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RESUMO:

A Plantago major L. é uma planta conhecida popularmente como tanchagem. Sua atividade antibacteriana é a que
mais tem interessado a comunidade cientifica, acdo esta possivelmente relacionada a presenca de taninos e
flavondides. O objetivo desta pesquisa foi verificar o potencial antibacteriano e perfil fitoquimico de extratos aquosos
e hidroalcoolicos das folhas de Plantago major obtidas in natura.A analise fitoquimica qualitativa dos extratos foi
realizada através de testes classicos de caracterizacdo; o potencial antibacteriano foi realizado pela técnica de
Perfuragdo em Agar. Os extratos das folhas foram preparados por infusdo aquosa e maceracdo hidroalcoolica em
diferentes concentragdes. Verificou-se reacdo positiva para os metabdlitos alcaloides, flavondides, saponinas e
taninos, exceto para o infuso aquoso, o qual ndo apresentou resultado positivo para taninos. Em relacdo ao potencial
antibacteriano, para cepas de Escherichia Coli, nenhuma das amostras testadas revelou potencial inibitério. Uma
potencial atividade antibacteriana foi vista nos extratos hidroalcoolicos para as cepas de S. aureus e P. aeruginosa,
visto que conseguiram diminuir a densidade bacteriana ou até mesmo inibir o crescimento destas (com formacéo de
halos de inibicdo). Os infusos aquosos apresentaram apenas uma diminuicdo da densidade bacteriana com a maior
concentragdo testada. Conclui-se que a relagdo entre os métodos extrativos empregados e o0s solventes estabelecidos
apresentou variagdo na acgdo antibacteriana, fato este que pode estar associado aos diferentes metabdlitos extraidos,
muitas vezes essenciais para o efeito desejado.

Palavras-chave: Plantago major. Tanchagem. Avaliacao antibacteriana. Fitoterapia. Taninos.

ABSTRACT:

Plantago major L. is a plant know by popular name as tanchagem. The antibacterial action is the one wich has the
main interest from scientific community, action probably related with the presence of tannins and flavonoids. The ob-
ject of this research was verify the antibacterial potential and the phytochemical profile of aqueous and hydroalcoholic
extracts of Plantago major L. leaves obtained in natura. The qualitative phytochemical analysis was made thru the
classic characterization reactions; the antibacterial was made thru the Drilling technique on agar. The leaves extracts
were prepared by aqueous infusion and maceration in hydroalcoholic solvent (50:50) in different concentrations. We
could verify a positive reaction for alkaloids, flavonoids, saponins and tannins, except to the aqueous infusion that did
not present positive result for tannins. About the antibacterial potential, for strains to E. coli, where none of the sam-
ples used reveal inhibitory potential. A potential antibacterial activity was seen for the strains of S. aureus and P. ae-
ruginosa in hydroalcoolics extracts, as they reduce the bacterial density or even inhibit their growing (creating inhibi-
tion halos). The aqueous infusions had not inhibition of the bacterial grows, only a reduction in the bacterial density
with the highest concentration tested. The conclusion is that the relation between the extractive methods used and the
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solvents established presented a variation in the antibacterial action, this could be associated to the differents metabo-
lites extracted, most of the time essential for desired effect.
Keywords: Plantago major. Tanchagem. Antibacterial evaluation. Phytotherapy. Tannins.

1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado hoje uma das
maiores biodiversidade do mundo, com enorme
potencial como fonte de novos farmacos,
despertando grande interesse dos laboratérios
internacionais no planejamento e
desenvolvimento de farmacos (BARREIRO e
BOLZANI, 2009). Como exemplo, pode-se citar
0 desenvolvimento no ano de 2014 do farmaco
Acheflan®  (do Pfizer),

inflamatoério de uso topico, obtido da Cordia

laboratério anti-
verbenacea, planta brasileira.

As plantas medicinais movem alto valor
financeiro em todo 0 mundo e representam o tipo
de tratamento mais acessivel para a populacéo,
principalmente entre 0S

desenvolvimento (VENTURA et al., 2016).

paises  em

A Plantago major L. é uma planta
pertencente a familia Plantaginaceae. E derivada
do continente europeu, porém pode igualmente
ser encontrada em outros paises da Africa, da
Asia e das Américas. No Brasil, é conhecida por
varios nomes populares como tanchagem,
tanchagem maior, tranchagem, ou ainda, lingua
de vaca.

Na medicina popular, é utilizada para
diversos beneficios terapéuticos, variando muito
a parte da planta a ser utilizada. As folhas séo
usadas como  antissépticas, depurativas,
antibacterianas, supurativas, diuréticas e anti-

inflamatorias (BRASIL, 2014).

42

Entretanto, a atividade antibacteriana da

planta é a que mais tem interessado a
comunidade cientifica (VENTURA et al, 2016),
devido ao aumento da resisténcia bacteriana
frente a diversos patdgenos. Neste sentido,
estudos estdo sendo realizados para comprovar
essa acdo (SAMUELSEN, 2000; VENTURA et
al, 2016), possivelmente relacionada a presenca
de metabdlitos secundarios da classe dos taninos
e flavondides (VENTURA et al., 2016).

Contudo, é conhecido que os metabdlitos
secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente circundante, sendo
portanto, sua sintese afetada por condigdes
ambientais, periodo de coleta e modo de preparo
dos extratos a serem consumidos. Fatores como
sazonalidade, ritmo circadiano, idade e
desenvolvimento da planta, radiacdo ultravioleta,
volume hidrico e poluicdo atmosférica, podem
reduzir a sintese de metabdlitos relevantes para
acdo
medicinais (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Desta maneira, a avaliagdo do potencial

farmacolégica esperada das plantas

antibacteriano  associado a  comparagao
qualitativa dos constituintes de Plantago major
L. por diferentes métodos de extragdo &
significativa, pois 0 entendimento e compreenséo
dessas  variacbes poderdo  ampliar  0s
conhecimentos sobre a importancia de como o
modo de preparo pode influenciar a extragdo de
fitofarmacos e,

consequentemente, a acgdo

bioldgica.
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2. OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa experimental
foi verificar o potencial antibacteriano e perfil
fitoquimico de extratos aquosos e
hidroalcodlicos das folhas de Plantago major L.

obtidas in natura.
3. METODOLOGIA
3.1 Amostra vegetal

A amostra do material vegetal foi
coletada no perimetro urbano de Bagé/RS, porém
isento de poluicdo ambiental. As coordenadas
dos locais de coleta foram monitoradas por
Global Positioning System — GPS (31°18.886° S;
54°02.844° W; altitude média de 779 m).

Apbs a coleta, a amostra foi seca a
sombra e temperatura ambiente, em local seco e
livre de possiveis contaminantes. Posteriormente,
foi realizado o processo de moagem por
rasuracdo para o preparo dos extratos a serem
avaliados.

Para fins de identificacdo boténica, a
amostra vegetal foi encaminhada para registro e
elaboragdo de exsicata por botanicos do Herbario
Dr. José Nicanor Risch da Universidade da

Regido da Campanha e encontra-se sob nimero
00014.

3.2 Anélise Fitoquimica

A anédlise fitoquimica qualitativa dos
extratos foi realizada através de testes classicos
de caracterizacdo para alcaloides, flavonoides,

glicosideos antraquindnicos, saponinas e taninos
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por meio de reagdes de precipitacdo, coloracdo e
formacdo de espuma seguindo metodologias
propostas por Mouco, Bernardino e Cornélio
(2003), Matos (2009) e Simdes et al. (2017). Os
testes foram realizados em triplicata para cada
amostra avaliada em diferentes dias.

Para identificacdo de alcaloides, foi
realizada uma decoccdo por 2 minutos
utilizando-se 5g da droga vegetal e 30mL de
Acido Cloridrico 2N. Em seguida, esta decoc¢io
foi filtrada por algodao e dividida em tubos de
ensaio para a adicdo dos Reagentes de
Dragendorf e Wagner, seguidos da observacao
de precipitado especifico para cada reagente
(alaranjado e  marrom  respectivamente)
comparando-os com o branco (SIMOES et al.,
2017).

Para  extragdo  dos  compostos
flavonidicos, foi realizado um decocto por 2
minutos com 2 g da droga vegetal acrescida de
15 ml de etanol a 75%. Ap6s um minuto, esta
solucdo foi filtrada em papel filtro, para
realizacdo dos testes de Shinoda, Cloreto Férrico
e Hidréxido de Sédio, seguindo metodologia de
Bernardino e Cornélio (2003). A

formagdo respectivamente de precipitados rosa-

Mouco,

avermelhado, amarelo e verde acastanhado ou
violeta indica a presenca de flavonoides nas
amostras pesquisadas.

Os testes acima citados também foram
realizados a partir da preparagdo de um decocto
aquoso das folhas de Plantago major, visto que
os flavonoides sdo considerados um dos
principais metabdlitos secundarios responsaveis
pela acdo antibacteriana.

Para dos

identificacdo glicosideos

antraquinénicos foi realizada a Reagdo de
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Borntrdeger com solugdo de hidréxido de sodio,
onde a formacéo de coloracdo rdsea, vermelha ou
violeta indica resultado positivo (SIMOES et al.,
2017). Foi pesado 1 g da droga vegetal e
adicionado 20 ml de etanol a 75% seguido de
aguecimento por 2 minutos em banho maria e
filtracdo em papel filtro.

Para avaliacdo da presenca de saponinas
nos extratos foi realizada uma decoccdo com
20mL de agua e 2g da droga vegetal, deixando
ferver por 3 minutos, seguido de filtracdo em
papel filtro. Em seguida, foi realizado o Teste
Qualitativo de espuma de acordo com as
indicacOes de Simdes et al. (2017). A adigédo de
gotas de solucdo de acido cloridrico é utilizada
como confirmatério da presenga  deste
metabolito.

Os taninos foram avaliados pela reacéo
de gelatina a 2,5% de acordo com a metodologia
descrita por Mouco, Bernardino e Cornélio
(2003). Foram pesados 2 g da droga vegetal e
adicionado 40 ml de agua destilada, deixando-a
ferver por 10 minutos seguido de filtracdo em
papel filtro. A formacgdo de precipitado branco
quando acrescentada 2 gotas de solugdo de
gelatina 2,5% em cloreto de sbédio 5% é
indicativo da presenga de taninos na amostra.

Igualmente, foi preparado um decocto
com solucéo hidroalcoolica (50:50) das folhas de
Plantago major, visto que, assim como O0s
taninos  séo

flavonodides, o0s importantes

metabdlitos para a acdo antibacteriana.

3.3 Avaliacdo antibacteriana

De acordo com informagdes contidas no
Memento Fitoterdpico (BRASIL, 2016), o cha
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para consumo de Plantago major L. deve ser
preparado por infusdo, utilizando-se cerca de 6 —
9 g das folhas da planta para cada 150 mL de
agua a 80°C.

Assim, para a avaliagio da acéo
antibacteriana das folhas da tanchagem foram
preparados infusos aquosos na concentracdo de
6% 3%

concentracdo) e 12% (dobro da dose usual). O

(concentracdo usual), (metade da
extrato hidroalcodlico (50:50) foi preparado
segundo a metodologia proposta por Ventura et
al. (2016), por maceragdo por sete dias, com
agitacdo diaria e protegido de radiacéo solar nas
mesmas concentragOes preparadas para o extrato
aquoso (3%, 6% e 12%).

Para a

verificagdo do potencial

antibacteriano foi realizada a técnica de
Perfuracdo em Agar, em triplicata, de acordo
com as especificacbes do CLSI (2014), atraves
da remogdo do meio de cultura sélido com a
utilizag&o de cilindros de 6-8 mm de didametro.

Apbs, foi inoculada suspensdo bacteriana
a 0,5 da escala de Macfaland (1,5 x 108 UFC/mL)
em placas contendo o meio de cultura Agar
Mueller Hinton.

Em seguida, foi realizada aplicacdo de
200 pL dos extratos da planta e dos controles
negativos. As placas foram incubadas em estufa
por 24 ha 35 °C.

As cepas utilizadas foram Escherichia
Coli ATCC 29922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 28753 e Staphylococcus aureus ATCC
29923.

Foram utilizadas como controle negativo
agua estéril para os infusos aquosos e solucéo
hidroalcodlica (50:50) para as amostras obtidas

por maceragdo e como controles positivos, discos
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de penicilina, ampicilina e cefepima para S. pesquisa realizada por Samuelsen (2000) e

aureus, E. coli e P. aeruginosa, respectivamente. Ventura et al. (2016).
A leitura foi realizada através de luz com Tabela 1 - Avaliacdo fitoquimica dos extratos das
o i . L folhas de Plantago Major L. Bagé/RS, 2017.

utilizacdo de régua milimetrada para a avaliagdo Metabolitos Resultado

da agéo antibacteriana através dos diametros dos Alcaloides *
Antragquinonas -

halos de inibic&o. Flavonoides +
Saponinas +
Taninos +

4. RESULTADOS E DISCUSSAO Legenda: (+) indicativo de presenca; (-) indicativo de
auséncia

Fonte: Autores

Foram realizados os testes fitoquimicos - -
Para cada metabdlito secundéario

em triplicata para cada metabolito secundario avaliado ha uma diferente metodologia aplicada.

pesquisado. De acordo com o0s resultados . . x
Nos testes realizados para alcaloides, sdo

expostos na Tabela 1, verificou-se reacdo . . . e
realizados extratos com acido cloridrico; para

positiva para 0s metabolitos alcaloides, . . -
antraquinonas e flavonoides, extrato etandlicos

flavonoides, saponinas e taninos e resultado 0 . .
75% e para saponinas e taninos empregam-se

negativo para antraquinonas.
extratos aquosos.

Estes resultados qualitativos estdo de . . . x
Visto que os flavonoides e taninos séo

acordo com o Memento Fitoterapico (BRASIL, . o -
considerados 0s principais responsaveis pela

2014), onde se afirma que o extrato das folhas de acdo antibacteriana dos extratos de Plantago

Plantago major L. possuem compostos fendlicos . . A
major, foram realizados para ambos a verificagdo

em geral como flavonoides e taninos, além de . .
nos dois tipos de extratos (aquoso e

alcaloides e saponinas. lgualmente, o resultado . - . N
hidroalcodlico). Apenas o infuso aquoso ndo

negativo, indicativo de auséncia, para 0s . .
apresentou resultado positivo para taninos,

licosideos antraquinbGnicos sdo  também
9 q conforme mostra a Tabela 2.

reforcados pela literatura, de acordo com

Tabela 2 - Avaliacdo fitoquimica dos extratos das folhas de Plantago major L. para os metabdlitos flavondides e
taninos. Bagé/RS, 2017.

Metabolitos Extrato aquoso Extrato Hidroalcoolico
Flavonoides + +
Taninos - +

Legenda: (+) indicativo de presenca; (-) indicativo de auséncia
Fonte: Autores

Igualmente aos resultados qualitativos Para avaliagéo do potencial
aqui encontrados, Samuelsen (2000), Blanco; antibacteriano de extratos das folhas de Plantago
Sabdrio e Garro (2008) e Ventura et al. (2016), major L. foi utilizada a técnica de Perfuragdo em
citam que o extrato hidroalcodlico das folhas de Agar com 200 pL de cada amostra, obtendo-se
Plantago major L. apresenta resultado positivo assim as seguintes concentracdes: 60ug/mL
para flavonoides e taninos. (infuso e macerado a 3%), 120 pg/mL (infuso e
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macerado a 6%) e 240ug/mL (infuso e macerado

a 12%). Os resultados das medidas dos halos

formados estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo antibacteriana dos extratos das folhas de Plantago major. Bagé/RS, 2017.

Staphylococcus aureus

H,0 H,0:0H
60 pg/mL = 18 mm
120 pg/mL - 20 mm
240 pg/mL + 22 mm

Controle negativo - -

Controle positivo 40 mm

Escherichia coli
H,0

Pseudomonas aeruginosa

H,O:0H H,0O H,O:0H
- - 7 mm
- - 8 mm
- + 9 mm
18 mm 32mm

Legenda: H,O: infuso aquoso; H,O:OH: macerado hidroalcodlico; (-) auséncia de inibicdo; (+) diminuicdo da

densidade bacteriana
Fonte: Autores

Através da analise da Tabela 3, verifica-
se que as concentragdes das amostras e 0 método
e veiculos extratores utilizados interferiram nos
resultados finais.

Os extratos das folhas da tanchagem
apresentaram atividade antibacteriana para as
cepas de S. aureus e P. aeruginosa, visto que
conseguiram diminuir a densidade bacteriana
(demonstrada na tabela 3 através do sinal + para
S. aureus e P. aeruginosa, ambas na
concentragdo de 240 [1g/mL) ou até mesmo

inibir o crescimento destas, com formagéo de

halos de inibicdo, para ambos o0s extratos
hidroalcodélicos. Nenhum dos extratos utilizados

apresentou atividade antimicrobiana frente a

bactéria Escherichia Coli, uma bactéria gram-
negativa, independentemente da concentragdo ou
método de extracdo. Igualmente, Neto (2004),
em estudo com extrato hidroalcodlico de P.
major ndo encontrou inibicéo frente E. Coli.

Ao observar a Tabela 3, pode-se afirmar
que os macerados hidroalcodlicos foram ativos

frente S. aureus e P. aeruginosa (bactérias gram-
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positiva e gram-negativa respectivamente) e que,
de acordo com o aumento da concentracéo,
houve também um maior halo de inibig&o.

Porém, quando testados os infusos
aquosos das folhas da tanchagem, verifica-se a
ndo inibicdo do crescimento bacteriano, apenas
uma diminuicdo da densidade bacteriana com a
maior concentragdo (240 [g/mL).

Dados semelhantes aos achados nesta
pesquisa também foram citados em diferentes
pesquisas. Samuelsen (2000) relata atividade
antibacteriana da tanchagem frente a S. aureus
em extratos metandlicos e etandlicos a 50% e
70%. Extratos aquosos das folhas de Plantago
major foram avaliadas por Ventura et al. (2016)
e ndo demonstraram formacgdo de halo quando
testadas em S. aureus. Duarte et al. (2006)
relatam atividade antibacteriana da planta para
bactérias gram-positivas (S. aureus), e gram-
coli, Salmonella

negativas  (Escherichia

typhimurium e Pseudomonas aeruginosa),
entretanto, utilizando a planta inteira e néo
somente as folhas, como neste estudo. Isto pode
inferir que as substancias ativas podem estar
presentes em outros locais da planta e, com isso,

mostrando acéo frente a E. coli.
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A diferenca de resultados entre 0s
diferentes solventes e métodos de extracdo pode
ser explicada pelos resultados encontrados na
analise fitoquimica, visto que nos extratos
aquosos ndo foram encontrados taninos. Estes
metabolitos, juntamente com os flavondides, de
acordo Ventura et al. (2016), sdo os principais
responsaveis por suas acbes farmacoldgicas
como a acdo antibacteriana.

As pesquisas relacionadas a acdo
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 mecanismos de acdo: pela inibicdo de
acidos nucleicos exercida particularmente por
flavonoides com hidroxilagdo no anel B e pela
inibicdo das fungdes da membrana celular
(VENTURA et al., 2016; SIMOES et al., 2017).

Os taninos sdo compostos fendlicos
encontrados em diversas partes das plantas como
folhas, frutas e raizes, suas

casca, caule,

propriedades antimicrobianas presentes na
maioria de alimentos de origem vegetal tém sido
relatadas agindo afetando o crescimento
bacteriano e viral de diversas formas como, a
inibicdo de enzimas extracelulares e a
fosforilacdo oxidativa (SIMOES et al. 2017).

Esse metabolito foi um dos encontrados
no macerado hidroalcodlico das folhas do
Plantago major L., possibilitando possivelmente
a sua acdo antibacteriana.

Cordeiro (2006) relatou a utilizacdo de
gel dentifricio no tratamento de doencas
periodontais, sendo este gel composto por uma

mistura de extratos vegetais a 12% (p/p),
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apresentando extrato hidroalcodlico das folhas
de Plantago major L. Os dados apontaram para
uma significativa reducdo do indice de placa,
guando utilizado o gel dentifricio contendo
extratos vegetais da tanchagem, observou
também a reducdo de sangramento gengival.

De acordo com Samuelsem (2000) as
folhas de

tradicionalmente empregadas como atividade de

Plantago major L. tém sido
cura de feridas. Entretanto, sabe-se que nao
necessariamente, apenas um Gnico composto é
responsavel para este efeito, podendo ser devido
a varios compostos gque atuam de forma sinérgica

possuindo atividade antibacteriana.

CONSIDERAGCOES FINAIS

A partir dos dados obtidos, conclui-se
que a relagdo entre os métodos extrativos empre-
gados e os solventes estabelecidos mostrou apre-
sentar variagdo na agdo antibacteriana, fato este
gue pode estar associado aos diferentes metabdli-
tos extraidos, muitas vezes essenciais para o efei-
to desejado.

O uso popular do macerado hidroalco6-
lico desta planta medicinal pode aqui ser justifi-
cado, uma vez que a bactéria S. aureus, por fazer
parte da microbiota da pele, est4 associada a in-
fecgOes como septicemia, bacteremia, endocardi-
te, placa dental e gengivites, entre outras, refor-
cando Plantago major L. como uma possivel
candidata a obtenc&o de um novo fitoterapico.

Os resultados demonstrados reforcam a
importancia do estudo da utilizacdo de plantas
medicinais na clinica, mesmo ndo sendo encon-

trada nesta pesquisa acdo antibacteriana nos in-
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fusos aquosos da planta nas concentracBes aqui
testadas.

Entretanto, devem ser realizadas novas
pesquisas com demais concentracgdes, visto que a
medida que as mesmas foram aumentadas, a ini-
bicdo do crescimento bacteriano igualmente ex-

pandia.
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