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ABSTRACT

Plantago major L. is a plant from the European continent, used for medicinal purposes. It presents hematopoietic activity,
and has been in the treatment of leukemia, carcinoma and against viruses. Other activities include antiparasitic, diuretic,
hepatoprotective and anti-inflammatory. Ttherefore, this study evaluated the phytochemical profile of aqueous, ethanol
and hydroalcoholic extracts of Plantago major L. leaves, as well as the antimicrobial action to Gram-positive and Gram-
negative strains. The results of the phytochemical analysis showed the presence of tannins, saponins, alkaloids, flavonoids,
terpenes and glycosides. Antimicrobial analysis demonstrated ethanol extracts and hydroalcoholic of Plantago major L.
have an antimicrobial action to Staphylococcus aureus, through the actions of bioactive metabolites with antimicrobial
activity, such as tannins and flavonoids, which would become the Plantago major L. possible candidate for a new herbal
medicine.
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RESUMO

Plantago major L. ¢ uma planta oriunda do continente europeu, utilizada para fins medicinais. Apresenta atividade
hematopoiética, atividade no tratamento de leucemias, carcinomas e contra virus, bem como atividade antiparasitaria,
diurética, hepatoprotetora e anti-inflamatoria. O presente trabalho avaliou o perfil fitoquimico dos extratos aquoso, etandlico
e hidroalcodlico das folhas de Plantago major L., como também a ag¢@o antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas ¢
Gram-negativas. Os resultados obtidos na analise fitoquimica demonstraram a presenca de taninos, saponinas, alcaloides,
flavonoides, terpenos e glicosideos. A analise antimicrobiana mostrou que os extratos etanolico e hidroalcoolico de Plantago
major L. possuem acdo antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus, por meio da atuagdo de metabdlitos bioativos com
acao antimicrobiana, tais como taninos e flavonoides, o que torna Plantago major L. um possivel candidato a obtencao de
um novo fitoterapico.

Palavras-chave: tanchagem; resisténcia microbiana; plantas medicinais; antioxidante
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INTRODUCAQ

O emprego de plantas na terapéutica provém de co-
nhecimentos empiricos, acumulados durante milénios e
passados pelas diversas geragdes por meio da cultura po-
pular (1). Ha tempos a busca pela fitoterapia tem crescido
por parte de pacientes, cientistas e servigos de satde, e, de
acordo com dados da OMS, 80% da populacdo de paises
em desenvolvimento utilizam os recursos tradicionais em
seus cuidados basicos e 85% utilizam plantas medicinais e
produtos derivados destas (2).

Nos anos 1981 a 2002 cerca de 50 % dos novos
farmacos introduzidos no mercado mundial provinham de
fontes naturais ou se originavam destes (3). De todos os
municipios brasileiros, a fitoterapia ¢ utilizada em 116 e
abrange 22 unidades federadas, compondo as possibilida-
des de tratamento contidas no SUS (4).

Plantago major L. ¢ uma planta de interesse medi-
cinal pertencente a familia Plantaginaceae, sendo conheci-
da popularmente como tanchagem, tansagem, transagem,
tanchagem maior, llantén, plantagem ou lingua de vaca. E
procedente do continente europeu e espalhou-se pelo mun-
do, sendo possivel a sua localizagdo em diversos paises da
Africa, da Asia e das Américas (5).

Possui raiz principal e raizes secundarias, sendo
estas espessas e inconspicuas. Apresenta caule de 0,5-1,5
cm de altura, suas folhas sdo obovadas, com margens cre-
nadas, glabras ou pilosas. Desenvolve inflorescéncia laxa
com comprimento variando de 6,0 a 6,5 cm e de 7,0 2 9,0
cm, com escapo sulcado e glabro, de forma inconspicua,
medindo de 11,5 a 18,0 cm de comprimento. Exibe ovario
bilocular e em cada léculo ha muitos évulos. As sementes
sdo irregulares, com testa rugosa e coloracdo castanho-es-
cura (6).

Apresenta as seguintes propriedades terapéuticas:
atividade hematopoiética (7), atividade no tratamento de
leucemias, carcinomas e contra virus (in vitro) (8), ativi-
dade antiparasitaria in vitro (9), atividade diurética (10),
atividade hepatoprotetora e anti-inflamatdria (11), além de
atividade antioxidante em neutrofilos (12).

Tais propriedades devem-se a presenga de diferen-
tes compostos, sendo estes carboidratos, lipideos, alcaloi-
des (indicaina e plantagonina), derivados do acido cafeico,
terpenos, glicosideo de aucubina, flavonoides (baicaleina,
apigenina), acido ascorbico, acido benzoico, acido clorogé-
nico, acido citrico, acido ferulico, acido oleandlico, acido
salicilico e acido ursolico (13, 14).

O flavonoide baicaleina é apontado como responsa-
vel pela agdo antioxidante e anti-inflamatoria da planta (15,
16), bem como por induzir a morte de células de carcinoma
(17) e inibir o crescimento de células de hepatoma (18),
além de apresentar agdo antiviral (19). O glicosideo de au-
cubina atua também como agente anti-inflamatério (20).
Os acidos cafeico, fertilico, clorogénico, oleanolico e urso-
lico séo citados como agentes antitumorais in vitro (21, 22),
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e os acidos oleanolico e ursdlico estdo relacionados ainda
com a atividade hematopoiética da planta (23). De acordo
com Chiang e cols. (2002), os acidos ferulico, cafeico e
clorogénico foram responsaveis pela atividade antiviral in
vitro do extrato aquoso de Plantago major L., dos quais o
cafeico e o clorogénico demonstraram a mais forte ativi-
dade supracitada (8). Oliveira (2007) atribuiu a atividade
antiparasitaria de plantas aos alcaloides (24).

O crescente uso indiscriminado de farmacos anti-
microbianos ¢ uma das causas responsaveis pelo apareci-
mento de cepas bacterianas resistentes em escala mundial
(25). Estudos vém descobrindo microrganismos que conse-
guiram vencer a a¢do dos antimicrobianos convencionais
e alguns s@o resistentes aos novos farmacos (26, 27). O
aumento da resisténcia bacteriana provoca sérios proble-
mas na saide e economia de um pais, portanto novas al-
ternativas de antibioticos de amplo espectro sdo necessa-
rias no combate a esses agentes. As espécies bacterianas
resistentes recentemente chamadas de patogenos ESKAPE
sdo: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Kleb-
siella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp. (28), embora outras espé-
cies de microrganismos tais como Streptococcus pyoge-
nes e Salmonella typhimurium estejam entre os patdgenos
que causam cerca de 600 milhdes de infec¢des por ano no
mundo (29). Portanto, o presente estudo avaliou o perfil
fitoquimico e susceptibilidade antimicrobiana dos extratos
aquoso, hidroalcoolico e etandlico das folhas de Plantago
major L. frente as bactérias Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus pyogenes, Salmonella typhimurium e Klebsiella
pneumoniae.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal. As folhas de Plantago major L.
foram coletadas proximo a rodovia GO-547, no munici-
pio de Santo Anténio do Descoberto, Goids, no periodo
de junho a agosto de 2014 (Figura 1A). Uma amostra do
material vegetal foi identificada pela Botanica Prof'. MSc.
Catarina Garofalo e uma exsicata depositada no Herbario
da Faculdade Anhanguera de Brasilia (FAB) sob o nimero
de registro 27.2001. Apos a coleta, as folhas foram subme-
tidas a processo de desidratagdo in natura (Figura 1B) pelo
periodo de dez dias.

Obtencao dos extratos etandlico, hidroalcodlico
e aquoso. Os solventes mais utilizados pela populacao na
elaboragdo de extratos de plantas sdo o alcool e a 4gua, ou a
mistura dos dois. Para obtencao dos extratos foi utilizada a
metodologia de Nascimento (2012), com adaptagdes (30).
Foram pesados 50 g de folhas desidratadas e moidas de
Plantago major L., colocando-as em frasco de vidro con-
tendo 450 mL de alcool etilico absoluto (99,5%) para a ob-
ten¢@o do extrato etandlico. Para o extrato aquoso, foram
pesados 40 g de folhas desidratadas e moidas da planta,



colocando-as em frasco de vidro contendo 360 mL de agua
destilada. Outros 40 g das folhas desidratadas e moidas
da planta foram colocados em frasco de vidro contendo
360 mL de solugdo hidroalcodlica (1:1) para obtencdo do
extrato hidroalcodlico. Foi utilizado o método de macera-
c¢ao durante sete dias, com agitag@o diaria, revestindo-se os
frascos com papel aluminio, a fim de se proteger o macera-
do de possiveis alteragdes por radiagdo visivel. Os frascos
ficaram acondicionados em geladeira a temperatura de 2-8°
C para conservagao.

b A
esso de desidratacao

Figura 1 - Plantago majorL. (A); folhas. Proc
in natura (B).

Concluido o processo de maceracdo, os macerados
foram submetidos a filtragdo, utilizando papel filtro pre-
gueado, dando origem a trés solugdes extrativas. Essas so-
lugdes foram levadas ao rotaevaporador (Fisatom, modelo
801), ajustado a rotagdo de 40 rpm, a temperatura entre 92-
110° C, com o objetivo de retirar os solventes e impedir
uma possivel interferéncia destes no resultado dos testes
fitoquimicos e antimicrobianos, concentrando até a obten-
cdo de trés tipos de extratos secos (etanolico, aquoso e hi-
droalcodlico).

O calculo do rendimento dos extratos foi realiza-
do dividindo o peso em gramas do extrato pelo peso em
gramas da droga vegetal, multiplicando o valor obtido por
100, conforme metodologia de Almeida e cols. (2015) (31).

Analise fitoquimica qualitativa. Foi realizada ana-
lise fitoquimica qualitativa por meio de reagcdes quimicas
de coloragdo, precipitacdo e formagdo de espuma de acordo
com metodologia de Costa (2002) e Simdes e cols. (2007),
com adaptagdes (19,32). Foi avaliada a possivel presenga
de alcaloides, flavonoides, terpenos, glicosideos, taninos
(hidrolisaveis e condensados), antraquinonas e saponinas.

Atividade antimicrobiana. Para a analise antimi-
crobiana foram obtidos dois tipos distintos de cepa bacte-
riana: a concentrada, necessaria para a revitalizagio das ce-
pas liofilizadas, e a de trabalho (diluida), necessaria para a
realizag@o dos testes de sensibilidade microbiana. As cepas
liofilizadas padrdo utilizadas foram: Staphylococcus au-
reus, ATCC 25923, Streptococcus pyogenes, ATCC 19615,
Salmonella typhimurium, ATCC 123912, e Klebsiella
pneumoniae, ATCC 13883.

Para revitalizar as cepas, 1| mL de solugao de infusdo
cérebro-coragcdo (BHI) esterilizada foi adicionado a cada
um dos 4 frascos que continham a cepa bacteriana liofi-

CIEENCIAS FARMIACEUTICAS

lizada, realizando homogeneizacdo em cada frasco. Apos,
foram utilizados 04 tubos de ensaio com tampa rosqueavel.
Em cada tubo, foram adicionados 5 mL de solu¢do BHI
esterilizada. Em seguida, 50 uL da cepa bacteriana revi-
talizada foram adicionados a cada um dos tubos, ou seja,
uma espécie bacteriana diferente em cada tubo. O conteudo
dos tubos foi homogeneizado manualmente. Apds a ho-
mogeneizagdo, foram transferidos, de cada um dos tubos,
100 pL da solucdo bacteriana para outros 4 tubos contendo
em cada um 5 mL de solugdo de BHI esterilizada. Esses
tubos foram levados para a estufa bacteriologica (Quimis,
Q-316B3) a 35°C + 2°C, por 24 horas, periodo necessario
para o crescimento bacteriano, sendo obtida a cepa con-
centrada.

Para obter a cepa de trabalho utilizada na analise an-
timicrobiana, a cepa concentrada foi diluida até atingir a
turvagao equivalente ao tubo 0,5 da escala McFarland, que
corresponde a 1,5x10® UFC/mL. Para tanto, foi utilizada a
técnica de Bauer e cols. (1966), com adaptagdes (33), este-
rilizando, por processo de autoclavacdo, 5 tubos de ensaio
com tampa rosqueavel contendo, cada um, 9 mL de solugao
salina 0,9%. Aos tubos contendo a solugao salina estéril fo-
ram adicionados 100 pL da cepa concentrada das espécies
bacterianas (cada tubo recebeu uma espécie bacteriana di-
ferente), levando ao espectrometro UV-Vis (Quimis, Q-108
DP), com absorbancia ajustada em 625 nm, até ser obtida
uma leitura entre 0,08 a 0,1 nm, o que equivale a concen-
tracao da cepa contida no tubo 0,5 da escala McFarland,
dando origem a cepa de trabalho.

Em seguida foram inoculados 100 pL de cada uma
das cepas de trabalho em placas de Petri distintas con-
tendo meio de cultura dgar Mueller-Hinton (Biomerieux,
lote:1408110706). A cultura foi estriada uniformemente em
toda superficie da placa com o auxilio de um Swab estéril
(LaborSwab, lote 020806A).

Apds estriar as cepas nas placas, foram perfurados,
com o auxilio de ponteiras estéreis, pogos com 6 mm de
diametro. Em cada placa de Petri foram perfurados de 3 a
4 pocos. Cada um dos pogos recebeu 100 pL dos extratos
em dilui¢des especificas. O extrato etandlico foi diluido até
a proporcao 1:32; o extrato aquoso também foi diluido até
a propor¢ao 1:32; e o extrato hidroalcodlico foi diluido até
a propor¢do 1:512;, com agua destilada esterilizada. Para
cada extrato, foram utilizadas placas distintas, que foram
incubadas em estufa bacteriologica (Quimis), a 35°C +
2°C, por um periodo de 24 horas, segundo metodologia de
Nascimento e cols. (2000), com adaptagdes (34). Apds o
periodo de incubacdo, foi observada a presenca ou a ausén-
cia de halo de inibigao. A medida dos halos, em milimetros,
foi realizada por meio de paquimetro manual. Todos os tes-
tes foram realizados em duplicata.

O controle positivo foi selecionado apor meio de
realizagdo prévia de teste de sensibilidade para cada cepa
bacteriana, o que permitiu utilizar o melhor controle em
cada cepa. Foram testados os seguintes antimicrobianos
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de referéncia: amoxicilina 10 pg (lote: 30125053), cloran-
fenicol 30 ug (lote: 21226052), tetraciclina 30 pg (lote:
30228034) e vancomicina 30 pg (lote: 30121054), todos
provenientes do laboratério laborclin. Como controle ne-
gativo foi utilizada agua destilada esterilizada.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O rendimento dos extratos secos provenientes das
folhas de Plantago major L. em relagdo aos diferentes
solventes utilizados para extragdo dos metabolitos foram:
extrato hidroalcoolico (EtH,O, 18,8%); extrato etandlico
(EtOH, 11%); extrato aquoso (H,0O, 9%).

Analise fitoquimica qualitativa. Os resultados da
analise fitoquimica foram compilados de acordo com o
exposto na Tabela 1, e corroboram estudos realizados por
Samuelsen e cols. (1995), os quais demonstraram que o ex-
trato hidroalcoolico (80%) das folhas de Plantago major L.
continham alcaloides, flavonoides, glicosideos iridoides e
terpenos (13), assim como os estudos realizados por Kawa-
shty e cols. (1994), que descreveram a presenca de varios
tipos de flavonoides em extrato hidroalcoodlico (70%) das
folhas e caule de Plantago major L. (35).

Nao houve constatagdo da presenca de antraquino-
nas, o que esta de acordo com estudos dos autores supra-
citados, segundo os quais o referido metabdlito secundario
ndo compunha o perfil fitoquimico da planta, entretanto,
em estudo feito por de Paula (2010) (36), por meio de ana-
lise fitoquimica preliminar em extrato metandlico de Plan-
tago major L., foi identificada a presenga de antraquinonas
reduzidas.

Tabela1. Avaliacdo fitoquimica preliminar de extratos de folhas de
Plantago majorL

Classes
quimicas

EtOH EtH,0 (50%) H,0
Flavonoides - + 4
Taninos + + -
Saponinas + = -
Terpenos - + +
Antraquinonas - = -
Glicosideos + + +
Alcaloides + + +

+: presenca; -: auséncia
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Susceptibilidade antimicrobiana. A cepa de Sta-
phylococcus aureus mostrou ser sensivel ao extrato hidro-
alcoolico das folhas de Plantago major L., o que corrobora
testes realizados por Freitas e cols. (2002), que demonstrou
a sensibilidade de doze amostras de Staphylococcus aureus
frente ao extrato hidroalcoodlico dessa planta (37), além de
pesquisas relatadas por Samuelsen (2000), nas quais os ex-
tratos metandlico e hidroalcoolico (70% e 50%, respecti-
vamente) das folhas de Plantago major L. foram eficazes
contra esse microrganismo (10).

Essa bactéria demonstrou sensibilidade ao extrato
etanolico das folhas de Plantago major L., o que esta de
acordo com estudos de Ansolini e cols. (2006), com extrato
etanolico das folhas dessa planta contra diversas bactérias,
incluindo Staphyloccocus aureus, obtendo uma inibigdo
consideravel (38).

De acordo com os resultados obtidos, os extratos eta-
ndlico e hidroalcoodlico apresentaram ac¢do antimicrobiana
significativa contra Staphylococcus aureus. Foi constatado
que o extrato hidroalcodlico exerceu um efeito inibitorio
até a diluicdo 1/128 (0,6 mg/100 puL) comparado ao extra-
to etanodlico. O extrato etanolico apresentou maior halo de
inibigdo em sua concentragdo 1/1 comparado ao extrato hi-
droalcodlico, sendo que sua atividade inibitéria foi restrita a
diluigdo 1/8 (7 mg/100 uL), dando margem a hipdtese de que
o rendimento do extrato hidroalcoolico, por ter sido maior
em relagdo ao etandlico, pode ter agrupado maior concentra-
¢do de metabolitos secundarios, possibilitando agdo mesmo
em maiores dilui¢des. O extrato etandlico, por ter tido menor
rendimento, apresentou agdo em menores dilui¢des, entretan-
to com maior halo de inibigdo, o que poderia ser justificado
pelo tipo de solvente (etanol absoluto) que possivelmente in-
teragiu de forma melhor com metabolitos, tais como os tani-
nos, que detém agdo antimicrobiana, produzindo maior halo
de inibi¢do comparado ao solvente hidroalcoolico (Tabela 2).

Os controles positivos utilizados com concentra¢des
de antimicrobianos de referéncia foram: amoxicilina 10 pug
(lote: 30125053), cloranfenicol 30 pg (lote: 21226052) e
tetraciclina 30 pg (lote: 30228034). Esses apresentaram zo-
nas de inibi¢do variadas, entre 23-30 mm. O controle ne-
gativo utilizado foi agua destilada esterilizada, o qual ndo
apresentou inibic¢do (Tabela 3).

O extrato aquoso das folhas de Plantago major L. ndo
apresentou inibicdo em nenhuma das concentragdes, o que
comprova pesquisas desenvolvidas por Samuelsen (2000)
e Ansolini e cols. (2006), nas quais o referido extrato ndo
demonstrou inibi¢ao frente a bactérias diversas, incluindo a
Staphyloccocus aureus (10, 38). Os resultados desse trabalho
estdo de acordo também com estudo realizado por Tales &
Costa (2014), pelo qual o extrato aquoso, ap6s analise micro-
biolégica utilizando Staphyloccocus aureus, ndo apresentou
atividade antimicrobiana. Segundo os autores, o resultado
pode ser interpretado como uma falta de agdo antimicrobiana
ou concentragdo insuficiente do extrato (39).
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Tabela 2 - Atividade antimicrobiana de extratos de folhas de Plantago major contra Staphylococcus aureus.

Diluicdo (mg/100 pL) (mm) (mg/100 pL) (mm) (mg/100 pL) (mm)
1:1 56,0 24,0 76,0 20,2 36,0 =
1:2 28,0 22,0 38,0 22,5 18,0 =
1:4 14,0 17,5 19,0 22,2 9,0 =
1:8 7,0 10,8 9,5 21,5 4,5 =
1:16 3,5 = 4,75 18,8 2,3 =
1:32 1,75 = 2,4 17,0 1,15 =
1:64 = = 1,2 15,5 = =

1:128 = = 0,6 14,0 = =
1:256 - - 0.3 - - -
1:512 - - 0,15 - - -

(-): auséncia de inibicao/diluicao.

Tabela 3 - Zona de inibicao dos controles positivo e negativo utilizados no experimento.

Controle positivo | Zona de inibicdo (mm) | Controle negativo Zona de inibicao (mm)

S. aureus Amoxicilina 10 pg

S. typhimurium  Tetraciclina 30 pg 23 HZO -
S. pyogenes Cloranfenicol 30 g 28 H,0,, -
K. pneumoniae Tetraciclina 30 ug 23 HZO(D) -

H,0 ,: dgua destilada; (-): auséncia de inibicao.

Em estudos realizados por Ranv & Brimer (1988) ¢
Handjieva (1991), em relagao as folhas de Plantago major
L., houve o isolamento de um glicosideo denominado plan-
tamajosideo. A esse composto foi atribuida a capacidade
de inibicdo de bactérias e fungos, em especial fitopatogéni-
cos, além de efeito inibitorio da enzima 5-lipoxigenase, que
atua na sintese de peroxidos e leucotrienos (40, 41).

Nenhum dos extratos utilizados apresentou ativida-
de antimicrobiana frenta as bactérias Klebsiella pneumo-
niae, Salmonella typhimurium e Streptococcus pyogenes.

As pesquisas relacionadas a agdo antimicrobiana
exercida por flavonoides tém crescido com o passar do
tempo por meio do conhecimento das estruturas quimicas
detentoras da atividade antibacteriana. Esses compostos
podem inibir o crescimento das bactérias por distintos me-
canismos de agdo. A inibi¢do de acidos nucleicos exercida
particularmente por flavonoides com hidroxilagdo no anel
B (42), é exemplo desses mecanismos de agdo, além da ini-
bicdo das fun¢des da membrana celular (43, 44).

De acordo com Scalbert (1991) (45), Harbone (2000)
(46), Veluri e cols. (2004) (47) e Bylka e cols. (2004) (48),
assim como os flavonoides, os taninos também podem con-
ferir acdo antimicrobiana a extratos.

Os taninos sdo compostos fenolicos encontrados em
diversas partes das plantas como casca, caule, folhas, frutas
e raizes (45). O padrao de oxigenagdo e o grau de polime-

riza¢ao determinam as propriedades biologicas dos taninos
(49). Diversos estudos tém relatado que essas moléculas
podem ser toxicas para fungos filamentosos, leveduras e
bactérias (45).

Suas propriedades antimicrobianas presentes na
maioria de alimentos de origem vegetal tém sido relatadas
(50). Geralmente agem afetando o crescimento bacteriano
e viral de diversas formas como, por exemplo, a inibigdo
de enzimas extracelulares ¢ a fosforilagao oxidativa (49).

Entre os tipos de taninos, os hidrolisaveis sdo os que
possuem estrutura de poliésteres de compostos de agticar e
acidos organicos (51). Estdo presentes na maioria das fami-
lias vegetais e de acordo com estudos, seriam os responsa-
veis pela a¢do antioxidante, antiviral, além de atividade an-
tibacteriana (52). Esse metabdlito foi um dos encontrados
nos extratos etandlico e hidroalcodlico das folhas do Plan-
tago major L., possibilitando possivelmente a sua agdo em
bactérias como a Staphyloccocus aureus.

CONCLUSAO

Pode ser concluido que as folhas do Plantago major
L. apresentaram um perfil fitoquimico composto por flavo-
noides, taninos, saponinas, terpenos, glicosideos e alcaloi-
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des. A relacdo soluto-solvente estabelecida entre a planta e

0s compostos extrativos permitiu um maior aproveitamen-

to de sua acdo frente a Staphyloccocus aureus por meio da

extracdo de metabdlitos bioativos com agdo antimicrobia-

na,

tais como taninos e flavonoides, o que torna Plantago

major L. um possivel candidato a obtencdo de um novo

fitoterapico.
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