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Resumo

Plantago major L. (Plantaginaceae) é uma planta utilizada no tratamento de feridas e tosse devido ao seu
potencial anti-inflamatério, cicatrizante e antimicrobiano. Visando o emprego da planta na formulagéo de
produtos para uso oral, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana desta espécie in vitro.
Extratos etandlico e hidroalcodlico, preparados com partes aéreas de P. major, foram submetidos a triagem
fitoquimica e analise de cromatografia em camada delgada (CCD). A atividade antimicrobiana dos extratos
e de tintura comercial foi testada frente a Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa por difusdo em
agar. As analises fitoquimicas demonstraram a presenga de substancias fendlicas, cumarinas e triterpenos,
além de baixo teor de fenois e flavonoides nos extratos. Os sinais observados na CCD demonstraram
auséncia do marcador quimico, acido 5-O-cafeoilquinico, porém o numero de classes de substancias
encontradas e a presenca de um provavel derivado de acido 5-O-cafeoilquinico condizem com exemplares
de P. major. Na avaliagao da atividade antimicrobiana, os extratos alcodlicos e tintura ndo foram capazes
de inibir o crescimento bacteriano, entretanto n&o deve ser descartada a sua acéo anti-inflamatéria devido
as substancias encontradas e o seu uso em sinergismo como outros agentes antimicrobianos para o

desenvolvimento de produtos de uso oral.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Fitoterapia. Agentes antimicrobianos. Cromatografia em camada delgada.
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Abstract

Plantago major L. (Plantaginaceae) has been widely used in the treatment of wounds and coughs due to its
anti-inflammatory, healing and antimicrobial potential, according to popular indications. Aim at the use of this
plant in the formulation of oral products, the objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity
of P. major extracts, in vitro. Ethanolic and hydroalcoholic extracts were prepared with dry aerial parts of the
plant, which were submitted to phytochemical screening and analyzed by thin layer chromatography (TLC).
The antimicrobial activity of the extracts and of a commercial tincture was performed by agar diffusion.
Phytochemical screening showed presence of phenolic substances, cumarines and triterpenes, in addition
to a low concentration of phenols and flavonoids in the extracts. The bands observed in TLC did not
demonstrate 5-O-caffeoylquinic acid, a chemical marker, however the number of substances classes found
and the presence of a probable 5-O-caffoylquinic acid derivative are consistent with P. major specimens. In
agar diffusion test, the extracts and tincture were not able to inhibit the bacterial growth, however its anti-
inflammatory activity should not be discarded due to the substances found and its synergic application with

others antimicrobial agents to developing of oral use products.

Keywords: Medicinal plants. Phytotherapy. Antimicrobial agents. Chromatography thin layer.

Introducgao

A utilizacdo de plantas para a cura de enfermidade humana é uma pratica consagrada ao longo da historia,
estando presente no dia a dia da populagéo, promovendo uma melhor qualidade de vida do homem. Assim,
a busca por substancias que sejam biologicamente ativas na diversidade de metabdlitos da flora, se

transformou em tema para pesquisa e desenvolvimento de novos produtost-2l,

A terapia fitoterapica apresenta extensa lista de agdes farmacoldgicas relatadas que podem ser empregadas
na cura, prevencgao e controle de doengas U1, Apesar de ser habitualmente empregada em praticas médicas,
a fitoterapia apresenta uma baixa adesao por parte dos profissionais da area odontolégica, apontando um
novo campo de investimento. No entanto, alguns fatores necessitam ser ajustados para aumentar a adesao a
estes produtos, dentre eles: (1) a definicdo da posologia de acordo com as indicagdes de uso; (Il) informagdes
mais simplificadas sobre os padrdes de qualidade dos produtos; e (lll) uma fonte segura e acessivel com
maiores informagdes sobre os fitoterapicos para os prescritores. Cabe ressaltar que os produtos de origem

natural ndo s3o isentos de efeitos adversos como alergia e/ou toxidez!4l,

Produtos contendo bioativos responsaveis pelo controle da microbiota bucal, reduzindo os indices de lesées
cariogénicas, ja estdo presentes no mercado, além de outros fitoterapicos utilizados no tratamento de
gengivites, estomatites aftosa, herpes simples e candidiasel!l. Trabalhos anteriores de nossa equipe
mostraram a efetividade do uso de enxaguatérios bucais a base de 6leos vegetais como adjuvantes da
higiene bucal mecanica para o controle da populagdo microbiana, sendo eficaz, em ensaios in vitro, na

redugéo da quantidade de colonias de Candida albicans, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis®.

Dentre as plantas com potencial uso terapéutico estda Plantago major L. (Plantaginaceae), herbacea
conhecida popularmente como tanchagem, tansagem, transagem, tanchagem maior, llantén, plantagem ou
lingua de vaca e de origem do continente europeu. Esta planta tem aproximadamente 15 cm de altura, com

folhas ovaladas e/ou elipticas, com margens glabras ou pilosas, dispostas em rosetas. Apresenta raiz
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central, de onde partem raizes secundarias, inflorescéncia quando madura ereta, e frutos com sementes
com textura rugosa, irregulares e pequenas, o que facilita sua disperséo pelo vento. A tanchagem ocorre
principalmente em regides temperadas e subtropicais, sendo de facil cultivo no Brasil, encontrada em todo
o territorio nacional®fl. De acordo com as informagdes etnofarmacoldgicas, o infuso das folhas é usado
para suprimir tosse brénquica associada a inflamagéo das vias respiratorias, podendo também apresentar
atividade cicatrizante e no combate a inflamagdes da boca, garganta, gengivas e parotidites267, A literatura
relata o uso de P. major L. para aplicagbes antiviral, antiparasitaria, diurética, hematopoiética e
hematoprotetora. Esses efeitos estéo relacionados as atividades bioldgicas ja descritas para os metabdlitos
secundarios presentes, como taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides, terpenos e glicosideosl®. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano in vitro de extratos hidroalcodlico,

etandlico e tintura de P. major L. frente a microrganismos componentes da microbiota oral.

Material e Métodos

Material botanico e obtencao da matéria prima

Foram utilizadas partes aéreas secas de Plantago major L. comercializadas pela empresa Natural Florien
CNPJ: 00.602.210/0001-50, localizada na cidade de Piracicaba/Séo Paulo. A tintura de P. major L.
comercial foi adquirida no comércio local da cidade de Juiz de Fora, Empresa Ely Martins, CNPJ:
96.435.995/0001-92.

Producgao do extrato etandlico e hidroalcodlico de Plantago major L.

As partes aéreas de P. major L. foram selecionadas a fim de eliminar algum contaminante. Posteriormente,
foi triturada em moinho de facas para aumentar a superficie de contato com o solvente a ser adicionado,
fornecendo 64,64 g de material botanico moido. A quantidade de material foi dividida em duas partes iguais,
sendo que em uma foi feita maceragédo dindmica com etanol P.A. e a outra com mistura hidroalcodlica
etanol:agua (1:1 v/v). Os solventes eram trocados diariamente durante 7 dias. Depois, todo solvente filtrado
de ambas as amostras foi levado separadamente para um evaporador rotatério com a temperatura do banho
a 50°C e pressao a 50 mbar, sendo o residuo seco transferido para um recipiente limpo destinado ao extrato
e deixado secar a temperatura ambiente para ambas amostras. Ao final do processo obteve-se 1,67 g do
extrato etandlico e 6,27 g do extrato hidroalcodlico.

Analise fitoquimica dos extratos

Os extratos brutos foram submetidos a andlises fitoquimicas preliminares para determinagdo das principais
classes quimicas de metabdlitos especiais, de acordo com o protocolo descrito por Matost, com algumas
modificagdes. Solugbes dos extratos foram preparadas, na concentragdo de 10 mg/mL, para a identificagdo
de alcaloides pelo método de precipitacdo com os reagentes Dragendorff, Hager e Mayer. Os triterpenos e
esteroides foram analisados através do método de Liebermann-Burchard, as saponinas analisadas pelo
método de formagao de espuma, as cumarinas através de solugdo de KOH 10%, os compostos fendlicos
através de solugao de FeCls 3%, os taninos pelo método de precipitagdo com solugdo de gelatina 2,5%, os

flavonoides foram avaliados com solucao de AICI3 5% e as antraquinonas através de solugdo de NaOH 0,5 M.
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Determinagao do contetido de compostos fendlicos

A determinagéo do teor de fendis foi feita por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o
método de Folin-Ciocalteau com pequenas modificagdes®19. O &cido tanico foi utilizado como padréo. A
curva de calibragédo foi preparada, com concentragdes variando de 7,5 a 350 yg/mL de uma solugdo
metandlica de acido tanico (500 pg/mL). Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 120 pL do reagente
Folin-Ciocalteau 20%, 30 yL da amostra e 100 pL de carbonato de sddio 4%. Decorridos 30 min de

incubagao ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro a 770 nm.

Para o doseamento dos extratos foi preparada uma solucdo estoque a 500 pg/mL em metanol. Pogos
somente com amostra e metanol foram utilizados como branco do teste. Em microplacas de 96 pogos foram
adicionados 120 uL do reagente Folin-Ciocalteau 20%, 30 pyL da amostra e 100 uL de carbonato de sddio
4%. Decorridos 30 min de incubacgao ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotébmetro a
770 nm. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e a média * desvio padrao foi utilizada para
o calculo do teor de fenodis. O conteudo total de fendis foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em

equivalentes de &cido tanico (EAT).
Determinagao do conteudo de flavonoides

O conteudo de flavonoides foi determinado pelo método descrito por Miliauskas e colaboradores™, com
pequenas modificagdes. A rutina foi utilizada como padrado. A curva de calibragdo foi preparada, utilizando-
se aliquotas de 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,2 mL de uma solugéo etandlica de rutina (0,5 mg/mL).
Adicionou-se quantidade de etanol necessaria para obter 4,8 mL em cada tubo, e uma gota de acido acético
glacial. Posteriormente, adicionou-se 0,2 mL de uma solugdo etandlica de cloreto de aluminio 2%,
totalizando 5 mL em cada tubo. O branco foi preparado da mesma forma que a amostra, porém substituindo
a solucéo etandlica de cloreto de aluminio a 2% por etanol. Apds 40 min de incubagéo, a 20°C e ao abrigo

da luz, as absorbancias foram medidas a 415 nm em espectrofotdmetro.

Para o doseamento dos extratos foi preparada uma solugéo estoque a 500 pg/mL em etanol. Dessa solugao
pipetou-se 0,2 mL para uma série de tubos de ensaio devidamente identificados e foi adicionado 4,6 mL de
etanol, 1 gota de acido acético glacial e 0,2 mL da solugéo etandlica de cloreto de aluminio a 2%, obtendo-
se uma solucdo de 5 mL em cada tubo. O branco foi preparado com 0,2 mL da amostra, 1 gota de acido
acético e diluido para 5 mL com etanol. Ap6és 40 min de incubagéo, a 20°C e ao abrigo da luz, as
absorbancias das solugdes foram registradas em espectrofotdbmetro a 415 nm. Todas as determinagdes
foram realizadas em ftriplicata e a média + desvio padrao foi utilizada para o calculo do teor de flavonoides.

O conteudo total de flavonoides foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de rutina (ER).
Avaliagcao de marcadores fitoquimicos do extrato por cromatografia em camada delgada (CCD)

Para identificar a presenga de algum marcador conhecido de Plantago major e corroborar com os ensaios
anteriores, foi realizada cromatografia em camada delgada (CCD) e estimado o fator de retencéo (RF) para
as substancias separadas. Foi utilizado como padrdo o acido 5-O-cafeoilquinico, seguindo metodologia
proposta por Braz et al.l'4, Foi selecionado o extrato hidroalcoolico para a avaliagdo do perfil quimico devido
ao seu maior rendimento. A concentracdo do extrato foi ajustada para 1 mg/mL e foi adicionado 10 pL em
cromatoplaca de silica-gel por meio de capilar de vidro. A concentragdo da substancia padrao também foi

a mesma utilizada para o extrato. A separagdo foi realizada em uma cuba cromatografica saturada,
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utilizando-se como fase moével uma mistura de tolueno, acetato de etila, metanol e acido férmico, na
proporgédo 75:25:10:6 (v/v) — as proporgdes dos eluentes foram padronizadas e adaptadas para melhor
separacgao dos compostos de acordo com a Monografia do Ministério da Saudel®. As cromatoplacas obtidas
foram secas e observadas ap6s aplicagao do reagente revelador NP-PEG (Natural Product Reagent) e

exposicao das placas a luz UV em 365 nm.
Linhagens de microrganismos

As linhagens padronizadas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 15442) e Enterococcus faecalis (ATCC®
19433) utilizadas neste estudo foram doadas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS), unidade técnico-cientifica da Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Teste de susceptibilidade antimicrobiana

Os microrganismos isolados foram repicados em caldo BHI (brain heart infusion) e incubados em estufa a
35 + 2°C, por aproximadamente 14 horas, para recuperagéo. Para o teste de susceptibilidade pelo método
de difusdo em agar por pogos (hole plate)'3], foram feitas suspensées com densidade microbiana ajustada
a escala 0,5 de McFarland em soro fisioldgico estéril (bactérias: 108 UFC/mL), semeando-se 100 pL do
indculo em placas de Petri contendo agar BHI por espalhamento. Em seguida, foram feitos pogos com
didmetro aproximado de 4 mm em cada placa para a adigao de aliquotas de 100 yL de cada amostra a ser
testada (tintura e extratos). Os extratos foram empregados nas concentragdes de 20, 50 e 100 mg/mL. As
placas foram incubadas em estufa & 37°C por 24 horas para observagéo do halo de inibigdo. Como controle
positivo e para fins de comparacéo, utilizou-se gluconato de clorexidina 0,12% empregando-se a mesma
metodologia. Os ensaios foram realizados em duplicata e os dados representam a média da mensuragao

de 4 halos de inibigao.

Resultados e Discussao

Nas ultimas décadas, o interesse pelas terapias naturais tem aumentado significativamente, expandindo o
uso de plantas medicinais e de fitoterapicos. O perfil fitoquimico da espécie P. major L. revela a presenga
de diversos constituintes quimicos com aplicabilidade e comprovagéo de variados beneficios médicos,
destacando-se flavonoides, associados a atividades anti-inflamatérias, antioxidantes e anticancerl®14l e
triterpenos, relacionados a atividade anti-inflamatodria por inibicdo seletiva da enzima cicloxigenase do tipo
2051, Em relagéo a atividade antimicrobiana, esta pode ser associada a polissacarideos extraidos das folhas
da planta, como um tipo de pectina polissacaridica, a PMIII€l, com efeito comprovado em teste in vivo para
tratamento de pneumonia estreptocécica em camundongost. No entanto, estudos de atividade
antimicrobiana de P. major L. sdo controversos, pois diferentes concentragdes ja foram estudadas, com

diferentes cepas utilizadas, tendo-se, portanto, uma heterogeneidade dos resultados (TABELA 1).
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TABELA 1: Estudos de atividade antimicrobiana de Plantago major L. encontrados na literatura.

Referéncia Tipo de extrato Concentragao | Metodologia Resultados
S. aureus e C. tropicalis: MIC = 1 mg/mL
. R C. parapsilosis, C. albicans, Bacillus
Holetz X . Microdiluicao M ) iy .
18 Etanol:agua (9:1) Variada subtilis, P. aeruginosa e Escherichia coli:
etal. U8 em caldo
MIC > 1 mg/mL
C. krusei: MIC = 0,125 mg/mL
Freitas et al. "9 | Etanol:agua (7:3) 193 mg/mL Disco difusao S. aureus: halos entre 10 e 16 mm
E. coli: halo = 11 mm
Citoglu P. aeruginosa: halo = 10 mm
ot alg@] Etandlico 133 mg/mL Disco difuséo S. aureus: 13 mm
’ C. glabrata e C. krusei: halo =12 mm
C. albicans: halo =7 mm
Disco difus3o - C. a/b/c“ans, C. pa'f'apSI/OSIS, C ‘
. . e guiliermondii, C. krusei, C. Kerfyr. inativo
Fitoterapico e difusdo em L s
Vargas Neto . o C. tropicalis: atividade em uma amostra
21 Alcodlico com 60% de pogo
et al.2! extrato (halo > 10 mm) de 13 amostras
Macrodilui¢cao Inibicdo do crescimento de todas
em tubo espécies de levedura
Cogo et al.Z Etandlico 100 mg/mL Disco difusao Helicobacter pylori: sem inibigéo
S. aureus: MIC = 0,195 mg/mL
S. epidermidis e C. albicans: MIC =
Unsal o i Microdiluigdo 0,625 mg/mL
etal. & Etanclico Variada em caldo Inativo contra E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e P.
aeruginosa
P. vulgaris: halo =7 mm
Karakag . . I . . -
ot al 24 Etandlico 100 mg/mL Disco difuséo Inativo contra as demais bactérias
’ testadas
A B. cereus e E. coli: 42,5 mg/mL
. . Macrodiluigéo . . .
. Etandlico Variada Inativo contra as demais espécies
Metiner em tubo
ot al 2 testadas
' Acetona Variada Macrodiluicdo | Ativo contra espécies testadas, com MIC
em tubo variando entre 3,56 e 28,50 mg/mL

Legenda: MIC - concentrag&o inibitéria minima.

A andlise fitoquimica revelou que o extrato etandlico e hidroalcodlico apresentam a mesma classe de constituintes
quimicos. Ambos extratos apresentaram positividade para substancias fendlicas (taninos e flavonoides),

cumarinas e triterpenos, e negatividade para alcaloides, esteroides e antraquinonas (TABELA 2).

TABELA 2: Anadlise de fitoconstituintes por triagem quimica dos extratos etandlico e hidroalcodlico de partes aéreas de
Plantago major L.

A ¢ Parte utilizad Fitoconstituintes
mostras arte utilizada
Al Tr Est Sa Cm Fe Ta Fl Ant
Extrato ,
. Partes aéreas - + - - + + + + _
etandlico
Extrato ,
. - Partes aéreas - + - - + + + + _
hidroalcodlico

Legenda: + Positivo, - Negativo, Al - Alcaloides, Tr - Triterpenos, Est - Esteroides, Sa - Saponinas, Cm - Cumarinas, Fe
- fendis, Ta - Taninos, Fl - Flavonoides, Ant - Antraquinonas.

A analise de teor de fendis equivalentes em acido tanico nos extratos etandlico e hidroalcodlico de P. major
L. revelou a presenca destas substancias na composicéo destes extratos. O extrato etandlico demostrou
uma concentracéo de 65,53 + 2,77 mg/g de fenois e o extrato hidroalcodlico demostrou 32,12 + 2,75 mg/g.

A analise fitoquimica do teor de flavonoides revelou, por sua vez, uma correlagdo positiva com o teor de
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fenois, sendo que o extrato etandlico demostrou 28,76 + 1,05 mg/g e o extrato hidroalcodlico demostrou
19,93 + 0,51 mg/g.

Nao foram encontradas todas as substancias quimicas descritas pela literatura para ambos os extratos,
entretanto isso pode ser devido a variagdes climatica e devido ao tipo de extragéo realizada, uma vez que
tais condigbes podem alterar significativamente a presenca dos metabolitos secundarios®. Apesar disso, o
grande numero de classes de substancias quimicas encontradas neste trabalho confirma a identidade de
um exemplar de P. major L. As dosagens de substancias fendlicas e flavonoides, substancias com atividade
antimicrobiana reconhecidal®28, demonstraram a presenga de um baixo teor dessas classes quimicas para
ambos extratos. Desta forma, a auséncia destas classes e os baixos teores de substancias encontradas

nos extratos, podem ter sido fatores determinantes para a perda da atividade antimicrobiana.

Os acidos clorogénicos tém como caracteristica serem formados por uma esterificacdo entre o acido quinico
e um acido hidroxicindmico. Entre os constituintes dessa classe esta o acido 5-O-cafeoilquinico que é
formado pela esterificagdo do acido quinico e o acido cafeico, este composto ja foi identificado para a
espécie Plantago major>21, O acido 5-O-cafeoilquinico, cuja a denominagado na literatura também ¢ dada

como &cido clorogénico, € amplamente reconhecido pelo seu potencial antimicrobiano28.29,

De forma a identificar algum marcador quimico da espécie em estudo, foi realizada a técnica a CCD. A
separagao por CCD do extrato hidroalcodlico e do padrao de acido 5-O-cafeoilquinico estdo apresentados na
FIGURA 1. O padrdao apresentou um RF de 0,48, revelando uma zona de fluorescéncia azul, antes da
revelagdo com NP-PEG e coloragao azul esverdeada apds a mesma quando observado em lampada UV de
365 nm. O extrato hidroalcodlico de P. major L. apresentou separagdo em cinco sinais distintos. Dois sinais
puderam ser visualizados em ldmpada UV antes da revelagéo, uma zona de fluorescéncia mais elevada e de
tonalidade vermelha (RF 0,85) e outra zona de tonalidade azul (RF 0,64) antes da revelagdo com NP-PEG.
Apos revelagao o extrato apresentou sinais em 0,77 (coloragdo amarelada, sugestiva de flavonoides), 0,39
(coloragéo amarelada, sugestiva de flavonoides) e 0,28 (coloragao azul-esverdeada, sugestiva de substancia
fendlica). Além disso, foi observada uma mudanga de cor da substancia com RF em 0,64 para a coloragédo
azul-esverdeada, aspecto semelhante ao do acido 5-O-cafeoilquinico, entretanto ndo foi observada por meio
da técnica de CCD a presencga do acido 5-O-cafeoilquinico devido a falta de sinais em RF = 0,48, tanto antes

quanto apos revelagdo com NP-PEG e visualizagao em lampada UV de 365 nm.

FIGURA 1: Aspecto geral da separagéo dos sinais no cromatograma para a identificagéo do acido 5-O-cafeoilquinico e
também do perfil quimico do extrato hidroalcodlico de Plantago major L. (Plantaginaceae).

RF

0,85
0,77

0,64

L 048
0,39

L 028

Legenda: A CCD foi desenvolvida com o padréo de acido 5-O-cafeoilquinico (1) e com amostra do extrato hidroalcodlico (2),
empregando-se como fase moével uma mistura de tolueno, acetato de etila, metanol e acido formico, na proporgéo 75:25:10:6
(v/v). A visualizagéo dos sinais foi obtida apos impregnagéo por NP-PEG com a visualizag&o sob luz UV (365 nm).
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Uma substancia com grande similaridade de fluorescéncia ao acido clorogénico foi observada por meio da
CCD, entretanto com RF diferente (acido clorogénico com RF=0,48 e substancia similar com RF=0,64),
podendo, essa substancia similar, ser um derivado da substancia usada como padrao, dentre elas pode-se
sugerir o acido cafeico. A literatura descreve algumas caracteristicas especificas para a CCD de acido
cafeico. Apresenta sob luz UV, fluorescéncia de coloragdo azul uma pouco mais intensa ao ser comparado
com o acido 5-O-cafeoilquinico, e apresentar um RF maior em relagdo ao mesmo, uma vez que o acido
cafeico esta na forma de aglicona e possui menor polaridade. Na CCD apresentada neste trabalho, o padréao
acido 5-O-cafeoilquinico e o extrato hidroalcodlico apresentaram zonas de fluorescéncia, entretanto nao foi
possivel detectar a presencga do acido clorogénico nos extratos de Plantago major L. Os resultados da CCD
sugerem que a espécie empregada para a realizacdo dos extratos seja de fato um exemplar de P. majorL.,
mas sugere a auséncia do acido clorogénico e presencga do acido cafeico, um de seus derivados, este outro

fator pode ter contribuido para a falta de bioatividade encontrada neste estudo.

Para avaliar a capacidade antimicrobiana das preparagdes alcodlicas e da tintura comercial de tanchagem
foi empregado o método de difusdo em &gar. As amostras dos extratos foram empregadas nas
concentragdes de 20, 50 e 100 mg/mL e a tintura foi aplicada sem nenhum preparo prévio. Apés 24 horas
de incubacgao, as placas foram observadas. A maior parte das amostras ndo apresentou halos de inibigao.
Os pequenos halos de inibigdo observados apresentaram col6nias dentro das areas dos halos, impedindo

a mensuragdo do mesmo. Os dados dos ensaios estdo apresentados na TABELA 3.

TABELA 3: Avaliagao da capacidade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlico, etandlico e tintura de Plantago major L.
(Plantaginaceae) através do método de difusdo em agar.

Diametro do halo (mm)
Amostras Concentragao (mg/mL) Enterococcus Pseudomonas
Faecalis aeruginosa
Extrato etandlico 100 - -
50 - -
20 - -
Extrato hidroalcodlico 100 - -
50 - -
20 - -
Tintura - - -
Controle 0,12% 23,50 22,25

Legenda: - auséncia de halo. Controle: Gluconato de clorexidina 0,12%

Em ensaios anteriores, os extratos hidroalcodlico de folhas de P. major L. ndo foram capazes de inibir o
crescimento de microrganismos, tanto bactérias gram-negativas (BGN) e gram-positivas (BGP) quanto
leveduras, testados nas concentragdes 0,25, 0,50 e 1,0 mg/mL pelo método de difusdo em agar por pogos
e nem pelo método de microdiluigdo em caldo, para determinagdo da concentragao inibitéria minima (MIC)
(dados ndao mostrados). Desta forma, decidimos aumentar expressivamente as concentragdes de extratos

nos ensaios22-24.25],

Os extratos hidroalcodlico, etandlico e a tintura comercial de P. major L. ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente a E. faecalis e P. aeruginosa, nas concentragdes testadas e pela metodologia
empregada neste trabalho. Em um estudo etnobotéanico realizado por Holetz e colaboradores!'€, foi avaliada

a atividade antimicrobiana de 13 extratos de plantas usadas popularmente em tratamento de doengas
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infecciosas, dentre eles, o extrato hidroalcodlico (90% v/v etanol) de folhas de P. major L. Corroborando
com os resultados obtidos no presente estudo, foi observada atividade antibacteriana fraca contra S.
aureus, sendo que a MIC obtida foi 1 mg/mL, e os extratos com MIC maiores que 1 mg/mL foram
considerados inativos, entretanto, em um segundo ensaio de bioautografia de CCD, nao foi observada zona
de inibicdo para nenhum dos compostos separados; e o extrato demonstrou-se inativo frente as cepas de
Escherichia coli, P. aeruginosa e Bacillus subtilis. Em relagdo as leveduras, o extrato ndo apresentou

atividade antifungica, exceto contra C. krusei, apresentando agdo moderada (MIC: 0,125 mg/mL).

Em outro estudo, publicado posteriormente, o extrato etandlico de P. major L. mostrou-se inativo em
concentragcbes de até 42,5 mg/mL, considerada uma concentragdo alta para MIC, ndo sendo efetivo para
P. aeruginosa, S. aureus e outras bactériasl?%. Resultados similares foram observados por Spézia e
colaboradores®¥ quanto a ineficacia do extrato hidroalcodlico (70% v/v etanol) e outras fragdes de P. major
L. contra diferentes microrganismos, dentre eles E. coli e S. aureus, por apresentar MIC maior ou igual a
1 mg/mL, sendo, portanto, considerado inativo. Metodologias similares a que foi empregada nesse trabalho,
utilizaram o extrato etandlico na concentracao de 100 mg/ml ndo sendo capaz de observar halos de inibicdo
de crescimento para cepas de P. aeruginosa, Streptococcus pyogenes, S. aureus, S. epidermides, entre

outras(23,

Nao existe uma conformidade entre os extratos empregados em diferentes estudos. Condi¢des climaticas,
como sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica, poluicdo atmosférica, entre
outros sdo capazes de mudar a constituigho e a quantidade de metabdlitos produzidos pelos
exemplares®39, Desta forma, nossos resultados reforgam a necessidade de técnicas espectrofotométricas
e cromatograficas para avaliar o teor e identificacdo de substancias ativas e garantir assim, resultados

confidveis em relacéo a bioatividade de P. major L.

Para aplicacdo odontolégica de produtos derivados de P. major L., tanto extratos alcodlicos quanto tinturas,
deve-se observar que a literatura descreve a auséncia de efeito antimicrobiano sobre os microrganismos
da placa bacteriana da cavidade oral e de doenga periodontal. A literatura relata a presenga de flavonoides,
alcaloides, saponinas, antraquinonas e taninos. No entanto, um forte indicio da atividade anti-inflamatéria
do extrato de P. major L. trata de metabdlitos presentes em amostras de extrato diclorometanicol™®, Nestes
extratos de baixa polaridade, foram identificados dois triterpenos que atuam como inibidores para as duas
isoformas da COX (cicloxigenase), acido ursdlico e o acido oleandlico, cujas estruturas estdo demonstradas
na FIGURA 2, sendo este Ultimo mais seletivo para a isoformas COX2 e por isso capaz de evitar as reagbes

adversas gastrointestinais.

FIGURA 2: Representagéao dos triterpenos identificados no extrato de diclorometano, onde o (a) acido ursélico mostrou
ser menos seletivo frente a inibicdo das isoformas da enzima cicloxigenase que o (b) acido oleandlico.

(b)

362
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2021; 15(3): 354-365 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Plantago major L. (Plantaginaceae) pode ser utilizado como agente Nogueira, Lima, Lemos et al
antimicrobiano para emprego em produtos para uso oral?

Os extratos hidroalcodlico e etandlico de folhas de P. major L. desenvolvidos neste trabalho apresentaram
marcadores quimicos compativel com a espécie. Porém nenhuma atividade antimicrobiana foi observada,
desestimulando-se o uso do extrato bruto ou da tintura para esta finalidade. As preparagdes de P. major L.
associadas a outras espécies sdo capazes de inibir o crescimento microbiano, fortalecendo a indicagao dos
extratos como fontes eficientes de substéncias com potencial anti-inflamatério, capazes de apoiar as a¢des

reparativas dos antimicrobianos.

Conclusao

Segundo os resultados apresentados, as preparagdes alcodlicas de Plantago major L. isoladas, nas
condigdes testadas, ndo sao capazes de inibir o crescimento microbiano, contradizendo algumas indicagées
populares, entretanto isto pode estar relacionado ao perfil e teor de substancias quimicas encontradas. No
entanto, sua atividade anti-inflamatéria ndo deve ser descartada sendo eficiente para amenizar os sintomas
dos disturbios causados por diversos microrganismos, uma vez que foram encontradas diversas classes de

fitoconstituintes quimicos neste estudo, que possuem esta atividade farmacolégica.
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