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RESUMO

Os fitoterapicos sdo empregados para diversos fins
terapéuticos ha séculos. Atualmente, a necessidade de
novas opcdes terapéuticas para o combate de bactérias
multirresistentes corroboram para a identificacdo de
plantas medicinais com essa propriedade. Dentre as
plantas reconhecidas como detentoras da atividade
antimicrobiana estdo: Caléndula (Caléndula oficinalis),
Alcachofra (Cynara scolymus), Terramicina
(Alternanthera brasiliana), Dente de ledo (Taraxacum
officinale) e a Roma (Punica granatum). Para a realiza¢io
dos testes, todas as plantas foram obtidas liofilizadas,
dissecadas a vacuo, sendo trituradas e realizada extracdo
alcoolica e aquosa por infusdo. Os extratos foram testados
contra as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 11303). Contra a cepa de
Staphylococcus aureus o extrato alcdolico da casca da
roma apresentou maior atividade antimicrobiana, com
halos inibitdrios em média de 19,33 mm, enquanto o
extrato aquoso apresentou uma média de 18,33 mm de
halo inibitorio. Contra a Escherichia coli ndo houve
atividade antimicrobiana, apesar de ser descrita na
literatura. As demais plantas utilizadas nesse experimento
nao apresentaram halos de inibicdo contra as cepas. Os
resultados apresentados comprovam a capacidade de
inibicdo bacteriana da Roma, que vem sido descrito com
potencial de baixo custo que pode auxiliar no controle de
microorganismos, especialmente Staphylococcus aureus.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapicos, antimicrobiana,
terapéuticos.

ABSTRACT

Herbal medicines have been used for different therapeutic
purposes for centuries. Currently, the need for new
therapeutic options to combat multidrug-resistant bacteria
corroborates the identification of medicinal plants with this
property. Among the plants recognized as having
antimicrobial activity are: Marigold (Calendula oficinalis),
Artichoke (Cynara scolymus), Terramycin (Alternanthera
brasiliana), Dandelion (Taraxacum officinale) and Peel of
Pomegranate (Punica granatum). To perform the tests, all
plants were obtained lyophilized, dissected under vacuum,
being crushed and the alcoholic and aqueous extraction by
infusion was performed. The extracts were tested against the
strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and
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Escherichia coli (ATCC 11303). Against the Staphylococcus
aureus strain, the alcoholic extract of the pomegranate peel
showed greater antimicrobial activity, with inhibitory halos
on average of 19.33 mm, while the aqueous extract showed
an average of 18.33 mm of inhibitory halo. Against
Escherichia coli there was no antimicrobial activity, despite
being described in the literature. The other plants used in this
experiment did not show inhibition halos against the strains.
The results presented prove the capacity of bacterial
inhibition of Pomegranate, which has been described with
low cost potential that can help in the control of
microorganisms, especially Staphylococcus aureus.

KEYWORDS: Phytotherapics, antimicrobial, therapeutic.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica
que dura milhares de anos, no entanto, esta possui uma
fonte de conhecimento empirico acumulado®. Segundo
a OMS, 85% das pessoas do mundo utilizam
fitoterapicos. Nos Ultimos anos ocorreu um crescente
interesse na exploracdo de fitoterdpicos tradicionais
com intuito de contribuir, através de investigacdes
quimicas e bioldgicas no desenvolvimento de novas
estratégias para o tratamento de diversas patologias?.
Sendo assim, a aceitacdo e emprego desses
fitoterapicos tém aumentado expressivamente?®,

A inclusdo da fitoterapia no SUS ocorreu com a
implantagdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares em 2006. A utilizacdo
da fitoterapia na assisténcia basica a saude tornou-se
parte fundamental no tratamento de diversas
patologias, auxiliando ou mesmo substituindo o
tratamento alopético em casos especificos®.

Dentre as vantagens do seu uso destacam-se 0 baixo
custo, facil acesso e poucos efeitos colaterais se
comparados aos alopaticos. Uma vez que geralmente
ndo sdo necessarias altas dosagens para a acdo
terapéutica esperada, por se tratar de um fitocomplexo,
ao invés de uma substancia isolada, necessitando esta
de uma dosagem maior em sua maioria®.

Concomitantemente, a busca por novos agentes
antimicrobianos & constante, devido ao uso
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indiscriminado de antibioticos ocorreu uma evolucéo e
adaptacdo desses microrganismos aos antimicrobianos
alopaticos, sendo necessarias novas opcdes terapéuticas
para seu combate. Além disto, a crescente demanda de
alimentos, a severidade das pragas e os maleficios
causados pelo uso de agrotoxicos & salde humana
contribuem para o0 interesse na utilizacdo de
fitoterdpicos na qualidade sanitaria das sementes®.
Devido algumas espécies sofrerem lesGes e
deterioragdo em maior escala por fitopatogenos, a
busca por fito protetores tem sido constante’

A exemplo disto, estudos realizados por Nicareta
(2019)8, demonstraram a atividade antimicrobiana da
Terramicina (Alternanthera brasiliana) destacando sua
acdo fungicida, sendo tal caracteristica associada &
presenca de terpendides e flavonoides em sua estrutura.
Também conhecida como Pérpetua-do-mato, a
Terramicina é largamente encontrada no Brasil.

Outra espécie com atividade fungitoxica é a
Alcachofra (Cynara scolymus), seus extratos aquosos
apresentaram potencial capaz de reduzir a quantidade
de fitopatbgenos em sementes. Originaria do
Mediterraneo, esta planta foi intensamente utilizada
pelos médicos medievais. A semelhanca dos espinhos
com o0s dentes de cachorro, explicam o nome dado ao
seu género, Cynara que no latim significa canina’.

De origem europeia e utilizada desde o século X, o
Dente de Ledo (Taraxacum officinale) é muito
disseminado no Brasil, sendo largamente utilizado
como diurético. Sua aplicacdo na medicina tradicional
é amplamente descrita como antioxidante, analgeésica,
anti-inflamatéria, além da utilizacdo da infusdo ou
xarope de suas folhas para tratar infeccbes do trato
respiratorio. No entanto, assim como as demais plantas
deste estudo, existe a necessidade de comprovagédo
cientifica sobre sua eficacia e a relagdo dosagem
terapéutica e toxicidade®.

Outra espécie vegetal que se destaca é a Caléndula
(Calendula oficinalis), popularmente conhecida como
Margarida, tém demonstrado ser uma eficaz opgéo
terapéutica no tratamento de infeccdes do trato oral.
PINHEIRO et al (2012)%° relatou em seus estudos a
presenca de halos de inibicdo de 12,33 mm frente ao
Streptococcus mutans. Outras atividades bioldgicas
também sdo associadas & Caléndula, principalmente no
tecido tegumentar®!, Baranov (1999)'? em um estudo
randomizado controlado relatou que a aplicacdo de
caléndula potencializou o tratamento de queimaduras
de 2°e 3° graus.

Ja a Roma (Punica Granatum) conhecida por tratar
sintomas e doengas como infecgdes de garganta, € uma
espécie originaria do Oriente Médio e amplamente
encontrada no Brasil*2. Sua analise fitoquimica
apresentou até 28% de taninos galicos na casca do
caule e do fruto. Dentre seus principais fito
constituintes estdo os flavonoides (apigenina e
narigenina)®3, alcaldides, antocianinas, acido ascorbico,
taninos (&cidos galico e elagico), é&cidos graxos
conjugados (&cido puinico) e o &cido ursélico.

Tais moléculas sdo derivadas do metabolismo
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secundario e ndo possuem uma distribuicdo universal,
apesar de serem importantes na interacdo com o meio
ambiente, ndo sdo necessarias a todas as espécies®®.
Deste modo, exercem papel fundamental contra a
herbivoria, ataque de patdgenos, atracdo de organismos
benéficos como polinizadores ou microrganismos
simbiontes, e até mesmo na competicéo entre plantas?®.

De tal forma, todas as espécies descritas sao
reconhecidas por serem detentoras da atividade
antimicrobiana, sugerindo a necessidade de determinar
através de novos contestes sobre quais microrganismos
sua atividade é validada, uma vez que a maioria possui
atividade relatada frente a fungos e fitopatégenos nédo
especificos.

Neste contexto, um microrganismo de grande
relevancia para a clinica médica é o Staphylococcus
aureus, microrganismo gram-positivo e considerado o
mais virulento do seu género, pode provocar desde de
simples afec¢fes como espinhas e furdnculos até
infeccbes mais graves como sindrome do choque
toxico, meningite e pericardite’’.

Os Staphylococcus aureus sdo capazes de
desenvolver fatores de viruléncia e estratégias como
proteinas de membrana, enzimas e toxinas que
permitem escapar do sistema imune!®. Embora seja
encontrado em sitios anatdmicos de pessoas saudaveis,
como as méos e a cavidade nasal, este microrganismo
possui ao longo de seu histérico uma alta capacidade
de adaptacdo e evolugio frente aos antibidticos. E
considerado altamente patogénico, causando infec¢des
mais graves, sobretudo em pacientes que possuem uma
doenca base grave, como diabetes, ou alteracbes no
sistema imunoldgico®®

Outro microrganismo com grande importancia
clinica é a Escherichia coli, bactéria gram negativa e
pertencente a familia Enterobacteriaceae, é amplamente
encontrada no trato intestinal onde habita de forma
comensal. Sua capacidade patogénica ocorre na
maioria dos casos ao migrar-se para outros sitios
anatémicos, como por exemplo, o trato urinario®. Este
microrganismo & considerado o principal agente
etioldgico de infeccbes do trato urinério, além de ser
largamente encontrada em surtos por infeccdo
alimentar?.

Diante das informacBes expostas, considerando a
escassez de estudos relatando tal atividade contra
microrganismos potencialmente patogénicos para a
espécie humana, este trabalho tem por objetivo avaliar
a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos por
infusdo e alcodlicos da Caléndula (Caléndula
oficinalis), Alcachofra (Cynara scolymus), Terramicina
(Alternanthera brasiliana), Dente de ledo (Taraxacum
officinale) e casca da Roma (Punica granatum) sobre
as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 11303).

2. MATERIAL E METODOS

Selecdo e obtencdo das plantas

Por meio de uma leitura criteriosa de artigos
cientificos, foram selecionadas cinco plantas descritas
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como detentoras da atividade antimicrobiana, sendo
elas: Caléndula (Caléndula oficinalis), Alcachofra
(Cynara scolymus), Terramicina (Alternanthera
brasiliana), Dente de ledo (Taraxacum officinale) e
casca da roma (Punica granatum). Todas as plantas
foram obtidas liofilizadas em mercado especializado.

Preparacao dos materiais

Todas as plantas foram trituradas em um
processador e dissecadas & vacuo. Apbs foram
armazenadas em sacos plasticos estéreis e
identificadas. Para a confec¢do dos discos de
antibiograma foi utilizado papel filtro estéril medindo
3,5mm de raio, e submetidos & imers&o em alcool 70%,
sendo posteriormente secos em temperatura ambiente.

Confeccdo dos extratos

Para a confeccdo dos extratos foi padronizada a
concentracdo de 10 ml/g para a extragdo aquosa por
infusdo e alcodlica. Com auxilio de balanca analitica
foi pesado 1g de cada planta, sendo na extracdo
alcoolica submetidos a 10ml de &lcool 70%, e na
extracdo aquosa por infusdo submetidas a 10ml de agua
a 100°C, utilizando-se um ebulidor elétrico.
Posteriormente, as amostras foram dispostas em um
agitador mecénico por 2 horas envoltas com papel
aluminio, filtradas com papel filtro estéril, e
centrifugadas por 40 segundos a 3000 rpm. Retirado o
extrato  sobrenadante, foram identificados e
armazenados em tubos de ensaio para realizacdo dos
testes.

Teste de suceptibilidade

Para a realizagdo do antibiograma utilizou-se discos
de papel filtro estéreis contendo 20 pL de extrato por
disco e secos em temperatura ambiente. Para testar a
atividade antimicrobiana dos extratos foram utilizadas
as cepas bacterianas de Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Escherichia coli (ATCC 11303). As bactérias
dispostas em agar Mueller Hinton foram suspendidas
em 5 ml de solucdo fisioldgica 0,9% até obter a
turvacdo de 1,5 x 10® unidades formadoras de col6nia
(UFC), e semeadas com swab sobre a superficie das
placas com &gar Mueller Hinton. As placas foram
identificadas e receberam 4 discos cada (sendo 1 disco
com extracdo alcoolica, 1 disco com extracdo aquosa
por infusdo, 1 disco estéril para controle negativo e 1
disco de oxaciclina utilizado para controle positivo). As
placas foram colocadas em estufa bacterioldgica a
37°C e realizada leitura apds 24 horas. Primeiramente
foi realizado um screening de todos os extratos, e
posteriormente todos os testes foram repetidos em
triplicata.

Analise dos resultados

Apb6s 24 horas as placas com os discos foram
retiradas da estufa e realizada a leitura. As placas que
apresentaram a presenca de halos inibitérios foram
medidas com auxilio de paquimetro e retirada a média
dos resultados obtidos na triplicata. Os halos inibitérios
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em torno dos discos foram associados a atividade
antimicrobiana dos extratos.

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesse  experimento
constataram a atividade antimicrobiana dos extratos
alcodlicos e aquosos por infusdo da casca da Roma
sobre a bactéria S. aureus, e se apresentarem ineficazes
sobre a bactéria E. coli. Todas as demais plantas nao
apresentaram halo de inibicdo contra nenhuma cepa
testada. As medidas dos halos inibitorios dos extratos
da casca da Roma (Punica granatum) sdo indicados
abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Diametro dos halos inibitdrios dos extratos alcodlicos e
aquosos por infusdo da Roméd frente ao microorganismo S. aureus,
em triplicata.

x Concentracéo dos Meédia dos
Extragao Extratos S allele halos
Aquosa por 19mm/
Cilnfusé‘c)) 20pL 18mm / 18,33mm
18mm
20mm /
Alcodlica 20uL 19mm / 19,33mm
19mm.
Oxacilina 21mm
(Controle) - 19mm 19mm
17mm

Fonte: Os autores.

4. DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana de derivados das plantas
vem sendo descritas contra diferentes microrganismos.
Alguns estudos relatam na literatura cientifica sobre a
acdo antimicrobiana de extratos da romd sobre as
bactérias S. aureus, E. coli, Enterococcus faecalis,
Salmonella enterica, Shigella sonnei e Bacillus
subtilis??,

Martins e Casali (2019)%® descreveram em seus
experimentos que 0 extrato da casca da roma
apresentou halos inibitorios contra S. aureus de até 16
mm, e de 19,80 mm para E. coli, quando utilizadas as
concentragBes de 10uL, 15uL e 20uL dos extratos. O
fato da coleta do material (casca do fruto) ter sido
frescas, e haver divergéncia na cepa utilizada podem
ter sido determinantes na atividade inibitdria contra E.
coli, sugerindo uma resisténcia da cepa de E. coli
(ATCC 11303) utilizada neste experimento.

De acordo com Oliveira (2016)%*, a sensibilidade
aos extratos € determinada quando ha formacgdo de
halos inibitérios que se apresentem iguais ou maiores
que 10mm. Com base nisso, os resultados obtidos
nesse experimento podem ser validados.

Tavarez (2017)% descreveu em seu estudo sobre a
atividade antimicrobiana da casca da roma sobre
Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. No
entanto, necessitou da dose maxima utilizada em sua
metodologia para obter a concentracdo inibitéria
minima sobre S. aureus. Sendo assim, a atividade
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antimicrobiana da roméd sobre S. aureus reforca acerca
da sua eficiéncia quanto as infeccbes das vias
superiores, como ja é de conhecimento popular a sua
utilizacdo para infecgdes de garganta.

Em seus experimentos, Volpato (2001)% relatou que
a Caléndula (Caléndula oficinalis) apresentou baixa
atividade antibacteriana, sendo os melhores resultados
expressos quando testados em bactérias Gram-
positivas. Concluiram também que o0s compostos
apolares possuem maior potencial fitoquimico para
atuar como antimicrobiano, devido as fracbes de
hexano e de diclorometano demonstrarem maior
atividade em seus testes.

Nos estudos de Parente (2009)¥, foi constatada
uma maior eficécia dos extratos etandlicos e da fragao
hexanica da Caléndula frente a bactérias Gram
positivas em comparacdo a fracdo diclorometano. A
CIM do extrato etanolico foi de 0,39 mg/ml quando
testadas em S. aureus (ATCC 13048).

Além disso, Nicareta (2019)%, em seus
experimentos analisou o potencial antimicrobiano das
folhas da Terramicina contra fungos fitopatogénicos, e
observou a inibigdo de até 69% dos microrganismos
pelo método de dilui¢do em &gar.

Caetano  (2002)%, investigou a atividade
antimicrobiana da  Terramicina  (Alternanthera
brasiliana), e descreveu sua eficacia contra 4 cepas de
Staphylococcus aureus utilizando o extrato bruto na
concentragdo de 65mg/ml. Relatou também que sua
atividade foi semelhante ao disco controle de cloridrato
de tetraciclina, alcancando halos de inibicdo de até
34mm.

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, observou-se que 0
didmetro dos halos inibitérios dos extratos de Roma foi
similar ao disco de antibiograma utilizado para controle
positivo quando testados em S. aureus, o que corrobora
para a validacdo do experimento.

Embora alguns estudos tenham comprovado a
atividade antimicrobiana de plantas cléssicas como
Caléndula, Terramicina, Dente de ledo e Alcachofra e
de outros extratos, de acordo com a metodologia
utilizada somente a Romd@ (Punica granatum)
apresentou atividade antimicrobiana, apresentando
potencial para auxiliar ou mesmo tratar de infeccdes
causadas por bactérias, especialmente S. aureus.

A ineficdcia antimicrobiana de plantas classicas
nesse experimento pode ser explicada devido a
diferenca de concentracdo utilizada, resisténcia da cepa
bacteriana ou estudos utilizando outros
microorganismos, além da auséncia de amostra fresca
das plantas. Além disso, alguns autores descreveram
auséncia ou resultados pouco expressivos em bactérias
Gram negativas, o que reforca o fato de nenhum extrato
ter funcionado contra E. coli.
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