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Resumo

Com a finalidade de colaborar para a geragdo de fitoterapicos, o presente trabalho teve como objetivo realizar um screening da
atividade antimicrobiana in vitro dos extratos das plantas Piper solmsianum e Equisetum arvense. Os rendimentos dos extratos
brutos etandlicos foram de 18,6% para folhas de P solmsianum e de 6,7 % para as partes aéreas de E. arvense. A atividade
antimicrobiana foi testada frente ao Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, utilizando o método
de difusdo em 4gar cilindro em placas. Os extratos foram testados nas concentracdes de 2000ug (1:1), 1000 pg (1:2), 500 pg
(1:4), 250 pg (1:8) e 125 pg (1:16) dissolvidos em DMSO. O extrato de E. arvense apresentou atividade antimicrobiana até a
concentragao de 125 pg (1:16) para ambas as cepas testadas, com halo médio de inibicado de 11,5 mm para S. aureus e 11mm
para E. coli. O extrato bruto etandlico de P solmsianum também apresentou atividade antimicrobiana até a concentracao de
125 pg (1:16) para ambas as cepas, com halo médio de inibicdo de 15 mm para S. aureus e 11mm para E. coli. A atividade
antimicrobiana dos extratos testados foi considerada moderada tanto para microrganismos Gram positivo como Gram negativo.

Palavras-chave: Anti-infeccioso, Pplantas medicinais, Tteste de sensibilidade microbiana.

Effects of antimicrobial activity of the crude ethanol extract of Piper solmsianum and Equisetum arvens

Abstract

In order to contribute to the generation of herbal medicines, this study aimed to perform a screening in vitro of antimicrobial
activity of Piper solmsianum and Equisetum arvense plants extracts. The yields of ethanol crude extracts went from 18.6 %
to leaves of P solmsianum and 6.7 % to the aerial parts of E. arvense. The antimicrobial activity was tested ahead with
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922, using the cylinder-plate method of diffusion on agar. The
extracts were tested at concentrations of 2000ug (1:1), 1000ug (1:2), 500ug (1:4), 250ug (1:8) and 125ug (1:16) dissolved in
DMSO. The extract of E. arvense showed antibacterial activity at the concentration of 125ug (1:16) for both strains tested, with
mean inhibition zone of 11.5 mm for S. aureus and 11mm to E. coli. The crude ethanol extract of P so/msianum also showed
antibacterial activity at the concentration of 125ug (1:16) for both strains tested, with mean inhibition zone of 15 mm for S.
aureus and 11mm to E. coli. The antimicrobial activity of the extracts was considered moderate for both Gram-negative as
Gram-positive microorganisms.

Keywords: anti-infective agents, medicinal plants, microbial sensitivity tests.
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Resumen

Con el fin de contribuir para la generacién de fitoterdpicos, este estudio tuvo el objetivo de realizar un screening de la
actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de las plantas Piper solmsianum y Equisetum arvense. El rendimiento de los
extractos brutos etandlicos fue 18,6% para las hojas de P solmsianumy 6,7 % para las partes aéreas de E. arvense. La actividad
antimicrobiana fue testada en oposicién alStaphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, utilizando el
método de difusiéon en &gar cilindro en placas . Los extractos se testaron en concentraciones de 2000ug (1:1), 1000ug (1:2),
500ug (1:4), 250ug (1:8) y 125ug (1:16) disueltos en DMSO. El extracto E. arvense mostré actividad antimicrobiana, incluso
en la concentracién de 125ug (1:16) para ambas cepas testadas, con una zona media de inhibicion de 11,5 mm para S.
aureus 'y 11 mm para E. coli . El extracto crudo de etanol P solmsianum también mostré actividad antimicrobiana incluso en la
concentracion de 125ug (1:16) para ambas cepas, con una zona media la inhibicién de 15 mm para S. aureus 'y 11 mm para
E. coli . La actividad antimicrobiana de los extractos testados fue considerada moderada para ambos microorganismos, Gram
positivo y Gram negativo.

Palabras-clave: aAnti-infecciosos. pPlantas medicinales. pPruebas de sensibilidad microbiana.

INTRODUCAO

A industria farmacéutica caracteriza-se pela alta tecnologia e rapido crescimento. Grande parte dos medicamentos
industrializados que hoje estdo no mercado, originou-se de produtos naturais. O potencial antimicrobiano proveniente de
plantas medicinais é de grande interesse na area farmacéutica devido as inUmeras doencas de origem microbiana e a resisténcia
gue os microrganismos adquirem frente aos medicamentos de uso tradicional(1).

Apesar da disponibilizacdo de novos antibioticos, a resisténcia bacteriana ocorre em ritmo crescente nos diferentes
patdgenos Gram positivos € Gram negativos e representa um grande desafio terapéutico(2), levando a uma necessidade
premente de novas classes de substancias antibacterianas, especialmente a partir de fontes naturais.

Os extratos vegetais sao uma alternativa terapéutica para o tratamento de microrganismos multirresistentes, apresentando
muitas vantagens: menor efeito colateral, melhor tolerancia do paciente, mais econdmico, melhor aceitacdo devido a longa
histéria de uso na medicina popular e ser renovavel por estar disponivel na natureza(3,4).

A combinacdo de produtos naturais com antibioticos disponiveis na pratica clinica mostra-se como uma alternativa
importante e economicamente mais vidvel, uma vez que o efeito sinérgico entre ambos pode proporcionar uma maior atividade
antibacteriana frente a microrganismos sensiveis e resistentes. Dessa forma, o efeito potencializado dessas associacoes pode
servir como nova estratégia para tratamento de infeccbes em pacientes criticos e no combate a cepas multirresistentes(5).

O Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram positiva, € um importante agente etiolégico de infeccoes humanas, sendo
encontrado como microbiota normal nas fossas nasais, virilha e axilas. E responsavel por diferentes tipos de infeccdes; na maioria
dos casos, as infeccdes sao leves acometendo pele e tecidos moles, mas podem apresentar-se sob formas graves de pneumonia,
endocardites e sepse, com elevadas morbidade e mortalidade(6). O Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) esta
entre os patdgenos mais envolvidos em infeccoes hospitalares, sendo responsavel por inativar a acdo de vérios antibioticos(7).
No Brasil, os indices de cepas MRSA séo altos (40% a 80%), principalmente em UTIs(8).

A Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa, de distribuicdo ubiqua, na qual a grande maioria das cepas pertence
& microbiota intestinal; cerca de 10% sdo patogénicas, podendo causar infeccdes intestinais e extraintestinais(9,10). E o
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microrganismo mais frequentemente isolado no meio hospitalar, sendo também o mais proeminente agente etiolégico das
infeccoes urinarias, septicemias e meningites bacterianas nos neonatos(11).

Tendo em vista que bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos representam um desafio no tratamento de infeccoes,
é notoria a necessidade de se encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para serem utilizadas no controle
desses microrganismos. A selecdo de plantas a partir de informacdes da medicina tradicional ou popular pode conduzir a
descoberta de moléculas promissoras(12). Entre as espécies vegetais reconhecidas pelo seu potencial antisséptico na medicina
popular, destacam-se a Piper solmsianum var. solmsianum, conhecida popularmente por pariparoba, e Equisetum arvense,
conhecida popularmente como cavalinha ou “rabo de cavalo”(13).

A Equisetum arvense é amplamente encontrada nas Américas, Europa e no norte da Africa e da Asia, sendo empregada
tradicionalmente como diurética, anti-inflamatdria e remineralizante(14). A Piper solsianum, da familia Piperaceae, é distribuida
em regides de clima tropical, sendo a maior diversidade dessa planta encontrada no continente americano seguido da Asia.
Espécies de Piper tém sido utilizadas na medicina popular como agentes antitumorais e antissépticas(15).

Com a finalidade de colaborar para a geragdo de fitoterapicos com atividade antibacteriana, o presente trabalho teve
como objetivo realizar um screening da atividade antimicrobiana in vitro dos extratos das plantas Piper solmsianum e Equisetum
arvense frente a microrganismos de grande prevaléncia em nosso meio, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

MATERIAIS E METODOS

Coleta das Plantas

As folhas de Piper solmsianum var. solmsianum foram coletadas na Universidade Estadual de Ponta Grossa, Bloco M,
durante o més de marco. As partes aéreas de Equisetum arvense foram coletadas na Vila Estrela/ Ponta Grossa durante o més
de marco e ambas foram secadas a temperatura ambiente por sete dias. Posteriormente, foram moidas em moinho de facas
com tela de 3 mm IKL.

Obtencao dos extratos brutos etandlicos

As folhas secas de Piper solmsianum (9,49) e as partes aéreas secas de Equisetum arvense (10,0g), estabilizadas e moidas,
foram submetidas a extracdo com etanol 96° GL em Soxhlet até esgotamento. O tempo de refluxo foi de 18 horas para ambos
os vegetais. O material obtido foi concentrado em evaporador rotatério a vacuo e sob temperatura controlada de 40 a 450C
até completa evaporacao do solvente, obtendo-se assim os extratos brutos etandlicos das folhas de P solmsianum e das partes
aéreas de E. arvense.

Microrganismos

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrao provenientes da American Type Culture
Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

Preparacdo dos inoculos

No preparo do indculo, inicialmente foi feita uma suspensao bacteriana, utilizando uma cultura recente (24 horas). A
concentragdo foi padronizada comparando a turbidez do inéculo com o padrao 0,5 da escala de MacFarland em espectrofotdometro
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(580 nm). Essa turvacao é semelhante a padronizada para o antibiograma e o resultado da absorbancia deve estar entre 0,08 e
0,10, o que equivale a 1,5 x108 UFC/mL(16,17). Cada suspensao de microrganismo foi semeada (em duplicata), com auxilio de
um swab, em toda a superficie de meio Agar Muller-Hinton em placas de petri (150 mm) contendo 40 mL do meio de cultura
Agar Miller-Hinton, para obten¢do de um inéculo uniforme.

Teste de atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos, foi empregado o método de difusdo em Agar cilindro
em placas(16,18) e diferentes concentracdes dos extratos estudados foram utilizados, com o objetivo de se determinar a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em relacdo ao didametro dos halos de inibicdo.

Apos a inoculacdo das placas com a suspensao bacteriana padronizada foram colocados, sobre a superficie do meio, os
cilindros de aco inoxidavel (10 mm de altura; didmetros interno e externo de 6 e 8 mm, respectivamente), a uma distancia de
30 mm um do outro. Os cilindros foram previamente lavados, colocados em uma solucao de 4cido nitrico 2N e esterilizados em
autoclave 120°C por 15 minutos.

Em seguida, os cilindros foram preenchidos com 100 pL dos extratos bruto etandlico, nas concentracbes decrescentes,
partindo-se de 2000ug (1:1), 1000 pg (1:2), 500 pg (1:4), 250 pg (1:8) e 125 pg (1:16), dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO). O
teste foi realizado em duplicata. Como controle negativo, utilizou-se 0 DMSO; e como controle positivo utilizou-se cloranfenicol
(30ug), com uma distancia de aproximadamente um centimetro da parede da placa, com cuidado para nao danificar o meio de
cultura. As placas foram incubadas a 35°C em estufa bacteriologica por 24h. Posteriormente, foi realizada a leitura dos halos
de inibicao formados ao redor dos cilindros contendo os extratos. A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o didmetro
dos halos, em mm, formados ao redor dos cilindros contendo os extratos.

RESULTADOS

A extracao continua por Soxhlet a quente nos permitiu obter um rendimento dos extratos brutos etandlicos: de 18,6%
para folhas de P solmsianum e de 6,7 % para as partes aéreas de E. arvense.

Com relacao a atividade antimicrobiana do extrato de E. arvense observou-se atividade antimicrobiana até a concentracédo
de 125 pg (1:16) para ambas as cepas testadas, com halo médio de inibicao de 11,5 mm para S. aureus e 11mm para E. coli
(TABELA 1).

TABELA 1: Resultado da leitura dos halos de inibicdo obtidos pela média aritmética de concentracoes decrescentes de
Equisetum arvense pela técnica cilindro em placas.

Concentracao do extrato bruto de Equisetum arvensis (ug)  Controles

Microrganismo
2000 1000 500

Staphylococcus aureus ATCC 25923

L 13,5 12,5 12 12 11,5 R 6
Halo de inibicdo (mm)
Escherichia coli ATCC 25923

L 11,5 11,5 11 1" 11 R 9
Halo de inibicdo (mm)

R: resistente; C1: controle negativo - DMSO; C2: controle positivo — cloranfenicol.
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No extrato bruto etandlico de P solmsianum, pode-se observar também uma atividade antimicrobiana até a concentracao
de 125 pg (1:16) para ambas as cepas testadas, com halo médio de inibicdo de 15 mm para S. aureus e 11mm para E. coli
(TABELA 2).

TABELA 2: Resultado da leitura dos halos de inibicdo obtidos pela média aritmética de concentracdes decrescentes de
Piper solmsianum pela técnica cilindro em placas.

Concentracao do extrato bruto de Piper solmsianum (ug) Controles

Microrganismo

2000 1000 500 250 125

Staphylococcus aureus ATCC 25923

L 17,5 16 16 16 15 R 8
Halo de inibicdo (mm)
Escherichia coli ATCC 25923

L 14,5 14,5 12 12,5 11 R 9
Halo de inibicao (mm)

R: resistente; C1: controle negativo - DMSO; C2: controle positivo — cloranfenicol.

DISCUSSOES

As propriedades antimicrobianas tém sido comprovadas através de intensivas pesquisas em todo o mundo. Um screening
inicial do potencial antibacteriano para compostos fitoquimicos pode ser realizado para extratos brutos ou semi-purificados(19).
Os ensaios de atividade antimicrobiana se referem a diferentes técnicas ou métodos laboratoriais in vitro utilizados para determinar
o potencial antimicrobiano de um determinado agente. Estes ensaios sao realizados por meio de técnicas padronizadas, como
os métodos de difusdo em meio solido e o método cilindro em placa utilizado neste experimento(18,20).

Diferentemente do que ocorre com os agentes antibidticos e quimioterapicos, ha poucos registros na literatura quanto
ao possivel mecanismo de acdo de produtos oriundos de plantas. Os compostos isolados de plantas sao substancias com
estruturas guimicas bem diferenciadas dos antimicrobianos obtidos a partir de microrganismos. Tais produtos podem atuar
no metabolismo intermediario, ativando enzimas, alterando a acdo de inibidores que influenciam os nutrientes do meio,
interferindo nos processos enziméaticos em nivel nuclear ou ribossémico, provocando alteragdes nas membranas ou ainda
interferindo no metabolismo secundario(21).

Resultados semelhantes para os extratos brutos de Equisetum arvense(21,22,23) e Piper solmsianum(24,25) foram
reportados em outros estudos. Sinha(22), utilizando método de difusdo em &gar, demonstrou atividade antibacteriana da E.
arvense contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, sendo esta atividade presumida pela presenca de compostos
fenolicos, taninos, terpendides, alcaldides e flavonoides no extrato etandlico dessa planta. Naturforsch et al.(24), utilizando
ensaios de bioautografia, demonstraram a atividade antimicrobiana do extrato metandlico de Piper solmsianum, particularmente
contra as bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e Streptococcus
agalactiae). Os autores sugeriram que a atividade antimicrobiana possa estar relacionada a presenca de conocarpanos e
Eupomatendide-5 (neolignanas).

As variacoes referentes a determinacao da CIM de extratos de plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles,
podemos citar a técnica aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se os
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extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim, nao existe método
padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais(26).

Um estudo propds uma classificagdo para materiais vegetais com base nos resultados da CIM, considerando como forte
inibicdo CIM até 50 pg; inibicdo moderada a CIM entre 60 e 150 pg e como fraca inibicdo a CIM acima de 160 pg(27). Assim,
os extratos de ambas as plantas apresentaram atividade antimicrobiana até a diluicdo 1:16 o que corresponde a 125ug. De
acordo com a classificacao supracitada, os extratos apresentam atividade antimicrobiana moderada tanto para bactérias Gram
positiva como Gram negativa. Identificada a atividade nos extratos, estudos complementares sao necessarios para isolar as
substancias com potencial terapéutico, podendo, inclusive, contribuir para a descoberta compostos que possam ser utilizados
como protétipos moleculares para geracdo de novos farmacos.

CONCLUSOES

Com base nas condicdes do experimento, as plantas medicinais Piper solmsianum e Equisetum arvense apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25923. Na
maior diluicdo 1:16 (125 pg), ambas as plantas apresentaram atividade antimicrobiana moderada. EsSe estudo corrobora com a
importancia de levantamentos etnofarmacolégicos na selecao de plantas medicinais para triagem de bioatividade. Os resultados
apresentam uma expressiva contribuicdo para a caracterizacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos etandlicos da
flora brasileira utilizados na medicina tradicional.
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