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RESUMO: Neste estudo procedeu-se a avaliagdo da atividade antimicrobiana e citotdxica de
extratos de Gochnatia polymorpha ssp floccosa, espécie empregada na medicina popular contra
doengas respiratorias. Folhas, cascas do tronco e ramos foram extraidos com hexano, diclorometano
e etanol, sucessivamente, sendo obtidos os respectivos extratos brutos. A atividade antimicrobiana
foi determinada pelo método de difusdo em éagar utilizando-se bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos. A avalia¢@o da citotoxicidade foi realizada empregando-se o ensaio de letalidade
contra Artemia salina. Nenhum dos extratos mostrou atividade citotoxica. Os extratos das folhas
apresentaram uma fraca atividade antimicrobiana frente a algumas cepas de Staphylococcus aureus
e Streptococcus mutans, enquanto o extrato em diclorometano dos ramos e o extrato em etanol das
cascas foram ativos contra Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e S. epidermidis. A maior
atividade antimicrobiana foi observada para o extrato em diclorometano das cascas, que inibiu o
crescimento de Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis e Candida albicans. Esta atividade parece estar relacionada a presenca de
diterpenos no extrato. Nenhum dos extratos estudados (a 5,0 mg/mL) mostrou atividade frente a
cepas de bactérias Gram-negativas. Esses resultados demonstram o potencial dessa planta como
fonte de compostos antibacterianos e justificam, parcialmente, seu uso popular.

Unitermos: Gochnatia polymorpha, Asteraceae, atividade antimicrobiana, atividade citotdxica,
diterpenos.

ABSTRACT: “Evaluation of antimicrobial and cytotoxic activitiy of extracts from Gochnatia
polymorpha (Less) ssp floccosa”. The antimicrobial and cytotoxic activities of Gochnatia
polymorpha ssp floccosa, a medicinal plant used against respiratory diseases, were evaluated.
Successive petroleum ether, dichloromethane and ethanol extracts of dried leaves, trunk bark and
stems were used in the brine shrimp lethality bioassay and tested against 22 strains of microorganisms
(Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi) by the well-diffusion agar method. None
of the extracts showed cytotoxicity on the brine shrimp bioassay. The extracts of leaves showed
a mild activity against some strains of Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans. The
ethanol extracts of trunk bark and dichloromethane extract of stems also showed activity against
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus and S. epidermidis. The highest activity was found in
the dichloromethane extract of trunk bark, which showed significant antibacterial and antifungal
activities against Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis and Candida albicans. Diterpenes are present in this extract and
could be responsible for the activity. All the screened extracts were shown to be inactive (at 5.0
mg/mL) against strains of Gram-negative bacteria tested. These results indicate the potential of G.
polymorpha ssp floccosa as a source of antibacterial compounds and partly support the use of this
plant in folk medicine.

Keywords: Gochnatia polymorpha, Asteraceae, antimicrobial activity, cytotoxic activity,
diterpenes.
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INTRODUCAO

O uso de plantas para o tratamento de problemas
de saude tem sido documentado em todas as sociedades
humanas, sendo parte da cultura de cada povo. No
inicio do desenvolvimento da medicina moderna esse
conhecimento tradicional comegou a ser abandonado, por
ser considerado ineficiente. Mas as inimeras pesquisas
mostrando a eficiéncia e confiabilidade de preparagdes
utilizando plantas reverteram esse processo. Atualmente
o emprego de plantas medicinais para o tratamento de
algumas doencas corriqueiras tem sido apoiado pela classe
médica e por programas oficiais de saude. O Brasil possui
um niimero muito grande de espécies vegetais nativas que
sdo consideradas medicinais (Pio-Correa, 1984; Mors et
al., 2000; Barbosa-Filho et al., 2005, Lima et al., 2006;
Brandao et al., 2006), mas muitas ainda nio tiveram
qualquer avaliacao cientifica do seu uso medicinal, o que
¢ essencial para que possam continuar a serem utilizadas
com seguranga pela populacao.

Gochnatia polymorpha (Less) Cabr. ¢ uma
arvore de médio porte encontrada em varios estados
brasileiros e também no Paraguai, Uruguai e Argentina. E
conhecida no Brasil como Cambara, nome dado também
a varias outras espécies do género. Sao reconhecidas
trés subespécies: polymorpha, ceanothifolia e floccosa,
sendo a tultima amplamente dispersa no estado do
Parana (Cabrera, 1973). As suas folhas tém sido usadas
na medicina popular para o preparo de chas e xaropes
que sdo usados contra gripes, resfriados, tosse e outras
afec¢des do sistema respiratorio (Mors et al., 2000; Pio-
Correa, 1984).

Diversos estudos fitoquimicos ja foram
realizados com G. polymorpha, todos com resultados
diferentes. Com o nome antigo de Mochinea polymorpha,
Farias et al. (1984) relataram o isolamento da lactona
deidrocostunolideo e do triterpeno acetato de bauerenila
a partir do caule de um exemplar coletado em Campinas,
SP. As partes aéreas e raizes de um exemplar do Paraguai,
sem identificagdo da subespécie, forneceram uma série
de bisabolenos e guaianolideos diméricos (Bohlmann et
al.,1986). Um outro trabalho realizado também com as
partes aéreas e as raizes mostrou resultados totalmente
diferentes. A partir de um exemplar paulista da subespécie
polymorpha, foram isolados diterpenos, triterpenos, o
eudesmanolideo santamarina e os flavondides genkwanina
e demetoxicentaureidina (Sacilotto et al., 1997). Em
um estudo realizado com outro exemplar brasileiro,
subespécie nao identificada, foi verificado que os extratos
das folhas possuiam atividade antiinflamatdria (Falcao
et al., 2005). A partir desses extratos foram isolados os
acidos cafeico e clorogénico, o aminoacido 4-hidroxi-
N-metilprolina e os flavondides 3-O-metilquercetina,
hiperosideo e rutina (Moreira et al., 2000). Diterpenos,
triterpenos e cumarinas foram isolados das partes aéreas
de um exemplar paraguaio da subespécie polymorpha
(Catalan et al., 2003). Finalmente, fenilpropanoides,
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monoterpenos ¢ sesquiterpenos foram identificados
no o6leo essencial das flores e raizes de um exemplar
da subespécie floccosa (Stefanello et al., 2006). Nao
foi encontrado nenhum trabalho envolvendo atividade
antimicrobiana de alguma das subespécies de G.
polymorpha. Também faltam estudos fitoquimicos com
as subespécies floccosa e ceanothifolia.

Este trabalho relata os resultados de atividade
antimicrobiana e citotoxica dos extratos de varias partes
de G. polymorpha ssp floccosa.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Folhas, ramos e cascas do tronco de G.
polymorpha ssp floccosa foram coletados em Curitiba,
PR em agosto de 2002. A planta foi identificada pelo Prof.
Dr. Armando Carlos Cervi do Departamento de Botéanica
da Universidade Federal do Parana (UFPR). Uma exsicata
(UPCB 30100) foi depositada no herbario da UFPR.

Preparacio e caracterizaciio dos extratos

Cada parte da planta, seca ¢ moida, foi extraida
a frio com éter de petroleo, diclorometano e etanol,
sucessivamente. Os solventes foram removidos em
evaporador rotativo, fornecendo os extratos de folhas,
ramos ¢ cascas em cada um dos solventes. Todos os
extratos foram analisados por cromatografia em camada
delgada comparativa e as placas reveladas com reagentes
especificos para a detecgdo de fenodis, flavonoides,
terpenos e alcaldides. A presenca de saponinas foi
avaliada nos extratos etanolicos pela observacdo da
formagdo de espuma persistente apds agitagdo com agua
(Harbone, 1998). Em adigéo a caracterizag@o fitoquimica,
os extratos em éter de petrdleo e em diclorometano
foram analisados por RMN 'H em um espectrometro
Varian, modelo Gemini 2000 BB 300 MHz, usando-
se cloroformio deuterado como solvente ¢ TMS como
referéncia interna.

Avaliacao da atividade citotoxica

A atividade citotoxica dos extratos foi avaliada
através do teste de letalidade contra Artemia salina
Leach, de acordo com o método proposto por Meyer et al.
(1982). Ovos de Artemia salina foram incubados em agua
do mar artificial a temperatura ambiente por 48 horas.
Com a ajuda de uma fonte de luz, as larvas foram atraidas
e coletadas. Solugdes dos extratos foram preparadas em
diclorometano ou etanol nas concentragdes de 50,0 mg/
mL, 25,0 mg/mL, 12,5 mg/mL e 6,25 mg/mL. Discos de
papel, impregnados com 50 pL de cada solugdo obtida,
foram transferidos para tubos de ensaio e¢ deixados em
repouso por 24 horas para total eliminacdo dos solventes.
Discos de papel impregnados com a mesma quantidade
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dos solventes foram usados como controle negativo.
Apds esse periodo adicionou-se 5,0 mL de agua do mar
artificial e 10 larvas recém eclodidas de Artemia salina.
Os ensaios foram realizados em triplicata. A contagem
do niimero de larvas mortas foi realizada apds 24 horas e
esse niimero foi usado para o calculo da DL_, pelo método
Probitos. Os extratos com DL_, maiores que 1000 ppm
foram considerados inativos.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

A avaliagdo da antimicrobiana foi realizada
in vitro sendo utilizadas como indicadoras vinte e duas
cepas de microrganismos (Tabela 2), cepas padrdo e
cepas de campo, sendo dezenove cepas de bactérias
(quinze Gram-positivas e quatro Gram-negativas) e
trés de leveduras: Gram-negativas Escherichia coli -
ATCC 10538, Escherichia coli ec 26.1 - cepa de campo,
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853, Pseudomonas
aeruginosa 290D - cepa de campo; Gram-positivas
Micrococcus luteus - ATCC 9341, Staphylococcus aureus
- ATCC 6538, Staphylococcus aureus - ATCC 25923,
Staphylococcus aureus - ATCC 29213, Staphylococcus
aureus 7+ (penicilinase positivo), Staphylococcus aureus
8- (penicilinase negativo), Staphylococcus epidermidis
6 ep - cepas de campo, Enterococcus faecalis - ATCC
10541, cultivadas por 24 horas a 37 °C em Miiller
Hinton Broth (Difco)-MHb, Streptococcus mutans -
ATCC 25175 e Fab3, Streptococcus mutans - cepas de
campo (11.1,9.1,9.31, 11.22.1) e Streptococcus sobrinus
180.1 - cepa de campo incubadas por 24 horas a 37 °C
em Brain Heart Infusion (Difco)-BHI e as leveduras
Candida albicans - ATCC 1023, Candida albicans cas
e Candida tropicalis ct - cepas de campo, incubadas por
24 horas a 37 °C em Miiller Hinton Broth (Difco)-MHb.
Estes microrganismos sdo mantidos como culturas puras
no Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Analises Clinicas, Toxicologicas e Bromatologicas, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (FCFRP/USP), Ribeirdo
Preto-SP, Brasil.

A ag@o antimicrobiana frente a bactérias e
fungos foi determinada pelo método de difusdo em agar
empregando-se a técnica do pogo em camada dupla de
acordo com Salvador et al. (2002), Okeke et al. (2001)
e Grove ¢ Randall (1955). A camada base foi obtida pela
adig¢do de 20,0 mL de Miiller Hinton Medium (Difco)-
MH e Brain Heart Infusion agar (Difco)-BHIa, em placas
de 20 x 150 mm. Apos a solidificagdo foram adicionados
5,0 mL de MH inoculado com as cepas padrao ¢ BHIa
com cepas de campo (5.10%fc/mL) obtendo-se, assim,
a camada seed. A seguir confeccionaram-se pogos com
5,0 mm de didmetro e em cada pogo foram aplicados
20 pL das drogas-testes. Os extratos foram avaliados
na concentragdo de 5,00 mg/mL, sendo utilizado como
solvente dimetilsulfoxido (DMSO)/agua destilada
esterilizada (1:19). Como controles positivos foram

utilizados bacitracina (0,20 UI/mL) e cetoconazol (100,0
pg/mL) e como controle negativo o solvente. Estas
placas foram mantidas a temperatura ambiente por cerca
de 2 horas e depois incubadas a 37 °C por 24, 48 horas,
para as bactérias ¢ leveduras, respectivamente. As cepas
de Enterococcus ¢ Streptococcus foram incubadas sob
condigdes de microaerofilia. Decorrido o periodo de
incubacdo, as zonas de inibi¢do do desenvolvimento
microbiano foram mensuradas em termos de didmetro
(halo) e aro da borda do pogo a inicio do desenvolvimento,
em milimetros. Os experimentos foram realizados
em duplicata, para cada cepa indicadora utilizada, ¢ o
resultado final apresentado como média aritmética.

RESULTADOS

A andlise fitoquimica forneceu resultados
positivos para terpendides nos extratos menos polares
e para fendis, terpendides e saponinas nos extratos
etanolicos.

O espectro de RMN 'H do extrato em hexano
das cascas apresentou varios singletos caracteristicos de
grupos metila; um singleto largo (& 1,25) caracteristico
de varios grupos metileno; multipletos na regido de
hidrogénios metinicos (3 1,37-2,34); um singleto tipico
do grupo acetila (8 2,05); um duplo dupleto caracteristico
de hidrogénios carbindlicos (6 4,52, J 4,5Hz ¢ 10,8 Hz)
e um multipleto tipico de hidrogénios olefinicos (5 5,30-
5,40). O espectro do extrato em diclorometano das cascas
foi muito mais complexo, mostrando além dos sinais
ja citados, outros multipletos na regido de hidrogénios
carbindlicos e olefinicos (tabela 1).

Os espectros dos ramos foram muito semelhantes
aos das cascas, diferindo apenas pela maior intensidade
relativa do sinal em & 1,25.

O espectro em hexano das folhas apresentou
sinais fracos de varios grupos metila e sinais intensos
de grupos metileno (8 1,25), de grupo metila vizinho a
ligacdo dupla, de grupo acetila e de hidrogénios olefinicos.
No extrato em diclorometano, além desses sinais, foram
observados singletos caracteristicos de grupos metoxila,
multipletos tipicos de hidrogénios carbinoélicos e sinais de
hidrogénios de aldeido (tabela 1).

No ensaio de toxicidade sobre Artemia salina
os indices de mortalidade variaram entre zero e 16,1%.
A dose necessaria para matar 50% das larvas (DL,)) foi
calculada em 4.400 pug/mL para o extrato em etanol dos
ramos, que foi o mais ativo. A atividade ¢ considerada
significativa quando o valor da DL, ¢ menor do que
1000 pg/mL.

No teste de susceptibilidade para a avaliagdo
da atividade antimicrobiana, os trés extratos das folhas
mostraram uma baixa atividade frente as cepas de
Staphylococcus aureus. O extrato em etanol das cascas ¢
o extrato em diclorometano dos ramos foram um pouco
mais ativos contra Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus ¢ S. epidermidis. O extrato mais ativo foi o das
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Tabela 1. Dados de RMN 'H (3, CDCl,, 300 MHz) dos extratos em hexano e em diclorometano de cascas e folhas de
Gochnatia polymorpha ssp floccosa.

Tipo de Extrato em hexano Extrato em diclorometano

hidrogénio cascas folhas Cascas folhas

CH; 0,77; 0,85; 0,87, 0,93;  0,85; 0,98; 0,88; 1,02  0,85; 0,87; 1,00; 1,04  0,85; 0,98; 0,88; 1,02

0,94; 1,00; 1,04; 1,06

CH, 1,25 1,25 1,25 1,25

CH,;C=C - 1,67 - 1,67

CH;C=0 2,05 2,03 2,05 2,05

OCH; - - - 3,40; 3,68; 3,66; 3,81;

3,88
OCHR 4,52 dd 4,00-4,50 3,20-4,70 4,00-4,70
(J=4,5¢10,8 Hz)

C=CH 5,30-5,40 5,10-5,40 5,00-6,20 5,10-5,40
6,20-6,60

HC=0 - - - 9,30; 9,40; 9,50

Tabela 2. Atividade antimicrobiana de extratos de Gochnatia polymorpha ssp floccosa.

Microrganismos Diametro do halo de inibigio (mm)
Folhas Cascas Ramos C
P D E P D E P D E

Micrococcus luteus ATCC 9341° - - - - 17 12 - 10 - 25
Staphylococcus aureus ATCC 6538° 6 6 6 - 15 10 - 6 - 23
Staphylococcus aureus ATCC 25923* 6 6 6 - 14 - 7 - 29
Staphylococcus aureus ATCC 25213° 7 6 7 - 15 7 - 10 - 29
Staphylococcus aureus penicilinase positivo 7+ b - - - - 15 11 - 11 - 25
Staphylococcus aureus penicilinase negativo 8- b - - - - - - - - - 29
Staphylococcus epidermidis 6ep ° - - - 14 9 - 7 - 31
Streptococcus mutans ATCC 25175 7 - - - 8 - - - - 24
Streptococcus mutans Fab 3 ° - - - - 6 - - - - 22
Streptococcus mutans 11.1 ° - - - - 8 - - - - 22
Streptococcus mutans 9.1° 6 - - - 9 - - - - 22
Streptococcus mutans 9.31 ° - - - 7 - - - - 22
Streptococcus mutans 11.22.1 b - - - - 7 - - - - 24
Streptococcus sobrinus 180.3° - - - - 8 - - - - 23
Enterococcus faecalis ATCC 10541* - - - - 12 7 - 7 - 28
Escherichia coli ATCC 10538 * - - - - - - - - - 32
Escherichia coli ec 26.1 ° - - - - - - - - - 32
Pseudomonas aeruginosa 290D b - - - - - - - - - 22
P. aeruginosa ATCC 27853 * - - - - - - - - - 22
Candida albicans ATCC 1023 * - - - - 14 - - - - 40
Candida albicans cas ° - - - - 6 - - - - 40
Candida tropicalis ct® - - - - - - - - - 20

scepa padrio; ’cepa de campo (cavidade oral); P: extrato em éter de petroleo; D: extrato em diclorometano; E: extrato
em etanol; C: controle positivo — bacitracina para bactérias (0.2 UI/mL) e cetoconazol para fungos (0,1mg/mL). Os
extratos foram avaliados na concentragdo de 5,00 mg/mL. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

cascas em diclorometano, que inibiu significativamente
o crescimento de quase todas as bactérias Gram-positivas
testadas e do fungo Candida albicans. Os demais extratos
foram inativos nas condi¢cdes avaliadas. Nenhum dos
extratos mostrou atividade frente as cepas de bactérias
Gram-negativas na concentragdo e¢ condi¢des ensaiadas
(tabela 2).

DISCUSSAO
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A presenca de terpenoides nos extratos menos
polares e de fendis, flavonodides e saponinas nos extratos
etanolicos ja era esperada pois substancias dessas classes
foram previamente isoladas de Gochnatia polymorpha.

Os espectros de RMN 'H dos extratos menos
polares confirmam a presencga de terpenodides, pois em
todos foram observados sinais de varios grupos metila.
O sinal intenso em o 1,25, observado nos espectro de
todos os extratos, indica que substancias alifaticas de
cadeia longa também estdo presentes. Estas substincias
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sd0 predominantes nos extratos dos ramos ¢ no extrato
em hexano das folhas, pois nesses extratos os sinais
dos terpendides sdo comparativamente muito fracos.
Exceptuando-se o sinal em & 1,25, os dados espectrais
dos extratos em hexano das cascas do tronco e dos
ramos sd0 muito similares aos do triterpeno acetato de
bauerenila, previamente isolado do extrato hexanico das
cascas de um exemplar de G. polymorpha (Farias et al.,
1984). Por outro lado, os dados espectrais dos extratos
em diclorometano de cascas e ramos sugerem a presenca
de diterpenos do tipo caureno, que foram encontrados no
extrato em cloroformio das partes aéreas da subespécie
polymorpha (Sacilotto et al., 1987; Catalan et al., 2003).
No extrato em diclorometano das folhas, o espectro de
RMN 'H indica a presenca de aldeidos. Bisabolenos com
grupos aldeidos ja foram isolados de G. polymorpha
(Bohlmann et al., 1986).

Em trés dos estudos fitoquimicos realizados
com G. polymorpha (Farias et al., 1984; Bohlmann et al.,
1986; Sacilotto et al., 1996) foram encontradas lactonas
sesquiterpénicas. As lactonas isoladas possuiam uma
ligagdo dupla exociclica no anel lactdonico, que da origem
a dois dupletos em aproximadamente 5,5 e 6,5 ppm no
espectro de RMN 'H. Esses sinais ndo foram observados
em nenhum dos espectros obtidos, caracterizando assim
a auséncia de lactonas sesquiterpénicas desse tipo em
quantidades significativas nos extratos analisados.

A auséncia de citoxicidade dos extratos no teste
de letalidade contra Artemia salina ¢ um indicador de que
aplanta pode ser bem tolerada frente ao sistema biologico.
Entretanto, estudos mais detalhados para a avaliagdo da
toxicidade dos extratos bioativos empregando-se outros
modelos (in vitro e in vivo) se fazem necessarios.

Doengas respiratorias sdo causadas por varias
bactérias, dentre as quais Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. O extrato em diclorometano
das cascas apresentou uma boa atividade frente a algumas
cepas de S. aureus. Este bioatividade pode estar associada
a presenga de diterpenos neste extrato, uma vez que ha
relatos de atividade antibacteriana para alguns diterpenos,
principalmente frente a bactérias Gram-positivas (Dellar
et al., 1996; Urzua et al., 1998).

De maneira geral a populagdo emprega as folhas
de G. polymorpha no tratamento de doengas respiratorias,
mas 0s nossos resultados mostram que os extratos das
cascas do tronco sdo mais ativos do que os extratos
das folhas. Apesar disso ndo se pode afirmar que o uso
popular das folhas ¢ invalido, pois estas apresentaram
uma certa bioatividade, principalmente frente a cepas de
S. aureus. Além disso, como essa espécie ¢ semidecidua,
¢ bastante provavel que haja uma grande variagdo no teor
dos metabolitos secundarios das folhas ao longo do ano,
o que levaria a resultados diferentes em fungdo da época
da coleta.

Em conclusdo pode-se dizer que G. polymorpha
ssp floccosa ¢ uma planta ndo tdxica, cujas cascas do
tronco possuem potencial para aplicacdo terapéutica em

doengas causadas por bactérias Gram-positivas. Assim,
os resultados obtidos encorajam a realizagdo de novos
estudos com esta espécie vegetal para se determinar quais
as substancias presentes nos extratos e que contribuem
para a atividade bioldgica, como também para entender
seu mecanismo de a¢do e avaliar sua toxicidade, visando
uma possivel aplicagdo farmacéutica.
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