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REsumMo

A espécie Chamomilla recutita L., conhecida popularmente por camomila, camomila-dos-alemaes ou
matricaria, é uma planta herbacea anual, aromatica, pertencente a famfilia Asteraceae. Neste trabalho, o
extrato metandlico de camomila teve sua atividade antioxidante determinada pelo método do sequestro
do radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"), apresentando CI50 de 13,7 £ 1,0pg/mL. A atividade
antimicrobiana foi avaliada pelo teste de microdiluigdo em caldo para determinagido da concentra¢ao
inibit6ria minima (CIM) contra sete cepas de microorganismos. Os microorganismos mais sensiveis ao
extrato foram Bacillus cerens (CIM = 0,625 mg/mL), Pseudomonas aernginosa (CIM = 1,25mg/mL)
e Cryptococcus neoformans (CIM = 0,156mg/mL). A concentracio bactericida minima (CBM) foi de
0,625mg/mL para B. cereus e de 5,0mg/mL para P. aernginosa. Este trabalho relata, pela primeira vez,
a atividade anticriptocdcica do extrato metandlico de camomila e mostra que, apesar de extensivamente

estudada, ainda existem novas propriedades biolégicas que podem ser identificadas para a camomila.
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1 INTRODUCAO

Chamomilla  recutita,
a familia Asteraceae, ¢ uma erva anual originaria
da Europa e de algumas regides da Asia. No
Brasil, apresenta diversas denominagbes, entre
elas, camomila-da-alemanha, macela, matricaria,

A espécie pertencente

camomila-dos-alemaes, camomila-vulgar,
macanilha, camomila, camomila-romana, camomila-
comum, camomila-verdadeira, camomila-legitima
(PANIZZA, 1997). Seus capitulos florais sao
utilizados para varios fins terapéuticos devido as
diversas propriedades farmacoldgicas que seus
principios ativos possuem (ALBUQUERQUE et
al.,, 2004; ALMEIDA, 1993; ALVES et al., 2010;
BALME, 1978; CARVALHO, 2004; DUARTE etal.,
2011; LORENZI; MATOS, 2002; SRIVASTAVA;
SHANKAR; GUPTA, 2010; TESKE; TRENTINI,
1997). Eles contém 6leos essenciais compostos por
terpenos (A-bisabolol, camazuleno, 6xido bisabolol
A e 6xido bisabolol B), flavondides (apigeninas,
apigenin-glucosideos e luteolinas), bem como
outras substincias organicas (acidos organicos,
cumarinas e colinas) (RODRIGUEZ et al., 1996;
SILVA JUNIOR, 2003; TESKE; TRENTINI,
1997). Portanto, a analise do desenvolvimento
de capitulos florais de camomila é de extrema

importancia, devido a presenca, nestas estruturas,
de tricomas glandulares peltados que contém o
Oleo essencial. Para contribuir com os estudos
realizados, os objetivos desse trabalho foram
avaliar as atividades antimicrobiana e antioxidante
do extrato metandlico obtidos dos capitulos florais
de Chamomilla recutita.

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo do presente estudo, foram
realizadas as etapas descritas em seguida.

2.1 Coleta e identificagio da planta

Os capitulos florais da camomila foram coletados
em Juiz de Fora, Estado de Minas Gerais, Brasil,
em dezembro de 2007. Uma exsicata (CES] 47435)
foi depositada no herbario Leopoldo Krieger da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

2.2 Preparagio do extrato

O material coletado foi seco em estufa com
circulagio de ar a 40 °C. Posteriormente, 100g
deste foram pulverizados e extraidos com metanol
por maceragdo estatica. Apds 24h de contato,
a temperatura ambiente, a mistura foi filtrada e
o processo repetido duas vezes utilizando-se o
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mesmo solvente. O extrato foi concentrado a
pressdo reduzida, utilizando evaporador rotatério,
e mantido sob refrigeracdo até a realiza¢io dos
ensaios biologicos.

2.3 Microorganismos

Os microorganismos testados foram
Staphylococcus aurens (ATCC 6538),
Escherichia — coli  (ATCC  105306),  Salmonella
enterica  sorovar Typhimurium (ATCC 13311),
Shigella  sonnei  (ATCC  11060),  Klebsiella
pneumoniae  (ATCC  138606),  Bacillus  cereus
(ATCC 11778), Psendomonas aeruginosa

(ATCC 15442), Candida albicans (ATCC 18804)
e Cryptococcus neoformans (ATCC 32608).

2.4 Atividade antimicrobiana in
vitro

Determinagio da concentracao inibitéria
minima (CIM) e concentracao bactericida minima
(CBM):

O ensaio de susceptibilidade em microdilui¢ao
em caldo foi realizado utilizando o método descrito
pela NCCLS (NATIONAL COMMITTEE FOR
CLINICAL LABORATORY STANDARDS)
para determinacio do CIM (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS, 2002; NATIONAL COMMITTEE
FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS,
2003). Os testes foram realizados utilizando caldo
Mueller-Hinton (MHB) para bactérias e RPMI-1640
para fungos. Cepas de bactérias foram cultivadas
“overnight” a 37°C por 24h em agar Mueller
Hinton e as cepas de fungos a 35°C por 48h em
agar Sabouraud Dextrose. Dilui¢des sucessivas de
5,0 2 0,039mg/mL do extrato foram preparadas em
microplacas de 96 pocos. Para isso foram utilizadas
solugoes estoque de 25mg/mL em DMSO 1%.
Foram transferidos 80uL dessa solu¢ao para as
microplacas, que ja continham 100uL de meio de
cultura. Para completar o volume final de 200ul,
foram adicionados 20ul de inéculo (108 unidades
formadoras de colonias (CFU/mL), de acordo
com a escala turbidimétrica padrao de McFarland).
As placas foram incubadas a 37°C por 24h para
bactérias, a 35°C por 48h para C. albicans ¢ a
35°C por 72h para C. neoformans. Os mesmos
testes foram realizados simultaneamente com os
controles (MHB ou RPMI-1640 + microrganismo
e MHB ou RPMI-1640 + extrato). Cloranfenicol e
a anfotericina B foram utilizados como substancias
de referéncia nas concentracdes de 500 a 0,24ug/
mL e de 10 a 0,002ug/mlL, respectivamente. Apds
o periodo de incubacdo foi realizada a analise das
placas. Os testes foram realizados em triplicata.

A CIM foi calculada como a menor diluicdo que
apresenta completa inibicao da cepa testada.

Para a determinagdo da CBM, uma aliquota de
10uL foi retirada dos pocos que ndo apresentaram
crescimento microbiano visivel e
superficie do agar Muller-Hinton. Apés 24h de
incubacio a 37°C, a CBM foi definida como a
menor concentra¢cdo do extrato capaz de causar a
morte do inéculo. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

semeada na

2.5 Atividade antioxidante

Para determinacio da atividade antioxidante
do extrato, foi utilizado o método do DPPH
(GOVINDARAJAN et al., 2003). O extrato foi
solubilizado em metanol (1,0 mg/mL) e a solugido
diluida em solu¢io metandlica do radical DPPH-
(50p.mol/L) nas concentracoes de 250 2 0,49ug/mlL.
O branco foi preparado com cada concentragao do
extrato e metanol. Como controle negativo foram
utilizados metanol ¢ DPPH. Rutina e a-tocoferol
foram utilizados como controle positivo. Apos 30
minutos de incubagio, a temperatura ambiente e a0
abrigo da luz, a leitura foi entdo realizada a 517nm
em leitor de microplacas.

Os resultados foram expressos em CI50, que é
a concentracao do extrato necessaria para reduzir
em 50% a concentracio inicial do DPPH, calculado
pelo programa estatistico Grafit5 (Erithacus
Software Ltd., Hotley, U.K).

3 RESULTADOS

O estudo apresentou os seguintes resultados.

3.1 Atividade antimicrobiana

Os valores de CIM do extrato metandlico de

camomila para as cepas testadas estdo apresentados
na Tabela 1.
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TaBELA 1

Concentracdo inibitoria minima do extrato mefandlico de camomila

Concentra¢io inibitéria minima

Microorganismos Extrato Anfotericina  (ug/ml.) Cloranfenicol
(mg/ml) Yg/mB(Yg/ml) (ug/mL)

Candida albicans 2,5 0,39 _
Cryptococeus neoformans 0,156 0,78 _
Bacillus cerens 0,625 _ 39
Escherichia coli 2,5 _ 15,6
Klebisiella pnenmoniae 5,00 _ 0,98
Salmonela Thyphi 5,00 . 0,98
Shigella sonnei 5,00 _ 0,98
Staphylococcus anrens 5,00 _ 62,5
Psendomonas aernginosa 1,25 _ 15,6

Fonte — Os autores (2012).
A CBM foi calculada para as duas cepas mais e moderada atividade contra B. cerens e P

sensiveis. Para P. aeruginosa a CBM foi de 5,0mg/
mL e para B. cereus foi de 0,625mg/mL.

3.2 Atividade antioxidante

O CI50 obtido para a amostra de camomila foi de
13,7 £ 1,0ug/mL. O CI50 para o a-tocoferol foi de
0,97 + 0,13pg/mL e para a rutina 2,5 £ 1,8ug/ml.
Quanto menor o valor do CI50, maior sera a atividade
antioxidante, pois uma menor concentragio ¢ capaz
de produzir 50% de inibi¢ao do radical livre.

4 DiscUSSAO

O teste de microdiluicio em caldo foi empregado
para se determinar a CIM, que corresponde a menor
concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento
microbiano. Dessa forma, quanto menor o valor da
CIM, maior a atividade antimicrobiana do extrato
contra a cepa testada.

De acordo com Sartoratto e outros (2004), o
extrato apresenta atividade antimicrobiana elevada
quando a CIM vatria de 0,05 a 0,5mg/mL; moderada,
quando entre 0,6 e 1,5mg/ml; e fraca se a CIM for
superior a 1,5mg/mlL. Dentre os microorganismos
testados, C. neoformans foi o mais sensivel. A
atividade antimicrobiana da camomila decresceu

na seguinte ordem: C. neoformans > B. cereus
> P aeruginosa > E. coli, C.  albicans > K
prennoniae, S. Typhimurinm, S.sonnei, S.
anreus.

Dessa forma, a camomila apresentou elevada
atividade antimicrobiana em relacdo ao C. neoformans

aernginosa. Sendo assim, a concentra¢ao bactericida
minima foi determinada para essas duas bactérias.
Nas concentragoes que permitiram o crescimento
bacteriano, o extrato foi considerado bacteriostatico
para P. aeruginosa, visto que inibiu o crescimento,
mas nao causou a morte do microorganismo. Para
B. cereus, todas as concentracoes testadas (5,0; 2,5;
1,25mg/mlL) apresentaram atividade bactericida.
Alguns trabalhos descrevem a acdo antimicrobiana

da  camomila  contra  Streptococcus  mutans,
Streptococcus salivarius, Bacillus subitilis
(CARVALHO, 2004), C.  albicans (SCHULZ;
HANSEL; TYLER, 2004), Staphylococens
epidermides, Salmonella setubal, Micrococens
luteos, Klebsiella — pnenmoniae, — P.  aernginosa,
E. vl (SIMIONATTO, 2004) e S. aureus

(NOGUEIRA; DINIZ; LIMA, 2008; ROMERO et
al., 2005). Entretanto, ndo ha registro na literatura
sobre a atividade anticriptocécica observada neste
estudo. Desta forma, este trabalho descreve pela
primeira vez a atividade da camomila contra o fungo
Cryptococcus constituindo
alternativa terapéutica a ser estudada e desenvolvida.
C. neoformans é uma levedura capsulada que causa
criptococose em pacientes imunocomprometidos.
Hsta doenca ¢ considerada uma importante causa de
mortalidade em pacientes com AIDS em todo o mundo.
A grande incidéncia de criptococose, em decorréncia
do aumento de individuos imunocomprometidos, e
os efeitos colaterais dos fairmacos administrados para

neoformans, uma

o tratamento desta infecgdo, justificam a importancia
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da descoberta de novos antifingicos contra este
microorganismo (PASSOS et al., 2002).

Alguns constituintes da camomila podem ser
citados responsaveis pela sua atividade
antimicrobiana como, por exemplo, o Q-bisabolol
(TESKE; TRENTINI, 1995; RAAL et al., 2012), a
quercetina e a umbeliferona (SOUZA et al., 2006;
SRIVASTAVA; SHANKAR; GUPTA, 2010).

O extrato metandlico de camomila apresentou
significativa atividade antioxidante frente ao radical
DPPH. Os compostos fendlicos constituem um
dos principais grupos de antioxidantes encontrados
nas plantas como, por exemplo, os flavonoides. Sua
atividade antioxidante é garantida pelas propriedades
redox que permitem que eles se comportem como
agentes redutores ou doadores de hidrogénio
(MORAES-DE-SOUZA, 2007). Substancias como
lactonas sesquiterpénicas, flavonoides e alguns taninos
presentes na camomila contribuem para o carater
antioxidante observado (AVALLONE et al., 2000).

O estresse oxidativo, decorrente do desequilibrio
entre a producdo e a degradagio dos radicais livres,
esta relacionado com o aparecimento de varias
doencas, como cancer, doenca de Alzheimer, doenca

como

de Parkinson e algumas cardiopatias. Por isso, ¢
extremamente importante buscar novas fontes de
antioxidantes (VICENTINO; MENEZES, 2007).

5 CONCLUSAO

O extrato metandlico dos capitulos florais de
Chamoniilla
atividade antioxidante em termos de sequestro de

recutita  apresentou significativa
radicais livres do DPPH, atividade antimicrobiana
moderada contra B. cerens ¢ P. aeruginosa e elevada
para C. neoformans. Esse é o primeiro relato da a¢io
anticriptocécica do extrato metandlico dessa espécie.
Além disso, esses resultados mostram que, apesar
de extensivamente estudada, ainda existem novas
propriedades biolégicas que podem ser identificadas

para a camomila.
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Antimicrobial and antioxidant activity of Chamomilla recutita L.

ABSTRACT

The species Chamomilla recutita L., popularly known as camomila-vulgar, camomila-dos-alemies or
matricaria, is an annual aromatic herbaceous plant that belongs to the Astereceae family. In this work,
chamomile metanolic extract had its antioxidant activity determined by the method of DPPH-(2,2’-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) and presented IC50 of 13.7 £ 1.0 ng/mL. The antimicrobial activity of chamomile was
evaluated through the broth microdilution method for determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) against seven strains of microorganisms. The most sensitive microorganisms were Bacillus cereus
(MIC = 0.625 mg / mL), Pseudomonas aeruginosa (MIC = 1.25 mg/ml) and Cryptococcus neoformans
(MIC = 0.156 mg/mL). The minimum bactericidal concentration (MBC) was 0.625 mg/mL for B. cereus and
5.0 mg/mL for P. acruginosa. This work reports for the first time the anticryptococcal activity of chamomile
and shows that although extensively studied, there are new biological properties that could be identified for
chamomile.

Keywords: Chamomile. Chamomilla recutita. Antioxidant. Antimicrobial.
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