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RESUMO

A existéncia de microrganismos resistentes, aliado a indisponibilidade de novos farmacos
antibacterianos, aumenta a necessidade de pesquisa por novos principios ativos. A Dysphania
ambrosioides conhecida popularmente como Matruz ou Erva - Santa — Maria, da familia
Amaranthaceae, originaria da América Central e do Sul, possui ampla distribui¢do no territorio
brasileiro. Tém-se atribuido a essa planta, inimeras atividades terapéuticas, entre elas a
atividade anti-inflamatéria e antibacteriana, devido a producdo de metabolitos secundarios,
principalmente os terpenos, flavondides e alcaldides. O presente trabalho objetivou testar o
potencial antibacteriano direto do extrato foliar de D. ambrosioides frente a cepa bacteriana
padronizada, Staphylococcus aureus (ATCC 0023), através do método de disco-difusdo. A
amostra de extrato foliar total, foi obtida através da extracdo simples com metanol, sendo o
rendimento total do extrato de 56,81% (em base de massa). As concentragdes utilizadas no
experimento foram 0,000665, 0,001330, 0,002661 e 0,003326 g/mL, com o qual ndo foram
observados resultados da agdo antibacteriana contra S. aureus em nenhuma das concentragdes
testadas. A analise estatistica dos dados empregando varidncia one-way (ANOVA) e teste de
Tukey para comparagdes multiplas, também ndo apresentaram altera¢des significativa entre as
distribuig¢des. Os resultados negativos de atividade antibacteriana do extrato foliar podem ser
explicados devido a ocorréncia de condig¢des edafoclimaticas que impactam diretamente na
producdo de metabolitos secundarios pela espécie vegetal, com o qual, sua presenca em
baixas concentragdes, ndo demonstram adequadamente os efeitos estudados. Estudos
posteriores utilizando outras partes vegetais podem melhor esclarecer os efeitos
antibacterianos de D. ambrosioides.

Palavras-chave: Dysphania ambrosioides; atividade antibacteriana; resisténcia bacteriana;
Staphylococcus aureus, extrato metandlico.

1 INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas a milhares de anos para o tratamento de transtornos de
saude e preven¢do de doencgas, estas propriedades terapéuticas sdo geralmente atribuidas a
compostos ativos produzidos durante o metabolismo secundario vegetal (Silva; Fernandes,
2010). Segundo Kossel (1891) e Ojala (2001), os estudos acerca dos metabolitos secundarios
de plantas se desenvolveram aceleradamente nos ultimos anos, com o qual estes compostos sao
conhecidos por desempenharem um importante papel na interacdo das plantas frente a
diferentes condigdes edafoclimaticas, estresse oxidativo, ataque de pragas e radiacdo
ultravioleta.

Estes metabdlitos secundarios também representam uma fonte importante de
substancias farmacologicamente ativas, conhecidas também como fitotoxinas ou aleloquimicos
(Ferreira; Aquila, 2000). A Dysphania ambrosioides, conhecida popularmente como mastruz
ou Erva-Santa-Maria, ¢ uma planta da familia Amaranthaceae, natural da América Central e do
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Sul, conhecida por suas diversas propriedades medicinais, e que possui ampla distribuigdo em
territorio brasileiro. Devido a facil acessibilidade por parte da populacdo, a D. ambrosioides é
muito utilizada comumente para tratar complicagdes respiratorias, doengas parasitarias, fungos
e além de possuir capacidade de acelerar o reparo tecidual 6sseo, também possui atividade
antibacteriana. Todas essas propriedades sdao provenientes de composto produzidas através do
metabolismo secundério vegetal. (Jacome et al; 2020).

A andlise fitoquimica das espécies do género Dysphania revelou uma ampla variedade
de compostos organicos, incluindo terpenos, esteroides, saponinas triterpénicas, flavonoides e
alcaloides (Kokanova-Nedialkova; Nedialkov; Nikolov, 2009). Algumas dessas espécies
possuem aplicagdes tradicionais conhecidas, mas outras tém sido objeto de estudos mais
aprofundados em relagdo a suas atividades bioldgicas, como antimicrobiana, anti-inflamatéria
(Yadav et al., 2007) e antihelmintica (Duke, 1985; Weiss, 2001; Yadav et al., 2007).

Um estudo conduzido na Universidade de Dschang, na Africa Central, avaliou o 6leo
essencial das partes aéreas de D. ambrosioides, obtido por hidrodestilacdo, e sua composi¢ao
quimica foi analisada por Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Gasosa com Espectro
de Massa (GC/MS). Foram identificados 14 componentes, que representam 98,8% do total de
0leo, sendo os principais o a-terpineno (51,3%), p-cimeno (23,4%) e p-menta-1,8-dieno
(15,3%) (Chekem et.al., 2010).

Esses resultados fornecem informagdes valiosas para a compreensao ¢ utilizagdo das
espécies do género Dysphania em diversas areas, destacando sua riqueza em compostos
organicos e potencial para atividades bioldgicas importantes, entre elas, a atividade
antibacteriana (Yadav et al., 2007; Chekem et.al., 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), a resisténcia bacteriana ¢ uma
crescente ameaca a saude publica, o grau de desenvolvimento de resisténcia bacteriana tanto
em Gram-positivos e Gram-negativos ¢ um constante desafio terapéutico observado em todo o
mundo, devido principalmente, ao uso incorreto dos antimicrobianos, aliado ao fato de que a
producdo de novos antibidticos ndo acompanha o ritmo acelerado do surgimento de novas
resisténcias.

Apesar da disponibilidade de varios antimicrobianos, o aumento da resisténcia
bacteriana tem levado a um aumento na necessidade da producido de novos fairmacos e novas
classes de antibidticos, pois as estruturas basicas dos mesmos foram introduzidas em meados
de 1930 e final de 1960, sendo as novas geracdes, resultantes de modificagdes de estruturas
quimicas destes antimicrobianos (Ling, 2015).

Diante desse pressuposto, fontes naturais bioativas vém ganhando a ateng@o da industria
farmacéutica para producio de novos derivados com propriedades antibacterianas, integrando
a quimica organica sintética a quimica medicinal, para tratar tanto as infec¢des adquiridas na
comunidade quanto em unidades hospitalares (Ling, 2015). Sendo assim, este estudo tem o
objetivo de avaliar a atividade antibacteriana do extrato foliar da espécie vegetal Dysphania
ambrosioides.

2 MATERIAL E METODOS

Coleta e Preparo do Material Vegetal

As folhas de Dysphania ambrosioides foram coletadas no Municipio de Sabino, Sao
Paulo, Brasil, em abril de 2023. Para o experimento, foi preparado o extrato metandlico das
folhas, com o qual usou-se a balanga analitica para pesagem inicial e Estufa (modelo Q3173-
22 QUIMIS) 4 60°C por 72 horas até alcangarem peso constante.

As partes secas foram trituradas até obter-se o pd e submergidas em reagente Metanol
com uma propor¢ao de 1:10 durante 48 horas (Doughari & Manzara, 2008). O extrato obtido
foi filtrado com papel de filtro Whatman n° 1 e concentrado em Banho Maria (modelo CE —
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160/22 CienlaB) a temperatura de 60 °C até volume reduzido durante 6 horas.
- Utilizou-se a seguinte formula para obtencdo do rendimento total do extrato:

Re = P.E.S x 100.
P.T.V

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); P.E.S = Peso do extrato seco (g); P.T.V = Peso do
triturado vegetal (g).

Microrganismos Utilizados e Padroniza¢cao Da Densidade Do Indculo

Para o experimento foram utilizadas as cepas padrdes ATCC — American Type Culture
Colection, Staphylococcus aureus (ATCC 0023). Para obtengdo do indculo bacteriano, foram
seguidas as padronizagdes preconizadas pela CLSI — Clinical and Laboratory Standards
Institute, com o qual foi preparada uma suspensdo de células em solugdo salina 0,85 %,
equivalente a um padrao de 0,5 da escala de MacFarland (108 UFC/mL).

Os testes foram realizados de acordo com o método de disco-difusdo em Agar Mueller-
Hinton incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C £ 2°C por 20 horas.

Para garantir a auséncia de contaminantes ou a ineficiéncia do meio para o crescimento
bacteriano, foi realizada a validacdo e esterilidade dos meios de cultura utilizados. Nao sendo
observada a presenca de contaminagdo do meio de crescimento ¢ do extrato vegetal, nao
havendo crescimento microbioldgico misto em meio de cultura. No que diz respeito ao controle
da bactéria, foi observado crescimento das cepas e coloragdo de GRAM, evidenciando um
resultado positivo que comprova a viabilidade dos testes realizados.

Determinacio da Atividade Antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana do extrato foliar de D. ambrosioides as aliquotas
dos extratos foram usadas na sua forma pura (solucdo mae) e diluicdes em agua destilada
esterilizada para obtencdo de algumas concentragdes para serem utilizadas para os testes para
modo de comparacao.

Os discos de papel filtro foram impregnados com as concentragdes diluidas a partir da
solugdo mae, com as concentracdes de 0,000665, g/mL, 0,001330 g/mL, 0,002661 g/mL,
0,003326 g/mL do extrato foliar e logo em seguida depositados nas placas de cultura.

Como se trata te um experimento in vitro controlado, este estudo contou com controle
negativo e positivo, sendo o controle negativo, o solvente Metanol utilizado na extracdo e como
controle positivo o antibidtico Amoxicilina+Clavulanato, com o qual apresentara inibi¢cdo do
crescimento direto da cepa bacteriana e formagao de halo de inibi¢do. Os testes foram realizados
em triplicata.

Formas de Analise dos Resultados

Todos os dados obtidos foram submetidos a célculos estatisticos empregando a analise
de variancia one-way (ANOVA), seguido do teste de Tukey e/ou Dunnett para comparagdes
multiplas, com a utilizagao do software GraphPadPrism® 5 (versdo 5.02).

Os resultados da comparagdo entre os controles e a exposicdo as diferentes
concentragdes do extrato foliar total de Dysphania ambrosioides foram considerados
significativos com intervalo de confianga de 95% (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

- Avaliacao da Atividade Antibacteriana
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O método de disco-difusdao foi empregado para avaliar a atividade antibacteriana do
extrato metandlico foliar total de Dysphania ambrosioides atraves da formacdo de halo de
inibigao.

O Controle Positivo utilizado foi o antibidtico Amoxicilina associado com Clavulanato
(Ac. Clavulamico), e de acordo com o esperado, apresentou formacdo de halo de inibicdo do
crescimento bacteriano.

O rendimento total do extrato foliar foi de 56,81%, onde quatro concentragdes do
composto estudado foram selecionadas e testadas, sendo, 0,000665, g/mL, 0,001330 g/mL,
0,002661 g/mL, 0,003326 g/mL. Os experimentos foram realizados em triplicata para obtengao
dos resultados, os quais demonstraram que nenhuma das concentragdes testadas do extrato
foliar de D. ambrosioides apresentaram formacao de halo de inibigdo e acao direta frente a cepa
de Staphylococcus aureus (Figura 1).

Figura 1 — Atividade antibacteriana direta de D. ambrosioides frente a cepa ATCC 0023
Staphylococcus aureus. Controle (Controle Negativo); Amoxilina+CLV (Controle Posivito).
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*#* Valor estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05).

Os resultados mostram que o extrato foliar de D. ambrosioides contra cepa S. aureus
(ATCC 0023) ndo apresentou nenhuma atividade antibacteriana quando comparada com
Amoxicilina+Clavulanato (antibidtico beta-lactdmico com 6timo espectro contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas) com halo de inibigao médio de 19mm.

Resultado semelhante também foi observado em um estudo, com o qual realizou
avaliagdo microbioldgicas do oOleo essencial das folhas de D. ambrosioides contra cepas
bacterianas convencionais, Gram-positiva de S. aureus ATCC 6538P, como também outras
bactérias e fungos foram inclusas nesta pesquisa, com o qual frente a cepa de S.aureus, nenhuma
atividade antibacteriana foi observada (Baumgart, 2014).

Em outro estudo, foi testado a atividade antibacteriana contra S.aureus, também
utilizando extrato metanolico das folhas, através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria
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Minima (CIM) com o qual, ndo houve agdo antibacteriana, com resultados de > 1024 pg/mL,
compreendendo um valor clinicamente irrelevante. Porém neste mesmo estudo obtiveram
resultados de modulacdo/sinergismo quando o extrato foi associado aos aminoglicosideos
contra cepa de Staphylococcus aureus (Pereira et.al., 2015).

Resultado positivos quanto a atividade antibacteriana de D. ambrosioides foi observada
em Oleos essenciais de partes como caule, folhas e flores, contra bactérias gram-positivas
(Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus) ¢ cepa de bacteriana patogénica gram-
negativa (Escherichia coli), com o qual, frente a S.aureus, todas amostras de d6leo essencial
foram responsivas, com zona de inibi¢do entre 15 a 20 mm, com exceg¢ao ao oleo essencial das
folhas que apresentaram a¢do moderadamente sensivel, com formagdo de zona de inibicao de
10mm (Kandsi et.al., 2022).

Os resultados negativos de atividade antibacteriana do extrato foliar podem ser
explicados devido a ocorréncia de condi¢des edafoclimaticas que impactam diretamente na
producdo de metabolitos secundarios pela espécie vegetal, com o qual, sua presenca em baixas
concentragdes, nao demonstram adequadamente os efeitos estudados (Shomali et al., 2022).

Além disso, as bactérias Gram-positivas possuem uma parede bacteriana de
peptidoglicana que permite a passagem de moléculas hidrofobicas para o ambiente interno. Ja
as bactérias Gram-negativas sdo compostas principalmente por lipopolissacarideos, o que
permite a passagem de pequenas moléculas hidrofilicas devido a abundancia de proteinas
porinas. Essas informagdes sdo relevantes para entender a estrutura e funcionamento desses
microrganismos e como os extratos podem atuar mediante as suas caracteristicas quimicas (Man
etal., 2019).

As solugdes hidrofilicas — caracteristica do extrato metanolico foliar utilizado neste
estudo, parecem possuir menor potencial antibacteriano frente a bactérias Gram-positivas,
quando comparada com Oleos essenciais, devido as caracteristicas deste ultimo estarem
associadas diretamente aos mecanismos de ac¢do antibacteriana, como a hidrofobicidade, que
resulta em aumento da permeabilidade celular e subsequente vazamento de contetudo celular,
podendo também ser reconhecida como inibicdo do crescimento celular ou morte celular
(Angane et al., 2022).

4 CONCLUSAO

Foi demonstrado que o extrato foliar de Dysphania ambrosioides ndo apresentou
atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus nas concentracdes testadas, pois as
condigdes edafoclimaticas podem impactar na produgdo e maior concentragdo de compostos
com atividade antibacteriana. Além disso, as caracteristicas da parede das bactérias Gram-
positivas composta por peptidoglicana, permitem a passagem de moléculas hidrofobicas para o
ambiente interno, sendo o extrato metanolico foliar utilizado nesse estudo, de caracteristica
hidrofilica, com o qual, possui maior dificuldade em atravessar a parede bacteriana e
consequentemente apresenta menor potencial antibacteriano.

E necessario a realizagio de mais estudos sobre a espécie vegetal em questdo para
ampliacdo do conhecimento sobre os mecanismos de acdo antibacteriano, bem como o
isolamento de constituintes ativos para contribuir com novas formas de tratamento
farmacoldgico.
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