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RESUMO

O presente trabalho avaliou a atividade antimicrobiana
in vitro do extrato hidroetandlico e fragcdes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e butanédlica das folhas de
Morus alba L. A concentracio inibitéria minima (CIM)
foi determinada frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,
Aspergillus fumigatus e Prothoteca zophii. As fracoes
que apresentaram melhores respostas para a atividade
antimicrobiana foram acetato de etila e cloroformica
com CIM de 256 pg/mL. Nao foi possivel detectar
atividade antimicrobiana para Aspergillus fumigatus em
nenhuma das concentracoes testadas. A citotoxidade do
extrato hidroetandlico foi avaliada através de culturas
de células de ovario de hamster chinés (CHO) e células
do tecido conectivo de camundongo (NCTC) clone 929,
determinando o indice de citotoxidade (IC_). O IC_
foi de 0,34 mg/mL para as células CHO e 3,24 mg/mL
para as células NCTC 929. De modo geral, as fracées
acetato de etila e cloroféormica das folhas de M. alba L.
apresentaram moderada atividade antimicrobiana e o
extrato bruto demonstrou acio citotéxica in vitro frente
as células CHO e NCTC 929.

Palavras-chave: Morus alba L.. Atividade Antimicrobiana.
Citotoxidade. Moraceae.

INTRODUCAO

Morus alba L. é uma espécie pertencente a familia
Moraceae, nativa da China e conhecida popularmente como
amoreira branca. Suas folhas, raizes e galhos sdo usados
como hipoglicemiante, antipirético, hepatoprotetor, anti-
inflamatdrio, antioxidante e no tratamento dos sintomas do
climatério (Chen et al., 1995; Yen et al., 1996; Zhishen et
al., 1999; Choi et al., 2005). Nas folhas de M. alba foram
identificados flavonoides como quercetina e rutina ¢ o
alcaloide 1-desoxinojirimicina (Kim et al., 1999; Kimura
et al., 2004).
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Muitas espécies vegetais apresentam atividades
antimicrobianas devido as propriedades apresentadas pelos
compostos sintetizados no metabolismo secundario. Os
vegetais superiores sdo capazes de produzir substancias
antibioticas utilizadas como mecanismo de defesa contra
predagdo por microrganismos, insetos e herbivoros
(Gotlieb, 1981). Os alcaloides e as substancias fenolicas,
como fendis simples, acidos fenolicos, quinonas e flavonas
sd0 os principais grupos de compostos extraidos de
plantas com propriedades antimicrobianas (Singh et al.,
2002, Hatano et al., 2005; Esquenazi et al., 2002). Essas
propriedades podem ser detectadas, principalmente, por
meio da observacao de sua capacidade de inibir o
crescimento de microrganismo (Souza et al., 2000). O
estudo da atividade antimicrobiana de compostos naturais
¢ instigante, visto que o surgimento de cepas bacterianas
resistentes aos mais diversos tipos de antibioticos é cada
vez maior, além da ocorréncia de efeitos colaterais como
diarreias e vomitos (Aderinokun et al., 1999).

Demonstrada a atividade antimicrobiana para a
espécie vegetal avaliada é importante também conhecer a
citotoxidade que a mesma pode apresentar. Atualmente as
substancias selecionadas pelos testes em cultura de células
estdo sendo avaliadas em modelos experimentais de cancer,
utilizando animais de laboratorio (Carvalho, 2006).

Diante dos diversos usos populares e da composi¢ao
quimica dos extratos de Morus alba L., o presente trabalho
teve como objetivos: investigar a atividade antibacteriana,
antifungica e algicida in vitro do extrato hidroetanolico das
folhas de M. alba e de suas fragdes frente a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Prothoteca
zophii. Assim como determinar a citotoxidade in vitro frente
as células de ovario de hamster chinés (CHO) e células do
tecido conectivo de camundongo (NCTC) clone 929.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas de Morus alba L. foram coletadas na
cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Uma
amostra do material vegetal foi identificada e depositada
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no Herbario do Departamento de Biologia da UFSM,
conforme exsicata SMDB 13.079.

Extracao e fracionamento

O extrato foi obtido por maceragao a frio do material
vegetal em po (80 g) com solucdo hidroetandlica 70% na
proporg¢do 2:8 (p/v) durante 30 dias. Em seguida, o extrato
foi concentrado, liofilizado e uma parte (20 g) submetida
a extragdes sucessivas com solventes organicos de
polaridades crescentes como hexano, cloroférmio, acetato
de etila e butanol, obtendo-se respectivamente as fragdes
hexanica, cloroférmica, acetato de etila ¢ butanodlica.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana do
extrato hidroetanolico e fragdes utilizou-se o método
de microdilui¢do em caldo de acordo com o Clinical
and Laboratory Standards CLSI M27 A3 (2008) para
leveduras, CLSI M7 A6 (2003) para bactérias e CLSI M38
A (2002) para fungos filamentosos, determinando assim a
Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

Preparacio das placas de microdilui¢ao

Para a execu¢do dos testes foram utilizadas placas
estéreis de microdilui¢do com cavidade com capacidade de
500 pL, dispostas em 8 linhas e 12 colunas, totalizando 96
cavidades.

Preparacio do inéculo

Os inodculos do fungo leveduriforme e de Profotheca
zopfii foram preparados a partir de cultivos em agar
Sabouraud durante 48 h a 30°C. A seguir preparou-se uma
suspensdo em salina 0,85% esterilizada, ajustando-se a
turvacdo dos microrganismos em espectrofotometro até se
obter transmitancia equivalente a solu¢ao-padrao da escala
de Mc Farland 0.5 em comprimento de onda de 530 nm. A
suspensao de trabalho foi obtida pela dilui¢ao 1:50, no meio
RPMI-1640, caracterizando-se em indculo prévio. Esse, foi
novamente diluido a 1:20 no mesmo meio. As placas com
os patdgenos foram incubadas a 35°C durante 48 h.

A preparagdo do inoculo das espécies bacterianas
foi realizada de modo similar, substituindo-se apenas os
meios agar Sabourand e RPMI-1640, por agar Muller-
Hinton (MH) e caldo Muller-Hinton. Os in6culos foram
obtidos a partir de bactérias ativadas através de cultivos
em agar Muller Hinton durante 24 h a 35°C. A seguir
foi preparada uma solu¢do em salina 0,85% esterilizada,
ajustando-se a turvagdo em espectrofotometro até obter
transmitancia equivalente de uma solu¢ao-padrao da escala
de Mc Farland 0,5 em comprimento de onda de 630 nm.
A suspensdo de trabalho foi produzida fazendo-se uma
diluigdo 1:10 com meio liquido caldo Mueller-Hinton. As
placas com os patdgenos bacterianos foram incubadas a
37°C durante 24 h.

O indculo para o fungo filamentoso foi preparado em
agar batata-dextrose durante 7 dias por 35 °C. Decorrido esse
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periodo, as colonias foram cobertas com aproximadamente
1 mL de salina 0,85% esterilizada. A seguir, essa suspensao
de conidios foi transferida para um tubo esterilizado, onde
a densidade foi ajustada em espectrofotometro a 530 nm,
até atingir 80 a 82 % de transmitancia (0,009 a 0,11 de
absorbancia). A suspensdo foi diluida a 1:50 no meio de
cultura. A seguir uma quantidade de 100 pL foi inoculada
nas placas de microdiluigao.

Inocula¢ao no meio de cultura

As cavidades das placas de microdilui¢do contendo
100 pL do extrato bruto ou fragdes de M. alba foram
inoculadas com 100ul de suspensdo do inoculo com
levedura e 10 uL de suspensdo bacteriana. A cavidade do
controle positivo continha 0,1 mL do in6culo e 0,1 mL do
meio, sem extrato ou fragdes. Os ensaios foram realizados
em duplicata.

As concentracgdes do extrato variaram de 512 a 4 pg/
mL.

Microrganismo

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana
foram utilizadas cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 44373,
Aspergillus fumigatus isolado clinico e Prototheca zopfii
isolado clinico, disponiveis no Laboratdério de Pesquisas
Micoldgicas da UFSM

Incubacio e leitura do teste

As microplacas inoculadas com bactérias foram
incubadas a 35 °C por 24 h, e as inoculadas com fungos
foram incubadas a 35 °C por 48 h. A leitura foi realizada
apos periodo de incubagdo, mediante comparagdo visual
com o controle de crescimento positivo. Os resultados
foram expressos como concentragdo inibitdéria minima
(CIM), que ¢ a menor concentracdo da amostra testada
onde nao foi visualizado crescimento do microrganismo.

Ensaio de citotoxidade in vitro com cultura de células
NCTC 929

Os ensaios foram realizados in vitro utilizando
a cultura de linhagem de células do tecido conectivo de
camundongo (NCTC) clone 929 (fibroblastos de mamiferos
ATCC CCL-1) por incorporagdo do corante vermelho
neutro (Nogueira et al., 2008). As células foram mantidas
no meio minimo essencial de Eagle (MEM) com 0,1 mM
de 146 aminoacidos ndo essenciais, | mM de sodio e
suplementado com 10 % de soro bovino fetal. As células de
aderéncia foram tratadas com tripsina e a suspensao celular
ajustada para 2x10° células/mL. O volume de 0,2 mL da
suspensdo celular foi adicionado em cada pogo da placa de
96 pogos e colocado em incubadora de CO,a 37 °C por 24 h.
Em seguida, as células foram expostas ao extrato das folhas
de M. alba nas concentragdes de 0,78 mg/mL; 1,56 mg/mL;
3,12 mg/mL; 6,25 mg/mL e como controle utilizou-se o
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meio de cultura. Cada concentragdo foi testada em triplica
e o vermelho neutro extraido com solugdo de acido acético
1% em etanol 50%. Foi determinada a absorbancia a 540
nm em leitor de microplacas Thermo Scientific Multiskan
FC (Vantaa, Finland).

Ensaio de citotoxidade in vitro com cultura de células
CHO

Os ensaios foram realizados in vitro utilizando
cultura de linhagem de células de ovario de hamster
chinés (CHO) por incorporagdo do corante vermelho
neutro (Nogueira et al., 2008). As células foram mantidas
no caldo RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal
bovino. As células de aderéncia foram tratadas com tripsina
e a suspensdo celular ajustada para 2 x10° células/mL. O
volume de 0,2 mL da suspensdo celular foi adicionado a
cada poco da placa de 96 pocos e colocado em incubadora
de CO,a 37 °C por 24 h. Em seguida, as células foram
expostas ao extrato das folhas de M. alba nas concentragdes
de 0,19 mg/mL; 0,39 mg/ mL; 0,78 mg/ mL; 1,56 mg/ mL;
3,12 mg/mL e como controle utilizou-se o meio de cultura.
Cada concentracdo foi testada em triplica e o vermelho
neutro extraido com solugao de acido acético 1% em etanol
50%. Foi determinada a absorbancia a 540 nm em leitor
de microplacas Thermo Scientific Multiskan FC (Vantaa,
Finland).

RESULTADOS

Os microrganismos utilizados neste ensaio
abrangeram a classe dos Gram-positivos (S. aureus), Gram-
negativos (E. coli, P. aeruginosa), fungo filamentoso (4.
fumigatus), fungo leveduriforme (C. albicans) e ainda a
alga unicelular P. zopfii. Os resultados obtidos na avaliagdo
da atividade antimicrobiana estao apresentados na Tabela 1.
E. coli foi sensivel a fragdo acetato de etila na concentracao
de 256 pg/mL (CIM), S. aureus apresentou sensibilidade
frente ao extrato hidroetanélico bruto (512 pg/mL) e as
fragdes butandlica (512 pg/mL) e clororformica (256 pg/
mL); P. aeruginosa e P. Zophii foram sensiveis ao extrato
e as quatro fragdes, C. albicans foi sensivel ao extrato
hidroetandlico (512 pg/mL) e a fragdo acetato (256 pg/mL).
Aspergillus fumigatus ndo apresentou sensibilidade nas
concentragdes testadas. Os resultados das concentragdes
inibitérias minimas evidenciaram componentes quimicos
no extrato e nas fragdes com potencial efeito antibacteriano
e antifungico.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do extrato bruto e fragdes de
Morus alba L. (ug/mL), frente a seis diferentes microrganismos.

CIM (ug mL™)

Microrganismos EB Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr.Clo.  Fr. Hex.
Escherichia coli >512 256 >512 >512 >512
Staphylococcus aureus 512 >512 512 256 >512
Pseudomonas aeruginosa 512 256 512 256 512
Aspergillus fumigatus >512 >512 >512 >512 >512
Prototheca zopfii 512 512 512 256 256
Candida albicans 512 256 >512 >512 >512

Concentragao inibitoria minima (CIM) para o extrato bruto e fragdes das folhas de Morus alba L.
EB = extrato bruto, Fr. AcOEt = fragdo acetato de etila, Fr. ButOH = fragdo butanolica, Fr. Clo =
fragdo cloroférmica, Fr. Hex = fragdo hexanica.
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A atividade citotoxica em células CHO apresentou
IC,, (indice de citotoxidade que causa a morte celular de
50 %) na concentragdo de 0,34 mg/mL, com intervalo de
confianca superior e inferior de IC, 0,44 mg/ml e IC,
0,24 mg/ml, respectivamente. Para as células NCTC 929 o
IC,, foi obtido na concentragio de 3,24 mg/ml, com IC, ¢ de
3,53 mg/ml e IC_, de 2,98 mg/ml.

DISCUSSAO

Varias razdes levam pesquisadores a estudar a agdo
antimicrobiana dos metabolitos secundarios, uma delas
¢ o aumento da resisténcia bacteriana frente aos agentes
antimicrobianos tradicionais. Segundo Bylka et al., (2004),
a atividade antimicrobiana de um extrato pode ser devido a
presenca de flavonoides e taninos, os quais estdo presentes
nas folhas de M. alba, sugerindo uma possivel atividade
antimicrobiana. De acordo com Holetz et al., (2002),
concentragdes abaixo de 100 pg/mL apresentam boa
atividade antimicrobiana, entre 100-500 pg/mL moderada
e entre 500 e 1000 pg/mL fraca atividade, sendo de dificil
aproveitamento farmacéutico no tratamento de infecg¢des
bacterianas e fungicas.

As fragdes que apresentaram moderada atividade
antimicrobiana foram acetato de etila para E. coli, P.
aeruginosa e C. albicans e a fragdo cloroférmica para S.
aureus, P. aeruginosa e P. zopfii. Esses microrganismos
sdo responsaveis por diversas patologias como doencas
respiratorias, infecgdes intestinais, urinarias ¢ septcemia,
sendo de grande importancia a descoberta da atividade
antimicrobiana das folhas de M. alba L. frente a estes
patodgenos visando uma futura aplicagao terapéutica (Urzua
et al., 1998; Trabulsi et al.,1999). O extrato hidroetanolico
e a fragcdo butandlica apresentaram fraca atividade. A fracao
hexanica apresentou moderada atividade frente a P. zophii,
patdégeno oportunista de importancia clinica em pacientes
imunocomprometidos e de dificil erradicagdo com as
drogas antifiingicas atualmente disponiveis (Lass et al.,
2004).

Através da cultura de linhagens de células de ovario
de hamster chinés (CHO) por incorporagdo do corante
vermelho neutro, foi determinado a IC_ do extrato de M.
alba na concentracdo de 0,34 mg/mL. Este resultado foi
semelhante ao encontrado por Albuquerque (2009), que ao
expor células CHO a diferentes concentra¢des do extrato
de Plathymenia reticulata Benth. obteve IC, de 0,331
mg/mL. No ensaio de citotoxidade por meio da exposigdo
do extrato de M. alba as células NCTC 929, foi obtido
IC,, na concentragdo de 3,24 mg/mL, valor superior ao
encontrado frente a exposi¢ao do extrato as células CHO
(0,331mg/mL), demonstrando maior citotoxidade diante
das células CHO. Essa diferenca nos valores obtidos para
concentragdo inibitdria varia de acordo com o tipo de célula
usada no ensaio. Segundo National Institute of Health
(1996) (NIH), dados in vitro podem ser Uteis na estimativa
das doses iniciais para os testes in vivo de toxicidade aguda,
que irdo reduzir o nimero de animais necessarios para tais
determinagdes.

O extrato de M. alba possui agao citotoxica in vitro
frente as células testadas, podendo ser avaliado em modelos
experimentais de cancer, utilizando animais de laboratdrio.
Os dados obtidos encorajam a realizagcdo de novos estudos
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a fim determinar as substancias que contribuem para a
atividade bioldgica, entender seu mecanismo de acdo
e avaliar a toxicidade, visando uma possivel aplicagao
farmacéutica.
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ABSTRACT

Antimicrobial Activity and Cytotoxicity of crude extract
obtained of Morus Alba L. (Moraceae)

This study evaluated the in vitro antimicrobial activity
of hydroethanolic extract and hexane, chloroform,
ethyl acetate and butanol fractions from Morus alba L.
leaves. The minimum inhibitory concentration (MIC)
was determined using Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,
Aspergillus  fumigatus and Prothoteca zophii. The
fractions that better responded the antimicrobial
activity were ethyl acetate and chloroform with CIM
of 256 pg/mL. It was unable to detect antimicrobial
activity for Aspergillus fumigatus in the tested
concentrations. The cytotoxicity of the hydroethanolic
extract was evaluated by cell cultures of chinese
hamster ovary (CHO) and connective tissue of mouse
clone 929 (NCTC), determining the level of cytotoxicity
(IC,)). The IC,, obtained was 0.34 mg/mL for CHO
and 3.24 mg/ml for NCTC 929 cells. In general, ethyl
acetate and chloroform fractions from M. alba L. leaves
showed moderate antimicrobial activity and its extract
presented in vitro cytotoxicity against CHO and NCTC
929 cells.

Keywords:  Morus alba L. Antimicrobial Activity.
Cytotoxicity. Moraceae.
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