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Atividade antimicrobiana dos extratos aquoso
e hidroalcodlico de folhas de Artemisia vulgaris

Antimicrobial activity of aqueous and hidroalcoholic extracts
from Artemisia vulgaris’ leaves

Leticia Rocha Loures Malinowskit; Edvaldo Anténio Ribeiro Rosa?;
Cyntia Maria Telles Fadel Picheth® & Patricia Maria Stuelp Campelo®

RESUMO - Neste trabalho foram obtidos extratos aquoso (EA) e hidroalcodlico (HA) das folhas secas de
Artemisia vulgaris e realizada a verificacdo dos metabdlitos secunddrios, determinacdo da concentracdo de
carboidratos e proteinas e testada a atividade antimicrobiana de ambos, aplicando duas metodologias. Na
primeira foram utilizados cilindros metdlicos nos quais as amostras foram dispensadas e dispostas em
placas de meio de cultura agar e inoculadas com os microrganismos a serem avaliados. Na outra técnica,
utilizou-se a metodologia do MIC (concentragdo inibitéria minima). O meio utilizado foi o caldo Miller-
Hinton, no qual as bactérias foram inoculadas e dispensadas nos pocos da placa onde se encontravam as
amostras. O EA apresentou um rendimento maior de extracdo que o HA. Na avaliacdao da composicao dos
extratos, o teor de carboidratos foi maior que o protéico em ambos. Como metabdlitos secundéarios, o EA
apresentou alcaléides e cumarinas e o HA, alcaldides e esterdides e triterpenos. Nenhum dos extratos
apresentou atividade antimicrobiana por nenhuma das metodologias empregadas, levando-se em conside-
racdo as concentracdes e os microbios testados.

PALAVRAS-CHAVE - Artemisia vulgaris, atividade antimicrobiana, extrato aquoso e extrato hidroalcoolico.

SUMMARY - In this work aqueous (EA) and hidroalcoholic (HA) extracts from dry leaves of Artemisia
vulgaris had been obtained and were verified the secondary metabolites, determined the concentration of
carbohydrates and proteins and tested the antimicrobial activity of both, using two methodologies. In the
first, metallic cylinders had been used in which the samples had been put on in agar culture plates and
inoculated with the microorganisms to be evaluated. In the other technique, it was used the MIC (mini-
mum inhibitory concentration) methodology. It was used the Miiller-Hinton broth in which the bacteria had
been inoculated and put in the wells of the plate where the samples were. The EA show a bigger yield of
extraction that the HA. Both extracts had presented more carbohydrates than proteins. As secondary me-
tabolites, the EA presented alkaloids and coumarins and the HA shows alkaloids and steroids and triterpe-
nes. None of extracts presented antimicrobial activity for none of the used methodologies, taking in consid-
eration the tested concentrations and microbes.
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INTRODUGCAO

flora brasileira tem sido discutida, quer sob o as-

pecto da sua relevancia para biodiversidade do
planeta, quer sob o ponto de vista econémico e social
(Bassani et al., 2005).

A utilizacdo de plantas medicinais, sendo um recur-
so terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela
populacéo, vem crescendo junto a comunidade médi-
ca, desde que sejam utilizadas plantas cujas ativida-
des biol6gicas tenham sido investigadas cientificamen-
te, comprovando eficdcia e seguranca. A importancia
das plantas medicinais, pela sua contribuicao como fonte
natural de farmacos isolados, proporciona grandes
chances de se obter uma molécula protétipo para sinte-
se quimica de medicamentos. No entanto, inumeras

plantas que sdo usadas em preparacoes fitoterapicas
carecem de um maior estudo para comprovacao de seus
efeitos e seguranca de uso, uma vez que a literatura
cientifica indica que muitas dessas podem apresentar
substancias téxicas ou composicao quimica variavel
(Yunes et al., 2003).

Muitas plantas medicinais sao usadas na forma de
extrato bruto com o objetivo de tratar doencas comuns
sem ter qualquer evidéncia cientifica de sua eficacia
(Leal-Cardoso & Fonteles, 1999), baseando-se apenas
na cultura popular. Urge, portanto, a intensificacao das
pesquisas que visem o dominio nacional do conheci-
mento sobre esses vegetais em todos os aspectos, des-
de a eficacia até a toxicidade (Bassani et al., 2005).

Entre os milhares de plantas que vém sendo estu-
dadas por seu carater medicinal, pode-se citar o géne-
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ro Artemisia, pertencente a familia Compositae (Aste-
raceae), que € muito pesquisado pelas suas proprieda-
des antibacterianas e antifingicas.

Mangena & Muyima (1999) testaram a acdo anti-
bacteriana do 6leo essencial de A. afra, o qual inibiu,
principalmente, as bactérias Streptococcus pyogenes,
Listeria monocytogenes e Acinetobacter johnsonii. Ju-
teau et al. (2003) estudaram a acdo antifungica de A.
absinthium contra Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae, ocorrendo a inibicdo de crescimento das
duas leveduras.

A Artemisia vulgaris (Artemisia) vem sendo estu-
dada por suas inumeras propriedades curativas, das
quais se pode citar, principalmente, o uso para aliviar
colicas intestinais e menstruais e como digestivo (Lo-
renzi et al., 2002). Popularmente ela é muito utilizada
em "banhos de assento”, para combater infeccoes uri-
ndrias e contaminagdes fungicas. Alguns testes ja fo-
ram realizados com os extratos aquoso e cloroférmico
da Artemisia, demonstrando uma acao anti-hipertensi-
va na circulacdo mesentérica e no mesentério isolado
de ratos (Tigno et al., 2000) e a habilidade do extrato
de elicitar uma resposta imune humoral e célular, me-
diada por células T in vitro (Schmid-Grendelmeier et
al., 2003). De acordo com esses testes e seus resulta-
dos, o estudo com a Artemisia é promissor tanto em
relacdo aos possiveis efeitos clinicos como pela ampla
utilizacao popular.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo, ex-
trair os principais hidrossoltveis e hidroalcoolsoluveis
das folhas de A. vulgaris, verificar os metabolitos se-
cundarios, dosar o teor de carboidratos e proteinas e
testar a atividade antibacteriana e antifingica dos ex-
tratos obtidos.

METODO

A planta foi coletada no bairro Sdo Lourencgo, Curi-
tiba, PR. No laboratoério, elas foram lavadas e secas em
estufa a 30°C. Depois, as folhas foram separadas ma-
nualmente dos caules e trituradas grosseiramente em
um mixer.

Para a obtencdo dos extratos aquoso (EA) e hidroal-
coolico (HA), 20g de folhas moidas foram misturadas
com 300ml de 4gua destilada (EA) ou etanol 90% (HA)
e colocadas em banho-maria a 90°C, sob refluxo, por
90 min quando entao os extratos foram filtrados por
algodao, sendo a extracao repetida mais duas vezes.
Em seguida, os extratos iguais foram reunidos, conge-
lados e liofilizados para a realizacao dos testes. Levan-
do em consideracdao que a temperatura utilizada para
realizar as extracoes possa interferir na estrutura nati-
va das proteinas extraidas, o que conseqilientemente
interferiria em suas funcoes, e uma vez que varios es-
tudos tém revelado vérias propriedades bioloégicas dos
carboidratos, o EA foi precipitado com etanol gelado,
centrifugado e feita a didlise do material precipitado
(carboidratos) contra &gua corrente. Em seguida foi re-
alizada a técnica gelo/degelo para separar os polissa-
carideos soluveis dos insoltveis em dgua fria. Também
foirealizada a extracdo metanol-agua que foi utilizada
nos testes de atividade antibacteriana pelo MIC. Este
extrato foi feito sob refluxo a 60°C, por duas horas. O
volume foi evaporado até secura em rotaevaporador e
depois ressuspendido em agua (120ml), congelado e
liofilizado.
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Para verificar a composicao monossacaridica das fra-
¢oes, 10mg de cada material (EA bruto, sobrenadante e
precipitado) foi hidrolisado (Hough et al., 1972), redu-
zido e acetilado (Wolfrom & Thompson, 1963a e b) para
andlise por cromatografia liquida gasosa realizada no
Laboratério de Quimica de Carboidratos, do Depto. de
Bioquimica da UFPR.

A determinacao qualitativa dos metabdlitos secun-
darios foi realizada de acordo com metodologia especi-
fica para cada um. A pesquisa de alcaloides foi realiza-
da com o reagente de Dragendorff; de flavonéides, atra-
vés da reacdo de Schinoda; de cumarinas, segundo
Heemann (2002); de antraquinonas, pela reacdo de
Borntraeger e a pesquisa de esterdides e triterpenos,
pela reagao de Liebermann-Burchard.

A dosagem quantitativa de carboidratos foi realiza-
da através do método de Dubois e cols (1956), método
também denominado de fenol-acido sulfarico. O méto-
do utilizado para a dosagem quantitativa de proteinas
foi o de Bradford (1976).

Para o teste de atividade antibacteriana, foram utili-
zadas as seguintes cepas:

- Escherichia coli (ATCC 25922),

- Enterococcus faecalis (ATCC 29212),

- Staphylococcus aureus (ATCC 25933),

- Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305),

- Streptococcus mutans (CCT 3440),

- Bacillus subtilis (ATCC 6633),

- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),

- Proteus mirabilis (ATCC 25933) e

- Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031).

Cada cépa foiinoculada em um tubo contendo 2ml
de meio de cultura BHI (infuso de cérebro e coracéo).
Os tubos foram mantidos em estufa a 37°C por 24 horas
para o crescimento das bactérias. A verificacdo do de-
senvolvimento bacteriano foi confirmada pela turvacao
do caldo, que foi diluido até concentracao celular pro-
xima do tubo 0,5 da escala de MacFarland (1-2x1082
UFC/ml).

Para a inoculac¢ao das placas contendo meio de cul-
tura sdlido Agar Miiller-Hinton, foi introduzido um
swab estéril em cada uma das suspensodes e aplicado
suavemente em todas as direcdes na superficie da pla-
ca. Depois de secas, foram dispostas perpendicular-
mente a 3 cilindros de aco inoxiddvel (10mmx6mm)
estéreis sobre as superficies inoculadas de cada placa.
Em cada cilindro foram dispensados 100ul dos extra-
tos, na concentracdo de 5mg/cilindro. Todo o procedi-
mento foi realizado em cdmara de fluxo laminar. As
placas foram tampadas e incubadas em estufa a 37°C
por 24 horas. As leituras foram realizadas através da
medicdo dos diametros dos halos de inibicao de cresci-
mento que deveriam aparecem em torno dos cilindros.
Para o teste de atividade antifungica foram emprega-
das as cepas Candida albicans (CBS 562), C. dublini-
ensis (CD 36), C. tropicalis (CBS 94), C. parapsilosis
(CBS 604), C. krusei (CBS 573), C. guilliermondii (CBS
566) e Saccharomyces cerevisiae (CBS 1177). Cada
cépa foi inoculada em meio de cultura caldo Sabou-
raud Dextrose (SDB), distribuido no volume de 2ml por
tubo. O crescimento foi realizado na estufa a 28°C, por
24 h. O desenvolvimento das cepas foi acompanhado
até a obtencao de suspensao celular com concentracao
proxima a 5x10° UFC/ml (escala 0,5 de MacFarland).
Em cada suspenséao foi introduzido um swab, que de-
pois de umedecido, foi esfregado suavemente sobre a

Rev. Bras. Farm., 88(2), 2007



superficie das placas com o meio de cultura Agar Sa-
bouraud Dextrose. Depois de secas, repetiu-se o mes-
mo processo do teste de atividade antibacteriana (Car-
rillo-Mufioz et al., 1999).

Para a comprovacao dos resultados obtidos e para
excluir o efeito da difusdo dos extratos pelo dgar, uma
outra metodologia foi utilizada e testada.

A metodologia aplicada foi aquela proposta por
Murray et al. (1995), através da técnica da concentra-
¢éo inibitéria minima (MIC) onde se testou o efeito dos
extratos aquoso (sobrenadante de gelo-degelo), hidro-
alcoolico (HA) e metanol-agua, contra as bactérias Es-
cherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25933) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). O meio de
cultura utilizado foi o caldo Miller-Hinton no qual as
amostras previamente solubilizadas foram misturadas.
As concentracoes finais das amostras foram 7,7; 7,1 e
10,0mg/poco para os extratos HA, metanol-agua e so-
brenadante de EA, respectivamente. Todos os tubos fo-
ram autoclavados por 30min. a 1 atm. O in6culo foi pre-
parado a partir da diluicao 1:10 da Escala de MacFar-
land, obtendo-se a concentracdo final de 5x10°UFC/ul.
As bactérias desenvolveram-se no meio de cultura dgar-
sangue e foram repicadas 24h antes do teste, sendo
mantidas em estufa a 35°C. Entao, para a preparacao
das suspensodes, 100ul do caldo+bactéria foi inoculado
em 900ul do caldo Miiller -Hinton. Para a realizacdo do
teste, 100ul de caldo (controle) ou do caldo preparado
com os extratos (testes) foram dispensados em pocos
separados de uma placa de cultura de células (96 po-
¢os). Sobre cada um foram dispensados 5ul das bacté-
rias ja listadas. A placa foi vedada com parafilm e man-
tida em estufa a 35°C por 24h. Todo o procedimento foi
realizado em camara de fluxo laminar. As leituras fo-
ram feitas pela verificacdo do aparecimento de botoes
bacterianos no fundo de cada poc¢o, o que indica o cres-
cimento das bactérias.

RESULTADOS E DISCUS SAO

As extracoes realizadas neste trabalho foram: extra-
cdo aquosa (EA), extracao hidroalcoolica (HA) e extra-
cdo metandlica. As duas primeiras foram mais estuda-
das que a ultima, devido a esta ter sido realizada no
final dos experimentos, apenas para tentar encontrar
uma atividade antimicrobiana para a planta. Os rendi-
mentos obtidos com as extracoes realizadas podem ser
observados na Tabela I.

Como o EA foi pré-purificado e recebeu tratamentos
adicionais em relacdo ao HA e ao metanol:agua, era de
se esperar que o rendimento das suas fracoes fosse re-
duzido em relacdo aos ultimos, por perdas durante o
processo. Porém, como o rendimento foi significativa-

TABELA |
Rendimento obtido pelas extracées aquosa (EA)
e suas fracdes, hidroalcodlica (HA) e metanol-agua
a partir das folhas secas de A. vulgaris

mente menor, pode-se supor que a composicao de EA
bruto seja predominante de moléculas com baixa mas-
sa molar, que sao perdidas durante a precipitacao eta-
noélica, uma vez que este processo promove a separa-
cdo de moléculas de alta massa molar, e durante o pro-
cesso de didlise que foi realizado com uma membrana
com “cut-off" de 12 kDa.

Com relacéo a determinacao de proteinas e carboi-
dratos, o resultado pode ser observado na Tabela II.
Através da andlise por GLC observou-se a presenca
dos mesmos monossacarideos em todos os extratos e
nas fragoes de EA (arabinose, glicose, manose e galac-
tose), porém, em diferentes proporcoes. Com relacdo
aos metabolitos secunddrios, ambos apresentaram bai-
xas concentracoes de tais componentes, sendo que EA
apresentou alcaldides e cumarinas e HA, alcalodides e
esterdides e triterpenos.

O teste de atividade antimicrobiana ndo apresentou
os resultados esperados, uma vez que a indicacao do
uso popular da planta como antimicrobiana estimula-
ram a realiza¢ao do trabalho. Os microorganismos uti-
lizados foram escolhidos por serem as bactérias e fun-
gos rotineiramente empregados para esse tipo de estu-
do e por serem os agentes mais frequentes causadores
de infeccao urindria, tais como a Escherichia coli. Po-
rém, na técnica utilizando os cilindros metalicos sobre
a placa de 4gar inoculada com as bactérias, ndo se ob-
servou atividade inibitéria do crescimento bacteriano.
Como essa técnica necessita de uma difusdo das amos-
tras pelo dgar para entdo exercer a acao, a falta de ati-
vidade poderia ser atribuida a falta de difusibilidade
dos extratos. Dessa forma, para evitar essa proprieda-
de, foi realizada a técnica da concentracao inibitéria
minima (MIC). Como nesta técnica o extrato é dissol-
vido diretamente no caldo de cultura para realizar os
testes, o efeito de difusao é eliminado. Mas, mesmo
assim, as técnicas diferenciadas comprovaram que os
extratos foram inofensivos aos microbios.

Resultado semelhante foi obtido por Heemann
(2002), que testou a atividade antibacteriana da fracdo
hidrossoluvel do extrato etanélico das partes aéreas de
Pterocaulon interruptum, planta da mesma familia que
a artemisia, impregnando em discos de antibiograma
concentracoes de 50 a 400ug do extrato, frente as bac-
térias E. coli, P aeruginosa e S. aureus.

As concentracoes testadas neste trabalho foram muito
baixas quando comparadas a outros estudos, devido a
dificuldades de solubilizacdo em dgua dos extratos ob-
tidos. Mas deve-se destacar que as doses testadas fo-
ram mais altas que aquelas utilizadas pela populacao,
que normalmente utiliza “banho-de-assento” com o cha
da planta e nos testes realizados neste trabalho foi uti-
lizada a maior concentracao possivel de ser solubiliza-
da em dgua. Mesmo assim, adapta¢oes metodoldgicas,
principalmente com relacao a solubilizacdo das amos-

TABELA 11
Quantificacdo de carboidratos e proteinas
das extracOes aquosa (EA) e suas fracdes, e hidroalcodlica
(HA) a partir das folhas secas de A. vulgaris

Rendimento (%) Carboidratos (ug/ml) Proteinas (ug/ml)
EA 12,57 EA 392,65 322,19
Precipitado de EA 0,70 HA 296,55 189,47
Sobrenadante de EA 3,59 Precipitado de EA 53,40 18,15
HA 13,06 Sobrenadante de EA 285,45 63,53
Metanol agua 12,06 § Gosagem 66 Carboiiraton o e Biaciord (1676) pars 5 dossgem ds proeras. 0 P
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tras testadas para aumentar a concentracao nos experi-
mentos e ao tipo de metodologia empregada, devem
ser realizadas.

CONCLUSOES

A avaliacao do rendimento das extracdoes demons-
tra que a EA foi mais eficiente com relacdo a extracdo
dos metabolitos primérios (carboidratos e proteinas) que
o HA e houve uma variacdo em relacao aos metabdlitos
secundarios. Os testes de atividade antimicrobiana fo-
ram negativos quanto a inibicdo do crescimento dos
micrébios pelos extratos em ambos os testes realiza-
dos. Portanto, neste trabalho, verificou-se a ineficacia
dessa planta em sua utilizacdo medicinal como antimi-
crobiana, dentro das concentracoes, das metodologias
e dos micrébios testados.
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