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Resumo

A atividade biolégica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa investigacéo, verificando-se um
grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas. Considerando-se que grande parte da populacdo utiliza
plantas com finalidade curativa sem embasamento cientifico, e que grande numero de
microrganismos apresenta resisténcia a antibiéticos, o estudo avaliou a eficacia antimicrobiana de
algumas plantas medicinais in vitro utilizando extratos hidroalcodlicos de Morus nigra; Leonurus
sibiricus L. e Equisetum hyemale L frente a Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Shiguella flexneri e Streptococcus pyogenes, através do método de difusdo em Agar Muller Hinton. O
ensaio de atividade antibacteriana mostrou que 100% (3/3) dos extratos apresentaram algum efeito
inibitério contra pelo menos uma espécie de bactéria.

PALAVRAS-CHAVE: plantas medicinais; antibiose; resisténcia microbiana; antibiéticos; extratos
hidroalcodlicos.

1 INTRODUCAO

Na atualidade, a resisténcia bacteriana € descrita em praticamente todas as
espécies de bactérias (TAVARES, 2000), sendo que o desenvolvimento desta
reacao, além de determinar uma menor eficacia da droga, também representa um
potencial de risco a saude publica (BACCARO et al., 2002).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser determinada por bases nao
genéticas (Levinson; Jawetz, 2005), mas, na maioria das vezes esta relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam diferentes

mecanismos bioquimicos que impedem a acao das drogas (TAVARES, 2000).

AEMS I Rev. Conexdo Eletrénica — Trés Lagoas, MS - Volume 15 — Nimero 1 — Ano 2018.
1896



EONEXAO

ELETRONICA

Nos ultimos anos, a frequéncia de resisténcia microbiana e a associacdo

desta resisténcia com doencas infecciosas graves tém aumentado de forma
progressiva (BOUZADA, 2009; SERPA, 2006), tornando-se crescente o interesse
por compostos antibacterianos de origem natural, uma vez que, grande parte dos
microrganismos tende a desenvolver resisténcia aos antibidticos rotineiramente
utilizados na clinica, por uso excessivo ou até inadequado (BOUZADA, 2009;
MICHELIN, 2005; TORRES, 2008) ocasionando inclusive efeitos indesejaveis pelo
uso abusivo dos medicamentos sintéticos (FETROW; AVILA, 2000).

A atividade biologica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa
investigacdo (DUARTE et al., 2004) verificando-se um grande avanco cientifico
envolvendo o0s estudos quimicos e farmacologicos que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Plantas superiores e aromaticas sdo amplamente utilizadas na medicina
popular, uma vez que apresentam amplo espectro de atividade e inibicao
comprovada contra bactérias e fungos. A maioria dessas propriedades é conferida
por produtos do metabolismo secundario (DUARTE et al., 2004).

O Brasil apresenta uma rica biodiversidade. O numero estimado de espécies
vegetais em nivel global é de 250.000 e o Brasil detém em torno 18% do total
mundial, das quais 17.000 s&o consideradas endémicas (LEWINSOHN; PRADO
apud LEITE, 2009), sendo assim, € essencial explorar seu potencial.

A selecdo de plantas, a partir de informacBes da medicina tradicional ou
popular, pode conduzir a descoberta de moléculas promissoras com acgao
terapéutica (AGRA, et al., 2007 apud DUTRA, 2008).

O género Morus é conhecido por conter uma variedade de compostos
fendlicos incluindo flavondides isoprenilados, cumarinas, cromonas e xantonas.
Muitos destes compostos exibem propriedades biologicas, tais como atividades
antiinflamatdrias, diurética, efeitos hipotensores (Silva et al., 2009). Morus nigra L
(amoreira) é conhecida pelos valores nutricionais de seus frutos como também por
conter Vvarios compostos com acdo terapéutica, como, reposicdo hormonal e
amenizar sintomas que ocorrem no periodo pré-menstrual (FRANZOTTI, 2006).

Leonurus sibiricus L., pertencente a familia Lamiaceae é popularmente
conhecida como erva rubim. Cresce de forma espontanea podendo ser considerada

como daninha. E empregada empiricamente pela populacdo na forma de chas,
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utilizando-se todas as suas partes. E considerada amarga, diurética, estimulante da

circulagdo, hipotensora, reguladora menstrual, além de facilitar a eliminacdo de
toxinas do organismo (LORENZI; MATOS, 2002). Alguns constituintes quimicos
isolados das folhas de Leonurus. sibiricus por Almeida et al. (2006), bem como
compostos fenolicos identificados podem estar relacionados com as atividades
medicinais contra edemas e sangramentos. De acordo com o estudo de Wadt et al.
(1998) “o extrato bruto da erva rubim inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosas, Candida albicans, sendo a concentracdo minima
inibitéria menor que 0,5 mg/mL e maior que 0,1 mg/mL”.

Equisetum hyemale L, conhecida popularmente como cavalinha, pertencente
a familia Equisetaceae (BARROS et al., 2007) é nativa de areas pantanosas de
quase todo o Brasil sendo frequentemente cultivada com fins ornamentais
(LORENZI; MATOS, 2002). E uma planta curativa devido ao seu contetdo de
potdssio, silicato, ferro, sbédio, manganés, enxofre e magnésio. Combate
enfermidades como resfriados, gripes, calculos, reumatismo, gota, hidropisia,
herpes, carie, alteracdes nas vias urinarias, entre outros (KOZEL, sd). Contém
principios ativos como saponinas, flavondides, taninos e alcal6ides (MARTINS et al.,
2000; FRANCESCHINI FILHO, 2004).

2 OBJETIVOS

Considerando-se que grande parte da populacdo utiliza plantas com
finalidade curativa sem embasamento cientifico, e que grande numero de
microrganismos apresenta resisténcia a antibioticos, o estudo teve por objetivo
avaliar a eficacia antimicrobiana de Morus nigra (amoreira); Leonurus sibiricus L.

(erva Rubim) e Equisetum hyemale L (cavalinha) in vitro.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Plantas Estudadas

As plantas foram coletadas no periodo da manh& em diferentes localidades
no municipio de Medianeira, PR, Brasil, sendo confirmada a identificacdo botanica
das espécies através de exsicatas. A identificacdo botanica foi feita pela especialista
Livia Godinho Temponi e encontram-se depositadas no Herbario da Universidade

Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), sob os seguintes niumeros de registro:
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UNOP 8873 Morus nigra L., UNOP 8874 Equisetum hyemale L., UNOP 8875

Leonurus sibricus L. As exicatas foram inseridas na colecdo do Herbario UNOP e

encontram-se disponiveis para consulta.

3.2 Preparo dos Extratos

Para o preparo dos extratos hidroalcodlicos foram utilizadas as folhas das
plantas Morus nigra, Leonurus sibiricus L. e toda parte aérea de Equisetum hyemale
L, onde primeiramente foi realizada a secagem de cada material vegetal em estufa a
45 °C com controle interno de umidade, inferior ou igual a 50%. Consideraram-se as
plantas como secas quando se encontrassem quebradicas ao toque possibilitando a
rasura das mesmas. O processo utilizado para a obtencéo dos extratos foi o método
de maceracdo, no qual a extragdo da matéria-prima vegetal foi realizada em
ambiente fechado, em temperatura ambiente, sem remocéao do liquido extrator e sob
agitacédo ocasional (SIMOES, 2000).

O extrato foi preparado com solucéo hidroalcodlica 65 °GL, na proporcao de
1:5 (1 g da droga vegetal para 5 mL de solucdo), sendo as misturas obtidas
acondicionadas em frascos de vidro e mantidas protegidas da luz por um periodo de
sete dias. Decorrido este periodo os extratos foram filtrados em algoddo e

acondicionados em frascos ambar.

3.3 Microorganismos Testados

O experimento foi realizado no laboratério de Microbiologia Clinica da
Faculdade Anglo Americano de Foz do Iguacu, PR. Foram utilizadas as cepas de
bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 19433, Estreptococcus pyogenes ATCC 19615; bactérias Gram-
negativas, Proteus mirabilis ATCC 25933, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa CCCD PO0O03,
Shiguella flexneri ATCC 12022, Escherichia coli ATCC 25922 e fungo Candida
albicans ATCC 10231, adquiridos na instituicao.

3.4 Preparo dos Inoculos
Para a preparacao das cepas padrao, cada cepa bacteriana foi inoculada em
3 mL do meio de cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion) e incubada a 36 °C por

uma noite. Posteriormente, uma algcada do crescimento foi inoculada em 3 mL de
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BHI e incubada a 36 °C. No dia seguinte, o procedimento anterior foi repetido

novamente. A partir do crescimento do 3° dia, foi inoculada, por esgotamento, uma
alcada em Agar sangue e incubada a 36 °C. Através do crescimento em Agar
sangue foram preparadas as suspensdes para 0 experimento. Para a padronizacao
da técnica e dimensionamento do inéculo, quatro colénias com mesma morfologia
de cada cepa bacteriana foram misturadas em 4 mL de solucdo salina estéril e
comparadas com o tubo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10° UFC/ml).

O screening foi realizado em placa com meio de Muller Hinton Agar
solidificado, contendo orificios de 5 mm de diametro, no qual foi realizada a
semeadura em superficie dos inéculos por meio de swab. Em um dos orificios foram
colocados 50 pl do extrato hidroalcodlico das plantas estudadas e no outro orificio
foram colocados 50 pl da solucdo de alcool 65 °GL para verificar possivel efeito

inibidor do solvente frente aos microrganismos testados.

3.5 Ensaios de Antibiose

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos foi
empregado o método da difusdo em &gar, utilizando orificios que foram
confeccionados no meio de cultura. Apos as semeaduras dos microrganismos em
meio agar Mueller Hinton contido nas placas de Petri, foram adicionados em um
orificio 50 ul dos extratos hidroalcodlicos e incubados a 35 °C por 24 horas. Foi
mantida uma distancia média de 40 mm entre os orificios para evitar interferéncias
entre os possiveis halos de inibicdo. Apos este procedimento, as placas foram
fechadas sendo as mesmas incubadas sem inversdo. Apos 24 h de incubacéo, foi
realizada a leitura dos resultados, nos quais se observou o diametro dos halos de
inibicdo formados por cada extrato (MACHADO, 2006; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988). Os ensaios foram realizados em triplicata.

Para a interpretacdo dos dados foram seguidas as recomendacbes do
National Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS), onde os halos de
inibicdo formados foram comparados com a tabela de referéncia, sendo os
microrganismos classificados como resistente (zona de inibi¢cdo inferior a 15 mm),
intermediario (de 15-29 mm) e sensivel (de 30-35 mm) a determinado agente
(NCCLS, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs a identificacdo das espécies vegetais, as mesmas foram organizadas

em familias, nome popular e 6rgéos testados conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Identificagcdo Botanica das plantas medicinais utilizadas.

Espécie vegetal Familia Nome popular Orgéo testado
Morus nigra Moraceae Amoreira Folhas
Equisetum hyemale L Equisetaceae Cavalinha Parte aérea
Leonurus sibiricus L. Lamiaceae Erva rubim Folhas

Os resultados das médias dos halos de inibicdo (mm) do potencial
antimicrobiano dos extratos hidroalcodlicos de Morus nigra, Leonurus sibiricus L. e
Equisetum hyemale L. contra Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Shiguella flexneri e Streptococcus pyogenes, estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 02: Média dos halos de Inibic&o.

Planta Gram-negativo Fungo Gram-positivo

St P.a P.m. P.a2 S.f E.c C.a S.a E.f S.p

Amoreira - 15,0 - - - 2,07 - 50% 4,0% 100"
Erva - 27,0 - - 10,07 - - - - 10,0%
rubim

Cavalinha - - - - - 1,0% - - - -

RResistente = halo de inibicao inferior a 15 mm; ' Intermediario = halo de inibicio de 15 a 29 mm; °

Sensivel = halo de inibicdo de 30 a 35 mm. Os espagos em branco (-) indicam auséncia de halo de
inibicdo. S.t - Salmonella typhimurium, P.a - Pseudomonas aeruginosa, P.m - Proteus mirabilis, P.a2 -
Pseudomonas aeruginosa, C.a - Candida albicans, S.a - Staphylococcus aureus, E.c - Escherichia
coli, E.f- Enterococcus faecalis, S.f - Shiguella flexneri, S.p - Streptococcus pyogenes.

A partir da analise dos dados obtidos; levando-se em conta as médias dos
halos de inibicdo, verificou-se que os extratos hidroalcodlicos apresentaram efeito
contra as bactérias e auséncia de efeito contra a cepa de fungo estudado. Da
mesma forma, Gurgel et al. (2002) ndo detectaram efeito inibitorio do crescimento de
fungos frente a extratos vegetais.

O ensaio de atividade antibacteriana mostrou que 100% (3/3) dos extratos

apresentaram algum efeito inibitério contra pelo menos uma espécie de bactéria.
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Apesar de se analisarem em sua maioria cepas Gram-negativas,

proporcionalmente, constatou-se que 0s extratos manifestaram uma atividade contra
bactérias Gram-positivas praticamente idénticas. De acordo com Haida et al. (2007),
a resisténcia de bactérias Gram-negativas pode ser devido a composicédo quimica da
parede celular dessa classe de microrganismos, o qual oferece uma barreira na
permeabilidade celular. No entanto, observou-se que o0s halos de inibicao
significativos foram formados em torno de Pseudomonas aeruginosa, considerando-
se este microrganismo como intermediario quanto a resisténcia aos extratos de
amoreira e erva rubim, enquanto que o crescimento das cepas Gram-positivas de
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Streptococcus pyogenes, foram
consideradas como resistentes a todos os extratos avaliados.

O extrato de Equisetum hyemale L evidenciou efeito apenas contra uma
espécie de bactéria Gram-negativas ndo apresentando nenhum outro halo de
inibicdo frente aos micro-organismos testados.

Dentre as amostras avaliadas, o extrato de Morus nigra mostrou resultado
para um maior niumero de microrganismos, o que o torna forte candidato a pesquisa
como novo agente antimicrobiano. Além do mais, ja se constatou a presenca de
triterpenos e componentes ativos em Morus nigra, sendo indicado com atividade
analgésica (SILVA et al., 2009), portanto, é evidente que maiores estudos a partir
dessa planta medicinal sdo essenciais e promissores.

Todos os extratos hidroalcoodlicos formaram halos de inibicdo para algum
microrganismo, e mesmo que estes halos n&do tenham sido tao significativos, novas
pesquisas envolvendo diferentes concentracdes dos extratos podem promover
melhores resultados e perspectivas da aplicacdo desses extratos como antibioticos.

Os resultados do presente estudo indicam que a atividade antibacteriana
observada pelas espécies avaliadas pode estar relacionada com classes de
substancias ativas, responsaveis pelo metabolismo secundario dos vegetais
(MARTINS et al., 2000; FRANCESCHINI FILHO, 2004), e, sugere-se que 0 estudo
de tais plantas medicinais possa ser considerado mais propicio se estas forem
submetidas a estudos fitoquimicos para isolamento, identificacdo de composto(s)

ativo(s) presentes, e determinacdo da concentragao inibitoria minima.
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Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os extratos avaliados pela

5 CONCLUSOES

presente metodologia demonstram ser candidatos a fitoterapicos com acgao
antimicrobiana, além dos seus usos ja tradicionais, principalmente a Morus nigra que
demonstrou um maior efeito contra 0os microrganimos avaliados. Novos estudos
devem ser realizados buscando maximizar a eficacia destes extratos e

posteriormente aplica-lo em testes in vivo.
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