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RESUMO

O objetivo desse estudo foi analisar a acdo antibacteriana da “Jarrinha” ¢ do “Carrapicho-beigo-de-
boi” em patdgenos. A metodologia utilizada foi a difusdo de disco (qualitativo) em triplicata, onde
o0s extratos foram testados em cepas Gram negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)
e Gram positiva (Staphylococcus aureus). Apos a realizacdo dos testes verificou-se que nao houve
formacdo de halos inibitérios em nenhum dos discos com os extratos analisados, sendo observados
apenas nos controles positivos, visto que a oxacilina, controle positivo, apresentou halo de 23 mm e
o ciprofloxacino, apresentou halo de 32 mm de didmetro na cultura e halo de 30 mm no meio.
Portanto, evidenciou-se que os extratos das plantas analisadas ndo apresentaram atividade inibitdria
frente aos microrganismos testados nas condicdes ideais de concentragcfes, temperatura e nutrigéo.

Palavras Chave: Plantas medicinais. Extratos vegetais. Aristolochia melastoma. Desmodium
incanum.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the antibacterial action of "Jarrinha" and "Carrapicho-beico-
de-boi" on pathogens. The methodology used was the disk diffusion (qualitative) in triplicate, where
the extracts were tested for Gram negative (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) and
Gram positive (Staphylococcus aureus) strains. After the tests, it was found that there was no
formation of inhibitory halos in any of the discs with the extracts analyzed, being observed only in
the positive controls, whereas oxacillin, positive control, showed halo of 23 mm and ciprofloxacin
showed a halo of 32 mm diameter in the culture of halo of 30 mm the culture medium. Therefore, it
was observed that the extracts from the plants analyzed showed no inhibitory activity against the
microorganisms tested in ideal conditions of concentration, temperature and nutrition.

Keywords: Medicinal plants. Plant extracts. Aristolochia melastoma. Desmodium incanum.

INTRODUCAO

O uso de fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou com fins de
diagndstico passou a ser oficialmente reconhecido pela OMS em 1978, quando recomendou-se a

difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para 0 seu uso. Considerando-se as plantas
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medicinais importantes instrumentos da Assisténcia Farmacéutica, varios comunicados e resolucdes
da OMS expressam a posicdo desse Orgdo a respeito da necessidade de valorizar 0 uso desses
medicamentos, no &mbito sanitario. E sabido que 80% da populagido mundial dependem das préticas
tradicionais no que se refere a atencdo primaria a saude, e 85% dessa parcela utiliza plantas ou
preparacdes a base de vegetais. Ressalte-se ai que 67% das espécies vegetais medicinais do mundo
sdo originadas dos paises em desenvolvimento (ALONSO, 1998).

Veiga Junior (2008) afirma que as pessoas dos paises mais pobres utilizam as plantas
medicinais por tradicdo e auséncia de alternativas econémicas viadveis, enquanto nos paises
desenvolvidos essa prética esta relacionada com o modernismo de consumo de produtos naturais.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da determinagdo de uma
pequena quantidade da substancia necesséria para inibir o crescimento do microrganismo teste; esse
valor é conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Um aspecto bastante relevante na
determinacdo da CIM de extratos vegetais é a preocupacdo em relagcdo aos aspectos toxicoldgicos,
microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas combinagdes (PINTO et al.,
2003).

A resisténcia a drogas de patdgenos humanos e animais € um dos casos mais bem
documentados de evolucao biologica e um sério problema tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. O consumo de mais de uma tonelada diaria de antibidticos em alguns paises da
Europa tem resultado na resisténcia de populagdes bacterianas, causando assim um sério problema
de salde publica. Baquero e Blazquez (1997) relataram o perigo do retorno a uma era pré-
antibidtico, particularmente considerando que nenhuma nova classe de antibiético foi descoberta
nos Ultimos anos, apesar das intensas pesquisas das industrias farmacéuticas. Em vista do presente
cenario, a busca por novas substancias antimicrobianas a partir de fontes naturais, incluindo plantas,
tem ganhado importéncia nas companhias farmacéuticas.

A presenca de microrganismos resistentes € um problema cada vez mais frequente e gera
impacto clinico e econdmico principalmente em ambientes hospitalares. Os mais comuns Gram
negativos sdo das familias das Enterobacteriaceae que produzem enzimas com B-lactamase de
espectro estendido (ESBL) e a carbapenemase (KPC) onde estas conferem a sua resisténcia. Nos
Gram positivos Staphylococcus aureus MRSA (GARCIA et al., 2013).

As cepas de referéncia destinam-se a verificacdo dos resultados obtidos, pois suas
caracteristicas fenotipicas ja sdo conhecidas, ou seja, sua identificacdo e seu perfil de sensibilidade
ja foram determinados, e sdo provenientes da American Type Culture Collection (ATCC), empresa
global de cultivo e padronizacdo de microorganismos sem fins lucrativos (ANVISA, 2006).

Esta pesquisa teve como objetivo, atraves de pesquisa laboratorial, elucidar a possivel acédo
bactericida dos extratos das plantas de origem do cerrado - Aristolochia melastoma Silva Manso ex
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Duch. popularmente conhecida como Jarrinha e 0 Desmodium incanum (Sw.) DC, o Carrapicho-
beigo-de-boi, a fim de verificar a eficacia da acdo em microrganismos comuns e multirresistentes,

visando a provavel melhoria da qualidade dos tratamentos levados a populacao.

MATERIAL E METODO

Material analisado: os extratos botanicos secos (prontos) do caule e da raiz da Jarrinha
(Aristolochia melastoma Silva Manso ex Duch.) voucher 3751 e do caule e das folhas do
Carrapicho-beigco-de-boi (Desmodium incanum (Sw.) DC) voucher 3750, foram utilizados a partir
da colecdo do Nucleo de Estudos em Plantas Medicinais (NEPM) da extratoteca da Faculdade de
Saude Ibituruna - FASI.

Preparo dos extratos

Pesou-se 25 g de po do caule e da folha do Carrapicho-beigo-de-boi, 25 g do caule e da raiz
da Jarrinha. Em cada Erlenmeyer de 500 mL adicionou-se 0s p6s e em seguida 250 mL de alcool
etilico a 70%, deixando-0s em repouso por 13 dias com agitacdo ocasional. Apds o tempo de
maceracdo, filtrou-se todo o contetdo de cada frasco em filtro de porcelana e papel filtro.
Concentraram-se 0s extratos no eco vaporizador (Rotavapor Quimis® modelo Q344D) na
temperatura de 60° C durante 20 a 30 minutos, logo apds o liquido foi seco em placas de Petri em

estufa a 40° C durante 24 horas.

Teste de difusdo em disco

Preparo dos discos: Esterilizaram-se os materiais a serem utilizados (tubos de can, os discos
de papel de filtro para a infusdo dos extratos, as placas para o preparo do meio de cultura Mueller
Hinton). Enumeraram-se os extratos de 1 a 4 cada um com duas diluicdes 1mg e 1:2 para melhor
identificacdo. Sendo: 1 a folha e 2 o caule do Carrapicho-bei¢o-de-boi, 0 3 caule e 4 a raiz da
Jarrinha. Pesou-se 1 mg de cada extrato e diluiu em 1 mL de DMSO (dimetilsulféxido), em um
segundo tubo pipetou 200 pL da primeira diluicdo e adicionou 200 uL do DMSO (concentragédo 1:2
ou 500 pg).

Em uma paca de Petri colocaram-se 10 discos, um para cada extrato, e com uma pipeta
automatica aplicou-se 10 pL de cada diluicdo em cada disco. Incubou-se em estufa por 24 horas
para secagem. Utilizou-se disco impregnado com DMSO para o controle negativo, e como controles
positivos foi utilizado oxacilina (30 pg) e ciprofloxacino (05 pg).

Preparo do meio de cultura: Pesou-se 36 g do meio Mueller Hinton e dissolveu-se em 1000

mL de agua purificada (osmose reversa), esterilizou-se em autoclave 121°C por 15 minutos. Na
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capela de fluxo laminar distribuiu-se 0 meio nas placas previamente esterilizadas e aguardou-se a
solidificacdo.

Preparo do indculo: As cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27653), Escherichia coli (ATCC 25922) foram reconstituidas em caldo BHI e
incubadas por 24 horas em estufa a 35° C.

As cepas foram suspendidas diluindo o caldo BHI +/-1 mL em 3 mL solucédo salina estéril
(NaCl 0,85%) ate se obter uma turvacdo compativel com o grau 0,5 da escala MacFarland (1x106
UFC/mL). Para este passo utilizou-se um tubo aferido na escala 0,5 de MacFarland como
comparativo ou um turbidimetro. Embebeu-se um swab estéril na suspensdo bacteriana,
comprimindo-o contra as paredes do tubo para tirar 0 excesso da suspensdo, e semeou-se em
seguida de forma suave em todas dire¢es na placa (cinco direc¢Ges), procurando abranger toda a
superficie. Aguardou-se (ndo mais que 15 minutos) a superficie do agar secar.

Com um pincel fez-se 10 quadrantes identificando-os como controle positivo para inibicdo
das bactérias Gram negativas o disco de ciprofloxacino e a Gram positiva o disco de oxaciclina, o
controle negativo utilizou-se o disco com 0 DMSO, e os demais quadrantes com 1, 1(1:2), 2, 2(1:2),
3, 3(1:2), 4, 4(1:2). Com auxilio de uma pinca flambada e resfriada, colocaram-se os discos, sobre a
superficie do meio inoculado, exercendo uma leve pressdo com a ponta da pin¢a para uma boa
adesdo dos discos. Incubou-se a placa com os discos em estufa bacterioldgica a 35° C por 24 horas.
Repetindo os testes em triplicata.

Analise dos resultados
Com o auxilio de uma régua, mediu-se o diametro dos halos inibitérios de cada disco, e
consultou-se uma tabela apropriada para determinar se a bactéria em analise € sensivel,

intermediario ou resistente ao antimicrobiano testado (LABORCLIN, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, € um método fisico, no
qual um microrganismo ¢ desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura
solido (Mueller Hinton), relaciona o tamanho da zona de inibi¢do de crescimento do microrganismo
com a concentracdo da substancia ensaiada (PINTO et al., 2003) e compara-se com 0s controles
positivos e negativos.

H& vérias interpretacfes quanto & acdo inibitoria dos extratos botanicos, alguns autores

consideram qualquer inibicdo como positiva, ja outros levam em consideragdo a concentracdo do
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extrato, quanto menor for mais forte é a acdo. Mas ndo se pode comparar com 0s antibioticos, sé a
similaridade com os mesmos (DUARTE, 2006).

Para Holetz et al. (2002), extratos vegetais que demonstrem atividade antimicrobiana em
concentracdes acima de 500 mg/mL séo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de
infeccdes bacterianas por possuirem fraca atividade.

As cepas padronizadas (ATCC) sédo muito utilizadas para validagdo de meios de culturas e
discos de antibidticos nos controles de qualidades microbioldgicos laboratoriais. Foram utilizadas
cepas Gram negativas Enterobacteriaceae a Escherichia coli e a ndo fermentadora Pseudomonas
aeruginosa no Gram positivo foi o Staphylococcus aureus.

Como forma de elucidagdo dos resultados utilizou-se como controle negativo o DMSO,
dessa forma comprovou-se que o solvente utilizado nas diluicbes ndo interferiu nos resultados
obtidos, uma vez que ndo produziu halo de inibicdo.

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considerada como um problema inerente a
terapia antimicrobiana, por este motivo € preciso sempre buscar novas fontes terapéuticas. Testar
produtos naturais pode ser uma medida alternativa importante para ajudar a resolver esse problema
de resisténcia (SILVA et al., 2010).

Apbs a realizacdo dos testes verificou-se que ndo houve formacdo de halos inibitorios em
nenhum dos discos com os extratos analisados, sendo observados apenas nos controles positivos,
visto que a oxacilina, controle positivo para Staphylococcus aureus, apresentou halo de 23 mm de
diametro (Referencia CLSI: 18 — 24 mm) e o ciprofloxacino, apresentou halo de 32 mm de diametro
(Referéncia CLSI: 30 — 40 mm) na cultura de Escherichia coli e halo de 30 mm de diametro
(Referéncia CLSI: 25 — 33 mm) no meio com Pseudomonas aeruginosa, e estes sdo antibioticos
padronizados pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para os microrganismos
Gram positivo e Gram negativos, respectivamente.

Corroborando com esses resultados, um estudo com metodologia semelhante a este,
avaliando a atividade antimicrobiana de quatro tipos de espécies vegetais: Algoddo, Erva-de-bicho,
Quebra-pedra e Mentrasto, evidenciou-se que ndao houve nenhuma atividade inibitéria frente a
bactéria E. coli, pois foi observado apenas o halo de inibicdo do controle positivo com o antibiético
ciprofloxacino (MIRANDA et al., 2013). Em contrapartida, 0 mesmo estudo apresentou resultados
promissores frente a S. aureus, uma vez que os extratos de trés das plantas analisadas (algodao,
erva-de-bicho, quebra-pedra) apresentaram atividade inibitoria em diferentes graduacdes alcodlicas.

Chah et al. (2006) avaliaram extratos metanolicos de Agerantum conyzoides L. dentre outras
plantas frente a bactérias isoladas de feridas (Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus spp., Shigella spp.) e ndo observaram nenhuma atividade antimicrobiana

procedente desta planta.
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Gongalves et al. (2010) analisaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato de
Tabernaemontana catharinensis A.DC. em cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, comprovando a atividade inibitéria de maneira dose-dependente frente aos
microrganismos, por apresentar halo de didmetro médio de 6 mm para 0 S. aureus e 12 mm de

didmetro médio do halo de inibi¢do para a P. aeruginosa.

Figura 1. Atividade antibacteriana dos extratos em diferentes concentragdes frente a (A) S. aureus;
(B) P. aeruginosa; (C) E. coli - Vista inferior da placa. (C+) Controle positivo (Oxacilina - A e
Ciprofloxacino - B e C); (C-) Controle negativo (DMSO).

B -

Fonte: dados da pesquisa.

Ndo foram encontrados estudos com metodologia andloga avaliando a atividade
antimicrobiana da Aristolochia melastoma ou do Desmodium incanum, porém conforme o uso
tradicional a Jarrinha é utilizada como antisséptico. Em objecdo a sabedoria popular, apos a
realizacdo dos testes do presente estudo, evidenciou-se que os extratos das plantas analisadas néo
demonstraram nenhuma acdo bactericida por ndo apresentarem atividade inibitoria frente aos
microrganismos testados utilizando o método de difusdo de discos, nas condigbes ideais de
concentragdes, temperatura e nutricdo. Diante disso, conclui-se que ndo possuem agdo relevante
para utilizacdo na industria farmacéutica para o fim proposto, 0 que ndo indica que estejam isentos
de algum principio ativo de acdo farmacolégica que podera ser avaliado posteriormente por outros

estudos.
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