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RESUMO

A multirresisténcia a antibioticos devido ao uso irregular pela populacdo tem sido um dos
principais perigos da saude publica. Tendo em vista esse problema, a busca por meios
alternativos para o tratamento das infec¢Ges tem levado ao estudo de plantas utilizadas na
medicina popular com base no conhecimento empirico, como por exemplo, a Aristolochia
esperanzae Kuntze. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antimicrobiano
utilizando seis extratos dos solventes de hexanico, de acetato de etila e metanolico do caule e
da folha da A. esperanzae sendo realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo na
concentracdo de 1000pg/mL, frente a oito microrganismos (quatro bactérias Gram-negativas,
duas Gram-positivas e duas leveduras). Os extratos que apresentaram melhor atividade
antimicrobiana foram o extrato hexanico de caule, o extrato hexanico de folhas e o extrato
acetato de etila de folhas; e os microrganismos que apresentaram melhor suscetibilidade aos
extratos testados foram a Escherichia coli e a Bacillus cereus tendo seu crescimento inibido

por cinco extratos, e a Candida tropicalis tendo seu crescimento inibido por quatro extratos.

Palavras-chave: Extrato vegetal. Atividade antimicrobiana. Planta medicinal.



ABSTRACT

The multi-resistance to antibiotics due to misuse by the population has been a major public
health problem. For this reason, several plants used in popular medicine based on empirical
knowledge, such as Aristolochia esperanzae Kuntze, has been study as an alternative method
to treat infections. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial potential of A.
esperanzae by the broth microdilution technique at 1000pg / mL, using six extracts of hexane,
ethyl acetate and methanolic solvents of the stem and the leaf of this plant, tested in eight
microorganisms (four Gram-negative and two Gram-positive bacterias, and two tipes of
yeast). The hexanic extracts of stem, leaf and leaf ethyl acetate extract were more effective
against the microorganisms and Escherichia coli and Bacillus cereus were more susceptible to
extracts tested, being inhibited by five of these extracts, and the growth of Candida tropicalis

was inhibited by four extracts.

Key words: Plant extract. Antimicrobial activity. Medicinal plant.
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1. INTRODUCAO

A multirresisténcia a antibioticos devido ao uso irregular pela populagdo tem
sido um dos principais perigos da saude publica. De acordo com Loureiro et al. (2016),
ndo € incomum que pessoas se automediquem e fagam utilizacdo de antibioticos sem
prescricdo médica, com isso, cepas de bactérias vem adquirindo resisténcia a terapias
medicamentosas, levando a complicagdes no tratamento de pacientes infectados.

A busca por meios alternativos para o tratamento das infecgdes tem levado ao
estudo de plantas utilizadas na medicina popular com base no conhecimento empirico.
A Organizacdo Mundial de Saude (Who, 1998), estima-se que 65-80% da populacdo
dos paises em desenvolvimento dependem das plantas medicinais como Unica forma de
acesso aos cuidados basicos de salde. Assim, espécies de plantas de facil acesso, baixo
custo de produtibilidade e alta eficiéncia tem sido o principal foco de estudos nos
Gltimos anos. Essa grande presenca vegetal faz com que pesquisas e 0 proprio
desenvolvimento de medicamentos se tornem destaque no cenario mundial cientifico
(Yunes et al., 2001; Franca et al., 2008).

A Familia Aristolochiaceae esta inserida na ordem Piperales (Borsch et al.
2005), e as espécies dessa familia possuem sapromiofilia, em que moscas sao atraidas
pelo odor desagradavel de matéria organica frutado a fétido que a planta exala (Judd, et
al. 2009), tornando essa caracteristica exclusiva da familia por seu modo diferenciado
de polinizacdo. A Familia Aristolochiaceae constitui cerca de 650 espécies e
distribuicdo cosmopolita, ocorrendo muito nos climas temperados dos hemisférios norte
e sul, principalmente nos trépicos, onde se concentra sua maior diversidade (Gonzélez,
2012).

Dentre as plantas estudadas, algumas espécies do género Aristolochia merecem
destaque, uma vez que sdo usadas geralmente como abortivos, antiofidicos,
antiasmaticos, expectorantes e em terapias de emagrecimento com base no
conhecimento empirico e medicina tradicional (Lopes et al., 2001). Essas atividades
bioldgicas tém sido relacionadas a presenca de constituintes quimicos como a presenga
de terpendides, liganoides, alcanoides, alcamidas e derivados fendlicos (Lopes et al.,
2001).

A Aristolochia esperanzae, também conhecida popularmente por papo-de-peru,
cachimbo-de-turco e mil-homens, no Brasil é mais frequente no cerrado no Estado de

Sdo Paulo (Capellari Jr 1992), pertencente ao género Aristolochia, é caracterizada por



ser uma planta herbacea, trepadeira, com folhas alternadas membranosas orbiculares-
reniformes, estipulas amplas, flor zigomorfa com perianto formando um grande papo
encimado por tubo bilabiado, sendo este formado por numerosos pelos em seu interior
(Ferri, 1969).

Publicagbes anteriores sobre Aristolochia esperanzae Kuntze descrevem o
estudo fitoquimico do caule que resulta no isolamento de dez compostos, sendo:
asarinina (1), acido pupolifolico (2), acido 2-oxo-pupolifélico (3), acido aristoléquico Il
(4), aristolactama All (5), aristolactama Ala (6), (8R,8 R, 9S)-cubebina ou B-cubebina
(7), é&cido aristoloquico 1 (8), sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (9) e estigmastan-
3,5,22-trieno (Pacheco et al., 2010), na qual estes compostos podem estar relacionados
com as atividades antimicrobianas da espécie. Entretanto, sdo poucos os estudos em
busca de principios bioativos antimicrobianos de Aristolochia esperanzae e por isso,
essa espécie vem sendo alvo dos pesquisadores.

Tendo em vista o cenario de producdo de medicamentos, ha um interesse por
alternativas naturais que sdo de conhecimento e uso popular. O presente trabalho tem
por objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do caule e da folha da A. esperanzae, a

fim de contribuir com a busca de novas pesquisas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos do caule e da folhas de

Aristolochia esperanzae Kuntze.

2.2 Objetivos Especificos
e Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos hexanico, acetato de etila e
metandlico do caule e das folhas de Aristolochia esperanzae Kuntze, através do
teste de microdiluicho em caldo contra 0os microrganismos: Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis,
Bacillus cereus,Staphylococcus aureus, Candida albicans e Candida tropicalis;

e Auvaliar qual dos extratos apresentou melhor eficiéncia em seus resultados.
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3. METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

As amostras de Aristolochia esperanzae foram coletadas em janeiro de 2017 no
Horto de Plantas Medicinais da UFGD, Dourados-MS. A planta serd depositada no
Herbéario do Museu de Biologia Prof. Mello Leitdo (MBML) na cidade de Santa Tereza-
ES, que sera identificada pelo doutorando Joelcio Freitas, para a confirmacdo do
numero de referéncia da exsicata da espécie.

O numero de autorizagdo do IBAMA realizar o cultivo e coleta no Horto de
Plantas Medicinais na UFGD é: 51842 e o0 numero de registro do Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimdnio Genético (SISGEN) para realizar atividades de acesso ao
patriménio genético e conhecimento tradicional é: AC96E87.

3.2 Preparo dos extratos

As etapas de extracdo foram realizadas por maceracdo. Folhas e caules foram
lavados e secos em estufa por 48 horas a 50°C e individualmente extraidos com hexano,
acetato de etila e metanol, sucessivamente.

Foram realizadas duas extragdes com cada solvente organico, sendo considerada
uma proporcao de (m/v) de 10%, ou seja, o tempo de cada etapa extrativa foi de 7 dias.
Seis extratos foram obtidos: extrato hexanico do caule (E1), extrato hexanico de folhas
(E2), extrato acetato de etila do caule (E3), extrato acetato de etila de folhas (E4),

extrato metandlico do caule (E5) e extrato metanolico de folhas (E6).

3.3 Microrganismos

Para a realizagcdo dos ensaios foram utilizadas cepas de oito microrganismos
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA),
sendo elas separadas em grupos, como as Gram-negativas: Enterobacter aerogenes
(ATCC 13048), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883) Salmonella enteritidis (ATCC 13076); as Gram-positivas: Bacillus cereus
(ATCC 11778), Staphylococcus aureus (ATCC 25923); e as leveduras: Candida
albicans (ATCC 928) e Candida tropicalis (ATCC 750).
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3.4 Atividade antimicrobiana

3.4.1 Preparo do indculo

Para o preparo do indculo, as bactérias foram reativadas em caldo Mueller
Hinton e cultivadas em agar Mueller Hinton durante 24 horas a 37°C. A concentracao
do indculo foi estabelecida para 1,5x 10® UFC/mL, utilizando uma absorbancia de 0,8 a
1 em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625nm.

Para o preparo do in6culo fangico, as leveduras foram reativadas em caldo
Sabouraud-dextrose e cultivadas em agar Sabouraud-dextrose durante 48 horas a 35°C.
A concentracdo do indculo foi estabelecida para 2,5x10° UFC/mL, utilizando o

comprimento de 530nm e transmitancia de 90% no aparelho de espectrofotdmetro.

3.4.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos, foi realizada utilizando
microplacas de 96 pogos, nas quais foram adicionados 100 uL de caldo Mueller-Hinton
(para bactérias) ou, 100 pL de caldo Saboroud-dextrose (para leveduras) ¢ 100 pL da
solucédo de cada extrato na concentragao de 1000pg/mL. Também foram adicionados 10
uL de inoculo padronizado nos ensaios com bactérias e 100 uL de inoculo nos ensaios
para leveduras. Como controle positivo foi utilizado o meio e o indculo e como controle
negativo o meio e o extrato.

As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C durante 24
horas para bactérias e a 35°C durante 48 horas para leveduras. Transcorrido o tempo de
incubacdo, determinou-se a atividade antimicrobiana de leveduras pela leitura visual e a
atividade antimicrobiana de bactérias através da aplicacdo de 50 uL de solucdo aquosa
esteril de cloreto de trifeniltetrazolio 0,5% (TTC) em todos os pogos por 3 horas. Os
pogos que apresentaram coloragdo avermelhada, indicam que ha atividade metabdlica
dos microrganismos e portanto, o0 extrato ndo possui atividade antimicrobiana nessa

concentragéo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de A. esperanzae foi
realizada pela técnica de microdiluicao.

A tabela 1 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos
hexanico, acetato de etila e metandlico do caule e de folhas de A. esperanzae para

bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e leveduras.
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TABELA 1.Resultado da atividade antimicrobiana dos extratos do caule e de folhas de Aristolochia
esperanzae Kuntze.

Microrganismos El E2 E3 E4 ES5 E6
E. aerogenes 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
E. coli 1000 1000 1000 1000 1000 >1000
K pneumoniae 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
S. enteritidis >1000 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
B. cereus 1000 1000 1000 1000 >1000 1000
S. aureus >1000 1000 >1000 1000 >1000 1000
C. albicans >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
C. tropicalis 1000 1000 >1000 1000 >1000 1000

Legenda: E1: Extrato Hexanico do caule; E2: Extrato Hexanico de folhas; E3: Extrato Acetato de Etila do caule; E4: Extrato
Acetato de Etila de folhas; E5: Extrato Metanélico do caule; E6: Extrato Metandlico de folhas.
Fonte: do préprio autor

Os extratos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana em relacdo aos
demais, foram: o extrato hexanico do caule, inibindo o crescimento de cinco
microrganismos (E. aerogenes, E.coli, K. pneumoniae, B. cereus e C. tropicalis), o
extrato hexanico de folhas, inibindo o crescimento de cinco microrganismos (E. coli, S.
enteritidis, B. cereus, S. aureus e C. tropicalis) e o extrato acetato de etila de folhas,
inibindo o crescimento de quatro microrganismos (E.coli, B. cereus, S. aureus e
C.tropicalis).

Os microrganismos que apresentaram maior sensibilidade aos extratos testados
em relacdo aos demais, foram: a E. coli, sendo suscetivel a cinco extratos (hexanico do
caule, hexanico de folhas, acetato de etila do caule, acetato de etila de folhas e
metanolico do caule), B. cereus, sendo suscetivel a cinco extratos (hexanico do caule,
hexanico de folhas, acetato de etila do caule, acetato de etila de folhas e metandlico de
folhas) e a C. tropicalis, sendo suscetivel a quatro extratos (hexanico do caule, hexanico
de folhas, acetato de etila de folhas e metandlico de folhas).

Como esperado, nossos resultados indicam que as bactérias Gram-negativas sao
mais resistentes do que as Gram-positivas aos extratos testados, visto que ndo houveram
resultados promissores aos testes em bactérias Gram-negativas, tal fator pode ser
deduzido as suas diferencas de composicdes morfoldgicas que garantem melhor defesa
contra agentes externos.

A parede celular das bactérias Gram-negativas é mais resistente, embora menos
espessa do que a parede das bactérias Gram-positivas, que possui maior quantidade de

peptideoglicano.As bactérias Gram-negativas apresentam, na parede celular, uma
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membrana externa exclusiva desse tipo de bactéria, que contém lipopolissacarideos e
fosfolipideos adquirindo, portanto, maior resisténcia. Além disso, ha a presenca de
porinas, que sdo proteinas com funcéo seletiva para a passagem de moléculas pequenas
(AVILA, 2008).

Estudos epidemioldgicos desenvolvidos identificaram o0s principais agentes
etioldgicos de toxinfeccBes alimentares, sendo eles: Salmonella spp, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Escherichia coli (Germano & Germano, 2011). Dentre os
diversos patdgenos que estdo envolvidos em toxinfecgdes e problemas relacionados ao
uso de alimentos contaminados, destacamos a Escherichia coli (Gram-negativa) e
Bacillus cereus (Gram-positiva) por apresentarem resultados promissores frente aos
testes.

Escherichia coli é um dos principais agentes etiol6gicos frequentemente isolados
em casos de diarréia no homem e em diferentes espécies de animais (Holland, 1990),
existindo quatro classes distintas, como a E.coli enteropatogénica (EPEC), E.coli
enterotoxigénica (ETEC), E.coli enterohemorragica (EHEC) e E.coli enteroinvasiva
(EIEC) (Carneiro, 2008).

Escherichia coli enterotoxigénica é o caso mais comum, principalmente em
paises em desenvolvimento, sendo capazes de aderir a mucosa do intestino delgado e
produzir toxinas resultando em diarreia aquosa, febre baixa, célicas abdominais, fadiga
e nauseas, surgindo cerca de 8 a 44 horas apos o consumo do alimento contaminado e
tem duracdo média de 3 a 19 dias (Cangem, 2011; Svennerholm 2011).

Bacillus cereus € uma bactéria termo-resistente encontrada principalmente em
cereais e carnes, sendo também responsavel por doencas de origem alimentar, causando
vOmito e diarréia. (Takahashi, et al. 2006). A patogenicidade do B. cereus esta
associada a capacidade de producédo de toxinas, sendo elas: enterotoxinas, hemolisinas,
fofolipase C e toxina emética (Granum, 1994) e sendo dividida em sindrome diarreica
ou sindrome emética.

A sindrome diarreica é uma toxinfeccdo alimentar causada pela ingestdo de
alimentos que contenham células vegetativas do Bacillus cereus, seguida da colonizagédo
do ileo e producdo da toxina no proprio organismo, resultando sintomas como nausea,
dores abdominais e fezes aquosas (Milagres, 2004). A sindrome emética causada pelo
Bacillus cereus costuma ser mais grave, sendo desencadeada pela ingestdo da toxina
pré-formada em alimentos que tenham sofrido abuso de temperatura no armazenamento,

permitindo a germinacdo dos enddsporos e sua proliferacdo (Milagres, 2004).
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As doencas transmitidas por alimentos, devido a ingestdo de alimentos
contaminados por bactérias, estdo se ampliando cada vez mais, demonstrando que ha a
necessidade de criagdes de estratégia para seu controle e minimizacdo (Tondo & Bartz,
2011). Vérios fatores contribuem para a emergéncia dessas doencas, dentre elas estdo: o
aumento da populagdo; o processo de urbanizagdo desordenado; a necessidade de
producdo de alimentos em grande escala e o deficiente controle dos 6rgdos publicos e
privados a qualidade dos alimentos ofertados as populagdes (Brasil, 2010).

A resisténcia fungica apresentada nos testes estd interligada ao processo de
selecdo natural e adaptacdo, sendo diretamente influenciada ao uso incorreto de
antifangicos (Panizzo, et al. 2000). Esse contexto pode ser visto de acordo com Souza
(2006), sendo a C. albicans a espécie mais isolada de diferentes sitios anatdmicos,
aderentes a diferentes tipos de epitélios e que nos testes ndo apresentou inibicdo a
nenhum extrato testado.

Conforme Silva et al. (2002), a C. tropicalis € um potencial agente oportunista
em pacientes neutropénicos, sendo um dos principais agentes da candidemia, sendo
frequente em hospitais brasileiros, sendo a segunda espécie mais comumente isolada. A
infeccdo por esse agente pode ocorrer em pacientes de todas as idades, mas acomete
pacientes adultos e idosos com maior frequéncia (Nucci et al., 2007).

Levando em consideracdo o uso extenso da medicina alternativa e conhecimento
popular, nossos resultados promissores da a¢ao antimicrobiana dos extratos hexanico de
caule, hexanico de folhas e acetato de etila de folhas de Aristolochia esperanzae frente a
E.coli, B. cereus e C. tropicalis - bactérias Gram negativa, Gram positiva e um fungo do
tipo levedura - podem estar interligados aos estudos prévios aos compostos fitoquimicos
do caule da espécie que resultou no isolamento de dez compostos, indicam a
necessidade de novos testes com novas taxas de concentragdo inibitéria minima e que
podem contribuir na producdo de farmacos, na conservagdo e preservacao de alimentos

e no tratamento de pacientes debilitados.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo colaborou para a ampliacdo dos conhecimentos a respeito da
atividade antimicrobiana dos extratos hexanico, de acetato de etila e metandlico de A.
esperanzae, que trata-se de uma espécie vegetal ainda ndo referenciada em publicacdes
cientificas mas que demonstraram ter potencial promissor para novos estudos e possivel

aplicacdo antimicrobiano de origem natural na producéo de farmacos ou em produtos
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alimenticios. Novos estudos necessitam ser realizados, aperfeicoando a concentracao
feita nos testes do constituintes fitoquimicos das plantas para avaliacdo das atividades

do potencial antimicrobiano e aprimoramento de resultados.
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