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RESUMO 

A flora brasileira caracterizada por sua elevada diversidade possui grande potencial 

terapêutico dirigido para inúmeras doenças e distúrbios do organismo. Essa 

característica ímpar é o resultado da interação constante das plantas com o meio 

ambiente ao longo do processo evolutivo, culmina com a produção de diferentes 

metabólitos especiais com diversas propriedades. O presente estudo avaliou o potencial 

antimicrobiano de extratos de Aristolochia cymbifera Mart & Zucc, uma espécie vegetal 

utilizada tradicionalmente no tratamento de diversas infecções na forma de extratos 

aquoso (chá) e etanólico (cachaça). Após a avaliação da atividade antimicrobiana das 

frações obtidas por partição líquido:líquido do extrato etanólico bruto utilizando 

hexano, diclorometano e acetato de etila, foi observada uma potencialização da 

atividade para a fase diclorometânica. A partir dessa fase diclorometânica foi isolada 

uma mistura de ácido aristolóquico I e II (AA I e AA II), sendo apenas AA I ativo 

contra Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (a 250 µg/ml, efeito 

microbioestático e a 500 µg/ml, ação microbiocida). Não foi observado o envolvimento 

destes ácidos na ação antifúngica atribuída à fase diclorometânica. A obtenção do 

extrato bruto hexânico possibilitou a extração de substâncias ativas sem a presença dos 

ácidos aristolóquicos. Desse extrato, foi isolado o sesquiterpeno espatulenol ativo contra 

MRSA (a 250 µg/ml, efeito microbioestático e 500 µg/ml, ação microbiocida). Todas as 

amostras testadas exibiram ação antiviral frente ao Herpes Simplex Vírus tipo 1 (HSV-

1), exceto a fase diclorometânica e o extrato bruto aquoso. Nenhuma amostra testada 

exibiu atividade frente ao Herpes Simplex Vírus tipo 2 (HSV-2). O potencial 

antioxidante observado foi associado aos grupos de substâncias com possível ação 

antimicrobiana observadas pela realização de bioautografias. A mistura de AAI e AA II 
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e o espatulenol, substâncias que foram isoladas dos extratos de A. cymbifera não 

mostram ação antioxidante.  
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ABSTRACT 

The brazilian “flora” characterized by its high diversity has a great therapeutic 

potential focused to a great number of diseases and organism disturbs. This unique 

aspect is a result of the constant interaction among plants and environment along the 

evolutive process, which cause the production of different specials metabolites with 

many properties. This study evaluated the antimicrobial activity of extract from A. 

cymbifera Mart. & Zucc, a plant used on traditional treatment of several infections 

mainly as aqueous (tea) and ethanolic “cachaça” extracts. After the antimicrobial 

screening of the fractions obtained by liquid:liquid partitions of ethanolic crude extract 

with hexane, dichloromethane and ethyl acetate, was observed the increase of 

dichloromethane fraction activity. An active sample against MRSA containing 

aristolochic acid I and II (AA I and AA II), was obtained from the dichloromethane 

fraction. After separation AAI exhibited antimicrobial action against MRSA (250 µg/ml 

microbioestatic effect and 500 µg/ml, microbiocidal action). These substances were not 

associated to the antifungal activities of dichloromethane fraction. The obtainment of a 

hexane crude extract made possible the extraction of active compounds without 

aristolochic acid presence. The sesquiterpene spathulenol isolated from this extract was 

active against MRSA (250 µg/ml microbioestatic effect and 500 µg/ml, microbiocidal 

action). All samples were active against Herpes Simplex Virus type 1, except 

dichloromethane fraction and aqueous crude extract, but all of then were not active 

against Herpes Simplex Virus type 2. The antioxidant potential observed was associated 

to substances groups with possible antimicrobial action showed by bioauthograph. The 

AA I, AA II and spathulenol isolated of A. cymbifera were not related to antioxidant 

properties.  
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INTRODUÇÃO 

 

Uso de Plantas com Finalidade Terapêutica 

 

A utilização de produtos naturais pelo homem é tão antiga quanto sua própria 

existência, geralmente associada tanto para fins nutricionais como terapêuticos, estando 

sempre inserida no cotidiano de diversos povos em diferentes partes do mundo como 

um importante artifício na busca de uma melhor qualidade de vida (DHAR et al., 1968; 

ESQUENAZI et al., 2002; KONG et al., 2003; KUMAR et al., 2006). 

Mesmo sem embasamento científico, a utilização de plantas foi estabelecida de 

modo empírico baseada em crenças populares, uma vez que se apresenta como uma 

fonte renovável e de fácil acesso (COWAN, 1999). Com o passar do tempo os 

benefícios oriundos da alimentação e tratamentos com base em plantas possibilitaram a 

formação de uma cultura terapêutica ao longo de gerações. Desse modo foi criado um 

hábito alimentar que, ao permitir a observação de efeitos benéficos, possibilitou um 

acúmulo de conhecimento terapêutico empírico (NEWTON et al., 2002). 

Diversos povos de culturas distintas, desenvolvidas ou não, conhecem e usufruem 

do potencial terapêutico dos vegetais no tratamento de doenças. A utilização de plantas 

no tratamento de infecções comuns tornou-se corriqueira desde a antiguidade e, 

atualmente, várias dessas plantas ditas “medicinais” ainda estão inseridas como parte de 

tratamentos habituais para vários males (RÍOS & RECIO, 2005). Tais enfermidades são 

descritas por inúmeros grupos étnicos como infecções cutâneas, disenterias e malária 

dentre outros tipos de infecções (DHAR et al., 1968; DAHANUKAR, KULKARNI & 

REGE, 2000). 
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Por volta do Século V a.C., Hipócrates registrou cerca de 300 a 400 plantas 

medicinais (SCHULTES, 1978). Já no século I d.C., Dioscorides publicou De Materia 

Medica, um protótipo das atuais farmacopéias modernas. Demonstrando um profundo 

interesse em documentar determinadas propriedades terapêuticas presentes nas plantas, 

tais registros indicam uma preocupação em dominar o conhecimento referente ao poder 

de cura oriundo dos vegetais como uma alternativa em busca de melhor qualidade de 

vida (COWAN, 1999). 

A descoberta de papiros datados de 1550 a.C. permitiu conhecer registros que 

descrevem a utilização de cerca de 700 plantas (RATES, 2001). Tal fato corresponde a 

um forte indício da preocupação dos homens primitivos em acumular informações 

relacionadas ao uso terapêutico de plantas, o que indica o nascimento de uma cultura na 

arte de curar a ser considerado como um dos pilares do surgimento da medicina.  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), cerca de 80% da 

população mundial utiliza a medicina tradicional no tratamento de suas necessidades 

primárias de saúde, dentre os quais 85% correspondem à participação de extratos de 

plantas e seus princípios ativos na aplicação dessa terapia (TSHIBANGU et al., 2002). 

Principalmente por corresponder a uma fonte renovável e de grande disponibilidade que 

apresenta baixo custo e boa acessibilidade, aproximadamente 75 a 90% da população 

rural, em escala global, utiliza a fitoterapia como a principal alternativa de cura para 

uma série de enfermidades (KONG et al., 2003).  

Atualmente o interesse na descoberta de novas drogas vem sendo ampliado, 

especialmente no que se refere aos produtos vegetais com potencialidades terapêuticas 

(MACHADO et al., 2005). Indústrias farmacêuticas de grande porte demonstram 

interesse em investigar componentes vegetais como fonte de novas substâncias ativas e 

também no desenvolvimento de agentes fitoterápicos com eficácia, segurança e 
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qualidade asseguradas (CALIXTO, 2000; MACHADO et al., 2005). Também é válido 

ressaltar a importância prioritária do emprego dos mesmos critérios de qualidade 

utilizados na produção de medicamentos sintéticos. Com base nisso, a descrição dos 

principais componentes ativos presentes em uma planta, associada aos testes 

toxicológicos e controle de qualidade eficiente, podem ser descritos como 

procedimentos adequados à padronização de fitoterápicos em geral (WAGNER, 1997). 

Cerca de 12% da área terrestre do planeta é coberta por florestas tropicais, onde 

concentram-se 60% das espécies de plantas presentes no globo. Somente cerca de 1% 

dessas espécies vegetais são avaliadas com base em seus potenciais farmacológicos, 

embora 25% de todas as drogas modernas sejam produtos de origem vegetal, seus 

derivados e análogos sintéticos (KONG et al., 2003).  

O Brasil é um país tropical conhecido mundialmente por sua ampla diversidade de 

fauna e de flora. O potencial bioativo vegetal estimado gira em torno de 10 a 20% das 

espécies de plantas do planeta. Dessa forma, o país apresenta uma flora bem 

diversificada que compreende, por exemplo, cerca de 56.000 espécies de Fanerógamas 

descritas, o que é 22% dos representantes existentes em todo o mundo (ALVES et al., 

2001).  

Plantas medicinais têm despertado grande interesse por parte da comunidade 

científica por conterem componentes de grande valor terapêutico e por serem 

considerados uma extensa fonte de agentes quimioterápicos valiosos com 

potencialidade futura de aplicação prática (PANNUTI & GRINBAUM, 1995). 
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A Planta em Estudo: Aristolochia cymbifera 

 

A família Aristolochiaceae pertence à superordem Magnoliiflorae (sensu Dahlgren 

1980) sendo formada por 7 gêneros (Saruna, Asarum, Apama, Thottea, Holosttylis, 

Euglypha e Aristolochia) apresentando cerca de 400 espécies distribuídas ao longo das 

regiões tropicais, embora algumas espécies possam ser encontradas em regiões de clima 

subtropical ou até mesmo temperado (KELLY & GONZÁLEZ, 2003). O gênero 

Aristolochia compreende aproximadamente 300 espécies, das quais cerca de 90 são 

brasileiras, constituídas por ervas anuais, trepadeiras, com distribuição 

predominantemente tropical (LEITÃO & KAPLAN, 1992). 

Diversos estudos envolvendo os integrantes desse gênero têm sido desenvolvidos 

com base em uma série de abordagens do potencial terapêutico, sendo importante 

ressaltar: avaliação da atividade antibacteriana (GADHI et al., 2001; CAMPORESE et 

al., 2003; MACHADO et al., 2005), atividade antioxidante (VELÀZQUEZ et al., 

2003), atividade antiinflamatória (SOUSA et al., 2002) e atividade anti-Trypanossoma 

cruzi (ABE et al., 2002). A. cymbifera é pouco descrita na literatura especializada em 

estudos de elucidação de componentes com atividade antimicrobiana, sendo válido citar 

apenas a atividade antibacteriana frente a MRSA que foi atribuída à presença do 

diterpeno ácido 2-oxo-populifólico (MACHADO et al., 2005). 

Popularmente A. cymbifera é conhecida por diversos nomes, dentre eles: cassaú, 

jarrinha, cipó-milhomem, papo-de-peru, dentre outros. Embora amplamente utilizada na 

medicina popular, há alguns produtos do seu metabolismo descritos como sendo tóxicos 

(ZHOU et al., 2004). Com base nessas informações torna-se de grande interesse um 

estudo mais aprofundado da planta visando o esclarecimento dos reais perigos da 

utilização de seus produtos em terapias em geral, uma vez que o desconhecimento de 
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componentes tóxicos presentes em qualquer planta utilizada para um dado tratamento 

pode representar grande risco à saúde do usuário (KONG et al., 2003). 

A espécie em questão, assim como outros integrantes do gênero Aristolochia, são 

descritos como produtores de um metabólito secundário conhecido como ácido 

aristolóquico (AA), amplamente estudado e descrito na literatura por demonstrar 

acentuada ação tóxica aos rins e fígado (ZHOU et al., 2004). Esses metabólitos são 

estruturalmente de natureza nitrofenantrênicas (LEITÃO & KAPLAN, 1992; IOSET; 

RAOELISON & ROSTETTMANN, 2003) e os principais representantes são o AAI e o 

AAII, além de ser muito comum a sua presença acompanhada das lactamas 

correspondentes, aristolactamas. Essas substâncias relacionadas são associadas a um 

potencial altamente mutagênico, uma vez que possuem grande afinidade pelas bases 

nitrogenadas guanina e adenina, culminando em uma propriedade degradativa do DNA, 

contribuindo para formação de neoplasias (KOHARA et al., 2002). Tal fato mais uma 

vez ressalta a grande importância do estudo em questão, já que essa planta está bem 

popularizada na medicina tradicional e seus reais efeitos benéficos, ou até mesmo 

deletérios, ainda não são conhecidos em sua totalidade devido à ausência de 

embasamento científico. 

A necessidade do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e o baixo 

número de citações científicas referentes à A. cymbifera, apesar de seu potencial 

bioativo, estimulam o estudo mais aprofundado dessa espécie visando uma aplicação 

futura de seus componentes de modo eficaz e seguro para o usuário. 
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Alguns Componentes Bioativos de Origem Vegetal  

 

As Plantas produzem uma infinidade de substâncias das mais variadas classes, 

podendo ser responsáveis por suas funções bioquímicas e, em muitos casos, associados 

à sua defesa contra os patógenos presentes no meio ambiente (WOJTASZEK, 1997; 

ESQUENAZI et al., 2002). 

O metabolismo vegetal pode ser descrito como primário ou secundário. O 

primário considera os processos essenciais à vida e são comuns aos seres vivos, tais 

como processos bioquímicos associados à sua nutrição. Já o secundário, compreende a 

produção de substâncias que conferem vantagens adicionais à sobrevivência no 

ambiente podendo garantir a perpetuação da espécie, principalmente por relacionar-se a 

aspectos mais específicos a grupos de plantas (SIMÕES et al., 2004). 

Em parte, a ocorrência de grande variedade de substâncias produzidas por plantas 

pode ser explicada com base em sua interação com o meio ambiente. Principalmente por 

não se deslocarem, tal fenômeno ocorre via interações químicas que são desempenhadas 

principalmente por produtos resultantes de seu metabolismo secundário. Essa riqueza de 

substâncias pode ser explicada devido a evolução natural influenciada pela constante 

interação dos vegetais com as condições estabelecidas por fatores bióticos e abióticos 

(HARBONE, 1973; WALLACE, 2004).     

Uma série de classes de substâncias químicas pode ser resultante do metabolismo 

secundário das plantas e compreende produtos de diversas naturezas. Dentre as 

principais classes de metabolitos especiais encontrados em plantas podem ser 

destacadas: Alcalóides, Terpenóides, Taninos, Saponinas e Flavonóides, dentre muitas 
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outras descritas na literatura responsáveis pelas mais variadas atividades biológicas 

(COWAN, 1999). 

Os alcalóides podem ser compreendidos como substâncias orgânicas naturais que 

contêm um ou mais átomos de nitrogênio, podendo apresentar-se de formas variadas. 

Estudos com base na composição química e nos aspectos estruturais dos alcalóides 

consideram a classe dividida em diversos grupos, dentre eles: alcalóides indólicos, 

quinolínicos, piridínicos, piperidínicos, esteroídicos, derivados do triptofano e da 

fenilalanina, entre muitos outros (KARIBA et al., 2002). A morfina apresenta-se como 

um dos primeiros alcalóides utilizados na medicina, tendo sido isolada em 1805 do ópio 

de Papaver somniferum. Seu nome é uma referência ao deus grego do sono Morpheus 

(FESSENDEN & FESSENDEN, 1982).  

Os terpenos em geral denotam uma grande variedade estrutural e possuem como 

constituintes de sua estrutura básica unidades isoprênicas (COWAN, 1999). Essas 

substâncias representam os principais constituintes dos óleos voláteis de plantas (Óleos 

Essenciais), e são classificadas como mono-, sesqui-, di-, tri- e tetraterpenos. O óleo 

essencial de A. cymbifera, obtido por arraste com vapor dágua, é rico em sesquiterpenos 

além de outras substâncias tais como: n-undecano (17,7%) e n-dodecano (12,4%) 

(LEITÃO et al., 1991). Também foi registrada para a planta a presença de diterpenos do 

tipo clerodano, como os ácidos 2-oxo-populifólico e epi-populifólico, que foram 

descritas inicialmente por Leitão e colaboradores (1992) e, posteriormente foi atribuída 

ao ácido 2-oxo-populifólico a atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, S. 

epidermides e S. haemolyticus (MACHADO et al., 2005). 

Flavonóides são substâncias fenólicas que podem ocorrer em diferentes tipos 

estruturais, tais como: flavonóis, flavonas, isoflavonas, dentre outros (SIMÕES et al., 

2004). A atividade antimicrobiana dos flavonóides geralmente está relacionada à sua 
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capacidade de se complexar tanto com proteínas extracelulares e solúveis quanto com 

parede celular de bactérias em geral. Os flavonóides são bem descritos como produtos 

antioxidantes (COWAN, 1999). Espécies do gênero Aristolochia são produtoras de 

flavonóides onde se destaca a isorhamnetina-3-0-robinobiosídeo isolado de A. indica, o 

qual foi descrito pela primeira vez no gênero (MIZUNO et al., 1990).  

As saponinas em geral são substâncias muito comuns nas plantas. Do ponto de 

vista químico, caracterizam-se pela presença de um grupo glicosídio ligado a uma 

aglicona. A sua propriedade principal é reduzir fortemente a tensão superficial da água, 

sendo assim, as saponinas constituem excelentes emulsificantes (KHAN, KIHARA & 

OMOLOSO, 2000). 

Os taninos são outros produtos de espécies da família Aristolochiaceae, possuem 

composição variável e apresentam uma característica comum: a capacidade de precipitar 

proteínas, complexar metais pesados e alcalóides. São quimicamente definidos como 

polifenóis, podendo ser condensados, hidrolisados ou mistos (COWAN, 1999; 

ESQUENAZI et al., 2002). A atividade antimicrobiana desses polifenóis frente a 

Staphylococcus aureus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Fonsecaea 

pedrosoi e Herpes Simplex Vírus tipo I e II já foi bem descrita (ESQUENAZI et al., 

2002).  

 

Aspectos Gerais das Infecções Microbianas 

 

O dramático aumento do índice de resistência aos agentes antimicrobianos 

disponíveis no mercado é um crescente problema de saúde pública (CHOPRA et al., 

1996; BAQUERO, 1997). Tal fato compõe um cenário em que os constantes avanços 

dos conhecimentos científicos, médicos e tecnológicos ainda não impedem de forma 
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eficaz a progressão das doenças infecciosas como causa mundial de morbidade e 

mortalidade (MOELLERING et al., 2007). 

A constante demanda por novos agentes antimicrobianos tem estimulado a 

pesquisa de substâncias capazes de tratar as infecções resistentes aos agentes 

antimicrobianos disponibilizados atualmente no mercado, muitas vezes associada ao uso 

incorreto de antibióticos (NOSTRO et al., 2000; MACHADO et al., 2003). 

Microrganismos são conhecidos principalmente por sua capacidade genética 

intrínseca de adquirir resistência aos mais diversos agentes antimicrobianos utilizados 

no tratamento de infecções, particularmente destacando-se as bactérias Gram-negativas. 

A membrana mais externa desses microrganismos constitui uma barreira de 

permeabilidade que dificulta a penetração de substâncias antimicrobianas polares e 

permite a passagem de produtos com caráter mais lipofílico (TEGOS, STERMITZ & 

LOMOVSKAYA, 2002).  

As infecções fúngicas e bacterianas constituem atualmente um grande problema 

médico-social o que aumenta consideravelmente o interesse pela micologia e 

bacteriologia médicas. O aumento significativo de pacientes portadores de 

imunodeficiências adquiridas (HIV-positivo) e induzidas (terapias imunossupressoras) 

contribui consideravelmente para a consolidação desse quadro (BURIK & MAGEE, 

2001). 

O primeiro antibiótico utilizado como substância isolada foi a penicilina, em 1942, 

o que possibilitou a cura de diversas infecções comuns e ampliou o horizonte na 

descoberta de agentes antimicrobianos. Atualmente não há uma terapia totalmente 

eficaz contra todos os tipos de infecções e a descoberta de novos agentes 

antimicrobianos é de extrema necessidade (MARQUES-SANTOS et al., 1999). 
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O processo infeccioso bacteriano abrange desde a etapa de transmissão, 

reconhecimento superficial e adesão às células do hospedeiro como eventos iniciais, até 

processos mais avançados como invasão celular e/ou tecidual e evasão do sistema 

imunológico do indivíduo infectado (MACHADO et al., 2003).  

Com o aumento da prevalência de bactérias resistentes a muitas drogas, a busca 

por produtos naturais originados de plantas com potencial terapêutico oferece uma 

alternativa viável no combate às infecções de difícil tratamento (COWAN, 1999). Além 

disso, pesquisadores em diversos campos da ciência estão desenvolvendo estudos que 

visem a elucidação do potencial terapêutico presente nas plantas. O aspecto 

interdisciplinar dos grupos de estudo possibilita obtenção de produtos farmacológicos 

com maior rapidez e segurança por agilizar o desenvolvimento de cada etapa do estudo 

(AHMAD, AQIL & OWAIS, 2007). 

Na última década do século XX foi observado um grande aumento no número de 

infecções causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), tanto em 

unidades hospitalares quanto em comunidades (SANTOS et al., 1999). No caso do 

MRSA, o tratamento restringe-se apenas ao uso do antimicrobiano vancomicina 

(BOYCE, 1992), ressaltando que já são registrados casos de S. aureus resistente à 

vancomicina (VRSA) (HIRAMATSU, 1998; MACHADO et al., 2005).  

Estima-se que mais de 60% dos problemas de saúde associados às infecções em 

ambiente hospitalares nos Estados Unidos estão relacionados aos microrganismos 

Staphylococcus Coagulase-Negativa (CoNS), S. aureus e espécies de Enterococcus, em 

que 89,1% dos CoNS e 59,5% de S. aureus, isolados em Unidades de Terapia Intensiva, 

foram resistentes à meticilina enquanto 28,5% das espécies de Enterococcus 

encontrados demonstraram resistência à vancomicina. Portanto, é valido ressaltar que no 

período entre 1992 e 2002 ocorreu um aumento de 36% para 62% da prevalência de 
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MRSA em Unidades de Terapia Intensiva nos EUA (WISPLINGHOFF et al., 2004; 

MCDONALD, 2006).  

Tendo em vista o aumento de casos de infecções associadas à MRSA tanto em 

ambientes hospitalares quanto comunitários, estima-se que com o maior uso de 

vancomicina na terapia antimicrobiana desses agentes possa ser possível o surgimento 

cada vez maior de cepas de S. aureus resistentes à vancomicina (VRSA). Evidências 

descritas na literatura demonstram a transferência in vivo dos genes de resistência à 

vancomicina de Enterococcus sp. para S. aureus (CRAVEN & SHAPIRO, 2006). 

Infecções fúngicas sistêmicas são constantemente associadas aos casos de 

morbidade e mortalidade de pacientes hospitalizados. Embora haja diferentes patógenos 

fúngicos, os integrantes do gênero Candida continuam sendo uma causa cada vez mais 

comum de infecções fúngicas em ambientes hospitalares em que até 40% dos casos de 

candidíase invasiva não respondem ao tratamento antifúngico utilizado 

(GUDLAUGSSON, GILLESPIE & LEE, 2003; OSTROSKY & PAPAS, 2006). 

Existem aproximadamente 50.000 espécies de fungos, em grande parte benéficas 

ao homem, por atuarem na degradação e reciclagem de matéria orgânica e também por 

serem utilizados como modelos experimentais na pesquisa de variados processos 

eucarióticos. Entretanto, além do impacto econômico como fitopatógenos 

(HOSTETTER, 1998), diversas espécies são agentes etiológicos de intoxicações, 

micotoxicoses e micoses, sendo a última dividida em superficiais, cutâneas, 

subcutâneas, sistêmicas e até mesmo oportunistas (HOGAN, KLEIN & LEVITZ, 1996; 

GRAYER & KOKUBUN, 2001). 

De modo geral, a resistência aos agentes antifúngicos disponíveis atualmente e aos 

antibióticos apresenta-se como um dos principais aspectos que dificultam o tratamento 

de doenças infecciosas associadas a esses agentes microbianos. Tal fato dificulta em 
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muito a abordagem clínica no tratamento dessas infecções e os procedimentos de 

determinação do perfil de resistência realizado na rotina de laboratório de análise clínica 

(SCHMOURLO et al., 2005). 

A dificuldade no tratamento das infecções, utilizando os agentes antifúngicos, e os 

demais agentes antimicrobianos, pode ser compreendida como um processo 

multifatorial dependente de aspectos dos quais destacam-se a difusão incompleta em 

determinados tecidos, como no caso de abscesso cerebral ou de tecido hepático 

afetados; absorção incompleta pelo organismo da substância utilizada; fortes 

associações às proteínas do organismo; ou até mesmo a rápida eliminação que dificulta 

a manutenção do efeito do agente antimicrobiano. Indivíduos imunocomprometidos, 

como os portadores do HIV, são mais propensos às infecções por patógenos 

oportunistas que desencadeiam processos infecciosos devido a deficiência das defesas 

do organismo a julgar que a maioria desses microrganismos já está presente na 

microbiota do indivíduo (MOELLERING et al., 2007). 

 

Relevâncias das Infecções Virais 

 

Desde os tempos antigos lesões do tipo herpéticas têm sido relatadas na Grécia, 

por Hipócrates, e em Roma, por Herodotus (WILD & WATSON, 1963), sendo 

atualmente os herpesvírus (família Herpesvirínae) disseminados na natureza, infectando 

de insetos a mamíferos. Cerca de oito herpesvírus humanos já são descritos, dentre os 

130 já caracterizados no reino animal. O vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e o vírus 

herpes simplex tipo 2 (HSV-2) estão classificados na subfamília Alphaherpesvirinae e 

gênero Simplexvirus, sendo estes dois os de maior importância clínica apresentando 
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elevada incidência de infecções virais dentre os integrantes da família (ROIZMAN & 

PELLETT, 2001). 

Tanto o HSV-1 quanto o HSV-2 causam infecções com lesões recorrentes. 

Geralmente o HSV-1 está associado com infecções labial e o HSV-2 com infecção 

genital. Entretanto, é possível o HSV-2 causar herpes labial e o HSV-1, herpes genital 

(LAFFERTY et al., 2000; STRUTT et al., 2003). 

Embora atualmente o impacto social resultante da infecção labial causada por 

HSV-2 seja pequeno, há indícios de que ocorre o aumento do número de casos de 

herpes genital causados por HSV-1. Já foi visto que em alguns países da Europa, o 

HSV-1 já se tornou o principal agente causador de herpes genital. Porém a infecção 

genital causada pelo HSV-1 apresenta-se como uma manifestação clínica menos grave e 

associada a um menor número de recorrências quando comparada à infecção causada 

pelo HSV-2 (WALD et al., 2002). 

De modo geral, a soroprevalência do HSV-1 é superior a do HSV-2, excetuando-

se as populações determinadas como sendo de risco, como HIV positivos e pessoas com 

comportamento sexual promíscuo, por exemplo (LOOCKER & GARNETT, 2005). 

 

Atividade Antioxidante de Plantas 

 

O estudo de radicais livres na biologia tem despertado grande interesse, uma vez 

que desempenham um papel importante na ocorrência de diversas doenças, incluindo 

doenças cardiovasculares, algumas formas de câncer, processos inflamatórios e 

desordens neurodegenerativas (MAXWELL, 1995). Em organismos aeróbios, lipídeos 

contendo ácidos graxos poli-insaturados, proteínas, ácidos nucléicos e carboidratos 

podem ser oxidados via reações mediadas por radicais livres (RAMOS et al., 2003). 
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Quando o oxigênio é fornecido em excesso ou sua redução é insuficiente, 

espécies reativas de oxigênio (ERO) como superóxidos, radical hidroxila e peróxido de 

hidrogênio são gerados. As ERO podem atacar e lesar diversas moléculas e estruturas 

biológicas importantes como proteínas, DNA e membranas, induzindo a ocorrência de 

diversas doenças. Radicais livres são produzidos ao longo do metabolismo e removidos 

pelo sistema de defesa enzimático e não enzimático (HALLIWEL, GUTTERIDGE & 

CROSS, 1992). Porém, o stress oxidativo resultante de um sistema de defesa 

antioxidante inadequado causa inúmeros danos teciduais. Nesse contexto, substâncias 

com múltiplos mecanismos de ação, incluindo propriedades antioxidantes, podem 

contribuir para minimizar danos ao organismo causados por radicais livres (BARRY, 

1991). 

De modo geral plantas medicinais com propriedades antioxidantes ainda não são 

bem exploradas cientificamente, mas o seu potencial como fonte natural de substâncias 

antioxidativas tem despertado grande interesse. A procura por novos compostos que 

atuem na proteção química da oxidação de moléculas biologicamente importantes se 

mostra como um campo promissor da fitoterapia a ser explorado (RAMOS et al., 2003). 

Recentemente, o extrato alcoólico de Aristolochia cymbifera analisado pelo método 

colorimétrico de DPPH exibiu potente ação antioxidante (ALVIANO et al., 2008). 
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Justificativa 

 

O constante aumento de casos de resistência aos agentes antimicrobianos 

existentes restringe cada vez mais as possibilidades de tratamento das infecções 

causadas por microrganismos, elevando cada vez mais os custos com tais terapias. Este 

cenário contrasta com todo o avanço científico da atualidade ainda incapaz de impedir o 

destaque das doenças infecciosas como importante causa de morbidade e de 

mortalidades de pacientes em nível mundial. O Brasil, concentrando grande parte da 

diversidade biológica global, corresponde a um potencial imenso e eficaz de substâncias 

com atividades biológicas, muitas delas já utilizadas popularmente contra uma série de 

enfermidades que, em sua maioria, são doenças infecciosas. Uma vez que grande parte 

dessas infecções são resultantes da ação de microrganismos resistentes à maioria dos 

produtos disponibilizados atualmente, estudos direcionados a elucidação de novas 

substâncias antimicrobianas são necessários. Tais esforços tornariam possível a 

obtenção de novos produtos terapêuticos úteis ao tratamento dessas infecções, além de 

tornar o uso empírico dessas plantas mais seguro e eficaz. 
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Objetivo Geral 

 

O desenvolvimento do presente estudo visa avaliar a atividade antimicrobiana, 

antiviral e antioxidante da espécie Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc e confirmar o 

seu uso empírico frente a microrganismos de importância clínica, além da obtenção de 

substâncias ativas. 

 

Objetivos Específicos 

 

• Obter extratos brutos e frações semipurificadas de Aristolochia cymbifera Mart & 

Zucc; 

• Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos brutos e de frações de 

Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc frente aos microrganismos testados; 

• Observar o perfil de atividade antimicrobiana das frações obtidas por meio de 

fracionamento acompanhado por testes de avaliação de atividade antimicrobiana; 

• Isolar e identificar a(s) substância(s) ativa(s) a partir dos extratos brutos e frações 

semipurificadas ativos; 

• Avaliar a presença do ácido aristolóquico; 

• Avaliar o perfil de atividade antiviral para Herpes Simplex Vírus – HSV-1 e HSV-

2 dos extratos brutos e das frações semipurificadas; 

• Avaliar o potencial antioxidante dos extratos brutos, de frações semipurificadas e 

das substâncias isoladas de A. cymbifera. 

• Obter informações inerentes ao embasamento científico ao uso popular de A. 

cymbifera; 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Origem da Planta 

 

A planta abordada nesta pesquisa, Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc, é 

caracterizada por seu hábito em cipó, sua ampla distribuição no território brasileiro e 

seu uso para fins terapêuticos. O órgão vegetal eleito para este estudo foi o caule, por 

ser a parte utilizada na medicina popular. A amostra estudada foi coletada em janeiro de 

2005 e é oriunda do Herbário da Universidade Federal de Sergipe (UFS), onde foi feita 

também a identificação botânica. 

 

Obtenção dos Extratos Brutos 

 

O material botânico, (930g de caule), devidamente seco foi triturado e submetido 

aos processos de extração por maceração estática com hexano (5 x 1,5l) e  em seguida 

por etanol (2 x 1l). Após filtração, os extratos obtidos foram concentrados em 

evaporador rotatório e acondicionados em frascos bem vedados a -20ºC. A seguir, foi 

realizada a maceração do material não extraído com água aquecida, na qual o material 

vegetal foi submerso em água (70ºC) deixando atingir temperatura ambiente, e mantido 

em geladeira por 24 h. O extrato aquoso após filtração foi liofilizado e estocado a -20ºC 

(Esquema 1). 
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Esquema 1 – Processo de obtenção dos extratos brutos hexânico, etanólico e aquoso. 

 

Testes de Atividade Antimicrobiana 

 

Microrganismos 

 

Vários microrganismos de importância médica foram utilizados nos testes para 

determinação da atividade antimicrobiana dos extratos de A. cymbifera: 1) Bactérias 

Gram positivas - Staphylococcus aureus MRSA (BMB9393) (Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho, UFRJ); Lactobacillus casei isolado clínico do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho, UFRJ; Streptococcus mutans isolado clínico do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, UFRJ; 2) Bactérias Gram negativas - 

Escherichia coli isolado clínico do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho  3) 

Fungos leveduriformes - Candida albicans Sorotipo B ATCC 36802; Cryptococcus 

     Água [2 vezes] 

   Etanol [2 vezes]

Hexano [5 vezes] 

Caule de A. cymbifera 
(930 g) 

Extrato bruto hexânico 
EBH 

(9,38 g) 

Material não 
extraído 

Material não 
extraído 

Extrato bruto etanólico 
EBE 

(22,1 g) 

Material não 
extraído 

Extrato bruto aquoso 
EBA 

(9,38 g) 
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neoformans T1-444 Sorotipo A - isolado clínico (Universidade Federal de São Paulo, 

UNIFESP-SP); Fungos filamentosos - Fonsecaea pedrosoi amostra 5VPL, isolado 

clínico (Universidade Federal de Minas Gerais) e Trichophyton rubrum isolado clínico 

(Hospital Universitário Clementino Fraga Filho). 

 

Condições de Cultivo dos Microrganismos 

 

Os microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana foram 

cultivados seguindo as seguintes condições: as bactérias S. aureus MRSA, L. casei, E. 

coli e S. mutans foram cultivados em meio infusão de cérebro e coração (BHI) contendo 

agar, a 37ºC por 24 horas, sendo apenas S. mutans mantido em condições de 

anaerobiose.  Os fungos C. albicans, C. neoformans foram cultivados em meio 

Sabouraud agar e mantidos a temperatura ambiente por 24 a 48 horas, já os fungos F. 

pedrosoi e T. rubrum foram cultivados em meio Sabouraud agar a temperatura ambiente 

por 7 a 10 dias. 

 

Técnicas de Difusão em Agar 

 

“Drop Test” 

A atividade antimicrobiana de cada amostra, extrato bruto e frações, foi 

determinada por meio da Técnica de Difusão em Agar, que consiste em adicionar (10μl) 

da amostra diretamente na superfície do meio de cultura previamente inoculado com o 

microrganismo teste de modo confluente. Após o período de incubação, 24h (bactérias) 

e 48h (fungos leveduriformes) e 72h (fungos filamentosos), o diâmetro dos halos 

correspondentes à inibição do crescimento microbiano foram medidos e devidamente 
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registrados (HILI, EVANS & VENESS, 1997). Como controle positivo das bactérias 

utilizamos Vancomicina (1 mg/ml) e para fungos a Anfotericina B (1 mg/ml), sendo 

aplicado o volume de 10 µl. 

 Os extratos aquosos foram adicionados diretamente na superfície do meio, 

enquanto os extratos brutos hexânico e etanólico, assim como as frações orgânicas 

foram ressuspensos inicialmente em DMSO e diluídos (1:3) em água destilada estéril 

antes de serem aplicados na superfície do meio, para assegurar a não interferência do 

diluente na formação do halo de inibição microbiana. A realização do controle com o 

DMSO mostrou que não há interferência no crescimento microbiano.  

 

“Spot Test” 

Ao longo das etapas de fracionamento, as frações obtidas foram avaliadas quanto a 

sua atividade antimicrobiana por meio desta técnica. Tal procedimento consiste em 

aplicar em um ponto marcado da superfície de uma placa de gel de sílica 5 µl da fração 

concentrada cerca de 10x. Uma vez o solvente da amostra ter sido evaporado, a mesma 

é exposta a radiação UV em fluxo laminar por 15 min e meio de cultivo contendo ágar 

previamente inoculado com o microrganismo (de acordo com as condições de cultivo) 

em questão é vertido sobre a placa de sílica. Após período de incubação, o halo de 

inibição observado sobre a área em que a amostra foi aplicada indica atividade da 

fração. Para uma melhor visualização do halo de inibição a superfície do meio é 

revelada com um corante de viabilidade celular, o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-

2,5-difenil-2H-tetrazólio - (MTT) na concentração de 3mg/ml. Essa técnica possibilitou 

avaliar a atividade antimicrobiana de amostras obtidas ao longo do processo de 

fracionamento solubilizadas em solventes orgânicos. 
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Concentração Mínima Inibitória (CMI) 

 

Após estabelecido o perfil de atividade antimicrobiana, a Concentração Mínima 

Inibitória (CMI) dos extratos brutos e das frações foi determinada. A CMI é definida 

como a menor concentração da substância capaz de inibir todo o crescimento do 

microrganismo empregado no teste, permitindo uma avaliação quantitativa do seu 

potencial antimicrobiano. 

O procedimento foi realizado com base nas normas NCCLS – M7-A6, M11-A6, 

M27-A2 e M38-A que consiste em incubar as amostras em diluições seriadas em uma 

concentração padronizada do inóculo (105 células/ml). Os meios de cultivo utilizados 

foram: Caldo Muller-Hinton para bactérias, RPMI para fungos leveduriformes e Caldo 

Sabouroaud quando utilizados fungos filamentosos. Os seguintes controles são 

realizados: controle negativo do meio de cultivo (Meio puro), controle positivo do 

inóculo (microrganismos + Meio). O período de incubação é de 24h (bactérias), 48h 

(fungos leveduriformes) e 72h (fungos filamentosos). A temperatura de incubação foi de 

37ºC para bactérias e temperatura ambiente para fungos. A leitura foi realizada 

visualmente e confirmada com a adição de um indicador de viabilidade celular 

(Resazurina a 0,005% em PBS pH 7,0). Todos os testes foram realizados em duplicata. 

 

Avaliação do Efeito Microbioestático e Microbiocida 

 

Paralelamente à determinação da Concentração Mínima Inibitória, também foi 

investigado se a concentração apenas inibia o crescimento do microrganismo (efeito 

microbiostático) ou se sua ação ocasionava um efeito de inviabilização total do 

crescimento do microrganismo (microbiocida). O procedimento consiste em reincubar 
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em meio de cultivo estéril as concentrações do teste de CMI onde não foi observado 

crescimento microbiano, as concentrações maiores e iguais a CMI. A menor 

concentração que não exibir nenhum crescimento corresponde a concentração que 

apresenta efeito microbicida. Ao realizar este procedimento torna-se possível observar 

se a CMI apenas inibiu o crescimento do microrganismo ou se de fato demonstrou 

efeito microbicida.  

 

Bioautografia 

 

Inicialmente é realizada uma cromatografia em camada fina, onde os componentes 

são separados com base em sua afinidade com o sistema solvente utilizado que é 

descrito ao longo dos resultados. Após o solvente ter sido evaporado da placa de sílica, 

a mesma é exposta à radiação UV por cerca de 20 min para assegurar descontaminação, 

sendo esta posicionada dentro de uma Placa de Petri estéril onde é vertido meio de 

cultura (BHI – ágar) ainda no estado líquido (45ºC) previamente inoculado com o 

microrganismo teste. Após período de incubação, específico para cada microrganismo, a 

região onde ocorrer o halo de inibição do crescimento microbiano é comparada com a 

placa espelho (duplicata) revelada como descrito na técnica. Sendo assim torna-se 

possível elucidar a região cromatográfica correspondente à substância responsável pela 

inibição do crescimento microbiano (SAXENA et al., 1995 e NOSTRO et al., 2000). 

Para uma melhor visualização do halo de inibição foi utilizado um corante de 

viabilidade celular, o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio - 

(MTT) na concentração de 3mg/ml. 
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Técnicas de Fracionamento 

 

Todas as etapas de fracionamento dos extratos brutos e frações foram direcionadas 

tendo como base o perfil de atividade biológica. O emprego em conjunto de técnicas 

analíticas para avaliação de bioatividade e do perfil químico viabilizou a elucidação de 

substâncias bioativas presentes nos extratos e frações. 

 

Cromatografia em Camada Fina 

 

Após ser aplicada a amostra (extrato bruto ou fração) na placa cromatográfica de 

gel de sílica a 1,0 cm da base (Sílica G60 F245 - Merck), a cromatografia é desenvolvida 

de modo a promover a separação de seus componentes. As placas foram observadas sob 

radiação UV e reveladas com anisaldeído sulfúrico (17 ml de metanol, 2 ml ácido 

acético, 1 ml de ácido sulfúrico e 0,1 ml de anisaldeído) para observar a distribuição das 

substâncias ao longo do campo cromatográfico. Os diversos sistemas solventes são 

descritos ao longo da apresentação dos resultados. 

 

Partição Líquido:Líquido 

 

Partições líquido:líquido entre água e solventes orgânicos foram desenvolvidas, 

em funil de decantação, objetivando a obtenção de frações semi-purificadas do extrato 

bruto etanólico (EBE). O EBE foi inicialmente suspenso em MeOH:H2O (9:1) e então 

extraído com hexano (Fase hexânica). Posteriormente, todo o material não extraído foi 

evaporado, ressuspenso em MeOH:H2O (1:7) e extraído sequencialmente com 

diclorometano (Fase diclorometânica) e acetato de etila (Fase em acetato de etila) 
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(Esquema 2). Após a evaporação dos respectivos solventes em evaporador rotatório, as 

frações obtidas foram pesadas e avaliadas quanto o seu perfil de atividade biológica. 

Ext. Etanólico 
EBE 

 

Esquema 2 – Processo de partição líquido:líquido do extrato bruto etanólico de Aristolochia cymbifera 

Mart & Zucc com solventes orgânicos. 

 

Cromatografia em Coluna Aberta 

 

O EBH e a fração semipurificadas ativa (Fase diclorometânica) foram submetidas 

à cromatografia de adsorção em coluna de gel de sílica G60 (Merck, 70-230 mesh) 

utilizando-se como eluentes misturas binárias de hexano, AcOEt e MeOH em gradiente 

de polaridades crescentes, além dos solventes puros. As frações obtidas foram então 

concentradas em evaporador rotatório, avaliadas quanto sua atividade antimicrobiana e 

correlacionadas com o perfil de substâncias observadas através da associação entre 

cromatografias em camada fina e bioautografia.  

 

(8,0 g) 

Hexano

Diclorometano

Acetato de Etila

Resíduo I Fase hexânica 
(584,1 mg) 

Resíduo II Fase diclorometânica 
(612,4 mg) 

Resíduo III 
Fase Aquosa 

 

Fase em acetato de etila 
(305,8 mg) 

MeOH:H2O (9:1) 

MeOH:H2O (1:7) 
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Identificação dos bioativos antimicrobianos nos extratos: EBH e EBE 

 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - CLAE 

 

Ao longo do desenvolvimento das etapas de fracionamento da Fase 

diclorometânica obtida do EBE, as amostras obtidas foram comparadas com um padrão 

de Ácido Aristolóquico por meio de cromatografia em camada fina para observar o seu 

possível envolvimento na ação antimicrobiana. O perfil cromatográfico da amostra ativa 

foi observado e comparado com um padrão de Ácido Aristolóquico (A5512 - SIGMA-

Aldrich) contendo uma mistura do AA I e AA II. A avaliação foi realizada em um 

aparelho de cromatografia líquida modelo HP-1090, utilizando coluna RP-18 XTerra® 

(250mm x 4,6 mm x 5µm) e gradiente de acetonitrila (Solução B) em água (Solução A): 

inicialmente 20%B por 2min, 71%B até 5min, isocrático em 71%B até 8min, 72%B aos 

11min, 100%B até 20min. Detector de UV ajustado em 254 nm e fluxo de 1 ml/min. O 

cromatograma foi obtido utilizando o integrador HP3396A. 

A mistura de AA I e AA II obtida da Fase diclorometânica em questão foi 

separada em coluna semi-preparativa SUPELCOSIL™LC-18 (250mm x 10mm x 5µm)  

baseando-se as mesmas condições anteriores de gradiente de eluição e detecção, e fluxo 

de 4 ml/min. 

 

Cromatografia com fase gasosa acoplada à espectrometria de massas – CG/EM 

 

A fração ativa isolada por cromatografia de adsorção em gel de sílica do EBH foi 

analisada em cromatógrafo com fase gasosa Shimadzu QP 2010 interfaceada com 

espectrômetro de massas, utilizando coluna ZB-5MS, injetor a 270°C, interface de 
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230°C, temperatura da coluna: 60°C a 290°C (10°C/min). Os espectros de massas foram 

obtidos por impacto eletrônico a 70 eV. A identificação dos constituintes foi 

determinada com base na comparação do índice de retenção relativo a uma série de 

hidrocarbonetos, pela determinação do índice de retenção de Kovats e comparação com 

os espectros de massas publicados por ADAMS (2001) bem como com o banco de 

dados NIST21 e NIST107 da biblioteca do CG/EM. 

 

Avaliação do Perfil de Atividade Antiviral 

 

Cultura de Células  

 

Para a realização dos testes de avaliação do perfil de atividade antiviral dos 

extratos brutos e frações semipurificadas, foi utilizada a cultura de células Vero 

(fibroblasto de rim de macaco Cercopitheccus aethiops). 

A células foram mantidas em Meio Mínimo Essencial de Eagle (MEM-Eagle) 

acrescido de 0,03 mg/ml de glutamina, 50 µg/ml de garamicina, 2,5 mg/ml de 

fungizona, solução de bicarbonato de sódio a 0,255, HEPES 10 mM e 10% de soro fetal 

bovino (meio de crescimento) ou sem soro fetal bovino (meio de manutenção) e 

incubadas a 37ºC por 48 horas. 

 

Amostras de vírus utilizadas 

 

As amostras de Herpes Simplex Vírus tipo 1 e 2  foram isoladas a partir de fluido 

de vesículas características de herpes labial e de lesões na genitália, respectivamente, e 
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pertencem à coleção do LEDAC (Laboratório Experimental de Drogas Antivirais e 

Citotóxicas). 

 

Determinação da Concentração Máxima Não Tóxica - CMNT 

 

Inicialmente foi determinada a maior concentração não tóxica para a cultura de 

célula utilizada, célula Vero, em sistema de triplicata sendo cultivadas em microplacas 

de 96 poços empregando-se diluições seriadas dos extratos por 48 horas a 37ºC. O 

efeito citotóxico foi detectado por alterações na morfologia das células quando 

comparadas com o controle não tratado. A Concentração Máxima Não Tóxica (CMNT) 

foi determinada de acordo com a metodologia utilizada por Rodrigo et al., 1990. 

 

Teste de Atividade Antiviral 

 

A atividade antiviral frente ao Herpes simplex Vírus tipo 1 e 2 foi avaliada pela 

redução do título viral em células tratadas com os extratos brutos e frações 

semipurificadas na CMNT quando comparadas com as células não tratadas (controle). 

Foi utilizada cultura de células Vero cultivadas em microplacas de 96 poços onde foram 

tratadas com os extratos em estudo na CMNT. Imediatamente após, a suspensão de 

HSV-1 e HSV-2 foram adicionadas para as culturas de células tratadas e não tratadas 

sendo incubadas em atmosfera com 5% de CO2 a 37ºC por 48 horas e a leitura realizada 

em microscópio invertido. Após a incubação, os títulos virais foram calculados com 

base nos métodos estatísticos de Reed & Muench (1938) e expressos como índice de 

inibição viral. Resultados da atividade antiviral foram expressos como percentagem de 
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inibição (PI) baseando-se nos valores da TCID50 como segue: PI = [1 - (teste valor / 

valor controle)] x 100 (NISHIMURA, TOKU & FUKUYASU et al., 1977). 

 

Avaliação do Potencial Antioxidante 

 

Após ter sido realizada uma Cromatografia em Camada Fina, conforme descrito 

anteriormente, a placa é revelada com uma solução de 0,2% de 1,1-difenil-2-

picrilhidrazila (DPPH) em metanol sendo observadas após 30 min. Regiões do campo 

cromatográfico correspondentes à presença de substâncias potencialmente antioxidantes 

ficam amareladas, em contraste com as demais áreas em que o revelador mantém sua 

coloração roxa sugerindo a não ação antioxidante para esses respectivos componentes 

(CUENDET et al., 2001). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

 

Estudos envolvendo a atividade biológica de plantas são muitas vezes 

direcionados com base no uso popular. Tal fato permite ao investigador em fitoquímica 

a oportunidade de confirmar a atividade atribuída à planta, seja de rejeitar o uso da 

planta ou ainda da padronizar criteriosamente seu emprego como medicamento. 

Ao avaliar a atividade antimicrobiana de A. cymbifera, os extratos brutos etanólico 

e aquoso foram obtidos tendo por base sua principal forma de utilização popular, 

respectivamente a “cachaça” e o chá. Além disso, um importante metabólito secundário 

potencialmente tóxico é comum ao gênero Aristolochia em estudo, o ácido 

aristolóquico. A avaliação de sua presença é tão importante quanto a confirmação da 

atividade biológica da planta em estudo, seja como medicamentosa ou tóxica. 

Nos testes realizados não foi observada qualquer atividade antimicrobiana para o 

extrato bruto aquoso (EBA) (Tabela 1). Sendo assim, o estudo foi direcionado a 

avaliação da atividade dos extratos brutos etanólico e hexânico, respectivamente, EBE e 

EBH. 

 

Estudo da Atividade Antimicrobiana do Extrato Bruto Etanólico - EBE 

 

A avaliação do potencial antimicrobiano do EBE demonstrou ação antibacteriana 

frente a Staphylococcus aureus resistente à Meticilina (MRSA) e ao Streptococcus 

mutans ao ser avaliado por meio da técnica de difusão em agar – “Drop Test” (HILI, 

EVANS & VENESS, 1997), onde não foi observada ação antifúngica frente aos 

microrganismos testados (Tabela 1). Tal procedimento permitiu a avaliação apenas 

qualitativa do potencial antimicrobiano. 

 



 

 

30

Tendo em vista o perfil de atividade antimicrobiana do EBE, frações 

semipurificadas foram obtidas utilizando-se etapas de fracionamento do tipo partição 

líquido:líquido. Foram então obtidas 4 frações: Fase hexânica, Fase diclorometânica, 

Fase em acetato de etila e Fase aquosa. Esses materiais ao serem submetidos à avaliação 

do potencial antimicrobiano mostraram ausência de atividade para as fases em acetato 

de etila e aquosa. A Fase hexânica apresentou uma atividade antibacteriana e 

antifúngica moderada, respectivamente para Lactobacilus casei e Fonsecaea pedrosoi.  

A Fase diclorometânica apresentou atividade antibacteriana potencializada 

comparada à observada para o EBE. A visualização de um maior diâmetro do halo de 

inibição sugere que a atividade antimicrobiana evidenciada para o EBE é devido ao 

componente ativo encontrado na fase diclorometânica. Com relação a ação antifúngica, 

foi possível observar o potencial inibitório frente os fungos filamentosos F. pedrosoi e 

T. rubrum. 

A obtenção de amostras semipurificadas por meio da técnica de partição 

líquido:líquido forneceu frações com potencial antimicrobiano diferenciado, sendo 

possível observar que os principais componentes ativos foram priorizados na fase 

diclorometânica. O emprego desta técnica de purificação parcial facilitou o processo de 

isolamento de componentes de extratos de plantas, principalmente por permitir a 

obtenção de frações com menor complexidade química contendo grupos de substâncias 

separados com base em seu grau de polaridade. 
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MICRORGANISMOS EBA EBH EBE Fase 
hexânica

Fase 
diclorometânica

Fase em 
acetato de 

etila 

Fase 
aquosa

Anfotericina 
B  

[1 mg/ml] 

Vancomicina 
[1 mg/ml] 

Staphylococcus aureus - MRSA -* Atividade 
Moderada**

1,0 - 2,0 - - - 1,2 

Escherichia coli - Atividade 
Moderada 

- - - - - - - 

Lactobacillus casei - Atividade 
Moderada 

- Atividade 
Moderada 

Atividade  
Moderada 

 - - 0,85 

Streptococcus mutans - - 1,0 - 1,7 - - - 1,1 

Candida albicans - - - - - - - 2,0 - 

Cryptococcus neoformans - 1,1 - - - - - 2,3 - 

Fonsecaea pedrosoi - Atividade 
Moderada 

- Atividade 
Moderada 

0,9 - - 1,6 - 

Trichophyton rubrum - - - - 0,8 - - 1,65 - 

Tabela 1 – Avaliação da atividade antimicrobiana (técnica de difusão em ágar “spot test”) dos extratos brutos e frações, sendo os valores referentes ao 

diâmetro do halo de inibição expressos em cm.  

* (-) indica ausência de atividade inibitória do crescimento microbiano. 

** - Atividade Moderada – diâmetro do halo de inibição ≤ 0,5 cm. 
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A fase diclorometânica apresentou melhor atividade antimicrobiana e foi 

submetida à cromatografia em coluna de gel de sílica, utilizando-se como eluente 

misturas binárias de hexano, AcOEt e MeOH em gradiente de polaridades crescentes, 

além de solventes puros. As diversas frações obtidas foram reunidas segundo seu perfil 

cromatográfico em cromatografia em camada fina que foram reavaliadas para 

determinação do seu potencial antimicrobiano. Essa etapa foi realizada utilizando-se a 

técnica de “Spot Test” frente à MRSA, o microrganismo que demonstrou maior 

sensibilidade aos componentes da fração (Esquema 3). O emprego dessa técnica de 

avaliação possibilita o estudo de frações solubilizadas em solventes orgânicos que 

necessitariam de uma diluição muito elevada para garantir a não influência do solvente 

no resultado do teste. 

Após a realização de sucessivos fracionamentos por cromatografia em coluna, foi 

obtida uma fração (Fração 7) a qual foi associada à atividade inibitória do crescimento 

de MRSA. A comparação da composição dessa amostra com o padrão de ácido 

aristolóquico I (AAI) e II (AA II) permitiu inferir ser essa amostra composta da mistura 

de AAI mais AAII. Entretanto, a comparação utilizando cromatografia em camada fina 

não permitiu determinar nesse momento se seria AA I ou AA II a substância que 

corresponde ao princípio ativo com atividade antimicrobiana presente na amostra, nem a 

proporção dos mesmos (Figura 1). 
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Fase diclorometânica  
(500 mg) 

85 frações obtidas e 
reunidas em 41 amostras. 

 
Fração 18 a 35  

64 frações obtidas e 
reunidas em 17 amostras. 

 
Fração 7  

Procedimentos 
cromatográficos em coluna 

sobre gel de sílica.  

Estudo do perfil  
de atividade 

Antimicrobiana 

Procedimentos 
cromatográficos em coluna 

sobre gel de sílica  

Estudo do perfil  
de atividade 

Antimicrobiana 

+ 

← AAI 

← AAII 

 

Esquema 3 – Etapas principais do fracionamento da Fase diclorometânica, mostrando isolamento da 

mistura de AA I + AA II. 

 

 

 

 

 

 

 



 34

 

    Fração 7    Padrão AA

 

 

 

 
FIGURA 1 – Comparação entre a Fração 7 isolada da Fase diclorometânica e o padrão de Ácido 

Aristolóquico por meio de cromatografia em camada fina.  

* - Sistema Solvente: AcOEt (2% de MeOH). 

 

Em um outro momento, utilizando a técnica de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) em escala analítica, foi possível comparar o perfil cromatográfico do 

padrão de AA com a Fração 7 da Fase diclorometânica por meio de co-injeção da 

amostra + padrão. Como pode ser observada na Figura 2, os resultados indicam que a 

Fração 7 possivelmente é composta da mistura de AAI e AAII. Além disso, foi visto 

que na amostra o AA I (75%) era mais abundante que o AA II (25%).  
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Figura 2 - Perfis cromatográficos obtidos por CLAE: (A) – Fração 7 isolada da Fase diclorometânica; (B) 

- padrão comercial de ácido aristolóquico; (C) - perfil obtido pela co-injeção do padrão de ácidos 

aristolóquicos + amostra (Fração 7). Pela comparação entre as áreas dos sinais observados em (A), foi 

visto a proporção de AA I:AAII (25% : 75%). 

 

Posteriormente, a mesma técnica de cromatografia (CLAE) foi empregada 

utilizando-se coluna semipreparativa, possibilitando a separação dos dois componentes 

presentes na Fração 7 da Fase diclorometânica. Sendo assim, tornou-se possivel 

determinar o envolvimento dos componentes na ação antimicrobiana para MRSA 

(Figura 3).  
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8,099

7,090

A

B
7,090

C

AAI 

8,097

D

AA IAA II

AAII

FIGURA 3 – Fracionamento da mistura de AAI e AAII realizada por CLAE utilizando coluna 

semipreparativa. (A) – Cromatograma da mistura de AAI e AAII correspondente a amostra isolada; (B) – 

AAII isolado da mistura analisada em A; (C) – AAI separado da amostra representada em A. (D) - Spot 

Test frente a MRSA das amostras isoladas representadas em B e C. 

Com o isolamento desses componentes, foi realizada a determinação da 

Concentração Mínima Inibitória para avaliação do potencial ativo desses produtos 

isolados. Apenas o AA I mostrou-se ativo frente a MRSA enquanto o AA II não 

apresentou atividade inibitória do crescimento desse microrganismo. O valor da CMI 

para AA I foi de 250 µg/ml (Figura 4).  
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Ao comparar as estruturas do AA I e AA II, observa-se que única diferença 

consiste na presença do grupo metoxila (-OCH3) em AA I, o que não ocorre na estrutura 

do AA II. A presença deste grupamento químico é determinante para a ocorrência da 

atividade antimicrobiana frente à MRSA, visto que apenas o AA I exibiu ação anti-

MRSA. 

 

 

1000 
μg/ml 

500 
μg/ml 

250 
μg/ml 

  125 
μg/ml 

 65,2 
μg/ml 

31,25  
μg/ml 

15,62 
μg/ml 

7,81 
μg/ml 

3,9 
μg/ml 

1,95 
μg/ml 

AA I 

AA II 

C-    C+ 

 

 

Figura 4 – Determinação da CMI para AA I e AA II para a MRSA.  

* Seta indica a CMI observada – 250 µg/ml.  

 

 

 

 

A determinação da CMI para o EBE, fase diclorometânica e AAI permitiu a 

comparação quantitativa do perfil de atividade antimicrobiana destas amostras (Tabela 

2).  No decorrer do fracionamento, a substância ativa foi sendo concentrada nas 

amostras obtidas, e consequentemente, foi observada uma menor CMI. Como já 

descrito anteriormente na Figura 4, o AA II não possui ação anti-MRSA.  
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MICRORGANISMOS EBE 
Fase 

diclorometânica 
AA I Vancomicina Anfotericina B 

Staphylococcus aureus - 
MRSA 1,85 0,250 0,250 0,001 - 

Candida albicans 2,7 0,920 -* - 0,0001 

Cryptococcus neoformans 0,920 0,300 - - 0,0002 

Fonsecaea pedrosoi 0,920 0,920 - - 0,006 

 

Tabela 2 – Concentração Mínima Inibitória (CMI) do extrato bruto etanólico (EBE), da fração 

semipurificada ativa (Fase diclorometânica) e substância isolada ácido aristolóquico I (AA I) sendo os 

valores expressos em mg/ml.  

* (-) – ausência de atividade.  

 

Paralelamente a determinação da CMI, também foi realizada a avaliação do efeito 

microbioestático e microbiocida para MRSA. Tal avaliação estabelece a concentração 

em que ocorreu inviabilização total do crescimento do microrganismo. Como observado 

na Figura 5, a concentração de 500 μg/ml de AAI exibiu efeito microbiocida frente a 

MRSA, enquanto a CMI observada anteriormente apenas mostrou efeito 

microbioestático. 

 

500 
μg/ml 

250 
μg/ml 

125 
μg/ml 

Controle 
Meio de 
Cultivo 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Estudo do efeito microbiocida e microbioestático de AA I frente a MRSA. Destaque na figura 

indica a concentração em que foi verificado efeito microbiocida – 500 µg/ml. 
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Embora não tenha sido realizada a avaliação da CMI para as bactérias S. mutans e 

L. casei, foi possível observar o envolvimento da mistura de AAI e II na ação 

antimicrobiana por meio de bioautografia (Figura 6). Pelo fato dos microrganismos 

MRSA, S. mutans e L. casei possuírem semelhante organização estrutural da membrana, 

todos sendo Gram-positivos, acredita-se que o mesmo componente AAI envolvido na 

ação antimicrobiana para MRSA, seja também responsável pela ação sobre S. mutans e 

L. casei.  

 

L. casei S. mutans S. aureus MRSA Placa Revelada com 
Anisaldeído

2 41 3 2 41 3 2 41 3 3 52 41

Figura 6 – Bioautografia das frações ativas. 1 – EBH; 2 – EBE; 3 – Fase hexânico; 4 – Fase 

diclorometânica; 5 – Padrão de Ácido Aristolóquico (mistura de AA I e AA II). Halos de inibição 

elucidados com a aplicação de MTT. Sistema Solvente utilizado AcOEt (MeOH 2%). (→) – indicam as 

principais regiões da cromatografia onde há a presença de componentes com ação antimicrobiana. 

 

Os integrantes do gênero Aristolochia são reconhecidos como produtores de 

ácidos aristolóquicos, sendo diversas espécies descritas como produtoras dessas 

substâncias. Diversos estudos associam os ácidos aristolóquicos com um forte potencial 

mutagênico, porém esses ácidos têm despertado grande interesse em estudos 

envolvendo sua ação como estimulantes do sistema imunológico e potencial antitumoral 

(HOUGHTON & OGUTVEREN, 1991).  
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A atividade antibacteriana de AA I foi descrita para bactérias Gram positiva e 

Gram negativa (KOMATSU et al, 1973), mas a atividade de AA II não foi avaliada.  
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Estudo da Atividade Antimicrobiana do Extrato Bruto Hexânico – EBH. 

 

A presença de AA I e AA II no extrato etanólico e posteriormente na Fase 

diclorometânica estimulou o emprego de uma metodologia de obtenção do extrato de A. 

cymbifera sem que ocorresse a extração desses ácidos aristolóquicos. A planta foi então 

submetida a um processo de extração direta com hexano e, posteriormente, o mesmo 

material foi extraído com etanol em maceração estática seguida por extração com água 

(Esquema 1). 

O EBH apresentou potencial antimicrobiano elevado para C. neoformans e 

atividade moderada frente a MRSA, E. coli, L. casei e F. pedrosoi (Tabela 1).  

O fracionamento do EBH foi realizado por cromatografia em coluna aberta sobre 

gel de sílica (Esquema 4) tendo como sistemas eluentes misturas de hexano, AcOEt e 

MeOH em gradiente de polaridades crescentes, além dos solventes puros. Ao longo das 

etapas de fracionamento, diversas frações foram sendo obtidas, reunidas com base em 

seu perfil cromatográfico (observado por cromatografia em camada fina) e avaliadas 

quanto ao perfil de atividade antimicrobiana. O estudo do perfil de atividade 

antimicrobiana foi realizado por meio da técnica de difusão em agar – “Spot Test” e 

evidenciou a ação anti-MRSA da Fração 50-55 (Figura 7). As amostras foram 

agrupadas em frações com perfil cromatográfico semelhante e após a determinação da 

atividade antimicrobiana foi realizada técnica de bioautografia que mostrou o 

envolvimento de ao menos um componente na atividade anti-MRSA (Figura 8). Nas 

etapas desenvolvidas não foi possível isolar o componente responsável pela atividade 

antifúngica observada frente a C. neoformans para o EBH. 
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Esquema 4 – Etapas principais do fracionamento do extrato bruto hexânico - EBH. 

EBH 
(2g) 

50 frações obtidas e 
reunidas em 21 amostras. 

 
Fração 5  

92 frações obtidas e 
reunidas em 16 amostras. 

Amostra 7 
(Fração 50-55)  

Procedimentos 
cromatográficos em coluna 

contendo Sílica Gel. 

Estudo do perfil  
de atividade 

Antimicrobiana

Procedimentos 
cromatográficos em coluna 

contendo Sílica Gel. 

Estudo do perfil  
de atividade 

Antimicrobiana

 
Análise por CG/EM 
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1 2 3 4 5 

6 7 
Fração 50-55 

8 9 

10 11 12 13 14 

15 16 

 
Figura 7 – Técnica de “Spot Test” avaliando a atividade anti-MRSA das frações obtidas ao longo do 

fracionamento do EBH. As frações foram testadas após agrupamentos das amostras com perfil 

cromatográfico semelhante. 
 

 

BA 

Fração 50-55 Fração 50-55 

 

Figura 8 – Bioautografia da Fração 50-55 eluída ao longo do fracionamento do EBH. (A) – perfil 

cromatográfico obtido por cromatografia em camada fina das frações correspondentes a substância ativa 

(B) – Bioautografia da Fração 50-55 após o agrupamento das frações semelhantes baseando-se no perfil 

cromatográfico em camada fina. 

*Sistema Solvente: Hex:AcOEt 7:3. 
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A Fração 50-55 após ter sido isolada e verificada a atividade anti-MRSA foi analisada 

quanto a sua composição química visando a determinação do componente ativo 

responsável por essa atividade. A análise por CG-EM demonstrou que a Fração 50-55 

possuía um componente majoritário, que pelo seu perfil de fragmentação em 

espectrômetro de massas foi possível identificar o sesquiterpeno espatulenol. Além 

disso, o cálculo do Índice de Retenção de Kovats (IK) reafirmou tratar-se do 

sesquiterpeno espatulenol (Figura 9).  

 

Amostra: 
• IK Calculado – 1579 
• IK Estimado – 1576. 
• Espatulenol 

12,947 

A B 

C

Figura 9 – Análise da Fração 50-55 por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de 

massas. (A) - Análise do perfil cromatográfico obtido por cromatografia gasosa mostrando o sinal único 

correspondente ao principal componente da Fração 50-55. (B) – Perfil de fragmentação da substância 

detectada no tempo de retenção de 12,947 min indicando ser o espatulenol. (C) - Índice de Kovatz 

calculado e registrado na literatura reafirmando ser a estrutura proposta.   
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Tendo em vista a atividade já atribuída à Fração 50-55 e a identificação da 

substância ativa como o espatulenol, foram realizados testes de avaliação da atividade 

antimicrobiana frente à MRSA. A técnica utilizada foi a determinação da CMI, que 

avalia quantitativamente o potencial antimicrobiano (Figura 10).  

 

 

 

 

FIGURA 10 – Teste de determinação da CMI da substância isolada espatulenol obtida do EBH frente a 

MRSA.  

*Seta indica a concentração que corresponde a CMI - 250 μg/ml.  

 

 

A comparação dos resultados obtidos com a determinação da CMI do EBH e do 

espatulenol foi visto que a substância isolada apresenta menor valor de CMI, como o 

esperado. Além disso, o EBH exibiu potencial antifúngico elevado ao ser comparado 

com o potencial antibacteriano ao observar que o valor de CMI foi bem menor para os 

fungos em relação ao observado para MRSA. (Tabela 3).  
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μg/ml 
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μg/ml 

1,95 
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C-    C+ 
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MICRORGANISMOS EBH Espatulenol Vancomicina Anfotericina 
B 

Staphylococcus aureus 
- MRSA 5,5 0,250 0,001 - 

Candida albicans 2,7 ND* - 0,0001 

Cryptococcus 
neoformans 0,102 ND - 0,0002 

Fonsecaea pedrosoi 0,102 ND - 0,006 

Trichophyton rubrum -** ND - 0,003 

 

Tabela 3 – Concentração Mínima Inibitória (CMI) do extrato bruto hexânico (EBH) e a substância isolada 

espatulenol sendo os valores expressos em mg/ml.  

* - ND – Teste não realizado. 

** (-) –  ausência de atividade. 

 

Além da determinação da concentração capaz de inibir o crescimento do 

microrganismo (CMI), também foi avaliada a concentração que seria capaz de 

inviabilizar por completo o crescimento do microbiano. Sendo assim, foi realizado o 

estudo do efeito microbiocida do espatulenol. Foi visto que a concentração 

correspondente a CMI (250 μg/ml) apresenta apenas efeito microbioestático ao passo 

que a concentração de 500 μg/ml possui efeito microbiocida, em que o microrganismo 

não é capaz de crescer novamente após o contato com a substância durante o período de 

incubação (Figura 11).  
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500 
μg/ml 

250 
μg/ml 

125 
μg/ml 

Controle 
do Meio de 

Cultivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11 – Estudo do efeito microbiocida e microbioestático do espatulenol frente à MRSA. Destaque 

na figura indica a concentração que corresponde ao efeito microbiocida – 500 μg/ml. 

 

Componentes da classe dos terpenos são os principais componentes dos óleos 

essenciais, porém são comuns na composição de frações não polares do extrato 

hexânico de diversas espécies do gênero Aristolochia (PALMEIRA et al., 2001). 

Diversos estudos têm descrito a presença marcante de terpenóides do tipo 

sesquiterpenos em óleos essenciais. A predominância de sesquiterpenos oxigenados é 

mais comum em raízes e caules, enquanto os óleos essenciais obtidos de folha possuem 

maior concentração de sesquiterpenos não-oxigenados (PRIESTAP et al., 2003).  

A análise quantitativa de frações pouco polares do extrato hexânico de A. 

acutifolia identificou a presença de 47 constituintes terpenoídicos destacando-se a 

presença predominante de sesquiterpenos, onde o espatulenol foi um dos componentes 

mais abundante encontrados (PALMEIRA et al., 2001). 

Até o presente momento, nenhum relato da presença do espatulenol na espécie A. 

cymbifera foi encontrada. Entretanto, a atividade antibacteriana já foi descrita para este 

componente isolado de Helichrysum fulgidum, uma erva aromática utilizada na África. 

Onde foi visto que o espatulenol não possui atividade antifúngica (BOUGATSOS et al., 

2004).  
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Os resultados obtidos descrevem pela primeira vez a presença do sesquiterpeno 

espatulenol em Aristolochia cymbifera Mart & Zucc. Além disso, também foi 

determinada a sua atividade frente a MRSA. Apenas foi possível isolar este componente 

em quantidade suficiente para determinar seu potencial de ação antimicrobiana frente a 

MRSA.  
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Estudo da Atividade Antiviral dos extratos brutos e frações semipurificadas de A. 

cymbifera. 

 

O estudo do potencial antiviral de A. cymbifera foi realizado frente a HSV-1 e 

HSV-2, onde as amostras utilizadas foram EBH, EBE, EBA e as respectivas frações 

semipurificadas obtidas por partição líquido:líquido a partir do EBE: Fase hexânica, 

Fase diclorometânica, Fase em acetato de etila e Fase aquosa (Esquema 2). 

Inicialmente as amostras foram submetidas à avaliação da Concentração Máxima 

Não Tóxica (CMNT) à cultura de células utilizada no estudo (célula de rim de macaco - 

VERO). Esse procedimento consiste em determinar a maior concentração da amostra 

que não possui efeito citotóxico, alterações morfológicas da cultura de célula. 

Dentre os 3 extratos brutos avaliados, o EBE apresentou menor citotoxidade, e 

onde a concentração de 200 µg/ml não demonstrou efeito tóxico. A CMNT determinada 

para o EBA foi de 100 µg/ml enquanto para EBH foi de 50 µg/ml.  

As frações semipurificadas obtidas do EBE com a realização de partições 

líquido:líquido exibiram maior potencial tóxico ao ser comparado ao EBE. Como 

observado na Tabela 4, a Fase hexânica e a Fase em acetato de etila apresentaram 

CMNT de 50 µg/ml, enquanto para as Fases diclorometânica e aquosa a CMNT foi de 

25 µg/ml.  

O fracionamento do EBE demonstrou que ocorreu um aumento do perfil de 

toxidade dos extratos brutos para as fases semipurificadas. É evidente que a amostra em 

estado bruto apresenta menor toxidade já que os componentes potencialmente tóxicos 

encontram-se em uma mistura mais complexa, minimizando o efeito tóxico observado.  

A avaliação do percentual de inibição viral demonstrou que nenhuma das amostras 

testadas possui potencial antiviral contra HSV-2, desde que todas as amostras testadas 
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exibiram percentual nulo de inibição do título viral. Já ao avaliar frente a HSV-1 foi 

visto que apenas o EBA e a Fase diclorometânica não exibiram ação inibitória do título 

viral de HSV-1, enquanto as demais amostras foram capazes de reduzir o título viral de 

HSV-1 (Tabela 4). 

A Fase diclorometânica, descrita anteriormente, apresentando melhor atividade 

anti-MRSA, não exibiu qualquer potencial antiviral frente a HSV-1 e HSV-2. Sendo 

assim, acredita-se que não haja o envolvimento do ácido aristolóquico na atividade 

antiviral frente a estes dois tipos de vírus, tendo em vista ser este um importante 

componente ativo da Fase diclorometânica.  

 

 

  Percentual de Inibição - PI 

Substância CMNT (µg/ml) HSV-1 HSV-2 

EBH 50 68,4 0 

EBE 200 43,8 0 

EBA 100 0 0 

Fase hexânica 50 85,9 0 

Fase diclorometânica 25 0 0 

Fase em acetato de etila 50 68,4 0 

Fase aquosa 25 43,8 0 

 

Tabela 4 – Perfil de atividade antiviral frente a HSV-1 e HSV-2. 
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Estudo do Potencial Antioxidante de A. cymbifera. 

 

 As amostras foram avaliadas quanto a presença de substâncias com potencial 

antioxidante. A técnica foi desenvolvida utilizando-se os três extratos brutos, EBH, 

EBE e EBA, assim como as 4 frações semipurificadas obtidas por meio de partições 

líquido:líquido a partir do EEB: Fase hexânica, Fase diclorometânica, Fase em acetato 

de etila e Fase aquosa. 

Os resultados observados demonstraram a presença de diferentes componentes 

com propriedade antioxidante. Como observado na Figura 12, diversas regiões do 

campo cromatográfico indicaram a ocorrência de substâncias com tal propriedade ao 

proceder revelação da placa cromatográfica utilizando-se DPPH. Foi observado que 

alguns dos grupos de substâncias associadas a ação antioxidante também estão 

envolvidos com o potencial antimicrobiano anteriormente descrito por bioautografia 

(Figura 6). As regiões da placa cromatográfica que correspondem a presença desses 

grupos de substâncias com ação antioxidante e antimicrobiana estão destacadas na 

Figura 12. 

Embora diversas amostras tenham sido associadas à presença de componentes 

com ação antioxidante, a substância isolada espatulenol e a mistura dos ácidos 

aristolóquicos I e II não exibiram potencial antioxidante no teste realizado. Isto sugere a 

presença de outras substâncias nos extratos que sejam responsáveis pelo potencial 

antioxidante. 

Diversos estudos mostram diferentes atividades biológicas para um mesmo extrato 

de planta exibindo um amplo espectro de bioatividade. Este fato estimula cada vez mais 

o estudo de plantas que possibilitem a obtenção de substâncias com diversas 

propriedades terapêuticas associadas (ALVIANO & ALVIANO, 2009). A avaliação do 
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potencial antioxidante permitiu elucidar uma outra propriedade terapêutica além das já 

descritas para os extratos de A. cymbifera. 

O avanço observado na pesquisa de produtos com ação antioxidante tem 

despertado o interesse em plantas como fonte natural de substâncias capazes de prevenir 

a oxidação, controlar a proliferação de microrganismos, evitar a produção de toxinas em 

alimentos, além de possibilitar sua aplicação na terapia de diversas doenças.  A busca 

por novas substâncias antioxidantes que atuem na prevenção químicas de biomoléculas 

relevantes é um promissor campo a ser explorado na fitoterapia (RAMOS et al, 2003).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DPPH 

A B C D E F G H I

Anisaldeído 

A B C D E F G H I 

 
Figura 12 – Estudo do Potencial Antioxidante. Placas cromatográficas foram reveladas com anisaldeído e 

DPPH. A – EHB; B – EEB; C – EAB; D – Fase hexânica; E – Fase diclorometânica; F – Fase em acetato 

de etila; G – Fase aquosa; H – Padrão de Ácido Aristolóquico (Sigma®); I – Espatulenol.  

* - Sistema Solvente utilizado AcOEt (MeOH 2%). Círculos indicam algumas das regiões 

correspondentes a presença de substâncias com ação antioxidante também associadas à ação 

antimicrobiana. 
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CONCLUSÃO 

 

• Os resultados obtidos ao longo do estudo de A. cymbifera indicaram a atividade 

biológica desta planta por diferentes abordagens; 

• Foi isolado da Fase diclorometânica obtida do EBE o ácido aristolóquico I e II; 

• O principal componente presente no EBE com atividade anti-MRSA foi o ácido 

aristolóquico I, sendo que o AA II não foi ativo; 

• O fracionamento do EBH permitiu isolar o sesquiterpeno espatulenol que 

apresentou atividade antimicrobiana frente a MRSA; 

• A Fase diclorometânica apresentou maior potencial citotóxico juntamente com o 

EBA;  

• Todas as amostras testadas não apresentaram ação antiviral para HSV-2, porém 

apenas a Fase diclorometânica e o EBA não foram ativos frente à HSV-1; 

• Diversos grupos de substâncias presentes nos extratos e frações possuem potencial 

antioxidante. A mistura de AA I + AA II e o espatulenol não exibiram ação 

antioxidante. 

• A identificação da presença de AA I e AA II nesta espécie ressalta o risco da uso 

popular desta planta. 

• A avaliação futura da relação entre a concentração tóxica e a dose efetiva é 

necessária para garantir o uso seguro desta planta. 
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