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Evaluation of the Antimicrobial Potential of a "Yam" (Dioscorea scabra)
Against Microorganisms that Cause Veterinary Infections

Abstract: The aim of this study was to evaluate the biological potential of the crude hydroalcoholic extract (EBH) and
fractions (FACOEt and FBuOH) from the roots of Dioscorea scabra. The EBH and its fractions were submitted to
antimicrobial activity tests against bacteria with and without cell-wall, and yeasts from the Candida genus. The
phytochemical profile of EBH was determined by colorimetric assays and analysis by HPLC in comparison to standard
diosgenin. Phytochemical analysis showed the presence of phenols, tannins, flavonoids, xanthones, catechins,
steroids, free triterpenoids and saponins, characteristics of the genus. By HPLC analysis, it was possible to identify the
presence of diosgenin in the analysed extract. The species was active against all tested bacterial strains, being FBUOH
the most active against Mycoplasma arginini species. In the antifungal activity test, samples showed activity against
Candida albicans, C. parapsilosis and C. glabrata, with the EBH and FBuOH showing the best results.

Keywords: Dioscorea scabra; Diosgenin; Antibacterial activity; Antifungal activiy.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial biolégico do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) e fragdes (FACOEt e
FBUOH) das raizes de Dioscorea scabra. O EBH e suas fragdes foram submetidos a testes de atividade antimicrobiana
frente a cepas de bactérias com e sem parede celular, além de leveduras do género Candida. O perfil fitoquimico do
EBH foi determinado através de ensaios colorimétricos e este foi analisado por CLAE, em comparagdo a um padrdo
de diosgenina. A analise fitoquimica mostrou a presenga de fendis, taninos, flavonoides, xantonas, catequinas,
esteroides e triterpenoides livres, além de saponinas, caracteristicas do género. Através da andlise por CLAE, foi
possivel identificar a presencga de diosgenina no extrato avaliado. A espécie mostrou-se ativa contra todas as cepas
bacterianas testadas, sendo a FBUOH a mais ativa contra a espécie Mycoplasma arginini. Nos testes de atividade
antifingica, as amostras apresentaram atividade contra Candida albicans, C. parapsilosis e C. glabrata, sendo que o
EBH e a FBUOH demonstraram os melhores resultados.
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grande quantidade de insumos

1. Introdugao
agrotoxicos, pesticidas, antibidticos,

como

A preocupacdo com a origem dos
alimentos, sua qualidade e possiveis riscos a
salde decorrentes de sua ingestdo cresceu
muito nos ultimos anos. A politica alimentar
adotada no século XX, embora tenha gerado
elevados indices de produtividade, também
foi responsavel por enormes prejuizos para a
saude e para o meio ambiente. Para alcangar
tais indices, foi necessdria a utilizacdo de

promotores de crescimento, hormonios, entre
outros, nas lavouras e na criagao intensiva de
animais, adotada em varios paises do
mundo.? O alto nivel de antimicrobianos
presentes na alimentacdo, mesmo que em
doses subterapéuticas, permitiu que a
microbiota normal dos animais fosse
rapidamente selecionada, tornando-a
resistente.’
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Dentre as infeccbes que emergiram entre
0s animais, estdo as micoplasmoses, causadas
por microrganismos da classe Mollicutes, dos
géneros Mycoplasma e Ureaplasma, os
menores microrganismos de vida livre, que
acometem diversas espécies de animais de
corte, como bovinos, suinos, caprinos, ovinos
e aves. Estes agentes estao
comprovadamente envolvidos em casos de
vesiculite seminal, balanopostite, epididimite
e outras patologias responsaveis por
alteracbes morfolégicas e funcionais dos
espermatozdides, como diminuicio da
motilidade que resulta em baixa qualidade do
sémen. Este fato causa interferéncia com a
maturacdo espermatica e diminuicdo da
resisténcia do espermatozoide,* abortos e a
infertilidade, contribuindo sensivelmente
para a diminuicdo da producdo de leite e
carne.®> Observou-se na Ultima década um
crescente aumento de casos clinicos que nao
respondem a terapéutica®, sendo que alguns
estudos mostram que a taxa de ocorréncia de
micoplasmas no Brasil passa de 50 % em
bovinos® e em caprinos podem atingir até 100
% do rebanho.®

As bactérias do género Salmonella e
Shigella sao amplamente distribuidas, sendo
consideradas como um dos principais
microrganismos envolvidos em surtos de
origem alimentar, sendo as aves e os bovinos
os principais responsdveis pela sua
disseminacdo. A ampla distribuicdo de
Salmonella spp. entre os animais, a existéncia
de portadores assintomaticos e sua
permanéncia nos alimentos contribuem para
que estes microorganismos assumam um
papel de relevancia na saude publica mundial.
Apesar dos avancgos tecnoldgicos alcancados,
este problema ainda ocorre mundialmente, e
programas permanentes de controle e
erradicacdo devem ser adotados.’

No que diz respeito as infecgdes flungicas,
de acordo com a literatura, Candida albicans é
a espécie mais frequentemente envolvida nos
casos em animais, porém, outras espécies
como C. tropicalis e C. parapsilosis, dentre
outras, também sdo citadas como agentes de
tais infec¢des.® Um estudo analisou dados de
vacas em lactagdo e encontrou cerca de 12 %
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de animais acometidos por mastite causada
por leveduras, principalmente por espécies do
género Candida. A espécie C.albicans foi
isolada de cerca de 6 % das vacas leiteiras que
haviam sido tratadas com antimicrobianos e
que apresentavam mamites resistentes a
terapéutica, causando problema no

desenvolvimento da pecudria leiteira.?

Dioscorea scabra Humb. & Bonpl. ex Willd.
(sin. Dioscorea multiflora Mart. ex Griseb.), é

uma trepadeira herbacea que forma
tubérculos, pertencente a familia
Dioscoraceae, sendo conhecida

popularmente como “inhame” ou “card”.>!

Esta distribuida em todos os continentes, e no
Brasil encontra-se desde o Amazonas até o Rio
Grande do Sul.'?> Além de ser consumida como
alimento, na pratica clinica seus tubérculos
sdo tradicionalmente utilizados para o
tratamento de anorexia, diarreia cronica,
leucorreia, gota, osteoporose, infeccdes virais
e micoses. 131 Muitas espécies do género s3o
ricas em saponinas esteroidais, sendo
diosgenina e yamogenina as principais
saponinas encontradas na espécie D. scabra.'’
Estudos atribuem as saponinas de Dioscorea
as atividades antiplaquetdria, antitumoral,
antinflamatoéria, antibacteriana, hipoglicémica
e hipolipidémica, além de potente atividade
citotdxica.'®2°

Observando o potencial do género
Dioscorea e da espécie D. scabra, este
trabalho teve como objetivo realizar uma
andlise fitoquimica do extrato bruto
hidroalcodlico, bem como avaliar as
atividades antibacteriana e antifungica in vitro
do extrato bruto hidroalcodlico e fracdes das
raizes desta espécie contra microorganismos
causadores de infec¢cOes veterinarias.

Rev. Virtual Quim. |Vol 11| |[No. 3| |616-625]|



/
DYq
2. Material e Métodos

2.1 Obtengao e processamento do
material vegetal

Raizes da espécie D. scabra foram
coletadas em Lages, SC (27° 49’ 0” Sul, 50° 19’
35" Oeste), nos meses de abril e maio de 2010.
A planta foi identificada pela Dr.2 Mizué
Kirizawa do Instituto de Botanica de Sdo Paulo
e a exsicata estd catalogada no herbario
Roberto Miguel Klein - Blumenau (FURB) sob o
numero de registro 18003.

As raizes secas e cortadas (561 g de raizes)
foram submetidas a processo de maceracgao
com alcool etilico 70 % em temperatura
ambiente. O extrato obtido (43 g) foi
concentrado em evaporador rotatdrio a vacuo
sob pressao reduzida. Uma aliquota de 20,9 g
do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) foi
ressuspendido em agua e particionado com
acetato de etila e butanol para a obtengdo das
fragBes FACOEt e FBUOH, respectivamente.

2.2 Analise fitoquimica e cromatografica
do extrato bruto de D. scabra

O EBH foi submetido a analise fitoquimica
preliminar de acordo com Matos.2! Foi
realizada a pesquisa de fendis, taninos,
flavonoides, xantonas, catequinas, esteroides
e triterpenos, saponinas, antocianinas e
antocianidinas, leucoantocianidinas, resinas,
alcaloides, bases quaterndrias, quinonas,
antrandis e cumarinas.

O EBH foi avaliado através de
cromatografica liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em cromatégrafo Hewlett-Packard®
modelo HP-1100 em coluna C18 (250 x 40 mm,
5 mm), equipado com o software ChemStation
versdo A.06.01. A amostra foi diluida em
metanol em uma concentracdo de 5 mg mL™.
Como fase moével, foi utilizado um sistema
binario isocratico de acetonitrila/agua (90:10),
com fluxo de ImL.min* a uma temperatura de
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25° C. Para comparacdo, foi utilizado um
padrdo de diosgenina (Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Alemanha) diluido em metanol.

Uma aliquota do extrato bruto (0,278 g) foi
submetida a hidrdlise acida com 20 mL de
H,S0,4 1,5 M, sob refluxo a 100 °C, durante 5
horas. ¥ O extrato hidrolisado foi extraido
com acetato de etila (3 x 20 mL), concentrado
em rotaevaporador e analisado em CLAE nas
mesmas condi¢bes descritas para o EBH. O
extrato e o padrdo foram detectados a 194
nm, de acordo com o procedimento descrito
por Nifio e colaboradores.??

2.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Microorganismos testados

Para a determinacdo da atividade
antibacteriana dos extratos e fracdes, foram
utilizadas as  bactérias  gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus
cereus (ATCC 11778), e Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), gram-negativas Salmonella
enteritidis  (ATCC  13076), Salmonella
paratyphi (ATCC 11511), Salmonella typhi
(ATCC 19430), Shigella flexneri (ATCC 12022),
Shigella sonnei (ATCC 29330), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), além de cepas de molicutes
Ureaplasma urealyticum T960 (ATCC 27618),
Mycoplasma  genitalium (ATCC 33530)
Mycoplasma mycoides subsp. capri (MMC)
(PG3 NCTC 10137) e Mycoplasma arginini
(PG18, Institut Pasteur). Para o crescimento
de bactérias com parede celular foi utilizado o
caldo Tripticase Soy Broth (TSB) (Sigma-
Aldrich, Alemanha). O microorganismo U.
urealyticum foi cultivado em meio de cultura
U10  (Sigma-Aldrich,  Alemanha)., M.
genitalium e MMC em meio liquido
SP4(Sigma-Aldrich, Alemanha). e, M. arginini
em meio liquido de Arginina (MLA) (Sigma-
Aldrich, Alemanha).

Os experimentos de atividade antifingica
foram realizados com cepas de Candida
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
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glabrata clinicamente isoladas e identificadas
pelo Laboratério de Andlises Clinicas da
Universidade Regional de Blumenau. As cepas
foram repicadas, inoculadas em Agar
sabouraud dextrose e colocadas em estufa a
26 °C por 24 a 72 horas. Posteriormente, estas
espécies foram inoculadas em dagar HiCrome
Candida (HiMedia®, Mumbai, india), e
colocadas em estufa a 37 °C até observacao do
crescimento. As espécies foram identificadas
de acordo com o aspecto e cor das colOnias.

Determinagdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM)

As amostras foram testadas pelo método
de microdiluicdo em caldo em placas estéreis
contendo 96 micropog¢os  conforme
recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) 2 para bactérias
com parede celular e leveduras, e de acordo
com Bébear & Robertson?* para cepas de
molicutes.

O EBH, a FAcOEt e a FBUOH foram
preparados em solugao aquosa contendo 1 %
de DMSO e transferidos para cada pogo da
microplaca, contendo o meio de cultura
apropriado, obtendo-se uma diluicdo em série
de ordem dois da amostra original, com
concentragdes de amostra variando de 1000 a
7,81 pg.mL™. O indculo contendo de 10* a 10°
microrganismos por mL foi adicionado a cada
poco. Uma série de pogos foi reservada em
cada uma das placas para o controle da
esterilidade (sem indculo adicionado),
controle positivo (gentamicina, ciprofloxacino
ou fluconazol), viabilidade do indculo (sem
extrato adicionado), e teste em branco
(somente solvente usado para diluicdo das
amostras).

As microplacas foramincubadasa 26+ 1 ou
37 + 1 °C, durante 24 ou 48 horas
(dependendo do  microorganismo). O
crescimento dos molicutes foi detectado por
observacdo da alteragdo de cor no meio de
cultura. Ja para as bactérias com parede
celular, uma solugdo metandlica de cloreto de
trifenil tetrazélio (5 mg mL?) foi adicionada a
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cada poco, e a presenca de um "botdo"
bacteriano avermelhado observado no fundo
de cada poco. Para as leveduras, observou-se,
com auxilio de luz incandescente sob fundo
escuro, a turvagao no micropogo. Os
resultados de CIM foram expressos em pg mL’
1 e definida como a menor concentracdo da
amostra capaz de inibir o crescimento
microbiano.

3. Resultados e Discussao

3.1 Andlise fitoquimica e cromatografica
do extrato bruto de D. scabra

Os resultados obtidos na analise
fitoquimica preliminar do EBH de D. scabra
mostram a presenca de fendis, incluindo os
taninos, flavonoides, xantonas, catequinas,
presenca de esteroides e triterpenoides livres,
além das saponinas, substancias
caracteristicas do género. Os compostos
fendlicos tém significativas propriedades
bioldgicas, como a atividade antibacteriana,
antiviral, anti-inflamatdria e antioxidante.’
Estudos com a espécie Dioscorea opposita
Thunb reportaram a presenca de compostos
fendlicos na fragdo soluvel em cloroférmio de
seus rizomas, como os dihidroestilbenos e
dibenzoxipenos, que foram responsaveis pela
sua significativa atividade anti-inflamatdria
contra TNF-a, IL-1b e COX-2, e atividade
antioxidante por inibir a formacdo de ERO
(espécies reativas de oxigénio).?

A anadlise do EBH de D. scabra por CLAE,
utilizando um padrao de diosgenina (Figura 1)
(Sigma-Aldrich) foi realizada através da
metodologia  proposta por Nifio e
colaboradores. # Através da comparacdo
entre os cromatogramas obtidos com o EBH
(figura 2A) e o padrdo (figura 2B), observa-se
gue o extrato bruto de D. scabra apresenta
um pico no mesmo tempo de retencdo da
diosgenina (3,1 min).

Em espécies do género Dioscorea, a
diosgenina pode estar presente também na
forma de glicosideos.?®?” Para verificar a
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presenca destes, realizou-se a hidrélise acida
do EBH e sua posterior analise cromatografica.
A comparacdo dos cromatogramas do EBH
hidrolisado (dado nao apresentado) e do EBH
pré-hidrélise ndo apresentou alteracdo em
seus perfis, sugerindo a presenca da
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diosgenina apenas em sua forma livre. Esta
substancia ja foi previamente isolada e
identificada nesta espécie, além de outras do
género, em estudos anteriores,’” sendo que
sua identificacdo neste extrato estd em
concordancia com dados da literatura.

Figura 1. Estrutura da diosgenina
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Figura 2. A) Cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico das raizes de D. scabra, antes da
hidrdlise B) Cromatograma do padrdo de diosgenina (1). C) Sobreposi¢do dos cromatogramas
do extrato bruto hidroalcodlico das raizes de D. scabra e do padrdo de diosgenina
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3.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Desde que foram introduzidos na
terapéutica ha 75 anos atras, o uso de milhdes
de toneladas de antibidticos levou ao
desenvolvimento, por parte das bactérias, de
mecanismos de resisténcia a quase todos os
agentes antimicrobianos usados comumente
na terapia de infec¢des.’® Devido a esta
problematica, faz-se necessdria a constante e

Va

incansavel busca por novas moléculas com
potencial antimicrobiano.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi
realizada com cepas de bactéria com e sem
parede celular, além de leveduras. Para
avaliacdo dos resultados, foi adotado o
critério de Rios & Recio,?® considerando-se
ativas as amostras que apresentaram CIM <
1000 pg.mL™. Os resultados encontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana apresentado pelos extratos e fragdes de D. scabra.

CIM? (ug mL?)

E;:Li? FACOEt FBUOH Eg:ltt:::ﬁ
Ureaplasma urealyticum 125 208 208 1,5
Mycoplasma arginini 125 333 100 1,5
M. mycoides subsp. capri 250 250 250 1,5
Mycoplasma genitalium 250 333 166 1,5
Staphylococcus aureus >1000 500 >1000 0,005
Escherichia coli >1000 500 >1000 0,010
Pseudomonas aeruginosa >1000 1000 >1000 0,010
Bacillus cereus >1000 >1000 >1000 0,002
Enterococcus faecalis 1000 1000 1000 0,002
Salmonella enteritidis 310 250 >1000 0,020
Salmonella paratyphi 250 125 250 0,020
Salmonella typhi 250 250 500 0,020
Shigella flexneri 500 500 500 0,010
Shigella sonnei 500 500 500 0,010
Candida albicans 125 500 375 31
Candida tropicalis >1000 >1000 >1000 31
Candida parapsilosis 250 1000 1000 31
Candida glabrata 62,5 500 62,5 31

2CIM = Concentragdo inibitéria minima

®Controle positivo = ciprofloxacino, para molicutes; gentamicina, para bactérias com parede

celular; fluconazol, para leveduras

Os resultados mostram que o EBH de D.
scabra foi ativo contra todas as cepas de
molicutes testadas no ensaio, apresentando

valores de CIM = 125 pg mL? para as espécies
de Mycoplasma arginini e Ureaplasma
urealyticum. As fracGes de D. scabra também
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se mostraram ativas estes microorganismos,
sendo a FBUOH a mais ativa contra os
microrganismos testados (CIM = 100 pg mL?
contra M. arginini).

Muitos estudos reportam a atividade
antibacteriana de plantas medicinais, porém
poucos avaliam a atividade destas contra os
molicutes,?® sendo este o primeiro trabalho a
avaliar a atividade contra molicutes de
espécies do género Dioscorea. Estes
resultados sdo relevantes, pois as infec¢oes
causadas por estes microorganismos, a
exemplo de M. arginini, que tem sido
responsavel por graves zoonoses respiratorias
em ovinos, sdao geralmente de dificil
tratamento, além de mostrar resisténcia aos
antibidticos de escolha.3t32 Estes
microrganismos ndo possuem parede celular,
tornando-os resistentes aos B-lactdmicos e a
outros farmacos que atuam sobre este alvo.
334 portanto, pode-se sugerir que o
mecanismo de atividade antibacteriana de D.
scabra, neste caso, ndo esta relacionado com
a parede celular.

Contra as bactérias com parede celular, o
EBH apresentou atividade interessante contra
as espécies de Salmonella e Shigella testadas,
sendo as espécies S. typhi e S. paratyphi as
mais sensiveis a amostra. Dentre as fracoes,
observa-se que a FACOEt foi ativa contra a
maioria das cepas testadas, com excec¢ao de B.
cereus. Destaca-se a atividade mostrada
contra a bactéria S. paratyphi, com valor de
CIM = 125 ug mL™. Os principais reservatdrios
de Salmonella s3o os suinos, aves e bovinos, ¥
frequentemente envolvidos em surtos.3¢ %7

Os resultados de atividade antifungica
mostraram que o EBH de D. scabra
apresentou atividade antifungica contra as
leveduras testadas, sendo mais efetivo contra
Candida glabrata (CIM = 62,5 pg mL?). Contra
C. albicans e C. parapsilosis, os valores de CIM
foram de 250 e 125 ug mL?, respectivamente.
Todas as fragdes apresentaram atividade
contra C. albicans, sendo a FBUOH a mais ativa
(CIM = 375 pg mLY). Contra C. tropicalis o EBH
e as fragdes ndo foram ativos, um resultado
que tem se repetido em trabalhos publicados
com outras espécies vegetais e cujo
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mecanismo de resisténcia ainda nao foi
elucidado.3®

Espécies do género Dioscorea sao
popularmente utilizadas no Brasil para o
tratamento de infec¢des fungicas, como no
caso de Dioscorea alata.** Estudos realizados
com outras espécies, como D. colletii, D.
futschauensis, D. deltoidea e D. cayenensis
confirmam o potencial antifungico do género,
mostrando resultados promissores
relacionados a presenca saponinas
esteroidais e suas agliconas.

das
19,20,39,40

4. Consideragoes Finais

O EBH das raizes de D. scabra mostrou a
presenca de diosgenina e possui perfil
fitoquimico em concordancia com a literatura
para o género Dioscorea. O EBH e as fra¢Oes
apresentaram boa atividade antibacteriana
frente a cepas de molicutes, bactérias com
parede celular e fungos testados. Sendo
assim, a espécie pode ser considerada
promissora para novos estudos de atividade
antimicrobiana e composi¢do quimica, a fim
de elucidar seus constituintes ativos e
relaciona-los com suas respectivas agoes.
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