plectranthus amboinicus - - - - 11 mm
Mentha arvensis - - - - 13 mm
Ocimum gratissimum - - - - 11 mm
Plectranthus barbatus - - - - 11 mm

Enterococcus faecalis

Plectranthus amboinicus - - - - 10 mm
Mentha arvensis - - - - 12 mm
Ocimum gratissimum - - - - 11 mm
Plectranthus barbatus - - - - 12 mm

Staphylococcus aureus

Plectranthus amboinicus - - 7 mm - 22 mm
Mentha arvensis - - 9 mm - 21 mm
Ocimum gratissimum - - 7 mm - 22 mm
Plectranthus barbatus 8 mm 9 mm 10 mm - 22 mm

Pseudomonas aeruginosa

Plectranthus amboinicus - - - - 11 mm
Mentha arvensis - - - - 10 mm
Ocimum gratissimum - - - - 11 mm
Plectranthus barbatus - - 8 mm - 11 mm

Notas: CN: Controle Negativo (agua destilada estéril+alcool etilico PA (1:1 v/v); CP: Controle Positivo (Cefuroxima)

Os resultados da tabela 3 revelam que os pyogenes, S. aureus e P aeruginosa na
extratos alcodlicos das plantas testadas concentracao de 100mg/mL, exceto para E.
apresentaram resultado positivo frente a S. faecalis que nao apresentou inibicao.
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Tabela 3 -
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Resultados da atividade antimicrobiana do extrato alcoolico de folhas Plectranthus

amboinicus, Mentha arvensis, Ocimun gratissimum e Plectranthus barbatus nas concentracoes 100

mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL.

Espécies Concentracoes do extrato alcoolico (mg/mL) CN CP
25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL
Streptococcus pyogenes
Plectranthus amboinicus - - - - 10 mm
Mentha arvensis - - 9 mm - 10 mm
Ocimum gratissimum - - - - 13 mm
Plectranthus barbatus - 7 mm - 11 mm
Enterococcus faecalis
Plectranthus amboinicus - - - - 11 mm
Mentha arvensis - - - - 11 mm
Ocimum gratissimum - - - - 13 mm
Plectranthus barbatus - - - - 11 mm
Staphylococcus aureus
Plectranthus amboinicus - - 9 mm - 22 mm
Mentha arvensis - - 8 mm - 21 mm
Ocimum gratissimum - - - - 22 mm
Plectranthus barbatus - - 10 mm - 20 mm
Pseudomonas aeruginosa

Plectranthus amboinicus - - - - 11 mm
Mentha arvensis - - - - 10 mm
Ocimum gratissimum - - - - 11 mm
Plectranthus barbatus - - 9 mm - 10 mm

Notas: CN: Controle Negativo (alcool etilico PA); CP: Controle Positivo (Cefuroxima)

DISCUSSAO

Pesquisa' que utilizou o extrato aquoso
de O. gratissimum observou nenhuma atividade
antimicrobiana frente a bactérias S. aureus, P.
aeuriginosa
diluidas a 10% (100mg/mL), 5% (50mg/mL), 2,5%
(25mg/mL), 1% (10mg/mL) e 0,1% (1mg/mL), a

metodologia utilizada foi semelhante com o

nas concentracées 500mg/mL) e

presente estudo quando utilizou concentracoes
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parecidas e utilizou o agar Mueller-Hinton,
divergindo-se quanto a extracdo 0s mesmos
utilizaram solventes de polaridade crescente (n-
hexano, cloroformio, acetona, e etanol a 80%,
aquoso (infusao), e os ensaios de acao
antimicrobiana foram realizados através do teste
do método de difusao em disco de papel filtro
por meio da adaptacdao do método de Kirby-

Bauer™.
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Outro estudo™ realizado com extrato
aquoso e fluido do P. amboinicus demonstrou
ampla acdo antimicrobiana para bactérias gram-
positivas e gram-negativas, 0 que nao ocorreu
neste estudo, tais divergéncias podem ser
explicadas por elementos como area, periodo da
coleta, localizacao geografica. Em um outro
estudo realizado, a mesma nao evidenciou
atividade antimicrobiana em extrato aquoso do
P. barbatus estando de acordo com a presente
pesquisa'®.

No  presente  estudo, o extrato
hidroalcoolico do P. barbatus apresentou
atividade antimicrobiana contra S. aureus nas
trés concentracdes (100mg/mL, 50mg/mL,
25mg/mL), com formacao de halo de 10 mm, 9
mm e 8mm, respectivamente e contra P.
aueruginosa na concentracao de 100mg/mL com
halo de 8mm. As espécies P. amboinicus, M.
arvensis, O. gratissimum  demonstraram
atividade antimicrobiana na concentracao de
100 mg/mL contra o microrganismo S. aureus
com halos de 7mm, 9mm e 7mm, nesta ordem.
Nenhuma planta apresentou atividade
antimicrobiana sobre os microrganismos E.
faecalis e S. pyogenes. Na tabela 2 estao
apresentados o0os resultados do extrato
hidroalcoolico.

Foi realizado screening de 295 plantas
oriundas da india, entre elas o P barbatus, foi
testado a atividade antimicrobiana frente a
bactérias gram-positivas, gram-negativas e
resistente a alcool, foi testado extrato
hidroalcoolico de toda a planta, exceto raizes,
onde o0 mesmo nao apresentou acao

antimicrobiana'’.
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Em concordancia com nossos achados,
estudo anterior'® verificou que o extrato
hidroalcodlico das folhas de P. amboinicus
apresentou acao antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas, representadas no estudo por S.
aures, formando halos de entre 16mm e 18mm.
O P. amboinicus é formado quimicamente por
oleos essenciais (timol, carvacrol), flavanoides e
taninos sendo estes constituintes conhecidos
pela acao antimicrobiana. Na mesma pesquisa
observou que nao houve atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico frente
a bactérias gram-negativas, representadas por
duas linhagens de Salmonella. O método
utilizado por esses autores foi similar quanto ao
presente estudo, os mesmos para obtencao dos
extratos utilizaram a técnica de maceracao, mas
foram filtrados em um rota-evaporador e a
atividade antimicrobiana foi definida pela
técnica de difusao em meio solido, onde foram
feitas perfuracées no meio de cultura contendo
agar MH'®,

Outra pesquisa'’ com extrato
hidroalcoodlico das partes aéreas, folhas e caules
da Mentha arvensis frente a bactérias gram-
positivas e fungos, S. mutans, S. sobrinus e
Candida albicans, o extrato foi obtido através de
maceracao em temperatura ambiente por nove
horas e a atividade antimicrobiana realizada
através de ensaios de difusao em agar pelo
método de difusao em disco. Os mesmos
verificaram que a M. arvensis nao apresentou
atividade antimicrobiana para estes patdgenos,
mas apresentou atividade antifingica'®. Porém
no presente estudo foi observado que esta

mesma espécie apresentou acao antimicrobiana
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contra S. aureus na concentracao de 100
mg/mL.

O odleo essencial do O. gratissimum
apresenta atividade inibitéria do crescimento
das bactérias S. aureus, E. coli e S.
choleraeseus. Hommerding e colaboradores®
realizaram estudo sobre a atividade
antimicrobiana do o6leo essencial do O.
gratissimum e o seu 6leo puro apresentou acao
contra cepas de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. A diversidade de atividades bioldgicas
dessa espécie de planta deve-se a existéncia de
uma grande variedade de compostos presentes
nele, um dos principais citados presentes em seu
oleo essencial é o eugenol (considerado um forte
antisséptico, usado em tratamento de nauseas,
flatuléncia, indigestao e diarreia) sendo um dos
compostos que explicam a  atividade
antimicrobiana do 6leo essencial®.

Estao descritos na tabela 3 o resultado do
extrato alcodlico, verificando atividade
antimicrobiana para trés espécies de bactérias,
somente nao ocorreu atividade antimicrobiana
na E. faecalis. Para o S. pyogenes ocorreu
formacao de halo em duas plantas na
concentracao 100mg/mL, M. arvensis, P.
barbatus com tamanho dos de 9 mm e 7 mm,
respectivamente. No S. aureus as espécies P.
amboinicus, M. arvensis, P.  barbatus
apresentaram formacao de halo de 9 mm, 8 mm
e 10 mm, penas do O. gratissimum nao
apresentou atividade antimicrobiana. E por fim
P. barbatus apresentou atividade antimicrobiana
com formacao de halo de 9mm para P.
aeuroginosa.

Outro estudo' constatou que o extrato

alcoolico da raiz, caule e folhas de P. barbatus
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foram ativos contra bactérias gram-positivas e
alcool resistente, porém nao foram ativos contra
gram-negativas como Monilia sitophita e C.
albicans. Os extratos utilizados por estes autores
foram obtidos através de maceracao durante
oito dias sobe agitacao e temperatura de 28 a 30
°C'®. Confirmando o resultado desta pesquisa em
partes, onde a mesma apresentou atividade
frente a S. pyogenes, S. aureus (gram-positivas),
e divergindo quanto a bactéria gram-negativa.

Pesquisa?' observou que o 6leo essencial
do P. amboinicus quando relacionado com
flavonas, acidos aromaticos e taninos apresentou
atividade antimicrobiana do contra cepas de
Pneumococcus e Staphylococcus.

Em um estudo semelhante ao realizado
com espécies da familia Lamiaceae, estudo
prévio™ mostrou que o extrato alcodlico do O.
gratissimum nao apresentou atividade
antimicrobiana, condizendo assim com o
presente artigo. Outro estudo* demonstrou em
estudo realizado com extrato metandlico e
hexanico de O. gratissimum que o mesmo possui
atividade antimicrobiana relevante. Ha ainda
afirmativa de que o 6leo essencial possui acao
anti-séptica local contra S. aureus®.

O extrato etanolico, metanolico,
hexanico entre outros solventes utilizados, de
folhas e segmentos inter-nodal derivados de calo
da espécie M. arvensis apresentaram atividade
antimicrobiana frente a bactérias S. typhy, S.
pyogenes, P. vulgaris e Bacillus subtilis em outra
pesquisa®*. Confirmando o resultado deste
estudo onde o extrato etanodlico de folhas da M.
arvensis apresentou atividade antimicrobiana

contra S. pyogenes.
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Pesquisadores que realizaram estudos de
extratos e oleos vegetais e constataram que a
atividade antimicrobiana de espécies de plantas
ocorre devido a produtos do metabolismo
secundario, onde em sua forma pura apresentam
acao. A desconformidade em pesquisas € na
literatura pode estar associada a presenca,
quantidade de cada metabolito presente nas
amostras, método utilizado, o periodo do ano
que foi feito a colheita. Além disso, tudo que
envolve as plantas podera causar interferéncia
na composicao quimica das espécies, como
temperatura, idade da planta, local onde se

encontra, disponibilidade hidrica®.

CONCLUSAO

De acordo com resultados obtidos neste
estudo, podemos observar que o extrato
alcoolico demonstrou melhor atividade
antimicrobiana quanto ao extrato aquoso e
hidroalcoolico, pois pelo menos uma espécie de
planta mostrou-se ativa contra trés tipos de

bactérias, S. pyogenes, S. aureus, P. aeruginosa.
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