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RESUMO

Na medicina popular € comum o uso de plantas medicinais para tratamento de enfermidades. A espécie Artemisia annua L. vém
sendo utilizada por apresentar agdo contra protozoarios, porém também apresenta atividade contra outros microrganismos. O
presente trabalho tem como intuito avaliar a atividade antibacteriana através do extrato etanilico das folhas da espécie Artemisia
annua L.. O estudo foi realizado por obtencdo do extrato vegetal que foram analisados por prospeccdo fotoquimica. A atividade
antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluigdo utilizando as seguintes espécies bacterianas: Sthaphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoneae. A atividade
moduladora foi determinada frente aos antibidticos gentamicina, amicacina, candamicina e betalactamicos. Os resultados para
atividade microbiana foram considerados satisfatorios prevalecendo maior agdo do extrato vegetal frente as cepas Gram positivas
dentre elas especialmente S.aureus, ja as Gram negativas obtiveram resultados <1024 ug/ml. Na atividade moduladora foi
observado que o extrato vegetal das folhas de Artemisia Annua L. atua melhor em sinergismo com antibidticos principalmente se
os mesmos forem utilizados contra espécies Gram positivas. Diante dos resultados obtidos foi observado que as folhas de Artemisia
annua L. apresentam atividade antimicrobiana, e o extrato vegetal atua com sinergismo com antibiéticos aumentando sua atividade
inibitéria.

Palavras-chave: Artemisia annua L.; Bactérias; Plantas.
ABSTRACT

In folk medicine, it is common to use medicinal plants to treat illnesses. The species Artemisia annua L. has been used because it
has action against protozoa, but it also has activity against other microorganisms. The present work aims to evaluate the
antibacterial activity through the ethanolic extract of the leaves of the species Artemisia annua L. The study was carried out by
obtaining the plant extract that was analyzed by photochemical prospecting. The antibacterial activity was evaluated by the
microdilution method using the following bacterial species: Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Klebsiella pneumoneae. The modulating activity was determined against the
antibiotics gentamicin, amikacin, candamycin and beta-lactams. The results for microbial activity were considered satisfactory,
with greater action of the plant extract prevailing against Gram positive strains, especially S.aureus, while Gram negative strains
obtained results <1024 ug/ml. In terms of modulating activity, it was observed that the plant extract from the leaves of Artemisia
Annua L. acts better in synergism with antibiotics, especially if they are used against Gram positive species. Given the results
obtained, it was observed that the leaves of Artemisia annua L. have antimicrobial activity, and the plant extract acts synergistically
with antibiotics, increasing their inhibitory activity.

Keywords: Artemisia annua L.; Bacteria; Plants.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais é uma préatica
milenar e seu uso até os dias atuais se torna uma alternativa
para suprir as necessidades das populac@es que ainda néo
tem acesso a farmacos e tecnologias modernas
(OLIVEIRA et al., 2018; PATRICIO et al., 2022). Os
vegetais podem ser administrados de diversas formas
como: chéas, xaropes, inalacbes ou compressas, € as
substancias quimicas presentes podem ter efeitos
benéficos sobre o organismo humano combatendo
microrganismos, mas também podendo causar efeitos
colaterais por exemplo, a intoxicagéo (SILVA, 2015).

Os componentes existentes nas plantas podem ser
classificados como metabolitos priméarios ou secundarios.
Os metabolitos secundarios séo substancias sintetizadas
que possuem varias fungdes, como favorecer a coloracéo
da planta e proteger contra predadores. E sdo esses
componentes que vao despertar o interesse farmacéutico
pelo efeito que exerce no organismo humano apresentado
atividades bioldgicas frente a bactérias, fungos e
protozoarios dentre outros (MARQUES et al., 2019;
PACHECO BORGES e ALVES AMORIM,2020).
(OLIVEIRA et al., 2012).

Para conhecer as substancias presentes nas plantas
medicinais, € necessario a extracdo do material vegetal, as
formas mais empregadas sdo extrato vegetal e o6leo
essencial (SILVA et al., 2021). O extrato vegetal é obtido
principalmente através de solventes organicos como agua
e alcool. Os Oleos essenciais tém como principais
caracteristicas serem volateis, lipossolUveis e limpidos e a
forma mais comum de extracdo € através da
hidrodestilagdo (RODRIGUES; SILVA; MACEDO,
2017).

Dentre as varias espécies de plantas medicinais
usadas pela populacdo destaca-se a Artemisia annua L. da
familia Asteraceae (JUNIOR et al., 2022). Sua origem é
asiatica e sua acdo microbiolégica € voltada
principalmente contra o parasita Plasmodium falciparum,
seus principais metabdlitos secundarios séo flavonoides,
cumarinas, acido caféico e artemisinina. Outra acdo que
pode ser desempenhada por essa planta é a atividade
antimicrobiana  especificamente  contra  linhagem
bacteriana Gram positiva (ZANMARIA, 2016).

Uma das problematicas que o Brasil mais enfrenta
hoje em dia é a resisténcia microbiana, e as principais
causas sdo o uso irracional de medicacdo, prescri¢do
errada e dosagem inadequada do antibidtico. Os micro-
organismos envolvidos nesse processo estdo presentes
principalmente em ambiente hospitalar como em meio

externo, ja os antibioticos que vem apresentado resisténcia
séo os mais utilizados no cotidiano como vancomicina e
penicilina. (VIEIRA; NASCIMENTO, 2017).

O Brasil apresenta uma rica biodiversidade de
plantas medicinais e seu uso continuo por a populacao
despertou o interesse cientifico a fim de padronizar os
componentes presentes. Artemisia annua L. é uma planta
pouco estudada, porém os metabdlitos j& encontrados
apresentam resultados positivos para acdo antimicrobiana,
sendo necessaria uma melhor analise para que se encontre
maior agdo microbiana com outras linhagens.

O principal objetivo desse projeto de pesquisa é
avaliar a atividade antibacteriana das folhas de Artemisia
annua L., elucidando quais substdncias podem ser
encontradas em sua composi¢do quimica.

MATERIAS E METODOS
Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de carater experimental e
guantitativo. A pesquisa experimental e quantitativa se
baseia na realizagdo de experimentos que seguem critérios
determinados por metodologias cientificas, além disso é
empregado técnicas estaticas que permitem resultados
com maior margem de seguranga objetivando assim 0s
resultados (DALFOVO; LANA; SILVEIRA, 2008).

Material vegetal

As folhas de Artemisia annua L. foram coletadas
no horto de plantas medicinais da Universidade Regional
do Cariri (URCA) no més de agosto de 2018. Os testes
foram realizados no laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais — LPPN, da Universidade Regional do Cariri nos
meses de setembro e outubro.

Preparacao do extrato

As folhas de Artemisia annua L. foram
selecionadas e secas a temperatura ambiente e em seguida
trituradas, para aumentar a superficie de contato, e
submersas em etanol P.A para extragdo a frio por um
periodo de 72 horas, segundo a metodologia descrita por
Simdes et al. (2010). Apods esse periodo a mistura foi
submetida a filtracdo para retirada das impurezas, e a
destilagéo do solvente ocorreu em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida a temperatura controlada entre 70-80 °C,
com a retirada posterior do alcool etilico excedente em
banho maria. O rendimento do extrato foi calculado com
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base no peso seco do extrato em comparativo com 0 peso
das folhas antes da extracdo, com rendimento de 5,2%.

Prospeccao fitoquimica

A avaliacdo fitoquimica foi realizada de acordo
com a metodologia de Matos (2009) e Simdes et al. (2010)
com o intuito da elucidagdo de classes de metabdlitos
secundarios como flavonoides, alcaldides e taninos. Esse
teste baseia-se na observagdo visual, intensificagdo da cor
ou formacdo de precipitado apds adicdo de reagentes
especificos nas solugdes das amostras.

Avaliacdo antimicrobiana e concentra¢do inibitoria
minima

A atividade antimicrobiana foi realizada através
do método de microdiluicdo com base no Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2012). Foram
utilizadas as bactérias padrdo, sendo trés Gram (+):
Sthaphylococcus aureus (ATCC 12624), Streptococcus
mutans (ATCC 0446) e Bacillus cereus (ATCC 33018) e
trés Gram (-): Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Klebsiella
pneumoneae (ATCC 4352). Todas as linhagens foram
concedidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

As linhagens bacterianas foram ativadas em meio
Brain Heart Infusion Broth (BHI 3,8 %) e mantidas na
estufa por 24 horas. Ap6s o primeiro cultivo o inéculo foi
padronizado a partir de uma suspensdo com concentracéo
de aproximadamente de 1 x 108 UFC/mL (turbidez da
escala de McFarland). Em seguida, essa suspensdo foi
diluida em caldo BHI a 10 % e volumes de 100 uL foi
adicionado e homogeneizado nos pocos de uma placa de
microdilui¢do acrescido de uma concentragéo do extrato.
As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A atividade antibacteriana foi detectada através
do método colorimétrico utilizando 25 uL de resazurina
sodica (0,01%) apdés o periodo de incubacdo. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada
como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o
crescimento bacteriano.

Avaliacdo da atividade moduladora

O teste de modulag&o foi realizado na presenca e
na auséncia do extrato vegetal através de microdilui¢cdo em

triplicata. Para avaliar a atividade moduladora foi utilizada
a CIM, do extrato etanolico e 6leo essencial frente aos
antibidticos da classe aminoglicosideos (cefalotina,
gentamicina e  amicacina) e  Betalactamicos
(benzilpenicilina).

Os inoculos bacterianos em BHI a 10 % foram
distribuidos na placa, seguido da microdilui¢do de 100 uL
das solugdes de antibidticos (1024 ug/ mL). Houve a
realizacdo de seguidas dilui¢cGes obtendo as concentragdes
do antibi6tico que variam de 512 a 0,5 ug/ mL.

O teste sera monitorado com um controle positivo
contendo apenas os antibi6ticos e os microrganismos. As
placas microdiluidas foram incubadas a 37 °C por 24 horas
e a leitura foi procedida com auxilio de resazurina sodica
como descrito anteriormente (COUTINHO et al., 2008).

Andlises estatisticas

Os testes microbioldgicos e toxicoldgicos foram
analisados pelo ANOVA bidirecional seguida pelo teste de
Bonferroni utilizando software GranphPad Prism 6.0. Os
resultados em p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo em questdo foram encontrados alguns
metabdlitos secundarios, como é possivel observar na
Tabela 1. Na determinacdo quimica realizada com o
extrato vegetal das folhas de Artemisia annua L. obteve
resultados positivos para a presenca de taninos
condensados, o mesmo composto foi obtido na
metodologia utilizada por Sprenger (2013), como
principal componente identificado.

Foram encontrados também flavonoides, flavonas
e xantonas, confirmando o que foi descrito por Sprenger
et al. (2016), que esses compostos sdo responsaveis por
reduzir a disponibilidade de nutrientes aos micro-
organismos impedindo o seu crescimento.

Outros compostos como  antocianinas e
antocianidinas e catequinas foram evidenciados, porém
ndo corroboram com os descritos na literatura cientifica
como exemplo Favero (2015). Seus estudos apontaram
como principal componente a lactonas sesquiterpénicas o
que difere dos resultados que foram encontrados, que pode
ser explicado por divergéncia de metodologias e material
vegetal que foi utilizado.
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Tabela 1. Constituintes quimicos presentes nos Extrato Etandlico das folhas de Artemisia annua L.; C1: Antocianinas; C2:
Antocianidinas; C3: Flavonas; C4: Flavonois; C5: Flanondis; C6: Xantonas; C7: Tanino Condensado; C8: Auronas; C9: Flavonas;
C10: Catequinas; + Positivo; - Negativo.

Extrato

Constituintes

C1

C2 C3 C4 C5 C6

C7r C8 C9 C10

EEFA +  +

+

+ + o+ + + +

As concentragdes inibitorias minimas obtidas
estdo representadas na Tabela 2. O extrato vegetal das
folhas de Artemisia annua L. apresentou uma CIM para
S.aureus (ATCC 12624) de 128 ug/mL; As demais
linhagens, S.mutans (ATCC 0446), B.cereus (ATCC
33018) e S. aureus (MR 358) obteve uma inibicdo
moderada de 512 ug/mL.

Estudos realizados por Duarte et al. (2004)
utilizando a mesma metodologia, foi obtido resultado de
1,7 mg.MI-1 frente ao Bacillus subtillus, mesmo com a
divergéncia de cepas utilizadas por ambos os trabalhos é
possivel ressaltar que as folhas de Artemisia annua L.
apresenta um resultado significativo quando submetidas a
inibi¢do de bactérias Gram postivas.

Segundo Oliveira (2016) quando utilizada em
associacdo com outra espécie de planta medicinal como

Desinficiens coptidis as folhas de Artemisia annua L.
apresentam efeitos antagbnicos, com uma inibigdo
incompleta frente a cepas de S.aureus e E.faecalis.
Enquanto que Gadéa (2008) retrata que a atividade
microbiana frente as bactérias Gram positivas obtidas
pelas folhas de A.annua L é justificada por a imensa
quantidade taninos presentes o que resulta em uma melhor
interacdo com a parede celular, j& que o teor de lipidio é
menor comparada as Gram negativas.

As cepas bacterianas Gram negativas utilizadas
para a CIM foram: E.coli (ATCC 25922), K.pneumonie
(ATCC 4532), P.auruginosa (ATCC 15442) e E.coli (MR
27). Todas as linhagens bacterianas obtiveram uma mesma
concentragdo inibitéria minima de >1024 ug/mL, como
pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das concentra¢des inibitorias minimas do Extrato vegetal das folhas de Artemisia annua L.

Bactérias testadas CIM 1 EEFS CIM 2 EEFS CIM 3 EEFS
Sthaphylococcus aureus (ATCC 12624) 128 ug/mL 128 ug/mL 128 ug/mL
Streptococcus mutans (ATCC 0446) 512 ug/mL 512 ug/mL 512 ug/mL
Bacillus cereus ( ATCC 33018) 512 ug/mL 512 ug/mL 512 ug/mL
Sthaphylococcus aureus (MR 358) 64 ug/mL 64 ug/mL 64 ug/mL

Escherichia coli (ATCC 25922) Z 1024 ug/mL

> 1024 ug/mL > 1024 ug/mL

Klebsiella Pneumoniea (ATCC 4532) > 1024 ug/mL

> 1024 ug/mL > 1024 ug/mL

Pseudomonas. Aeruginosa (ATCC 15442) > 1024 ug/mL

> 1024 ug/mL > 1024 ug/mL

Escherichia coli (MR 27) > 1024 ug/mL

> 1024 ug/mL > 1024 ug/mL

Estudos realizados por Duarte et al. (2004)
utilizando a mesma metodologia, foi obtido resultado de
1,7 mg.MI-1 frente ao Bacillus subtillus, mesmo com a
divergéncia de cepas utilizadas por ambos os trabalhos é
possivel ressaltar que as folhas de Artemisia annua L.
apresenta um resultado significativo quando submetidas a
inibi¢do de bactérias Gram postivas.

Segundo Malinowski et al. (2007), a espécie de
Artemisia vulgaris da mesma familia de Artemisia annua

L. ndo apresenta resultados contra cepas bacterianas
negativas em ressalva a E.coli, a metodologia empregada
utilizava-se cilindros metalicos sobre a placa de agar
inoculada com bactéria, esses resultados corrobora com os
que foram obtidos ja que as CIM foram baixas e as
espécies analisadas pertencem a mesma familia de plantas
medicinais.

Os resultados obtidos da atividade moduladora do
extrato vegetal das folhas de Artemisia annua L. estdo
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disponiveis na Gréfico 1. Os antibidticos testados em
conjunto com o extrato vegetal apresentaram resultados
satisfatorios para a linhagem S.aureus (ATCC 12624), em
associacdo com a gentamicina houve um inibicdo de 16

ug/mL, j& para a amicacina a atividade foi de 128 ug/mL e
os valores obtidos por cefalotina e benzilpenicilina foram
menores correspondendo a 64 ug/mL e 512 ug/mL
respectivamente.

Grafico 1. Resultados da atividade moduladora do extrato vegetal das folhas de Artemisia annua L.
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Os resultados microbiolégicos foram expressos
como média geométrica e a analise dos resultados foi
realizada por ANOVA bidirecional seguida pelo pds-teste
de Bonferroni, usando o software GraphPad Prism 6.0 (p
<0,05).

Os valores obtidos em geral apresentados por
S.aureus demonstraram que 0 extrato vegetal apresentou
um 6timo efeito sinérgico quando utilizado em conjunto
com todos os antibidticos testados. Mesmo com 0s
diversos estudos com Artemisia annua L. ainda ndo existe
valores de atividade moduladora estabelecidos, sendo
necessario comparar os resultados obtidos através de
extratos pertencentes a mesma familia Asteraceae.

De acordo com Ferreira et al. (2016), que realizou
0 estudo com Libidibia ferrea pertencente a familia
Astereceae foram obtidos valores inibitorios de 8 ug/mL
guando utilizado o extrato vegetal junto com os
antibidticos amicacina e gentamicina frente a cepa de
S.aureus, 0 que corrobora com os resultados do presente
estudo devido ao mesmo apresentar o mesmo efeito
sinérgico.

Ja estudos realizados por Lacerda et al. (2016),
com as folhas de Bauhinia ungulata L. pertencente a

Amicacina

Amicacina + EFAA
Gentamicina
Gentamicina + EFAA
Benzilpenicilina
Benzilpenicilina + EFAA
Cefalotina

Cefalotina + EFAA

BNENEDEL

familia Astereceae apresentaram efeitos antagonicos
guando utilizado o extrato vegetal com os antibidticos
amicacina e betalactdmicos, diminuindo 37% da ac&o dos
antibidticos em associagdo com o extrato vegetal frente
S.aureus.

J& para avaliacdo da classe Gram negativa foi
selecionada a cepa de E.coli (MR 27), na qual houve
obtencdo de resultados satisfatérios quando utilizado o
extrato vegetal em sinergia com os antibioticos amicacina
e gentamacina, obtendo valores de 256 ug/mL e 512
ug/mL respectivamente. Ja a cefalotina e o bezilpenicilina
apresentaram 0 mesmo resultado de inibicdo de 512
ug/mL.

De acordo com Colares et al. (2018), seus estudos
realizados com o extrato vegetal da planta medicinal
Guapira graciliflora L. da familia Astereceae apresentaram
resultados de atividade moduladora significativos frente a
cepa de E. Coli (MR 27), os antibi6ticos utilizados foram
amicacina e cefalotina no qual o valor de inibi¢do foi de
512 ug/mL. Esses valores indicam que a fracdo de
metabolitos  secundarios, flavondides e  taninos
condensados tem a capacidade de interagir somente com a
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membrana externa das bactérias, por essa razao o valor de
inibicdo é menor.

Segundo Lacerda e colaboradores (2016), o
extrato vegetal das folhas de B. ungula possuem efeito
sinérgico de 37% quando utilizado junto com amicacina e
betalactamicos frente a cepa de E.coli (MR 27). Estudos
descrevem que a atividade antibacteriana junto com o0s
antibioticos pode ser explicada por razdo da presenca de
taninos que inibe a atuacdo de enzimas e permite a entrada
do antibidtico para o interior da parede celular das
bactérias.

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa identificaram a
presenca de metabdlitos secundarios relevantes, como
flavonas, flavonoides, taninos condensados e xantonas,
nas folhas de Artemisia annua L., que sdo conhecidos por
suas propriedades antimicrobianas. Houve uma notavel
inibic&o bacteriana, principalmente contra a cepa S.aureus,
que é clinicamente significativa e frequentemente
resistente a antibiéticos. No entanto, as cepas Gram
negativas ndo responderam bem a concentracao inibitoria
minima (CIM), sugerindo a necessidade de futuras
pesquisas com abordagens diferentes. Além disso, o
extrato das folhas de Artemisia annua L. exibiu efeitos
sinérgicos quando combinado com antibi6ticos, sendo a
amicacina e gentamicina os mais eficazes, especialmente
contra S.aureus.
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