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RESUMO

O uso de fitoterdpicos na medicina popular sempre foi uma constante em todas as
civilizacbes do mundo. Entretanto, suas atividades farmacologicas ainda sado pouco
estudadas. Este trabalho tem como objetivo estudar a atividade toxicolégica e
microbiolégica de chas industrializados de Ch& Preto (Camelia sinensis), Camomila
(Matricaria recutita), Erva Doce (Foeniculum vulgare, L.) e Horteld (Mentha piperita), em
camundongos Swiss albinos. Foram feitas extracdes aquosas e etandlicas dos chas em
questdo. Agueles que apresentaram acentuada atividade toxicolégica e antimicrobiana
tiveram seus extratos etandlicos fracionados por um método de particdo liquido-liquido
segundo um gradiente crescente de polaridade. Foram utilizados nos testes
toxicolégicos camundongos Swiss Albinos fémeas. Para avaliacdo da atividade
antimicrobiana destes extratos foi utilizado um método de difusdo em Agar baseado no
Método de Kirby e Bauer modificado. De acordo com as analises preliminares do perfil
microbiolégico destes chas pbde-se observar a presenca de um numero elevado de
Unidades Formadoras de Colbnias por grama de cha, porém todos os chas se
mantiveram dentro dos padrdes estabelecidos por lei. Os testes toxicoldgicos realizados
com os extratos dos chas apresentaram resultados expressivos para os extratos de C.
sinensis (Cha Preto) e de M. recutita (Camomila). Com os testes das fracdes dos
extratos etandlicos de C. sinensis e M. recutita pode-se observar uma atividade
hepatotoxica nas fracdes cloroférmica e de acetato de etila de C. sinensis determinado-
se a DLso de 1,67 g.kg™ e 0,84 g.kg™ respectivamente. Observou-se ainda o alto poder
hepato-esplenotéxico do extrato de M. recutita na dose de 3,34 g.kg’ de massa
inoculada. O extrato etandlico de C. sinensis, principalmente em sua fracédo
cloroférmica, apresentou uma boa atividade antimicrobiana frente a linhagens
bacterianas de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e cepas de C. albicans, demonstrando
uma atividade antifangica pronunciada.

Palavras—Chave: Toxicidade, Perfil Microbiol6gico, Fitoterapicos, Cha.



ABSTRACT

The use of medicinal plants has always been a constant in the folk medicine of different
civilizations around the world. However, their pharmacological activities are still poorly
studied. This work aims to study the toxicological and microbiological activity of
industrialized teas of Black Tea (Camellia sinensis), chamomile (Matricaria recutita),
Fennel (Foeniculum vulgare L.) and spearmint (Mentha piperita) in Swiss albino mice.
There were made aqueous and alcoholic extracts of the teas in study. Those who had
strong antimicrobial and toxicological activity had their ethanolic extracts fractionated by
a method of liquid- liquid partition in a gradient of increasing polarity. Female mice of
Swiss albino species were used in toxicity testing. To evaluate the antimicrobial activity
of these extracts it was used an Agar diffusion method based on Kirby and Bauer
modified method. According to the preliminary analysis of the microbiological profile of
these teas could observe the presence of a large number of units According to the
preliminary analysis of the microbiological profile of these teas it could be observed the
presence of a large number of colony forming units per gram of tea, despite all the teas
were maintained within the standards established by law. The toxicological tests carried
out with extracts of the teas showed significant results for the extracts of C. sinensis
(Black Tea) and M. recutita (Chamomile). With testing of the fractions from ethanolic
extracts of C. sinensis and M. recutita it could be observed a hepatotoxic activity in
fractions of chloroform and ethyl acetate of C. sinensis of which were determined the
LD50 of 1.67 g.kg-1 and 0.84 g.kg-1 respectively. The extract of M. recutita, at a dose of
3.34 g.kg-1 mass inoculation, also demonstrated a high power-toxic on the liver and
spleen. The ethanol extract of C. sinensis, especially in its chloroform fraction, showed
good antimicrobial activity against bacterial strains of S. aureus, P. aeruginosa, E. coli
and C. albicans strains, showing a pronounced antifungal activity.

Keywords: Toxicity, microbiological profile, Herbal Medicines, Tea.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia, ou uso terapéutico de plantas medicinais, € um habito identificado em
praticamente todas as civiliza¢gdes ou grupos culturais conhecidos desde os primordios
da humanidade. No passado, as plantas representavam a principal arma terapéutica
conhecida, e sua intensa utilizacdo resultou em conhecimentos empiricos que foram
transmitidos de geracdo para geracdo. O acumulo dessas informacdes pelo homem
primitivo propiciou o surgimento da cultura popular da arte de curar e também da
farmacoterapéutica, que se tornou uma das bases importantes para 0 nascimento da

industria farmacéutica (Jornal da Unicamp, 2001).

As plantas medicinais contém substancias que sédo farmacologicamente ativas
(Schulz et al., 1998). Os artigos recentes em jornais médicos reconheceram a posicao
original da fitoterapia no campo crescente da medicina complementar e alternativa
(CAM) e forneceram um contexto para a utilizacdo pelos clinicos de fitoterapicos no
tratamento dos pacientes (Miller, 1998; Winslow e Kroll, 1998; Barrett et al., 1999; Ness
et al., 1999).

As plantas medicinais sdo usadas em varios paises como tratamento alternativo
aos problemas de saude. Muitos extratos de plantas e seus 0leos essenciais
demonstraram atividade biologica in vitro e in vivo, o que justificou a pesquisa na
medicina tradicional focalizada na caracterizacdo da atividade antimicrobiana destas
plantas (Martinez et al., 1996).

Brasil, Cuba, india, Jordania e México sdo paises com uma rica tradicdo no uso de
plantas medicinais, cujos extratos vem sendo utilizados com sucesso em aplicacfes
anti-bacterianas e antifngicas (Martinez et al., 1996;; Mahasneh et al., 1999; Ahmad
and Beg, 2001). Em 1996, Navarro et al. publicaram um trabalho que demonstrou que
extratos de Eucalyptus globolus Labill, Punica granatum L., Artemisia mexicana Wild., e
Bocconia arborea Watt. provenientes do México, possuem uma forte atividade
antimicrobiana in vitro frente a uma ampla gama de microrganismos.

Fenbmenos similares séo relatados também por todo o mundo (Grosvenor et al.,
1995; Silva et al., 1996). Nimri et al. desenvolveram um trabalho onde foram testados

extratos etandlicos de espécies de plantas utilizadas na medicina tradicional na
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Jordania e outros paises do Oriente Médio quanto a sua atividade antimicrobiana.
Extratos de P. granatum L., Quercus infectoria Olive. e Rhus coriaria L. exibiram um
amplo espectro de atividade antimicrobiana frente a cepas bacterianas de
Pseudomonas aeruginos, Bacillus cereus e Streptococcus pyogenes (ATCC 12351).

Partindo-se do ponto que as plantas produzem uma variedade de compostos com
propriedades antimicrobianas, espera-se que 0s programas de selecdo para alguns
alvos sub-representados, tais como a atividade antifungica, possam render compostos
candidatos a desenvolver novas drogas antimicrobianas (Ahmad e Beg, 2001).
Adicionalmente, espera-se que 0s compostos da planta demonstrem diferentes
mecanismos de acdo comparados com o0s antibidticos atualmente utilizados tornando-
se ativos contra os patdégenos microbianos multirresistentes.

O potencial de toxicidade de plantas medicinais ndo é novo. Em diversas regibes,
como Asia e Africa, onde as plantas medicinais sdo usadas, sabe-se bem que algumas
plantas devem ser usadas com cuidado porque podem ser toxicas para o figado
(alcaldides da pirrolizidina, apiol, safrol, lignanas). A planta medicinal utilizada em
medicamentos ou até mesmo in natura é um xenobidtico, isto é, um produto estranho
ao organismo humano, nele introduzido com finalidades terapéuticas. Como todo corpo
estranho, os produtos de sua biotransformacdo sdo potencialmente toxicos e assim
devem ser encarados até prova em contrario (Simdes, 2002).

Assim, deve-se considerar que uma planta medicinal ou um fitoterapico nédo tem
somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados com a sua ingestdo, mas
lembrar, principalmente, dos efeitos que se instalam a longo prazo e de forma
assintomatica, como 0s carcinogénicos, hepatotéxicos e nefrotdxicos, a exemplo do
Confrei (Symphytum officinale L.) (Hirono et al., 1978; Abbott, 1988; Yeong et al., 1991,
1993; Brasil, 1992).

Segundo a RESOLUCAO-RDC N°. 48, DE 16 DE MARCO DE 2004 da ANVISA
(Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria), fitoterapico € o medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sao validadas atraves de

levantamentos etnofarmacolégicos de utilizagcdo, documentacdes tecnocientificas em
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publicagbes ou ensaios clinicos. Ndo se considera medicamento fitoterapico aquele
gue, na sua composicéo, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem
as associacoes destas com extratos vegetais.

Dentre as plantas mais utilizadas para terapéutica temos a Matricaria chamomilla
(Camomila), que é usada para tratar varias doencas, incluindo inflamacdes e o cancer,
embora nenhum estudo tenha sido feito para comprovar estas atividades, e a Mentha
piperita (Horteld), que ja foi citada como bom fitoterdpico para combater gripe comum,
perda de apetite, bronquite e sinusite entre outras doencas (Gené et al., 1996;
Hernandez-Ceruelos et al., 2002; Akdogan et al., 2003).

Segundo a portaria n © 519, de 26 de junho de 1998, da Secretéria de Vigilancia
Sanitaria (Ministério da Saude), os chas sdo produtos constituidos de partes de
vegetais inteiras, fragmentadas ou moidas, obtidos por processos tecnoldgicos
adequados a cada espécie, utilizados exclusivamente na preparacdo de bebidas por
infusdo (método de preparacdo no qual a agua potavel, em temperatura acima de 90°C,
€ vertida sobre o cha que deve permanecer em repouso por tempo determinado,
conforme a espécie vegetal) ou decoccdo (meétodo de preparacdo no qual o cha é
mergulhado em agua potavel mantida em temperatura acima de 90°C, por tempo
determinado), ndo podendo ter finalidades farmacoterapéuticas.

O estudo da toxicologia destes chas ndo se restringe a andlise dos principios
ativos nele presentes, mas também a analise microbiolégica da qualidade do cha
disponivel no mercado, tendo em vista que as reacfes adversas provocadas no
organismo do individuo podem ter sido causadas por microrganismos patogénicos
presentes no produto. Portanto, o uso popular, e mesmo o tradicional, ndo sao
suficientes para validar eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes
seguros. Neste sentido, as plantas medicinais ndo se diferenciam de nenhum outro
xenobidtico sintético e sua preconizagcdo, ou a autorizacdo oficial do seu uso
medicamentoso, deve ser fundamentada em evidéncias experimentais comprobatoérias
de que o risco a que se expdem aqueles que a utilizam é suplantado pelos beneficios
gue possam advir (Brasil, 1995).

A seguranca dos fitoterapicos € de importancia particular uma vez que a maioria

destes produtos sdo auto prescritos pelo proprio paciente. Cerca de 70% dos pacientes
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que fazem uso de fitoterdpicos ndo revelam o uso aos seus médicos e farmacéuticos.
Além disso, muitos fitoterapicos sdo adicionados a complexos vitaminicos e utilizados
como suplementos dietéticos, embora os relatos cientificos sobre seu uso seguro e
eficaz sejam limitados. Poucos estudos relacionados ao potencial toxicolégico dos
fitoterapicos estdo disponiveis e ndo ha sustentacdo de estudos clinicos rigorosos
(Fossati et al., 1985; Capasso et al., 2000), de modo que mais pesquisas nesta area
S&0 necessarias.

Existem varios relatos de reacfes toxicoldégicas em pessoas que se utilizaram
destes chas como terapia para diversos tipos de doencas. Pesquisas realizadas na
Escola de Farmacia da Universidade de Otago (Dunedin/Nova Zelandia) sugeriram que
os chas de M. recutita e M. piperita podem causar modulacdo sobre a atividade
metabolica das enzimas hepaticas de ratos (Maliakal et al., 2001)

Uma comunicacédo do Spanish Pharmacovigilance System (2003) relatou que os
Conselhos Consultivos Francés e Espanhol suspenderam a comercializacao do cha de
Camelia sinensis, produto da marca Exolise, preparado a partir do extrato etandlico de
C. sinensis, devido as severas desordens hepaticas apresentadas pelas pessoas que
consumiram o produto em questéao.

Malini et al. (1985) confirmou a acdo hormonal, emenagoga (provoca a
menstruacao) e abortiva do extrato acetandlico (acetato de etila) de Foeniculum vulgare
pela administragdo oral do extrato acetandlico de sementes de F. vulgare por 15 dias
em ratos. ApOs este periodo notou-se que concentracdo total de proteinas diminuiu
significativamente nos testiculos e nos vasos deferentes e foi aumentada nas vesiculas
seminais e na glandula prostéatica dos ratos, enquanto nas ratas, doses moderadas do
extrato causaram o0 aumento no peso das glandulas mamarias e doses mais elevadas

aumentaram o peso do ovario, do endométrio, da cérvix e da vagina.

1.1 Camelia sinensis (Chéa Preto)
O Cha Preto é uma das bebidas mais populares no mundo devido a
disponibilidade de muitas variedades e qualidades, seu gosto, o efeito estimulante, mas

também pelos seus beneficios a saude. Tanto o Cha Verde quanto o Cha Preto séo
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produzidos a partir das folhas de C. sinensis, diferindo apenas no processo de
producdo. Na producéo do cha preto as folhas de C. sinensis passam por um processo
de oxidacdo, o que ndo acontece com as de ch& verde. A C. sinensis € um arbusto

sempre verde da familia Theaceae (Figura 1).

Figura 1 — Parte aérea da Camellia sinensis.

.

Fonte: MAZZA, G. Disponivel em http://www.photomazza.com/?Camellia-
sinensis. Acesso em 18/05/2005.

A infusdo obtida através das folhas da planta C. sinensis origina o cha verde ou cha
preto ricos em compostos fendlicos. Estes compostos representam até 30% do total do
peso seco das folhas de cha in natura e incluem os flavandiois, flavondides, &cidos
fendlicos e flavondis (mais conhecidos como catequinas). O interesse cientifico na
busca das propriedades medicinais do cha de C. sinensis levou a descoberta de que o
extrato desta planta contém uma quantidade elevada de o6xidos de catequina,
denominados geralmente como tearubiginas e teaflavinas, e uma quantidade mais
baixa de catequinas livres que foram identificadas recentemente (Das et al., 1994;
Gomes et al., 1995; Smaity et al.,, 1995; Smaity et al., 1998). Diferentes estudos
epidemioldgicos sugerem um efeito protetor do cha preto contra varios canceres
humanos, incluidos os que comprometem o coélon (Blot et al., 1997). No estdmago
humano, catequinas do cha tem agdo comprovada contra a Helicobacter pyluri, que

causa a gastrite (Mkatoh et al., 1994).


http://www.photomazza.com/?Camellia-sinensis
http://www.photomazza.com/?Camellia-sinensis
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As Teaflavinas sdo um grupo de pigmentos polifendlicos encontrados no cha
preto que sdo formados durante o processo de fermentacdo da C. sinensis (Figura 2)
(Sanderson, 1972). Sabe-se que as teaflavinas contribuem para as propriedades do
Ché preto como a cor (Roberts, 1959), sabor (Millin et al., 1969) e outros fatores que o

tornam objeto de varios estudos.

Figura 2 — Estrutura quimica de uma Teaflavina
presente no extrato de C. sinensis.

(0]

CH

Fonte: Lewis et al.,1998.

Mundialmente, o Cha Preto provém principalmente de plantacées na Africa,
india, Sri Lanka e Indonésia, enquanto o Chéa Verde é proveniente de paises asiaticos
como a China e Japao. Apesar do tipo de producéo influenciar os elementos presentes
em cada um dos chas, o conteudo e efeitos gerais de antioxidantes sdo similares. A
investigacdo sugere que o0s antioxidantes presentes nestas bebidas podem ter um
efeito protetor contra algumas doencas como ataques cardiacos e alguns cancros
(Brown, 1991).

O cha de C. sinensis tem uma escala notavel de atividades farmacoldgicas
(Hamilton-Miller et al., 1995). Os efeitos benéficos do cha (Modder et al., 2002; Higdon
et al., 2003) sdo baseados em suas propriedades antioxidantes (Yokozawa et al.,
1998), anticancerigenas (Ahmad et al., 1997 e 2000), antialergénicas (Fujimura et al.,

2002) e antiinflamatérias (Kundu et al., 2002). Entretanto a informacdes sobre a acéo
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antimicrobiana do cha s&o dispersas através da literatura, alguns dados sé&o

contraditérios e nenhum estudo sistematico foi realizado.

1.2 Matricaria recutita L. (Camomila)

Uma das ervas mais populares para o tratamento de indigestdes, inflamacdes e
outros tipos de doencas menores é a M. recutita (camomila). Uma planta indigena,
natural do Mediterraneo oriental, que apresenta flores brancas de aproximadamente 20-
50 cm de altura (Figura 3) (Schilcher, 1987; Ha "nsel e Sticher, 2004).

Figura 3 — Matricaria recutita. Foto da parte aérea da planta.

Fonte: Brace, S. Disponivel em: http://www.ruadireita.com/alimentacao/info/cha-
de-camomila-contra-o-diabetes/. Acesso em: 18/12/2005.

As flores secas da camomila foram usadas extensamente na medicina tradicional
por séculos por causa de suas propriedades antiinflamatérias, espasmolitica, como
antipéptica, sedativa, antibacteriana e antifangica (Fidler et al., 1996; Avallone et al.,
2000; Zanoli et al., 2000).

A M. recutita, uma planta de grande importancia e uso frequente, é usada como
um componente de misturas de chas, bem como em muitas preparacdes galénicas
(medicamentos de composicdo mal definida). As preparagdes (ungientos, inalagdes,
tinturas, chas) das flores da M. recutita sédo facilmente encontradas disponiveis por todo

o mundo sem a recomendacdo medica. Em muitos paises como Argentina, Egito,


http://www.ruadireita.com/alimentacao/info/cha-de-camomila-contra-o-diabetes/
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Hungria, Eslovaquia e Alemanha, sdo numerosas as plantacdes de M. recutita. (Franke,
1997; Hannig, 1997).

A maior parte do valor farmacoldgico da planta encontra-se em seu caracteristico
Oleo volétil de cor azul (que corresponde a 1,5 % dos componentes da M. recutita).
Outros compostos ativos relacionados séo flavondides (propriedades espasmoliticas) e
polissacarideos (Avallone et al., 2000; Robbers e Tyler, 2000).

O Oleo compreende uma mistura complexa de sesquiterpenos (a-bisabolol, os
oxidos do o e B bisabolol e o farneseno), sesquiterpenolactonas (chamazuleno, com
intensa cor azul) e derivdos acetilénicos (espiroéteres) (Figura 4). Estes compostos séo
responsaveis pelas acbes antiinflamatorias, antibacterianas e antifingicas da M.
recutita (Ammon et al.,, 1996; Rekka et al., 1996; Amirghofran et al., 2000; Lee e
Shibamoto, 2002).

Figura 4 — Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no 6leo
essencial de M. recutita: (a) a-Bisabolol; (b) Bisabolol-6xido B; (c)
Bisabolol-6xido A; (d) Farneseno e (e) Chamazuleno.
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Fonte: Disponivel em: http://www.chemspider.com/. Acesso em 05/05/2006.
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O cha de M. recutita contém 10-15% do 6leo essencial presente na planta,
engquanto extratos brutos e preparacdes certamente comportam uma quantidade maior
(Foster e Tyler, 1999). Efeitos adversos e interagcdes medicamentosas sao reportados
quanto ao uso de extratos ou de cha de M. recutita, como rea¢fes anafilaticas (Subiza
et al., 1989), inibicdo da dependéncia de morfina (Gomaa et al., 2003) e potencializacéo
dos efeitos da warfarina (medicamento utilizado como anticoagulante e como raticida)
(Heck et al., 2000). As razbes para estas reacdes adversas e interacdes ainda sao

desconhecidas.

1.3 Foeniculum vulgare (Erva-Doce)

A erva-doce é uma planta pertencente a familia Umbelliferae (Apiaceae),
conhecida e utilizada pelo homem desde a antiguidade. A F. vulgare € um arbusto que
alcanca 80 — 150 cm de altura e tem um aroma forte (Figura 5) (Brender et al., 1997).
Esta espécie vegetal sempre foi cultivada em todos os paises que circundam o Mar
Mediterraneo devido ao seu aroma (Muckensturm et al., 1997). Os efeitos terapéuticos
e a utilizacdo culinaria da F. vulgare foram tdo amplos que esta foi exportada de pais
para pais por séculos (Puelo, 1980). Atualmente, é largamente comercializada em
alguns paises como Russia, india, China, Jap&o, Inglaterra, Alemanha, Vietnd e
América do Sul (Vola'k e Stodola, 1998).

Figura 5 — F. vulgare. Exposi¢cao da parte aérea da planta.

Foeniculum vulgar@s,
©® P. Schonfelder

Fonte: SHONFELDER, P. Disponivel em:
http://www.pharmakobotanik.de/schfld/Foenvul.jpg. Acesso em 18/12/2005
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O interesse renovado em produtos naturais no lugar de agentes sintéticos tem
focado novamente sua atencdo nas plantas como fonte de compostos flavorizantes
(Yaylayan, 1991). A F. vulgare € uma planta aromatica comestivel cuja semente é
usada para formulacbes de sabores, temperos, licores, confeitaria, etc (Guilled e
Manzanons, 1996). Devido ao sabor e ao aroma originais, o bulbo grosso e carnudo da
F. vulgare € consumido em saladas ou cozinhado como vegetal de cozinha (Baytop,
1999; Atta-Aly, 2001).

Muitos trabalhos tém estudado recentemente o rendimento e a composi¢cao da
folhas de F. vulgare (Verghese, 1988; Katsiotis, 1988; Arslan, Bayrak, e Akgul, 1989;
Lawrence, 1989, 1992; Betts, 1992; Cavaleiro et al., 1993; Piccaglia e Marotti, 1993;).
Os compostos predominantes no 6leo essencial da F. vulgare sdo anetol e fenchona
(Figura 6), também utilizados para propdsitos medicinais e como esséncia na industria

de perfumes e cosméticos (Stuart, 1982; Marotti et al., 1993).

Figura 6 — Estruturas quimicas dos compostos predominantes no 06leo
essencial de F. vulgare: (a) fenchone e (b) trans e cis-anethole.

(a) T+ (b)
Z A a,
CH,
CH,
HsC l_l O:H3 m_b

Disponivel em: http://www.chemspider.com/. Acesso em 05/05/2006.

A F. vulgare e suas preparagbes medicamentosas sdo usadas para tratar
distarbios estomacais brandos, inchacos e flatuléncia (Bilia et al., 2000). Os extratos de
F. wvulgare apresentam também propriedades funcionais, como antiinflamatorio,
antiespasmaddico, carminativo (antiflatulento), diurético, expectorante, laxativo,
analgésico, estimulantes da mobilidade do trato gastrintestinal e no tratamento de

distarbios nervosos (Jahromi et al., 2003). Sdo também utilizados no tratamento de
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doencas do trato respiratorio superior. As folhas desta planta sdo conhecidas por
promover a menstruacao, por aliviar sintomas do climatério feminino e aumentar a libido
(Albert-Puleo, 1980). Os dleos essenciais de F. vulgare sdo também usados nas coélicas
pedriaticas e em algumas desordens do trato respiratério devido aos seus efeitos

antiespasmadicos (Reynolds, 1982).

1.4 Mentha piperita (Hortel&)

O uso historico da M. piperita (horteld), reconhecido desde o fim do século XVIII,
ndo é diferente do seu uso na medicina moderna (Foster, 1996). A horteld é um
membro da familia das Labiataes e originada possivelmente na Asia oriental. A M.
piperita € um arbusto de cerca de 30 — 90 cm e possui um odor caracteristico (Figura 7).
Suas folhas e tronco sédo geralmente avermelhados e ela é uma planta herbacea de
longa vida. As bordas das folhas sdo asperas e sua superficie é verde escura. As flores

sao purpuras e coletadas nas bordas dos galhos (Baser, 1993).

Figura 7 — llustracéo das folhas da M. piperita.

" “Mentha x piperita -
© P. Schénfelder

Fonte: SHONFELDER, P. Disponivel em:
http://www.pharmakobotanik.de/schfld/Foenvul.jpg. Acesso em 18/12/2005

Seu agradavel aroma faz dela um 6timo agente flavorizante para a industria dos
alimentos. De fato, os extratos obtidos de espécies de Mentha sdo nos dias de hoje
extensivamente usados na manufatura de uma larga escala de produtos como doces,

bebidas alcodlicas ou ndo e gomas de mascar (Ruiz del Castillo et al., 2003).
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Plantas do género Mentha s&o importantes fontes naturais de monoterpendides
usados nas industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos (Hendriks, 1998). A
M. piperita, juntamente com a M. arvensis var. piperascens e a M. spicata, €
responsavel por uma das maiores safras de O6leos essenciais economicamente
importantes, com uma producdo mundial excedendo 2000 toneladas por ano (Deans e
Waterman, 1993). A M. piperita contém aproximadamente cerca de 0,32 — 4% de Oleos
volateis, 25 — 62% de mentol, 13 — 40% de mentona, 1 — 4% de mentofurano, e 0 —
25% de limoneno (Figura 8) (Baser, 1993).

Figura 8 — Estruturas quimicas de componentes do extrato de Mentha piperita: (a)
Limoneno; (b) Mentofurano; (¢) Mentol; (d) Mentona e (e) Pulegona
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Disponivel em: http://www.chemspider.com/. Acesso em 05/05/2006.
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Varios efeitos farmacolégicos e bioldgicos foram associados aos componentes
destes Oleos. Em particular o mentol € um conhecido agente antifangico e
antibacteriano (Morris et al., 1979) e repelente de larvas (Kelsey at al., 1984). Ele
parece interagir na célula com o Ca?* citossélico, provavelmente pela liberacdo do Ca?*
armazenado intracelularmente (Takeuchi et al., 1994) e pelo bloqueio dos canais de
calcio (Taylor et al., 1985; Hills e Aaroson, 1992). A mentona possui uma boa atividade
antihormonal em insetos (Slama, 1978), enquanto a pulegona € metabolizada por uma
via de mono-oxigenacdo hepatomicrossomal a uma seérie de toxinas que podem levar
ao cancer de figado (Nelson, 1995), e esta envolvida em muitos casos de intoxicacdo
animal e humana (Bakerink et al., 1996).

A horteld esta na lista das ervas vitais no grupo das ervas medicinais, porque
pode ajudar a combater a perda do apetite, a gripe comum, bronquite, sinusite, febre,
nausea e vomito, além de auxiliar na digestao (Starburck, 2001). Sobre a M. piperita
foram relatadas atividades antiinflamatérias (Juergens et al, 1998), antibacterianas
(Tassou et al, 1995) e a atividade antifangica (Sarbhoy et al, 1978).

Recentemente, também foi relatado que o 6leo de M. piperita € eficaz contra
reacdes alérgicas de hipersensibilidade imediata (Arakawa et al., 2000; Inoue et al.,
2001). Trés ou quatro copos de cha de hortelda entre as refeicbes podem aliviar
problemas gastrointestinais (Gobel et al., 1995). Quando aplicada topicamente, ela age
contra irritacbes e como analgésico, com a habilidade de reduzir a dor e aumentar o
fluxo de sangue na area afetada (Wichtl, 1994).

Alguns estudos cegos tém mostrado que o Oleo pode servir como um
revestimento entérico podendo ser benéfico para pessoas com sindrome intestinal
(Rees et al., 1979; Dew et al., 1984; May et al., 1996; Westphal et al., 1996; Liu et al.,
1997; Pittler e Ernst, 1998). O cha de M. piperita é tradicionalmente utilizado na terapia
da codlica infantil, e um estudo duplo-cego (método que consiste em ministrar o
medicamento a um individuo, fazendo-o alternar com um placebo, sem que ele, nem o

médico, o saibam) confirmou sua eficacia (Leicester e Hunt, 1982).
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a atividade toxicolégica e microbiologica de extratos de plantas

medicinais usadas comercialmente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade hepatotoxica e esplenotoxica dos chas em camundongos Swiss
albinos;

Realizar particdo dos extratos dos chds que apresentaram atividade hepato-
esplenotoxica;

Determinar atividade toxicologica das fracdes e dos extratos;

Determinar a concentracao letal (DLsp) dos extratos analisados;

Realizar andlise microbiolégica dos chas usados comercialmente;

Determinar atividade antimicrobiana dos extratos in vitro.
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3 JUSTIFICATIVA

A planta medicinal utilizada em medicamentos ou até mesmo in natura é um
xenobidtico, isto €, um produto estranho ao organismo humano, nele introduzido com
finalidades terapéuticas. Como todo corpo estranho, o0s produtos de sua
biotransformac&o s&o potencialmente toxicos (SIMOES, 2002).

Como exemplo da necessidade de mais pesquisas a cerca das substancias
presentes nos extratos de plantas medicinais comercializados como fitoterapicos, temos
o trabalho de Maliakai e cols. (2001), que sugeriram efeitos sobre a atividade das
enzimas hepaticas causados pela administracdo de extratos de M. chamomila e M.
piperita.

O uso indiscriminado de antibi6ticos € frequiente, mesmo quando consideramos
os de ultima geracdo (Aubry-Damon and Couvalin, 1999; Seifert, et al. 1999; Arakawa
et al. 2000; Vatopoulos et al. 2000). As bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp., Acinetobacter sp. e
Enterococcus faecalis, vem desenvolvendo um alto grau de resisténcia a esses
antibiéticos e as infeccbes que muitos pacientes tem adquirido através da
contaminacdo com linhagens bacterianas multirresistentes tem causado milhdes de
mortes em todo mundo.

Portanto torna-se importante o investimento em estudos mais especificos sobre
as plantas medicinais comercializadas como fitoterdpicos, devido a escassez de
informacdes sobre 0s seus constituintes quimicos e seu potencial toxicoldégico. Pode-se
também ressaltar a importancia da pesquisa de novas substancias com atividades
antimicrobianas que apresentem atividade contra cepas de bactérias multirresistentes e

fungos patogénicos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Obteng&o das Amostras

Amostras dos extratos testados

As amostras dos chas de Camelia sinensis, Foeniculum vulgare, Mentha piperita
e Matricaria recutita (marcas, lotes e datas de validade — APENDICE 1) foram obtidas

em estabelecimentos comerciais na Cidade de Maceid-AL.

4.1.2 Amostras Biol6gicos

Bactérias e Leveduras

As espécies de microrganismos utilizados foram as bactérias Gram positivas -
Staphylococcus aureus (BACs 25 e 97), Enterococcus faecalis (BAC — 03 / ATCC
19433), Klebisiella pneumoniae (BAC — 34 / ATCC 13883) e Gram negativas -
Pseudomonas aeruginosa (BACs 08, 52, 57 e 135) , Escherichia coli (BACs 10, 36 e
148) e Serratia marcescens ( BAC —63 / ATCC 13880), e os fungos - Candida albicans
(FUNS 13 e 49), C. krusei (FUNs 02 e 17), C. tropicalis (FUNs 12 e 24) e C.
guilliermondii (FUN 16 e 26). Todos os espécimes foram cedidos pelo Laboratério de
Patologia Clinica da Santa Casa de Misericérdia de Macei6-AL. A classificacdo das
bactérias foi confirmada pelo referido laboratério que possui vinculo com o Programa
Nacional de Controle de Qualidade Ltda, da Sociedade de Analises Clinica — SBAC,
conforme namero contrato do participante 00684. Todas as espécies foram mantidas na
micoteca do Laboratério de Microbiologia Aplicada — L@MA, do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).
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4.1.3 Animais Utilizados

Camundongos machos e fémeas (Swiss albinos) foram utilizados oriundos do
biotério setorial do Centro de Ciéncias Bioldégicas — CCBi — UFAL. Os animais foram
previamente avaliados, quanto ao estado de saude, e medicados contra parasitas. A
sala onde eles permaneceram foi aclimatada com temperatura 21+1 °C, com sistema de

exaustao e fotoperiodo de 12 horas (Figura 9).

Figura 9 — Camundongos utilizados nos testes de hepatotoxicidade e
esplenotoxicidade: (a) Gaiolas com ragéo e agua a vontade; (b)
Biotério aclimatado.

Fonte: Autor, 2006.

4.2 Extracdo Aquosa de Camelia sinensis, Matricaria recutita, Foeniculum vulgare

e Mentha piperita.

Amostras de 10 g de cada planta foram ressuspensas em 100 mL &gua
destilada. As amostras foram acondicionadas em erlemeyer de 250 mL e em seguida
foram aquecidos em banho-maria (THERMOMIX BM), a 90°C por 30 minutos. ApOs
este processo os extratos foram filtrados em papel de filtro e acondicionados em frascos
estéreis hermeticamente fechados e mantidos em camara refrigerada, até o momento

dos testes.
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4.3 Extracdo etanolica dos chas de Camelia sinensis, Matricaria recutita,

Foeniculum vulgare e Mentha piperita.

As amostras de 200g dos chas foram individualmente extraidas a frio com
agitacdo mecéanica e utilizando-se como solvente o etanol. Os extratos etandlicos
obtidos foram filtrados a vacuo e concentrados em evaporador rotativo sob vacuo
(BUCHI, MODELO RE-114B), a pressdo reduzida fornecendo os extratos brutos
etandlicos. Estes extratos foram utilizados em testes preliminares de atividade

toxicoldgica e antimicrobiana.

4.4 Particdo dos extratos etandlicos de Camelia sinensis e Matricaria recutita.

ApoOs os testes, 0s extratos etandlicos secos de C. sinensis e M. recutita foram
individualmente ressuspendidos em uma mistura hidroalcodlica na proporcao de 3:2 de
etanol e 4gua, e o material foi transferido para um funil de separacdo. O extrato foi
submetido a extracdo por particdo liquido-liquido, segundo um gradiente crescente de
polaridade. Para tal foram utilizados os solventes hexano, cloroférmio e acetato de etila
(destilados em evaporador rotativo - BUCHI, modelos RE-111B e RE-114V, no
laboratério de Produtos naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Alagoas).

O processo de particdo baseou-se na adicdo sucessiva de 300 mL de solvente
ao material contido no funil de separacao, iniciando-se 0 processo pelo solvente mais
apolar, o hexano. Apés a adicao de cada volume do solvente, o funil de separacéao foi
agitado para separacao das fases e a fracdo hexanica foi removida do funil. O processo
foi repetido mais 2 vezes obtendo-se um volume total de aproximadamente 900 mL. O
mesmo procedimento foi aplicado aos outros solventes para a obtencdo desse mesmo
volume final.

Apbs a evaporacdo a baixa pressdo em aparelho rotatério, foram obtidas a partir
do extrato hidroalcodlico as seguintes fragfes: fracdo hexanica, fracdo cloroférmica,

fracdo de acetato de etila e fragéo hidroalcoolica (Figura 10).



Figura 10 — Método utilizado para fracionamento dos extratos etandélicos de C. sinensis e M.

recutita.
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Fonte: Autor, 2006.

Os rendimentos das fracfes hexanicas, cloroférmicas e de acetato de etila dos

extratos etanolicos em questao estédo dispostas na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores dos rendimentos das fracdes do extratos etandlicos de C.

sinensis e Matricaria recutita.

EXTRATOS Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo
FRACIONADOS Hexanica Cloroférmica Acetandlica Hidroalcodlica
Camelia sinensis 3,99 3,879 6,91g --
Matricaria recutita 59 59 0,49 --




32

Apbs este processo realizou-se a prospeccao quimica dos extratos etandlicos de

C. sinensis e M. recutita.

4.5 Prospeccao Quimica

A metodologia utilizada para analisar a variabilidade de constituintes quimicos
presentes nas amostras de propolis foi de acordo com MATOS (1997).

A amostra (50 mg) de cada extrato foi colocada em frascos de vidro (10 mL),
individualmente, e foi solubilizada em etanol (3 mL), sendo entdo distribuida em seis
frascos de vidro (10 mL). Apods isso, alcool etilico foi adicionado a cada frasco (2 mL).

4.5.1 Testes para fendis e taninos.

Em um frasco de vidro (10 mL) contendo 2 mL das amostras dos extratos
etandlicos individualizadas, colocou-se trés gotas de solucéo alcodlica de cloreto férrico
(FeCl3). Agitou-se bem e observou a variacdo de coloracdo ou a formacdo de
precipitado escuro, comparando-o com o teste em branco, isto é, usando apenas agua
e o cloreto férrico. Para a identificacdo dos constituintes quimicos presentes foi seguido
0 esquema abaixo:

e Coloracéo variavel entre azul e o vermelho foi indicativo da presenca de fendis,
quando o teste em “branco” foi negativo.

e Formacédo de precipitado escuro de tonalidade azul indicou a presenca de
taninos pirogalicos (taninos hidrolizaveis) e verde, a presen¢ca de taninos
flababénicos (taninos condensados ou catéquicos).

4.5.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides.

Em trés frascos de vidros (10 mL) contendo 3 mL das amostras dos extratos
etandlicos individualizadas, sendo um deles acidificado a pH 3,0 utilizando acido
cloridrico (HCI) 1 M e os outros dois alcalinizados a pH 8,5 e 11, respectivamente,

utilizando hidroxido de sodio (NaOH) a 1 M. De acordo com a mudanca da coloracao do
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material analisado, foram identificados os constituintes quimicos presentes de acordo
com a tabela 2.

Tabela 2 - Constituintes quimicos identificados através da mudanca de
coloracdo apresentada pelo material analisado, de acordo com

MATOS (1997).
Cor em Meio
Constituintes acido alcalino pH8,5 alcalino pH 11
Antocianinas, Antocianidinas vermelha lilds azul-purpura
Flavonas, Flavonois e Xantonas - - amarela
Chalconas e Auronas vermelha -

vermelha parpura

Flavononois - - vermelha. laranja

4.5.3 Testes para Leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.

Em dois frascos de vidro (10 ml) contendo 2 mL das amostras individualizadas,
foi adicionado de HCI 1 M, no primeiro, até pH 1-3 e o segundo foi alcalinizado com
NaOH 1 M até pH 11. Foram aquecidos em banho-maria durante 3 minutos. O resultado
da reacdao (mudanca da coloracéo) foi comparado com o teste anterior (item 4.1.5.2), e

0s constituintes quimicos presentes foram identificados de acordo com a tabela 3.

Tabela 3 — Constituintes quimicos identificados através da mudanca de

coloragcdo apresentada pelo material analisado, de acordo com
MATOS (1997).

Cor em Meio

Constituintes
Leucoantocianidinas
Catequinas (taninos catéquicos)

Flavononas

acido alcalino (pH 11)
vermelha -

Pardo-amarelada -

- vermelho laranja




34

4.6 Preparacgao dos Meios de Cultura

4.6.1 Meio Liquido

O meio de cultura liquido Brain Heart Infusion — BHI (Difco) foi preparado de
acordo com as recomendacbes do fabricante: 37,0 g do meio liofilizado (p6) foram
suspensos em 1 L de agua destilada (purificada). A suspenséo foi aquecida a 80 °C em
banho-maria, até completa solubilizacdo. Em seguida, 2 mL do meio liquido foram
transferidos para tubos de ensaios previamente esterilizados que foram entédo
autoclavados a 121 °C por 15 minutos (Autoclave — FABBE LTDA, MOD 103). Apés
esterilizacdo, os tubos de ensaio contendo o meio foram colocados em estufa
Bacteriologica (FANEM, modelo 002CB) por 24 horas, para averiguar se houve algum
tipo de contaminacdo, sendo a turbidez o principal indicador de contaminacdo da
mesma. Nao sendo constatada nenhuma modificacao ou turbidez no meio, 0s mesmos
foram acondicionados em refrigerador a uma temperatura de 4°C, até o0 momento dos

testes.

4.6.2 Meios Sdélidos

Os meios de cultura sdélidos meio Agar Infuso de Cérebro e Coracdo - BHA —
(Vetec), Eosina Azul de Metileno — EMB (Difco) - e Agar Saborand (Difco) foram
preparados de acordo com as recomendacdes do fabricante, onde as massas do meio
liofilizado (p6) foram suspensas em 1000 mL de agua destilada (purificada). O meio foi
previamente solubilizado em banho-maria a 80 °C e foi autoclavado a 121 °C, por 15
minutos. Posteriormente, 20 mL do meio BHA foram transferidos para tubos de ensaio
rosqueados estéreis, e estes foram autoclavados a 121°C por 15 minutos, sendo
acondicionados em refrigerador a uma temperatura de 4 °C, até o0 momento dos testes.
Os meios EMB e Agar Saborand foram, ap0s a esterilizagcdo em autoclave, transferidos
para placas de Petri estéreis (12 mL). As placas foram mantidas na capela de fluxo

laminar a temperatura ambiente, até solidificagéo.
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Posteriormente, todas as placas foram colocadas em estufa bacterioldgica
aguecida a 37°C, durante 24 horas, para verificar se houve algum tipo de
contaminacgéo, sendo o crescimento de colénias um indicativo da mesma. Nao sendo
constatada nenhuma modificacdo ou a presenca de colbnias de microrganismos na
superficie do meio, as placas foram acondicionados em refrigerador, a 4 °C, até

momento dos testes.
4.7 Preparo dos Extratos para os Testes Biologicos
4.7.1 Testes de Toxicidade Aguda

Amostras (1g) das fracdes obtidas foram retiradas por pesagem em balanca semi-
analitica (modelo ACCULAB V-1mg) e foram colocadas em frascos pequenos (40 mL) e
solubilizadas com 10 mL de &gua destilada estéril, sendo mantidas em ambiente
refrigerado a 4°C.
4.7.2 Testes Antimicrobianos

Para realizac&o dos testes de atividade antimicrobiana, 200 mg dos extratos foram

solubilizados em um volume de 1mL de uma solucdo metanol/agua (33%). Apds este

processo, a suspensao foi mantida em recipiente hermeticamente fechado.

4.7.3 Teste do Perfil Microbioldgico

Um grama de cada amostra de cha foi suspendido em 10 mL de solugéo salina
estéril (10%) com agitacdo em vortex. As amostras solubilizadas foram mantidas em

recipientes estéreis para testes de avaliagcdo do perfil microbiolégico.
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4.8 Bioensaios

4.8.1 Atividade Hepatotéxica e Esplenotdxica dos Extratos

Inoculacéao

Grupos contendo 10 camundongos Swiss Albinos fémeas com a mesma faixa de
peso foram inoculados intraperitonealmente com os extratos aquosos de C. Sinensis,
M. recutita, F. vulgare e M. piperita, nas concentracdes de 2,34 g.Kg™' e 3,34 g.Kg* de
peso dos animais. Posteriormente determinou-se uma dose para inoculagdo de 1,67
g.Kg™ para o extrato de C. sinensis.

Foi realizada a determinacéo da DL 50 das frac6es dos extratos etandlicos de C.
sinensis e M. recutita.

Os experimentos foram realizados em triplicata e os animais foram mantidos em
biotério aclimatado a uma temperatura de 21+1°C, fotoperiodo de 12 horas e ragéo e
adgua a vontade. Os animais foram vistoriados diariamente, num periodo de trés dias.
Ao término do experimento, os animais foram pesados e biopsiados apés periodo

anestésico e foi determinado o peso do figado e baco de todos animais.

4.8.2 Atividade Antimicrobiana

Na determinacao da atividade antimicrobiana, foi utilizado um método de difusédo
em Agar baseado no método de Kirby e Bauer modificado (DREW et al, 1972)
representado na Figura 11. S&o considerados extratos com atividade antimicrobiana

extratos que apresentam halo de inibicdo acima de 10 mm.
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Figura 11 — Método modificado de difusdo em Agar baseado no
método de Kirbv Bauer

r N
1) CULTIVO DOS MICRORGANISMOS EM MEIO LiQUIDO

| (BHI)

- 1 R

2) INOCULAGAO DE 1 mL. DA CULTURA DE MICRORGANISMO
(MEIO BHI) AGAR MUELLER HINTON A 45=C

'

3) DISTRIBUICAO DO MEIO EM PLACAS ESTEREIS
CONTENDO AS PONTEIRAS NA POSICAO VERTICAL

'

4) REMOGAO DAS PONTEIRAS APOS 10 MINUTOS
(solidificagio do meio) PARA FORMAGAO DOS POGOS

, ' :
9) PIPETOU SE 4041 DO EXTRATO BRUTO (200mg/ml.)
EM CADA POGO
= 1 ~

6) INCUBAGCAO DAS PLACAS EM ESTUFA
BACTERIOLOGICA POR 24 h

'

- R

7) LEITURA DOS HALOS (";3%;355 INIBICAO EM VOLTA DOS

Fonte: Autor, 2006.

Os microrganismos foram repicados para tubos contendo 2 mL do meio liquido
BHI e incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por 24h. Foram utilizadas as bactérias
Gram positivas -Staphylococcus aureus (BACs 25 e 97), Enterococcus faecalis (BAC —
03 / ATCC 19433), Klebisiella pneumoniae (BAC — 34 / ATCC 13883) e Gram negativas
- Pseudomonas aeruginosa (BACs 08, 52, 57 e 135) , Escherichia coli (BACs 10, 36 e
148) e Serratia marcescens ( BAC —63 / ATCC 13880), e os fungos Candida albicans
(FUNS 13 e 49), C. krusei (FUNs 02 e 17), C. tropicalis (FUNs 12 e 24) e C.
guilliermondii (FUN 16 e 26). Posteriormente, 1 mL do BHI foi adicionado em tubos
contendo uma base de Agar Mueller Hinton a temperatura de aproximadamente 45°C e
vertido em placas de Petri contendo uma base de agar bacteriolégico com ponteiras

estéreis colocadas na posigao vertical, para formagéo dos pocos (Figura 12).
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Figura 12 — Preparacdo dos pocos para inoculacdo; (a) Verte-se
0 meio na placa; (b) ponteiras fixadas para
formacé&o dos pocos

Fonte: Autor, 2006.

As placas formadas foram inoculados 40 puL da amostra dos extratos em cada
poco (Figura 13). AplOs este processo as placas foram acondicionadas em estufa

bacteriol6gica por um periodo de 48 horas a 37°C.

Figura 13 — Inoculo dos extratos nos

Fonte: Autor, 2006.

4.8.3 Perfil Microbiolbgico

Aliquotas de 1,0 mL e de 0,5 mL das amostras foram vertidas em placas de Petri
contendo os meios Agar Sangue, EMB e Agar Saboraund, e em seguida foram

plagueadas com o auxilio de uma alga de vidro em “L” previamente esterilizada,
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fazendo-se com a alca movimentos em forma de oito, para obtencdo de uma
distribuicdo uniforme (Figura 14). Ap6s a absorcédo de toda a amostra pelo meio de

cultura, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas.

Figura 14 — Perfil microbiolégico dos chas testados: (a) Inoculagcdo dos
extratos; (b) Plagueamento das amostras.

Fonte: Autor, 2006.

As leituras foram realizadas através da contagem do numero de unidade

formadora de colbnias (ufc) por grama de extrato, com auxilio de uma lupa manual.
4.9 Andlise Estatistica
O tratamento estatistico foi realizado utilizando-se softwares (Microsoft Office

Excel 2003) para analisar as médias dos grupos de animais testados determinando os

desvios padrdes relativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospecc¢édo Quimica

Segundo os resultados obtidos na prospec¢do quimica dos extratos etandélicos
de C. sinensis e M. recutita, foram encontrados resultados positivos para a presenca de
flavanonas e flavononois, compostos da familia dos flavonéides (Tabela 4). Nao foi
realizada a prospeccao quimica dos extratos de F. vulgare e M. piperita devido a

escassez de resultados expressivos para estes extratos nos testes preliminares.

TABELA 04 — Prospecc¢do quimica dos extratos etandlicos de Camelia

sinensis e Matricaria recutita

Constituintes Camelia sinensis  Matricaria recutita

Quimicos

Antocianidinas - -
Antocianinas - -
Auronas - -
Catequinas - -
Chalconas - -
Fendis - -
Flavanonas + +
Flavanonodis + +
Flavonas - -
Flavonois - -
Leucoantocianidinas - -
Taninos - -

Xantonas - -

(+) Presenca do constituinte quimico;
(-) Auséncia do constituinte quimico
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Atribuem-se diversas atividades farmacolégicas a M. recutita, como
antiinflamatoério, antiespasmadico, ansiolitico e carminativo, associadas aos diferentes
grupos de constituintes quimicos presentes, como O6leo essencial, flavonoides,
cumarinas e mucilagem (Evans, 1996; Fetrow & Avila, 2000; Kuhn & Winston, 2000;
Lorenzi & Matos, 2002; Newall et al., 2002; Rotblatt & Ziment, 2002). A presenca destes
flavonoides fica comprovada diante da positividade da prospeccdo para flavononas e
flavonondis no extratos obtidos no presente trabalho.

A auséncia de outros constituintes, representada pelos resultados da prospeccéo
quimica, ndo descarta a presenca destes nos extratos analisados, pois alguns fatores
influenciam o resultado destes testes, como 0 mascaramento destes por outras
substancias, a sazonalidade, a forma de coleta da planta, entre outros fatores
relevantes. Como exemplo disto a presenca de catequinas no extrato etandlico do cha
de C. sinensis descrito por Sanderson (1972), ndo foi constatada na prospeccao

quimica do extrato citado o que ndo descarta a sua presenca.

5.2 Toxicologia dos Extratos AqQuosos

No grupo de camundongos inoculado com as concentracbes de 2,34 g.Kg™' e
3,34 g.Kg™* de peso dos animais houve a morte de todos os animais inoculados com o
extrato etanodlico de C. sinensis, determinando-se uma dose para inoculacdo de 1,67
g.Kg™ para o extrato em questao.

De acordo com as analises realizadas foi constatado que os extratos aquosos de
M. recutita e C. sinensis apresentaram atividade toxicolégica para o figado e baco nos
modelos experimentais inoculados com uma dose de 3,34g.Kg™ e de 1,67 g.Kg™* de

peso do animal, respectivamente (TABELA 5).
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Tabela 5 — Relacdo das massas corporea e do figado dos animais utilizados nos

experimentos dos extratos aquosos.

Grupo Extratos Média de Peso Média de Peso % Peso do
Testados Corpéreo e EPM***(g) Figado e EPM (g) figado

G1* M. recutita. 30,957 + 1,83 1,962 + 0,09 6,34

G2 C. sinensis. 35,99 + 0,43 2,195+ 0,11 6,10

G3 F. vulgare 32,082 + 1,67 1,815 + 0,06 5,65

G4 M. piperita 33,482 £ 0,79 1,836 + 0,09 5,48

C** Controle 30,5+0,31 1,727 +£ 0,07 5,66

*G= grupos tratados com os extratos aquosos dos chas
**C= Controle tratados com solucéo salina estéril.
***EPM = Erro Padrdo da Média

Para as fragcbes de M. recutita doses acima de 3,34 g.Kg'l ndo apresentaram
modificacdo da atividade. Para as fracdes cloroférmica e de acetato de etila de C.
sinensis foi determinada a dose de 1,67 g.Kg™ como a DL50. Doses acima de 3,34
g.Kg?, da fracdo hexanica de C. sinensis ndo apresentaram modificacdo relevante da
atividade.

O extrato aquoso da M. recutita apresentou indicios de atividade hepatica, sendo
o peso médio do figado destes animais igual a 6,34% do peso corpéreo, em
comparagcdo com o percentual de 5,66% do controle, representando um aumento de
12% do valor do controle (Tabela 5). Nos animais inoculados com a dose de 1,67 g.Kg™
de extrato aquoso de C. sinensis foi obtido um percentual de 6,10% de massa do
figado em relacdo ao peso total dos animais deste grupo, representando um aumento
de 7,8% do valor encontrado em relacéo ao controle, e neste grupo 50% foram a 6bito
em menos de 24 horas.

De acordo com os dados obtidos observamos que os extratos de F. vulgare e M.
piperita ndo apresentaram atividade hepatotéxica quando o grupo de animais foi
inoculado com uma massa de 3,34 g.Kg®, em comparacdo com o grupo controle
(Figura 15).
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Figura 15 — Comparacado do valor percentual do peso do figado em
relacdo ao corpdlreo para 0s grupos teste (G = grupo
tratados com os extratos aquosos dos chas; C = grupo
controle tratados com solucéo salina estéril)
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Fonte: Autor, 2006.

O extrato aquoso de M. recutita, na dose de 3,34g.Kg™ apresentou uma
acentuada atividade esplenotoxica uma vez que ocorreu um aumento de 66% do peso

do baco dos animais tratados em relacdo ao do grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6 — Relagdo das massas corpérea e do bagco dos animais utilizados nos
experimentos dos extratos aquosos.

GrupoExtratos Média de Peso Média de Peso do %Peso do
Testados Corpéreo e EPM***(g) baco e EPM (g) Baco

G1* M. recutita. 30,957 +£1,83 0,288 + 0,017 0,93

G2 C. sinensis. 35,99 + 0,43 0,275 + 0,011 0,76

G3 F.vulgare 32,082 +1,67 0,186 + 0,007 0,57

G4 M. piperita 33,482 £ 0,79 0,1872 + 0,013 0,55

C**  Controle 30,5+0,31 0,173 £ 0,021 0,56

**C= Controle tratados com solu¢éo salina estéril.
*G= grupos tratados com os extratos aquosos dos chas
***EPM = Erro Padréo da Média
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Os animais inoculados com a dose de 1,67 g.Kg™' de extrato aquoso de C.
sinensis apresentaram um aumento do baco em relacdo aos do grupo controle de 35%.
Os extratos aquosos de F. vulgare e M. piperita ndo levaram a um aumento perceptivo

do baco em comparacéo ao grupo controle (Figura 16).

Figura 16 — Comparacédo do valor percentual do peso do baco em
relagdo ao corpdreo para 0s grupos teste.

1 -
0,9 =
0.8 G1 _
§0,7 o
g 06 - &
G3 4 C

sdia (
uo -
P
|

o
=03 1.

o
N

Porcentagem e Erro Padrao de
ia (E
o o
[ th

Q

T T T

Grupo Teste
Fonte: Autor, 2006.

Os extratos aquosos de F. vulgare e M. piperita ndo levaram a um aumento
perceptivo do bagco em comparacao ao grupo controle (Figura 16).

As fracOes dos extratos de C. sinesis e M. recutita foram analisadas com o intuito
de se determinar a DLsy de cada fracdo, fazendo-se a inoculacdo dos grupos de
camundongos com massa de 0,84 g.Kg’, 1,679.Kg™ e 3,34 g.Kg™. De acordo com
estes testes foi possivel determinar a DLsy das fragdes cloroférmica e de acetato de

etila da C. sinensis, que foram respectivamente 1,67 g.kg™ e 0,84g.kg™.
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Os dados expressos na tabela 7 demonstram resultados relevantes de acordo

com o grau de comprometimento do figado dos animais tratados com fracdes dos

extratos de C. sinensis e M. recutita e do grupo controle conforme as andlises

histologicas das amostras de figado dos animais (Tabela 7 e figuras 17 e 18).

Tabela 7 — Avaliagdo dos cortes histologicos do ba¢o dos animais inoculados com as
fracbes dos extratos de Camelia sinensis, Matricaria recutita e grupo

controle.
EXTRATOS TESTE HEPATOCITOS SINUSOIDES ESPACOS FIBROSE
PORTAIS
Fr. Hexanica Leve Raros linfécitos, Leve ampliacdo -
. ) Degeneragéo plasmécitos e com infiltrado
C. sinensis o . . .
Hidropica neutrofilos inflamatério
Fr. Cloroférmica |Leve Raros linfécitos, Leve ampliacéo --
Degeneragéo plasmécitos e com infiltrado
Hidropica neutrofilos inflamatério
Fr. Acetandlica Leve Normal Normal --
Degeneracéo
Hidrépica
Fr. Hexanica Normal Normal Normal --
M. recutita Fr. Cloroférmica |Leve Raros linfécitos e | Leve infiltrado -
Degeneracgéo plasmécitos inflamat6rio sem
Hidrépica ampliacéo
Fr. Acetandlica Normal Raros linfécitos, Leve ampliacéo --
plasmacitos e
neutrdfilos
Controle Normal Normal Normal --

Os cortes histologicos dos figados dos animais inoculados com as fracdes de C.

sinensis apresentaram um leve grau de degeneracdo hidropica, o que néo foi

visualizado nos cortes histolégicos dos animais do grupo controle (Figura 17). A

degeneracédo hidrépica € uma leséo celular caracterizada na maioria dos casos por uma

inibicdo da enzima ATP sintase por uma substancia que o figado tenha metabolizado,
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que acarretard numa diminuicdo da sintese de ATP na mitocéndria, ocorrendo uma
reducdo da atividade da bomba Sddio/Potassio. Esta reducéo leva a uma diminuigdo da
permeabilidade da membrana celular fazendo com que haja um o acumulo de agua e
eletrélitos no interior da célula, tornando-a tumefeita, aumentada de volume. E uma
les&o néo-letal mais comum frente aos mais variados tipos de agressao, independente
da natureza (fisica, quimica ou bioldgica) do agente agressivo. Porém este tipo de
degeneracdo € um processo reversivel; suprimindo-se a causa, as células voltam ao
normal (Brasileiro Filho, 1998). Neste caso podem-se considerar os extratos testados

como os agentes quimicos que provocaram esta degeneragao.

Figura 17 - Microfotografia do figado de um camundongo apresentando
degeneragcdo hidropica (seta 1) quando comparado ao grupo
controle (seta 2).

(1/ ' (2) /

Fonte: Autor, 2006.

Notou-se também a ampliacdo dos espacos portais as custas de infiltrados
inflamatorios constituidos por linfocitos, plasmoécitos e neutréfilos, com uma rara
presenca de eosindfilos. Esta ampliagdo apresentou graus variados de intensidade,
sendo constatadas ampliacdbes moderadas e leves dos espacos portais (Figura 18).

N&o foi observada fibrose e a lamina limitante permaneceu integra em todos 0s animais.
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Figura 18 — Microfotografia do figado de camundongos inoculados com as
fracbes extrato de C. sinensis, apresentando infiltrado
inflamatério moderado (a) quando comparado com 0S espagos
portais do grupo controle (b). Diferenciacdo dos niveis de
hepatite produzidos pelas fracdes testadas.

@
e ~ ) |

-

Fonte: Autor, 2006.

Os animais inoculados com as fracbes do extrato de M. recutita néo
apresentaram ampliacao significativa dos espac¢os portais, de acordo com as analises
das bidpsias, embora tenham apresentado infiltrados inflamatoérios constituidos por
linfocitos, plasmaocitos e neutrofilos, porém sem ampliacdo dos espacos portais.
Também néo foi observada fibrose e a lamina limitante se manteve integra.

Os efeitos toxicoldgicos apresentados pelos animais teste podem ocasionar a
modificacdo das funcdes hepaticas podendo levar a necrose tissular e a uma cirrose.
Porém, fazem-se necessarios estudos de toxicologia crénica para analisar o uso destes

extratos em longo prazo.
5.2.2 Biopsia de Baco

De acordo com a analise dos cortes histolégicos do baco de animais testados
com as fragOes de C. sinensis, nao foi observada a presenca de atrofia da polpa branca
(foliculos linfoides). Porém a microscopia dos cortes histoldégicos das amostras do baco
dos animais inoculados com os extratos hexénico e acetanolico de M. recutita
demonstrou a presenca de atrofia da polpa branca em graus de intensidade leve e
moderado, respectivamente. Notou-se a presenca de congestdo da polpa vermelha

(sinusoides) em variados graus, indo de moderada até a auséncia de congestdao nos
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animais testados com as fra¢cdes hexanica, cloroférmica e acetandlica de ambos os
extratos. Porém o aumento do numero de blastos foi relevante apenas para os animais

testados com a fracéo acetandlica de C. sinensis (Tabela 8 e figuras 19 a 20).

Tabela 8 — Avaliacdo dos cortes histolégicos do bago dos animais inoculados
com as fracbes dos extratos de C. sinensis, Matricaria recutita e
grupo controle.

EXTRATOS TESTE POLPA BRANCA SINUSOIDES HEMATOPOESE

Fr. Hexanica Sem Atrofia Congestéo Leve 4-5 blastos
C. sinensis | Fr. Cloroférmica | Sem Atrofia Congestéao Leve 6-7 blastos
Fr. Acetandlica Sem Atrofia Congestéao 8-9 blastos

Moderada
Fr. Hexanica Leve atrofia dos Congestéao 4-5 blastos

M. recutita foliculos linféides | Moderada
Fr. Cloroférmica | Sem Atrofia Congestéao Leve 5-6 blastos
Fr. Acetandlica Moderada atrofia | Congestéo 4-5 blastos

dos foliculos Moderada

linféides

Controle Sem atrofia Congestéo Leve 4-5 blastos

S6 foram consideradas fragbes com indicios de atividade esplenotoxica as
fracBes que apresentaram congestdao moderada dos sinusoides, devido as fracdes que
apresentaram leve congestdo mostrarem-se iguais ao controle.

Os indicios de esplenomegalia encontrados nos animais testados com as fracoes
dos extratos em questdo podem ser ocasionados por uma insuficiéncia hepéatica, que
pode causar uma congestdo da veia porta hepética ocasionando uma hipertensao
portal. Este aumento da pressao pode causar um refluxo de sangue através da veia
esplénica para o baco, promovendo seu aumento (Charmichael, 1994). A Figura 19
ilustra o corte histolégico do bago de um camundongo que apresentou uma congestao

moderada da polpa vermelha quando comparado ao grupo controle.
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Figura 19 — Microfotografia do bago de um camundongo apresentando
congestdo moderada da polpa vermelha (a) em relagdo ao
grupo controle(b).

-

Animais inoculados com a fracdo acetandlica de C. sinensis apresentaram um
aumento do numero de blastos variando de 8-9 blastos por campo de grande aumento,
guando comparado com o grupo controle que apresentou um nuamero de 4-5 blastos por

campo (Figura 20), o que foi representativo de hematopoese do tecido.

Figura 20 — Microfotografia do baco de um camundongo apresentando
um aumento do numero de blastos por campo de grande
aumento (a) em relagcdo ao grupo controle (b). As setas
indicam os blastos presentes por campo
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Fonte: Autor, 2006.

A microscopia dos cortes histolégicos das amostras do baco dos animais
inoculados com os extratos de M. recutita mostrou a presenca de atrofia da polpa

branca (foliculos linféides) em graus de intensidade moderado e leve (Figura 21).
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Figura 21 — Microfotografia do bago de um camundongo apresentando
atrofia moderada dos foliculos linféides (a) quando
comparada com o arupo controle (b).
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Font: Aut(A)r, 2006.

Notou-se a presenca de congestdo da polpa vermelha variando de moderada a
leve. Com relacdo ao numero de blastos ndo houve um aumento comparando-se com o

grupo controle.

5.3 Atividade Antimicrobiana

Nos testes de atividade antimicrobiana foram utilizados os extratos etandlico e
aquoso de C. sinensis, M. recutita, F. vulgare L. e M.piperita.

A fracdo aquosa de C. sinensis apresentou halos de inibi¢cdo frente as linhagens
de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans, com diametros de 20 mm, 10 mm, 10

mm e 14 mm respectivamente (Tabela 9).
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Tabela 9 — Leitura dos halos de inibi¢c&o das fragdes aquosas dos extratos frente
as linhagens microbianas.

AMOSTRAS S. aureus P. aeruginosa, E. coli C. albicans.
C. sinensis 20(*) 10 10 14
M. piperita
M. recutita

Foeniculum vulgare, L.

(*) Medida do Halo de Inibicdo em mm.

De acordo com a leitura dos halos de inibicdo, as fragbes EtOH/H20 de C.
sinensis apresentaram halos de inibicdo de 15 mm, 12 mm, 14 mm e 30 mm, para
cepas de S. aureus (BAC 97), P. aeruginosa (BAC 135), E. coli (Bac 148) e C. albicans
(FUN 03) respectivamente. Os halos de inibicdo apresentados pelos extratos de C.
sinensis s&o representados na figura 22.

Figura 22 — Halos de inibicdo apresentados pelos extratos de C.
sinensis frente as cepas microbianas testadas.

Fonte: Autor, 2006.

A fracdo EtOH/H20 de M. piperita obteve halos de inibicdo da ordem de 16 mm e
18 mm para as cepas de S. aureus (BAC 97 e BAC 25), respectivamente. Para a M.
recutita foram observados halos de 15 mm e 18 mm para as mesmas cepas de S.
aureus, assim como a fragdo EtOH/H20 de F. vulgare L.(Tabela 10).
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Tabela 10. Leitura dos halos de inibicdo das fracbes EtOH/H20 dos extratos frente as
linhagens microbianas

CEPAS UTILIZADAS C. sinensis M. piperita M. recutita F. vulgare, L.
S. aureus -- 18 18 14
S. aureus 15 (*) 16 15 16

P. aeruginosa -- - - -
P. aeruginosa 12 - - -
E. coli 14 - - -

E. coli - - - -

C. albicans 30 - - -
C. albicans -- -- - -
C. krusei - - - -
C. tropicalis -- - - -

C. guilliermondii -- - - -

(*) Medida do Halo de Inibicdo em mm.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 10, observou-se atividade do ch&
de C. sinensis frente a linhagens de bactérias e fungos. A literatura cita a atividade
bacteriana, mas de forma muito dispersa e ndo ha indicacédo de atividade antifingica na
literatura (Yam et al, 1997). Considerando-se os resultados da atividade antifingica,
foram testadas as fracGes dos extratos etandlicos de C.sinensis e de M. recutita frente a
linhagens bacterianas e flngicas para se determinar a fragdo com possivel atividade.

Os resultados obtidos foram dispostos na tabela 11.
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Tabela 11 — Leitura dos halos de inibicdo das fracdes EtOH/H20 dos extratos frente as
linhagens microbianas

CEPAS C. sinensis M. recutita
UTILIZADAS  Fragao Fracéo Fracdo Fracdo Fracao Fracao
hexanica cloroformica acetato de hexanica cloroférmica acetato de
etila etila
E. faecalis _ _ _ _ _ X(**)
P. aeruginosa _ - _ _ — X
Salmonela sp. e 18(*) e . o X
L. pneumoniae . 15 _ _ o X
S. aureus . 14 . . . X
K. pneumoniae . 12 . . . X
E. coli . 12 . . . X
P. mirabilis _ 14 . . - X
S. aureus _ 16 . . _ X
P. aeruginosa e 12 . . . X
P. aeruginosa e e . . e X
S. marcescens . . . . . X
C. albicans . 08 _ _ o X
C. krusei 12 16 _ _ o X
C. tropicalis e 18 . . . X
C. guilliermondii _ . . . X
C. albicans 25 X

(*) Medida do Halo de Inibicdo em mm.
(**) Extratos néo testados

Segundo Nicoletti (2002), a utilizacdo frequente de antifingicos na terapéutica
médica vem tornando ineficiente o tratamento das micoses, proporcionando maior
resisténcia dos fungos e dificultando sua eliminacdo. Portanto, pode-se ressaltar nos
resultados a boa atividade antifungica associada a fracdo cloroférmica de C. sinensis
frente a cepas de C. albicans (FUNs —13 e 49), C. krusei (FUN 17) e C. tropicalis (FUN
24).
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5.4 Resultado do Perfil Microbiolégico

A legislacéo vigente (Resolu¢cdo — RDC N° 12 - BRASIL, 2001) estabelece um
valor de unidades formadoras de colbnias por grama (UFC/g) para cha e produtos
similares, obtidos por processamento térmico (torracdo e processos similares),
consumidos apds tratamento térmico (Infusdo e decocgdo), com ou sem adicdo de
acucar e outros ingredientes de 10% a 45°C UFC/g.

Siqueira (1995), afirma que os coliformes diferenciam-se em coliformes totais e
coliformes fecais, onde o indice de coliformes totais € utlizado para avaliar as
condi¢cdes higiénicas, sendo que altas contagens significam contaminacdo pos-
processamento, limpeza e sanificacao deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ou
multiplicacao durante o processamento e estocagem.

De acordo com as analises microbiolégicas realizadas ficou comprovada a
presenca de coliformes totais nas amostras estudadas, porém dentro dos limites
estabelecidos pela Resolu¢cdo — RDC N° 12 - BRASIL, 2001, onde achamos valores que

variaram entre 60 ufc/g a 600 ufc/g nos extratos fitoterapicos (Figuras 23-26).

Figura 23 — Quantidade de Unidades Formadoras de Colbnias por grama
(UFC/g) das amostras dos chas de Camelia sinensis.
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Fonte: Autor, 2006.



Figura 24 — Quantidade de Unidades Formadoras de Colénias por grama
(UFC/g) das amostras dos chas de Matricaria recutita.

700
600

500

400
300

N° de UFC/g

200

100

0 _
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Amostras dos Chas

Fonte: Autor, 2006.

Figura 25 — Quantidade de Unidades Formadoras de Colénias por grama
(UFC/g) das amostras dos chas de Foeniculum vulgare L.
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Fonte: Autor, 2006.
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Figura 26 — Quantidade de Unidades Formadoras de Colbnias por
grama (UFC/g) das amostras dos chas de Mentha piperita
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Fonte: Autor, 2006.

Os extratos de C. sinensis e M. recutita apresentaram um menor grau de
contaminac¢do, com 60 ufc/g, em cada amostra, excetuando-se a Amostra 2 de M.
recutita que apresentou aproximadamente 600 Unidades Formadoras de Colbnias. O
extrato de F. vulgare L. apresentou amostras contendo perfis microbioldgicos variados,
apresentando valores de 60 a 520 UFC/g dependendo da amostra. Os maiores indices
de Unidades Formadoras de Colbnias por grama foram encontrados nos extratos de
Mentha piperita apresentando todos cerca de 600 UFC/g, porém nao ultrapassando o
nivel maximo estabelecido de acordo com a Resolucdo — RDC N° 12 - BRASIL, 2001.

A pratica da fitoterapia segura encontra uma série de dificuldades, que véao,
desde a identificacdo correta do material botanico utilizado, a inexisténcia de estudos
de seguranca, eficacia e qualidade de grande parte das plantas. A qualidade implica
controle e nele estdo envolvidos experimentos nos quais se insere 0 controle
microbiolégico, cujo principal objetivo é analisar a contaminagdo por microrganismos

(Brandéo et al., 1998; Bugno et al., 2002; Santos et al., 1995).
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6 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos para os testes de atividade antibacteriana os
extratos etandlicos de Camomila (Matricaria recutita), Erva Doce (Foeniculum vulgare,
L.), Horteld (Mentha piperita) apresentam um bom perfil de atividade diante de algumas
cepas de bactérias Gram positivas, enquanto que tanto os extratos etanélico como
aquoso de Cha Preto (Camelia sinensis) apresentam boa atividade frente a cepas de
S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, aléem de a fracdo cloroformica de C. sinensis
apresentar boa atividade contra algumas espécies do género Candida spp.

De acordo com o perfil microbiologico foi observada contaminacéo apresentando
uma grande quantidade de Unidades Formadoras de colbnias por grama apresentada
pelas amostras de F. vulgare e M. piperita., porém esta se encontra dentro dos padrées
estabelecidos.

Quanto a toxicidade aguda apresentada pelos extratos testados pode-se
observar que o uso continuo dos chas de C. sinensis e de M. recutita pode provocar
problemas de figado e baco, pois os extratos destes chas apresentaram uma relevante
atividade esplenotoxica e hepatotéxica, o que vem confirmar a necessidade de mais
estudos a cerca dos extratos fitoterapicos comercializados e utilizados freqientemente

pela populacédo sem indicacdo médica.
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APENDICE 1

Marcas, lotes e datas de validade dos chas de C. sinensis, F. vulgare, M. piperita e

M. recutita utilizados nos testes.

1. Camelia sinensis

e Marca: Leado
e Lote: D323
e Validade: 19/11/06

e Marca: Marata
e Lote: 27137
e Validade: 28/09/2007

e Marca: Real
e Lote: 09/05-26
e Validade: 26/09/2007

2. Matricaria recutita
e Marca: Leao
e Lote: A146
e Validade: 25/11/2005
e Marca: Vemat
e Lote: 543

e Validade: 07/11/2007

e Marca: Castelari





