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Resumo

A yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma planta originaria dos Andes pertencente a familia Asteraceae.
Seus tubérculos e folhas sdo consumidos de forma medicinal, principalmente para o controle da
hiperglicemia. Adicionalmente, os tricomas glandulares presentes nas folhas sdo ricos em lactonas
sesquiterpénicas (LST) como a enidrina, uvedalina e sonchifolina, que apresentam atividade antimicrobiana
contra diferentes fungos e bactérias gram-positivas. No presente trabalho avaliou-se a atividade
antimicrobiana das LST extraidas das folhas da yacon frente a cepas de Candida albicans, Candida
tropicalis, Staphylococcus aureus e Salmonella enterica Typhimurium pelo método de difusdo em disco.
Encontrou-se atividade antimicrobiana contra S. aureus. Seguiu-se com o teste de microdiluigdo, que
determinou uma concentragdo inibitéria minima de 0,09 mg/ml contra S. aureus. Os resultados confirmam

o potencial antimicrobiano das lactonas sesquiterpénicas, especialmente contra bactérias gram-positivas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Yacon. Lactonas sesquiterpénicas. Smallanthus sonchifolius.

Abstract

Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a native plant from the Andes belonging to the Asteraceae family. Its
tubers and leaves are consumed mainly for the control of hyperglycemia. In addition, the glandular trichomes
present in the leaves are rich in sesquiterpene lactones such as enyndrine, uvedalina and sonchifolin, which
present antimicrobial activity against different strains of fungi and gram-positive bacteria. The antimicrobial
activity of the sesquiterpene lactones extracted from leaves was evaluated against Candida albicans,
Candida tropicalis, Staphylococcus aureus and Salmonella enterica Typhimurium by the disc diffusion
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method. Results show antimicrobial activity only against S. aureus. Minimum inhibitory concentration against
S. aureus, calculated after the microdilution method, was 0.09 mg/ml. Results confirm the antimicrobial

activity of sesquiterpene lactones against gram-positive bacteria.

Keywords: Antimicrobial activity. Yacon. Sesquiterpene lactones. Smallanthus sonchifolius.

Introducgao

A resisténcia microbiana € uma realidade no contexto hospitalar e comunitario que esta associada ao uso
irracional de agentes antimicrobianos. Dentre as estratégias recomendadas para minimizar este problema
esta a redugéo global no numero de prescricdes e o desenvolvimento de novas substancias com agéo
antimicrobianall. Neste sentido, tem crescido a busca por produtos naturais como fontes de compostos

bioativos com potencial antimicrobiano.

A yacon, Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.; H. Robinson), € uma planta originaria dos Andes
pertencente a familia Asteraceae. No Brasil ela é conhecida como “batata yacon” ou “batata diet’?. Suas
raizes tuberosas sdo consumidas in natura e suas folhas sdo consumidas de maneira medicinal na forma
de cha. As raizes apresentam baixo valor energético, devido a alta porcentagem de agua em sua
composigao, e armazenam energia na forma de frutanos do tipo inulina e frutoligossacarideos, os quais nao
s3o hidrolisados pelo corpo humano e passam pelo trato intestinal agindo como fibras alimentarestZl. Ja as
folhas s&o ricas em acidos fendlicos, como o &cido clorogénico, cafeico e ferrulicoldl, que apresentam
elevado poder antioxidantel®. Estes compostos fendlicos parecem estar envolvidos com a atividade

hipoglicemiante atribuida aos diferentes extratos da folha de S. sonchifoliust®-,

Adicionalmente aos efeitos medicinais do consumo da yacon, as folhas tém importancia devido ao seu efeito
antimicrobiano. Especificamente, os tricomas glandulares presentes nas folhas s&o ricos em lactonas
sesquiterpénicas (LST) como a enidrina, uvedalina e sonchifolina®13, Estas apresentaram atividade
antibacteriana contra Bacillus subtilis’® e Staphylococcus aureust'®16l (ambas bactérias gram-positivas) e

antifugica contra Pyricularia oryzae, fungo patdégeno que afeta plantagdes de arroz89, e Aspergillus flavusti2,

A fim de investigar com mais profundidade o potencial antimicrobiano das folhas de S. sonchifolius, avaliou-
se a atividade antimicrobiana de suas LST frente as leveduras Candida albicans e Candida tropicalis, a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus e a bactéria gram-negativa Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium. Os microrganismos foram escolhidos pela grande relevancia como causadores de infecgbes

humanas e pela dificuldade de tratamento das infec¢des por eles produzidas.

Material e Métodos
Plantio
Mudas de S. sonchifolius, cerca de 15 cm de altura, obtidas de um produtor local foram plantadas com

espagamento de 1 m entre linhas e 0,7 m entre plantas, em profundidade de 0,15 m, na estufa do Instituto

Federal do Parana — Campus Palmas.
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Secagem das folhas

As folhas foram coletadas 90 dias ap6s o plantio e submetidas & secagem em estufa com fluxo de ar forgado
a 40°C por 24 horas.

Extragao e purificagdo das lactonas sesquiterpénicas

A extracao e purificagdo das latonas sesquiterpénicas presentes nas folhas de S. sonchifolius foi realizada
segundo protocolo descrito por Andradel'4. Utilizou-se 1 litro de diclorometano para a imersdo de 150
gramas de folhas secas por 15 minutos a temperatura ambiente. O extrato resultante foi filtrado em filtro de
papel qualitativo e submetido a rotoevaporagéo a 40-45°C. Ao residuo, adicionou-se 35 ml de metanol e 15
ml de agua destilada gota a gota. Apds esse processo as ceras presentes no extrato precipitaram, sendo
necessaria uma nova filtragem para a remocgao destas. Para a remogéao do solvente, o filtrado foi submetido
a uma nova evaporacgéao a 40-45°C, sob pressao reduzida, em rotoevaporador. Ao residuo deste processo
foi adicionado 9 ml de metanol e a solugao foi armazenada a -20°C por 4 dias. O precipitado foi separado

por decantagao e, em seguida, lavado em éter etilico gelado (3:1). O éter etilico foi entdo evaporado.
Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada por duas técnicas: 1) difusdo em disco e 2) concentracédo
inibitéria minima. A utilizagdo destes métodos para testes com extratos vegetais foi revisada por diversos
autorest'”2%. Foram utilizadas cepas Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 28707),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella Typhimurium (NEWP 0028).

A técnica de difusdo em disco € um método fisico, no qual a zona de inibigao de crescimento do organismo
teste é avaliada frente a inoculagdo com substancia biologicamente ativa. Para a inoculagéo foram utilizadas
cepas do microrganismo testado e suspensos em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) até atingir o grau 0,5
da escala MacFarland (1x108 UFC/mL). Foram utilizadas placas de petri contendo agar Mueller-Hinton para
os testes com bactérias e agar Sabouraud-Dextrose para os testes com leveduras. As placas foram
semeadas com o auxilio de um swab estéril embebido na suspeng¢do microbiana, cobrindo toda a superficie
da placa. Em seguida, foram depositados os discos impregnados com 10 ul de extrato a 50 mg/ml e 25
mg/ml, diluido em solugédo salina com DMSO a 10%; um disco embebido em solugdo de 10% DMSO
(controle negativo) e discos com agentes antimicrobianos (controles positivos), que para as bactérias foram
ampicilina (1,0 pg/ul) e oxacilina (0,1 pg/ul) e para as leveduras anfotericina B (10 pg/ul) e fluconazol (2,5
ug/ul). Os testes foram realizados em ftriplicata. As placas foram incubadas a 36°C em estufa por 24 horas

e, em seguida, foram medidos os halos de inibicdo de crescimento microbiano, quando presentes.

A técnica de concentracgéo inibitdria minima (CIM) corresponde a determinag&o da menor concentragao da
substancia avaliada capaz de inibir o crescimento do microrganismo teste. Foi utilizada técnica de
microdiluigdo em caldo Mueller-Hinton para a cepa de S. aureus. A escolha da cepa deu-se a partir dos
resultados obtidos nos testes de difusdo de disco, por ter sido a Unica cepa a apresentar sensibilidade ao
extrato. Uma solugéo contendo 10% de DMSO e o extrato a 1,5 mg/ml foi preparada. Em seguida, foi
realizada uma série de diluicdes (entre 0,75 mg/ml e 0,005 mg/ml) em DMSO 10%. Aos pogos foi entdo
adicionado 5pl do inéculo e 100ul do caldo. A placa foi incubada a 35°C por 24 horas. Apds incubacao os

pocgos foram acrescidos com 2,3,5-trifeniltetrazoélio, um revelador indicador de oxirredugao, utilizado para
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apontar a presenga de células viaveis. A concentragdo mais baixa em que o revelador indicou a presencga

de células viaveis foi utilizada como indicativa para estabelecer a CIM.

Resultados e Discussao

Lactonas sesquiterpénicas foram extraidas de tricomas glandulares presentes nas folhas de S. sonchifolius.
A atividade antimicrobiana do extrato foi testada, primeiramente, pelo método de difusdo em disco. Este
teste é preconizado por varios autores para ensaios preliminares ou screening, por apresentar boa
reprodutibilidade, resultados qualitativos rapidos e ser possivel utilizando uma pequena amostral2ll, Testou-
se a atividade antimicrobiana contra as leveduras C. albicans e C. tropicalis, a bactéria gram-positiva S.
aureus e a bactéria gram-negativa S. Typhimurium. As leveduras do género Candida s&o encontradas no
tubo gastrointestinal e vagina da populagdo saudavel, podendo se tornar patogénicas sob determinadas
condigbes, causando infecgdes superficiais ou invasivas22. S. aureus é encontrada no trato respiratério e
pele, podendo causar infecgbes oportunistas na pele, corrente sanguinea e vias aéreas, por exemplol23,
Historicamente o tratamento esteve acompanhado pelo surgimento de cepas resistentes, primeiro a
penicilina e posteriormente a meticilinal24l. Os diferentes sorotipos de Salmonella enterica sao tipicamente
transmitidos por via oral, causando sindromes como a febre tifoide, diarreias e bacteremia em homens e

animais2d, sendo um grande problema para a industria de alimentos.

Os didmetros dos halos de inibicdo obtidos pelo teste de difusdo em disco encontram-se na TABELA 1. A
auséncia de formagéo de halo de inibigdo nas placas de C. albicans, C. tropicalis e S. Typhimurium indica
auséncia de atividade antimicrobiana contra estas cepas. Por outro lado, a presenca de halo de inibigao,
dependente da concentragao, contra a cepa de S. aureus indica atividade antimicrobiana do extrato testado.
Especificamente, a média do didmetro do halo de inibicdo com o extrato a 25 mg/ml foi de 7 mm; e com o
extrato a 50 mg/ml, 15 mm. Nao houve inibigdo do crescimento bacteriano pela agao do veiculo (DMSO) e os

halos de inibigdo da oxacilina (0,1 mg/ml) e ampicilina (1 mg/ml) foram de 45 mm e 48 mm, respectivamente.

TABELA 1: Média do didametro do halo de inibicdo do crescimento de diferentes cepas frente a duas concentragdes do
extrato de lactonas sesquiterpénicas de Smallanthus sonchifolius.

Halo de inibigao do crescimento (mm)
50 mg/mi 25 mg/ml
Candida albicans - -
Candida tropicalis - -
Salmonella Typhimurium - -
Staphylococcus aureus 15 7

(-) = Nao houve formagéo de halo de inibigéo.

Uma vez que o teste de difusdo em disco evidenciou a atividade do extrato contra S. aureus, seguiu-se com
o teste de microdiluigdo para determinagdo da concentragdo minima inibitoria. A CIM é expressa como a
menor concentragdo do agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento da bactéria. O
teste foi realizado com concentrac¢des variando entre 0,75 mg/ml e 0,005 mg/ml e evidenciou que, apds o

periodo de incubagao, o microrganismo havia sido inibido em concentragdes acima de 0,09 mg/ml.

A observacgao de cepas resistentes a drogas antimicrobianas tem impulsionado a busca por novos agentes
antimicrobianos. Neste contexto, as LST tém apresentados resultados promissores. Aquelas extraidas de

diversas espécies vegetais apresentaram atividade antifingica e antibacteriana, especialmente contra

111
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2021; 15(1): 108-114 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Atividade antimicrobiana das lactonas sesquiterpénicas da folha da yacon Vieira, Reis, Oliveira, Souza.
(Smallanthus sonchifolius, Asteraceae)

bactérias gram-positivas como S. aureus e B. subtilis2629, Especificamente das folhas de S. sonchifolius
foram isoladas LST como a enidrina, uvedalina e sonchifolina®1%, que tiveram sua atividade antimicrobiana
confirmada contra os fungos P. oryzae e A. flavus e as bactérias gram-positivas S. aureus (inclusive cepas
resistentes a meticilina) e B. subtilis®214-161. No caso da agdo antimicrobiana contra S. aureus resistente a

meticilina, a enidrina parece ter uma papel mais relevante em comparagdo com as demais LST testadas!'Sl.

No presente trabalho, por meio do teste de difusdo em disco, confirmou-se a atividade antimicrobiana das
LST presentes na folha de S. sonchifolius contra S. aureus. Adicionalmente, o teste de microdiluigdo indicou
que a concentragao inibitéria minima, em solugdo de DMSOQO, é de 0,09 mg/ml. O mesmo extrato ndo inibiu
o crescimento de S. Typhimurium e das leveduras C. albicans e C. tropicalis. De maneira similar, Andradel'4!
ndo encontrou atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas Pseudomonas aeruginosa,

Salmonella enterica e Escherichia coli.

Conclusao

Conclui-se que as LST encontradas nas folhas de S. sonchifolius apresentam atividade antimicrobiana
contra S. aureus, mas nao contra C. albicans, C. tropicalis e S. Typhimurium, confirmando-se o potencial

antimicrobiano de LST contra bactérias gram-positivas.
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