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RESUMO

Através de Testes de Dilui¢do em Sistema de Tubos Multiplos determinou-se in vitro
atividade antibacteriana em inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. —
Asteraceae (“macela”, “marcela”), expressa como Intensidade de Atividade de Inibicao
Bacteriana (IINIB / bacteriostasia) ¢ Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana
(IINAB / bactericidia), a partir de formas de extragao etandlica (hidroalcoolaturas) e hidrica
(decoctos), sobre indculos padronizados de Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11229) e Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076). Enterococcus faecalis apresentou a maior sensibilidade, seguido
por Staphylococcus aureus, enquanto Salmonella Enteritidis e Escherichia coli
apresentaram-se mais resistentes. Dentre as formas de extra¢do, a hidroalcoolatura
apresentou capacidade de inibicdo e/ou inativagdo intensa e seletiva frente aos quatro
in6culos bacterianos. Os decoctos mostraram-se completamente ineficazes frente as

bactérias Gram-negativas, enquanto que as Gram-positivas apresentaram somente

bacteriostasia/inibicao.

Palavras-chave: Achyrocline satureioides, atividade antibacteriana, inibi¢do bacteriana,

inativacao bacteriana.



ABSTRACT

Dilutions Tests in Multiple Tubes System were used to establish the antibacterial activity

“in vitro” of inflorescences of Achyroclines satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae —

o«

(“macela”, “marcela”), from ethanolic extracts (hydroalcoholics) and hydrics (decoction)

on pattern baterial suspension such as Enterococcus faecalis (ATCC 19433),

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11229) and Salmonella

Enteritidis (ATCC 11076) expressed as Intensity Activity of Bacterial Inhibition (IINIB)
and Intensity Activity of Bacterial Inativation (IINAB). The mentioned extract showed to be

more sensibility with Enterococcus faecalis, followed by Staphvlococcus aureus, however

Salmonella Enteritidis and Escherichia coli showed to be more resistent. Behind the

extraction forms, the hydroalcoholic extract presented intense and selective inhibition and /
or inactivation capacity in relation of the four agents. However the hydroalcoholic extract
presented better antibacterial activity intensity (inhibition / inativation) in relation of the
four bacterial suspensions. Decoctions showed to be completely without capacity in front of
the Gram-negatives bacterias, on the other hand the Gram-positive the bacteriostasy /

inhibition were observed.

Key words: Achyrocline satureioides, antibacterial activity, bacterial inhibition, bacterial

inativation



Tabelal -

Tabela 2 -

LISTA DE TABELAS

Representacdo dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de
atividade atribuidos as variaveis de Intensidade da Atividade de
Inibicdo Bacteriana / bacteriostasia (IINIB) e de Intensidade de
Atividade de Inativagdo Bacteriana / bactericidia (IINAB) e suas

correspondentes dilui¢des e doses infectantes dos inoculos..............

Intensidade de Atividade de Inibi¢do Bacteriana (IINIB /
bacteriostasia) e Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana
(IINAB / bactericidia) produzida por diferentes formas de extragao
de inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC.
(“macela”), na concentragao de 50%, sobre inoculos bacterianos
padroes, em até¢ 144 horas de incubagdo aerdbia a 37°C, média de

trés repeticdes INdependentes..........ccueevvveerieerieerieeneeeriee e

43



SUMARIO

CAPITULO |

1 INTRODUGAO..........coiiiieiieeeeeeereeeeeeeeseses s sse st
1.1 Consideragdes TNICIAIS .......c.ccviiiiierie i
1.2 ProbBIema. ...
1.3 HIPOTESES. ...ttt
1.4 ODJETIVOS. ...ttt bbb e
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ccoomrimiinrrinenrieeeieseiesseiesee
2.1 Plantas MediCINGIS. ........cccvriiiiiiieiree e
2,101 HISEOTICO ettt
2.1.2  Planta Medicinal..........c.cocuiiiiiiiiiiiiiieiieieceeee e
2.1.3  Planta Medicinal no Brasil...........cccoociiriiiiiiiiniiiiiciecececee e
2.1.4  Achyrocline satureioides no Rio Grande do Sul...........cccoeevvvvieiieiennnne.
2.2 Aspectos Botanicos e Morfoldgicos da Achyrocline satureioides........
2.2.1  Familia Asteraceae (antiga COmMPOSItAC)......c.eerveriereeerierierienienieneennns
2.2.2  Achyrocline satureioides (Lam.) DC. “macela”.........cccccocevvinvievennenen.
2.2.3  Utilizagdo da “Macela” na Medicina Popular............cccccceevvenveneeennnennen.
2.2.4  Estudos Realizados com a Achyrocline satureioides...............................
2.2.5  Constituintes QUIMICOS. ...cueervieriiieeiiieeriieerieesreesreesieesreeeaeeeaeesseeenneas
2.2.6  Atividade BiolOZICa........cccuiieiiieiieieeceeeee e
2.2.7  Atividade ESpasmolitiCa..........cccveeiuiieiiiieiiieiie e
2.2.8  ToOXICIAAAC......ceieiiiiiiiiieeieeeee s
2.2.9  Atividade MUtaZENICA.....ccuveeruvieeiieeiieeiieeite e eiee e eeeeeseeeesae e e e
2.3 Bactérias Causadoras de ZOONOSES..........cccvrurrerererrereerenrereneresrereeneanes
2301 ZOONOSES.c..euiiiieeiieeiieeiie ettt
2.3.2  Parede Celular Bacteriana...........cccooeeeeiierienienieniniesieeeeeseseeeseeeene
2.3.3  Bactérias Gram-NeZatiVas........ccccveerieerieeniieeiieeeieeeiieeseeesseesveesseesneas
2.3.3.1 Salmonella EnteritidiS.........cocueriiriiniiiiiiieiie e
2.3.3.2  ESCREFICHIA COLi......c..ocueiiiiiiiiiciiiieee e
234  Bactérias Gram-PoSitiVas........cccecueririeiiininiineneneeseeee e

2.3.4.1  StaphyloCOCCUS QUICUS...........ccueeeeeeeeeeieeiieeieeeieeeeieeeiieeseeenaeeneae e aee e

11
11
12
12
12
14
14
14
15
16
17

17
18
20
21
22
24
26
26
27
28
28
28
29
29
30
31
31



2.3.4.2  ENteroCoCCUS fACCALIS..........cc.oeeeueeeeeeieiiieaiieeiie e e eeeesaeesaeesaae e ens
CAPITULO Il
3 ARTIGO CIENTIFICO....coiiiiiirieeiseiesissiseeessssssessessessssenns

Atividade antibacteriana in vitro de inflorescéncias de Achyrocline
satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae — (“macela”, “marcela”)
Artigo submetido a publicacio na Revista Brasileira de Plantas
Medicinais em Janeiro 2008.............ccocovieeiiieeiiieeiie e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oo eeeeeeeee e e e e eeeeeeenaeee e,

ANEXOS
ANEXO A

ANEXO B

ANEXO C

ANEXO D

ANEXO E
ANEXO F

ANEXO G

ANEXO H

ANEXO |

ANEXO J

ANEXO K

Comparagdo de resultados entre as formas de extragdo decocto
concentrado, decocto rehidratado e extrato hidroalcodlico frente
as quatro bactérias confrontadas na presenca e na auséncia de
desinibidor no periodo de 24 horas...........cccceeeeiieviieciieeiieeieee.

Comparagdo de resultados entre as formas de extragdo decocto
concentrado, decocto rehidratado e extrato hidroalcodlico frente
as quatro bactérias confrontadas na presenca e na auséncia de
desinibidor no periodo de 48 horas...........ccceevvieviieiiieciiecieee,

Comparagao de resultados entre as formas de extragdo decocto
concentrado, decocto rehidratado e extrato hidroalcodlico frente
as quatro bactérias confrontadas na presenca e na auséncia de
desinibidor no periodo de 72 horas...........cccceeeeveeeiieiecieeiieeie e,

Comparagdo de resultados entre as formas de extragdo decocto
concentrado, decocto rehidratado e extrato hidroalcodlico frente
as quatro bactérias confrontadas na presenca e na auséncia de
desinibidor no periodo de 144 horas..........ccceeevveeevieencieecieeeieeen.

Comparagdo de resultados entre bactérias e formas de extracao...

Comparagdo de resultados entre tempos de exposi¢cdo e formas de
L €0 16210 PRSP

Comparagdo de resultados entre formas de extragdo e tempo de
exposicao para StaphylocoCCUS QUIEUS............c.oevceeeeeeeeiieaiieaiann.

Comparagdo de resultados entre formas de extragdo e tempos de
eXPOSIGA0 PAra E. fACCALIS. .........oeveeeeeieiieeiieeeeeeeee e

Comparagdo de resultados entre formas de extracdo e tempos de
exposicao para S. Enteritidis........cooveeveeneniieiniiieiienceiesceeee,

Comparagao de resultados entre formas de extragdao e tempos de
eXposicaAo para ESCherichia COli.............oouueevceeeeciieiieeiieeiieeieenn,

Comparagao de resultados entre bactérias e formas de extragdo no
periodo de 24 horas..........occveeeeiieeiieecieee e

32

35
35

50

55

57

59

61

63
65

67

69

70

71

72



ANEXO L

ANEXO M

ANEXO N

ANEXO O

ANEXO P

ANEXO Q

ANEXO R

ANEXO S

ANEXO T

ANEXO U

ANEXO V

ANEXO X

ANEXO Z

ANEXO
AA

ANEXO
BB

ANEXO
CcC

Comparagdo de resultados entre bactérias e formas de extragdo no
periodo de 48 horas.........ccvvvieeiieiiecieeeccee e

Comparagdo de resultados entre bactérias e formas de extragdo no
periodo de 72 hOoras.......ccueeeuieiiieeiie et

Comparagdo de resultados entre bactérias e formas de extragdo no
periodo de 144 horas........eevveeeiieeiiie et

Comparagdo de resultados entre formas de extragdo e desinibidor
frente a todas as bactérias no periodo de 24 horas...........cceeevvennnee.

Comparagado de resultados entre formas de extracdo e desinibidor
frente a todas as bactérias no periodo de 48 horas...........cceeeveennnen.

Comparagao de resultados entre formas de extracdo e desinibidor
frente a todas as bactérias no periodo de 72 horas...........ccceeveennnen.

Comparagdo de resultados entre formas de extracdo e desinibidor
frente a todas as bactérias no periodo de 144 horas...........ccceennee.

Comparagao de resultados entre a presengca e¢ a auséncia do
desinibidor frente as formas de extracdo e tempo de exposi¢do
para StaphyloCOCCUS QUICUS............ccccueeeeueeeiieeiieieieeeee e

Comparagdo de resultados entre a presenca e a auséncia do
desinibidor frente as formas de extracdo e tempo de exposi¢do
para Enterococcus fAeCalis................cuvvevoenieccniiniiinenisieenene

Comparagdo de resultados entre a presenca e a auséncia do
desinibidor frente as formas de extragdo e tempo de exposicao
para Salmonella Enteritidis.........cccoeevevierienienieeiesieeiesee e

Comparagdo de resultados entre a presenca e a auséncia do
desinibidor frente as formas de extragdo e tempo de exposicao
para ESCheriChiq COli............oououeeciiecieeiieeiieeeieeee e

Comparagdo de resultados por bactérias entre formas de extragdo
e tempo de exposi¢do para Staphylococcus aureus.........................

Comparagdo de resultados por bactérias entre formas de extragdo
e tempo de exposi¢do para Enterococcus faecalis..........................

Comparagao de resultados por bactérias entre formas de extragao
e tempo de exposicao para Salmonella Enteritidis.........c.ccceeneene.

Comparagdo de resultados por bactérias entre formas de extragdo
e tempo de exposi¢ao Escherichia coli................coveeeeeeceeecrneannnn.

Identificagdo botanica das inflorescéncias de “macela”.................

73

74

75

76

77

78

79

80

82

84

85

86

87

88

89

90



CAPITULO |



1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es iniciais

O uso das espécies vegetais, com fins de tratamento e cura de doencas e sintomas,
remonta ao inicio da civilizagdo, desde o momento em que o homem despertou e comegou
um longo percurso de manuseio, adaptacdo e modificacdo dos recursos naturais para seu
proprio beneficio (DI STASI, 1996).

Segundo Schenkel, Gosmann e Petrovick (2003), até o século XIX, os recursos
terapéuticos eram constituidos predominantemente por plantas e extratos vegetais, o que
pode ser ilustrado pelas Farmacopéias da época, onde se verifica que as plantas medicinais
e seus extratos constituiam a maioria dos medicamentos, que pouco se diferenciavam dos
remédios utilizados na medicina popular. No inicio do século passado, esses recursos
comecaram a ser estudados com os instrumentos cientificos da ocasido ¢ se estabeleceu
paulatinamente a tendéncia de utilizag@o de principios ativos.

Presentemente, as plantas medicinais representam uma das alternativas entre as
diversas fontes de insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal
vantagem o fato de ser uma fonte renovavel e, em grande parte, controlavel pelo género
humano (SCHENKEL, GOSMANN, PETROVICK, 2003).

Conforme Florit (2003), a partir do século XVIII, houve uma separagdo nitida entre
as ciéncias sociais e as naturais, separando também o homem do meio ambiente. No
entanto, sabe-se que a transmissdo oral continua sendo o principal modo pelo qual o
conhecimento ¢ perpetuado em sociedades tradicionais, como salienta Amorozo (1996).

Considerando as intimeras transformagdes decorrentes da evolucdo humana,
destacando, conseqiientemente, a degradagdo ambiental com a escassez de recursos
naturais, Schenkel, Gosmann e Petrovick (2003) afirmam que as plantas medicinais e seus
extratos hoje representam uma das alternativas entre as diversas fontes de insumos
necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal vantagem o fato de ser uma

fonte renovavel e, em grande parte, controlavel pelo homem.



1.2 Problema

Questionou-se a presenca de atividade antibacteriana em inflorescéncias de
Achyrocline satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae — (“macela”, “marcela”) expressa como
IINIB (Intensidade de Atividade de Inibigdo Bacteriana / bacteriostasia) ¢ como IINAB

(Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana / bactericidia).

1.3 Hipoteses

- As inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. — Asteraceac —
(“macela”, “marcela”), planta utilizada por grande parte da populagdo do Rio Grande do
Sul apresentam atividade antibacteriana seletiva passivel de expressao como IINIB
(Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana / bacteriostasia) e como IINAB
(Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana / bactericidia).

- As diferentes formas de extragdo da planta ndo influenciam a atividade

antibacteriana em estudo.

1.4 Objetivos

Considerando a utilizacdo medicinal da macela pela populagdo do Rio Grande do
Sul e os diferentes estudos cientificos da a¢do bioldgica desta planta, o presente trabalho se
propde determinar a atividade antibacteriana in vifro de extratos etandlico
(hidroalcoolaturas com evaporagdo do etanol em sistema de rota-vapor e posterior
reconstitui¢do hidrica sob assepsia) e hidrico (decoctos com e sem reconstitui¢ao hidrica
posterior) em inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae —
(“macela”, “marcela”), expressa como IINIB (Intensidade de Atividade de Inibicao
Bacteriana / bacteriostasia) ¢ IINAB (Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana /
bactericidia) sobre bactérias de interesse em alimentos como Enterococcus faecalis (ATCC
19433), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11229) e

Salmonella Enteritidis (ATCC 11076). Manipulam-se, em sintese, as variaveis: bactérias



Gram-negativas e positivas, as formas de extracdo das solugdes conservantes, os tempos de
confrontagdo e a presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos, permanecendo
constante a concentracdo final das varias solucOes conservantes contendo as diferentes
formas de extracgao.

Pretende-se ainda, neste trabalho, avaliar cientificamente a utilizagdo da planta
como sistema antimicrobiano natural, fundamentando sua aplicacdo em agdes basicas de

saude e alimentacgao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

2.1.1 Historico

A origem do conhecimento do homem sobre as virtudes das plantas confunde-se
com sua propria histéria (ALMEIDA, 2003). Este conhecimento sempre acompanhou a
evolu¢do do homem através dos tempos (FERRO, 2006) e certamente surgiu a medida que
ele tentava suprir suas necessidades basicas, através de casualidades, tentativas e
observagdes, conjunto de fatores que constituem o empirismo (ALMEIDA, 2003).

As primitivas civilizagdes cedo se aperceberam da existéncia, ao lado das plantas
comestiveis, de outras dotadas de maior ou menor toxicidade que, ao serem experimentadas
no combate a doenca, revelaram, embora empiricamente, o seu potencial curativo. A
descoberta das propriedades curativas das plantas foi, no inicio, meramente intuitiva
(empirica) ou dada pela observa¢do dos animais que buscavam nas ervas cura para suas
afec¢des (FERRO, 20006).

Acredita-se que o registro mais antigo de todos ¢ o Pen Ts ao, de 2800 a.C., escrito
pelo herborista chinés Shen Numg, que descreve o uso de centenas de plantas medicinais na
cura de varias moléstias.

A eficacia das drogas de origem vegetal ¢ fato desde as mais remotas civilizacdes,
na chamada “Matriz Geografica” da civilizagdo ocidental.

Os primeiros tratados médicos de grande importancia sdo de aproximadamente 500
a.C., o “Taxaraca — Samhita e Susruta — Samhita”, provaveis precursores do sistema
UNANI de medicina arabe. Estes sistemas terapéuticos sdo certamente a origem inspiradora
da medicina hipocratica grega, conhecida como a mae da medicina ocidental.

Durante as chamadas civilizagdes cléssicas, as drogas vegetais comecam a ser
registradas de forma sistemdtica. Na Grécia, Pedacius Dioscorides escreveu a obra que foi
posteriormente traduzida para o Latim por humanistas do século XV, chamada “Matéria
Meédica” que por mais de 1500 anos, durante o periodo greco-romano e na Idade Média, foi

considerada a biblia de médicos e farmacéuticos. Dioscorides descreveu a origem,



caracteristicas e usos em terapéutica de mais de 500 drogas vegetais, aproximadamente 100
drogas de origem animal e outras tantas de origem mineral. Acredita-se que a matéria-
médica, transformada em disciplina didatica, deu origem a moderna Farmacognosia. Apos a
queda do Império Romano, a Europa atravessou um longo periodo de obscurantismo
cientifico entre os séculos V e XV, a chamada Idade Média. De forma paralela, nesse
periodo, o mundo arabe emergiu com grande atividade cientifica sendo acrescido de alguns
conhecimentos de origem indiana. Dessa forma, surge a “Medicina Arabe”, destacando-se o
médico Avicena e as suas famosas flores como terapéutica para os males cardiacos. Através
da peninsula ibérica, os conhecimentos arabes ganharam toda a Europa. Muitas drogas,
novas para a época, foram introduzidas na terapéutica européia: canela, limdo, noz
moscada, sene, tamarindo e canfora sdo algumas das mais importantes.

As descobertas geograficas, ao final do século XV, com a abertura das rotas
maritimas para as Indias e para a América trouxeram o conhecimento de outros vegetais
como o coco, o cha preto e o café, iniciando uma nova era para o estudo de fitofarmacos.

Muitas drogas vieram da Antigliidade e através dos séculos sobreviveram aos
diferentes habitos culturais.

Por outro lado, preciosos conhecimentos perderam-se no decorrer da historia das
civilizagdes, extintas por fendmenos naturais, migracdes e, principalmente, pela ocorréncia
das invasdes gregas, romanas, muculmanas e pelas colonizagdes européias, que impuseram
seus costumes, alterando realidades socio-culturais e econdmicas. No Brasil, o
conhecimento dos indios, dos africanos e de seus descendentes estd desaparecendo em
decorréncia da imposicao de habitos culturais importados de outros paises, havendo um

risco iminente de se perder essa importante memoria cultural (ALMEIDA, 2003).

2.1.2 Planta Medicinal

Planta medicinal ¢ a planta selecionada, silvestre ou cultivada, utilizada
popularmente como remédio no tratamento de doencas. Segundo a OMS (1978) ¢ toda e
qualquer planta contendo substancias que possam ser usadas para prevenir, aliviar, curar ou
modificar um processo fisioldgico normal ou patoldgico e que possa servir como fonte de

fitofarmacos e de seus precursores para a sintese quimico-farmacéutica.



Principio ativo € uma substancia ou um grupo delas, quimicamente caracterizadas,
cuja acdo farmacologica ¢ conhecida e responsavel, total ou parcialmente, pelos efeitos
terapéuticos do produto fitoterapico (FERRO, 2006).

As plantas representaram, durante séculos, a Unica fonte de agentes terapéuticos
para o homem. No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica,
as plantas passaram a representar a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento
de medicamentos. Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e de
novos processos biotecnologicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sdo originaria de plantas e 120 compostos de origem natural, obtidos a
partir de cerca de 90 espécies de plantas, sdo utilizados na terapia moderna. De fato, os
produtos naturais estdo envolvidos no desenvolvimento de 44% de todas as novas drogas
(HOSTETTMANN, QUEIROZ, VIEIRA, 2003).

Paises como a China, a Coréia do Norte, o Japao e outros t€ém feito um esforco
significativo na investigacdo de farmacos de uso tradicional, o que tem conduzido a
resultados de alto interesse sob o ponto de vista terapéutico e evitado a perda dessa
informacao.

Por outro lado, a forma alarmante como se processa em nivel de depredacdo, em
certas regides, o exterminio de espécies vegetais, mesmo antes de serem investigadas
quimica e farmacologicamente, justifica que se conceda prioridade a tais estudos. No
cerrado, cerca de 700 a 750 espécies medicinais estdo em risco de extingao declarado.
Viérios investigadores t€m feito importantes revisdes sobre o uso medicinal e efeitos toxicos
de plantas por populagdes nao ocidentalizadas.

E um fato que aproximadamente 80% a 85% da populagdo mundial ainda utiliza
medicamentos a base de plantas. Com o adequado estudo e desenvolvimento destes
sistemas, procura a OMS que melhores cuidados de satde possam ser estendidos a todos

neste século (FERRO, 2006).

2.1.3 Planta Medicinal no Brasil
Conforme citagdes em literatura especializada, ainda ¢ dificil estimar com precisdo a

grandeza da biodiversidade brasileira. Entretanto, estima-se que o Brasil possua a maior



diversidade genética vegetal do planeta. Apesar do potencial para a busca de novos
fitofarmacos ser inegével, estima-se que menos de 10% da flora nacional foi estudada com
fins fitoquimicos e farmacoldgicos, visando a avaliagdo das propriedades terapéuticas
(ALMEIDA, 2003).

O Brasil, com cerca de 10% de toda a flora mundial, apesar de ter proporcionado a
humanidade produtos com propriedades extraordindrias, como os curares, a emetina, a
pilocarpina e outros, continua a ser um pais com muitas potencialidades, também neste
campo, considerando-se serem menos que 1% as espécies vegetais brasileiras que foram

analisadas sob o ponto de vista quimico e farmacolégico (FERRO, 2006).

2.1.4 Achyrocline satureioides no Rio Grande do Sul

No Rio Grande do Sul ha a tradi¢do de colheita da macela na Sexta-Feira Santa,
antes do sol nascer, pois acredita-se que a colheita nesse dia traga mais eficiéncia ao cha
das flores.

Comprovando a importancia que a Achyrocline satureioides (‘“macela”) tem no
costume popular, através da Lei 11.858, de 05 de dezembro de 2002, ela foi “instituida
como Planta Medicinal Simbolo do Estado do Rio Grande do Sul”.

2.2 Aspectos Botanicos e Morfologicos da Achyrocline satureioides

2.2.1 Familia Asteraceae (antiga Compositae)

As Compositae ou Asteraceae compreendem cerca de 1.100 géneros, com,
aproximadamente, 25.000 espécies (HEEMANN, MIGUEL, MIGUEL, 2006), das quais,
cerca de 600 sdao encontradas no Rio Grande do Sul (LOPES et al., 2001), e 13 tribos, de
ampla distribui¢do, bem representadas em regides tropicais, subtropicais e temperadas. No
Brasil, estdo representadas por, aproximadamente, 180 géneros (HEEMANN, MIGUEL,
MIGUEL, 2006). Os estados do extremo sul do Brasil, compreendendo o Parana, Santa



Catarina e Rio Grande do Sul, possuem uma populagdo relativamente densa e de grande
diversidade de espécies de Asteraceae.

O nome da familia Asteraceae, segundo Heemann, Miguel e Miguel (2006), deriva
da estrutura caracteristica da inflorescéncia, em capitulos florais. E considerada uma das
familias mais numerosas e evoluidas do reino vegetal.

Heemann, Miguel e Miguel (2006) relatam em seu trabalho que a familia
Asteraceae ¢ cosmopolita, com grande concentragdo de espécies em regides subtropicais,
temperado-frias ¢ temperadas. Também sdo muito abundantes nas regides montanhosas.
Matzenbacher (2003) relata que também podem ser encontrados representantes da familia
nas mais variadas condi¢des climaticas, desde regides tropicais, subtropicais e temperadas,
aos Andes gelados. O endemismo ¢ muito freqliente na familia Asteraceae, encontrando-se
certas espécies em areas muito restritas.

Devido ao seu extraordindrio poder de adaptacdo ambiental, as espécies Asteraceae
podem ser encontradas nos mais variados habitates. Outro fator importante pelo sucesso
biologico ¢ a grande capacidade de dispersdo das espécies, cada uma com sua
particularidade inerente as suas caracteristicas (MATZENBACHER, 2003).

Ervas, arbustos, arvores baixas ou médias, ndo raro trepadeiras perenes, com
indumento variado ndo secretor ou glanduloso, com abundantes principios ativos muito
diversificados, incluindo inulina, alcaldides, com ou sem sistema de canais lactiferos e
condutos ou depdsitos, esquizolisigenos de resina, freqiientemente com floema ou canais
vasculares em uma medula. A inflorescéncia das Asteraceae ¢ o capitulo, que ¢ composto
de um receptaculo comum sobre o qual se inserem as flores, rodeadas por bracteas
especializadas, as bracteas involucrais (chamadas também de escamas ou filarias)

(HEEMANN, MIGUEL, MIGUEL, 2006).

2.2.2 Achyrocline satureioides (Lam.) DC.
Lorenzi e Matos (2002) relatam que a Achyroclines satureioides apresenta nomes
sindbnimos como Achyrocline candicans (Kunth) DC., Achyrocline flaccida DC.,

Gnaphalium satureioides Lam., Gnaphalium candicans Kunth, sendo conhecida também
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pelos nomes comuns de “macela”, “alecrim-de-parede”, “camomila-nacional”, “macela-
amarela”, “macela-da-terra”, “macela-do-campo”, “macela-do-sertdo”, ‘“macelinha”,
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“marcela”, “marcela-do-campo”, dentre outros. Segundo Simdes (1984) nos paises vizinhos
ao nosso ¢ conhecida por “macela galega”, “marcella hembra”, “marcelita” e “yatei-cad”
(em Tupi-guarani).

Seu habitat natural ¢ a América Austral Oriental, florescendo espontaneamente no
Uruguai, Paraguai e sul do Brasil (SIMOES, 1984; TORRES, 2005). Em nosso Estado,
cresce abundantemente sob forma de vegetal silvestre, tanto em solos arenosos como em
solos basalticos (SIMOES, 1984).

Caracteriza-se como planta herbacea perene, ereta (LORENZI, MATOS, 2002; PIO
CORREA, 1974) ou de ramos decumbentes, muito ramificada (LORENZI, MATOS, 2002;
CASTRO, CHEMALE, 1993), de 60 a 120 cm de altura, nativa de campos ¢ areas abertas
do sul e sudeste do Brasil. Folhas simples (LORENZI, MATOS, 2002), alternas, inteiras,
sésseis lineares lanceoladas de até 12 cm de comprimento por 1,8 cm de largura, com
revestimento alvo-tomentoso na face inferior (LORENZI, MATOS, 2002; CASTRO,
CHEMALE, 1993). Inflorescéncias axilares e terminais, com capitulos amarelados
(LORENZI, MATOS, 2002), em dois tipos de flores, reunidas em panicolas corimbosas. As
flores sdo amarelo-douradas, as centrais hemafroditas, de corola tubulosa, em nimero de
uma a duas e as flores marginais quatro ou cinco femininas de corola filiforme, papus
branco (CASTRO, CHEMALE, 1993), possuindo odor caracteristico (SIMOES, 1984).
Fruto do tipo aquénio, glabro e pardo (CASTRO, CHEMALE, 1993), multiplicando-se
exclusivamente por sementes (LORENZI, MATOS, 2002; CASTRO, CHEMALE, 1993).

E encontrada em todo o Rio Grande do Sul. Prefere luz, podendo, no entanto,
ocupar terrenos de encosta pouco ensolarados. Nos campos altos e secos seu porte ¢ mais
baixo. Nas varzeas produz melhor. Os solos férteis, levemente imidos e humosos sdo os
melhores. Nao ¢ exigente quanto ao pH. Quanto a colheita, ¢ visada toda a parte aérea, mas
apenas as flores (capitulos) sdo usadas para fins medicinais. Com relagdo ao quando colher,
faz-se isto no segundo ano de desenvolvimento da planta, no inicio do outono (margo-

abril), quando os capitulos estdo maduros (CASTRO, CHEMALE, 1993).



2.2.3 Utilizacdo da “Macela” na Medicina Popular

Na medicina popular, utiliza-se a “macela” em distarbios do trato gastrointestinal
(SIMOES et al., 1988; LAMATY et al., 1991).

A Achyrocline satureioides cresce espontaneamente em pastagens ¢ beira de
estradas, sendo considerada pelos agricultores como “planta daninha”. Suas inflorescéncias
secas sao utilizadas em muitas regides para o preenchimento de travesseiros € acolchoados,
no entanto, € na medicina caseira onde seu uso é maior, tanto no Brasil como em outros
paises da América do Sul.

O cha de suas flores, folhas e ramos secos, na propor¢ao de 5 gramas por litro de
agua fervente, ¢ usado no Brasil no tratamento de problemas gastricos, epilepsia e colicas
de origem nervosa. Também empregado como antiinflamatério, antiespasmodico e
analgésico, para diarréia e disenteria, como sedativa e emenagoga. Em uso externo contra
reumatismo, nevralgias, codlicas (intestinais e renais), menstruacdes dolorosas, dores
articulares e musculares ¢ recomendada na forma de cataplasma e de banho de imersao.

Na Argentina ¢ ingerida para ajudar a regulacdo do ciclo menstrual e para o
tratamento da asma. No Uruguai o seu chd tem a mesma aplicacdo, além do emprego para
problemas estomacais, digestivos e gastrointestinais, como emenagoga, sedativa e
antiespasmodica.

Esta planta tem sido objeto de estudos farmacolégicos e clinicos desde os anos 80,
visando a sua validagdo. Em experiéncias com animais, tem sido provada suas propriedades
analgésicas, antiinflamatoria, relaxante muscular externo e interno (musculos
gastrointestinais), sem nenhum efeito toxico colateral. Andlises quimicas mostraram que
esta planta é rica em flavondides, incluindo alguns totalmente novos, sesquiterpenos e
monoterpenos, sendo que muitas destas substancias sdo responsaveis por suas propriedades
ativas (LORENZI, MATOS, 2002).

A sua utilizagdo empirica na medicina popular se faz principalmente na forma de
infusos ou decoctos das inflorescéncias, sendo também observadas preparagdes de folhas e
caules (SILVA, 1993). Os usos sdo bastante variados, destacando-se indicagcdes como
digestiva,  carminativa, = colagoga,  eupéptica,  antiinflamatéria, = emenagoga,
hipocolesterémica, antidiarreico, antisséptica intestinal (LAMATY et al., 1991; SILVA,
1993; SIMOES, 1984; TORRES, 2005) ¢ antiespasmodica (LAMATY et al., 1991; SILVA,



1993; SIMOES, 1984). Seu emprego também estd relacionado em quadros de asma
bronquica (SILVA, 1993; SIMOES, 1984). Simdes (1984) relata o emprego da “macela”
em casos de inflamac¢ao do apéndice cecal, em lavagens ginecoldgicas, e em diabéticos, no
controle da glicogénese.

Torres (2005) refere que o uso da “macela” acalma e favorece o sono, sob a forma

de chas ou postas sob o travesseiro.

2.2.4 Estudos realizados com a Achyrocline satureioides

Atualmente, o estudo das plantas estd muito difundido, principalmente nas
faculdades de Farmaicia, e a cada dia apresentam-se trabalhos cientificos sobre as plantas,
sua composicao e sua agao terapéutica, bem como a melhor forma galénica de apresentagao
e utilizacao (FERRO, 2006).

Como Silva (1993) relata inimeros artigos tém sido publicado sobre a agdo
bioldgica sobre os compostos, dos quais podemos citar alguns: a quercetina e a rutina vém
sendo utilizadas como constituintes de varios produtos farmacéuticos usados para o
tratamento da fragilidade capilar e fleboesclerose; quercetina, rutina, kaempferol-3-
rhamnoglucose e luteolina demonstraram atividade diurética; quercetina, luteolina e
kaempferol e 3-O-metilquercetina apresentaram atividade antiespasmodica em musculatura
lisa de ratos e cobaios; o &cido cafeico e acido protocatéquico também mostraram atividade
antiespasmodica na musculatura lisa de ratos, a quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina
mostraram atividade antiinflamatéria, a luteolina mostrou atividade hipoclorética, a
quercetina mostrou atividade viricida a uma concentracdo de 100ug/mL em linhagens
humanas e porcina de herpesvirus da parainfluenza; a 3-O-metilquercetina e derivados
apresentam atividade contra picornavirus e virus da estomatite vesicular, sendo potentes
compostos  antipoliovirus. Relacionou também aos compostos flavonoidicos,
principalmente as 3-O-metilflavonas, a atividade antiviral do extrato aquoso de sumidades
floridas de marcela.

Silva (1993) relata a existéncia de atividade antiespasmodica em extratos alcoolicos

e hidroalcodlicos, elaborados a partir das sumidades floridas de Achyrocline satureioides ¢



que o extrato alcodlico foi capaz de reduzir os efeitos maximos da noradrenalina e cloreto
de bario, evidenciando a capacidade de exercer um efeito espasmolitico sobre a
musculatura lisa genital de ratos, e que a partir de experimentos realizados em jejuno de
rato, ducto deferente e utero de rata foram evidenciadas atividades colenolitica e
miorrelaxante do extrato aquoso de folhas/caules de Achyrocline satureioides, justificando
0 uso popular do infuso como antiespasmadico.

Os extratos aquosos a frio e a quente e extrato etandlico a frio de flores de
“marcela”, apresentaram atividades antiinflamatoria, no modelo de inibi¢do do edema das
patas dos ratos produzido por carragenina. Os flavondides quercetina, 3-metoxi-quercetina
e luteolina também apresentaram atividade antiinflamatéria, no modelo de inibigdo do
edema das patas dos ratos produzido por carragenina. Os extratos aquosos a frio e a quente
e extrato etandlico a frio de flores de “marcela”, apresentaram acdo analgésica, no modelo
de inibicdo dos estiramentos abdominais produzidos por inje¢do intraperitoneal de uma
solucdo de acido acético, em camundongos. O extrato aquoso a quente de flores de
“marcela” apresentou acdo sedativa central, no modelo de potenciagdo do sono barbitirico
induzido pelo pentobarbital sodico, em camundongos.

Os extratos aquosos a frio e a quente e extrato etandlico a frio de flores de
“marcela”, ndo provocaram mudangas comportamentais nem mortes dos animais, até 48

horas apds sua administracdo via endovenosa (SIMOES, 1984).

2.2.5 Constituintes Quimicos

Diversos estudos a respeito da composi¢ao quimica de Achyrocline satureioides tém
sido desenvolvidos. Em geral, os estudos sdo efetuados com as inflorescéncias, mas a
composi¢do quimica das folhas e caules também tem sido objeto de estudos. Os
constituintes quimicos até agora identificados sdo flavonoides (SILVA, 1993;
VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005), sob forma de agliconas livres: isognafalina
(SILVA, 1993; SIMOES, 1984); gnafalina; quercetina (SILVA, 1993; SILVA, 2003;
VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005; SIMOES, 1984); 3-metoxi-quercetina;
galangina e seus 3-O-metiléteres (SILVA, 2003; SIMOES, 1984); luteolina (SILVA, 1993;
VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005); 7,4’-dihidroxi-5-O-metiléter; quercetagenina;



tamarixitina; 3,7-dimetoxiquercetina; 5-hidroxi-3,6-7-trimetoxiflavona (almustina); 7-
hidroxi-3,5,8-trimetoxiflavona; 3,5,7,8-tetrametoxiflavona; 5,7,8-trimetoxiflavona; 3,5-
dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona e 3,5-dihidroxi-7,8-dimetoxiflavona (SILVA, 1993). Ha
também relatos de outros componentes isolados das partes aéreas de Achyrocline
satureioides (Lam.) DC. (SILVA, 1993): acido e ¢ésteres cafeico, clorogénico e
isoclorogénico (SILVA, 1993; SILVA, 2003; VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005),
éster de calerianina, 4cido protocatéquico (SILVA, 1993; SILVA, 2003; SIMOES, 1984),
derivado da fenilpirona, kawapirona (SILVA, 1993; SILVA, 2003; SIMOES, 1984;
VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005), minerais e polissacarideos (SILVA, 1993;
SILVA, 2003; VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005), o6leos essenciais
(VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005), nor-yangonina (SILVA, 2003; SIMOES,
1984), uma aglicona flavonoidica polihidroxilada ndo identificada, 7,4’-dihidroxi-5-
metoxiflavanona, um glusodideo desta flavanona e o 7-O-glucosideo da 3-metoxi-
quercetina (SIMOES, 1984).

Com relagdo ao aspecto quantitativo da composicdo quimica do vegetal, Silva
(1993) cita que ha a predominancia de agliconas flavonoidicas, identificando a quercetina e
a 3-O-metilquercetina como compostos majoritarios das inflorescéncias de Achyrocline
satureioides, € que as atividades farmacologicas de extratos de Achyrocline satureioides
podem estar relacionadas ao teor predominante de compostos fenolicos.

A quercetina e 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona isolados de extratos acetonicos
de folhas secas de Achyrocline satureioides mostraram-se ativos frente a Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis e Streptococcus faecalis.

Simdes (1984) também cita os constituintes do oleo essencial da “marcela”: a e B-
pineno, limoneno, p-cimeno, dihidrocarvona, citronelol e cariofileno. Este mesmo autor cita
ainda que a partir de uma extracgao etandlica inicial, seguida de fracionamento por solventes
como éter etilico e metanol e purificacdo por processos cromatograficos, obtiveram-se
compostos polifendlicos. Do extrato etéreo isolaram-se quatro agliconas flavonoidicas:
quercetina, 3-metoxi-quercetina, luteolina e 7,4'-dihidroxi-5-metoxiflavanona; e um acido
fendlico do tipo cinamico: acido cafeico. Do extrato metandlico separaram-se dois

heterosideos flavonicos e uma fra¢dao x semipurificada, que por dificuldades nos processos



de purificacdo, teve sua elucidagdo estrutural parcialmente impedida. Provavelmente, seu
componente principal seja uma aglicona flavonica polihidroxilada.

No que diz respeito ao aspecto quantitativo da composi¢do quimica do vegetal, foi
verificada a predominancia de agliconas flavonoidicas, tendo sido constatadas em maior
quantidade, quercetina e 3-metoxi-quercetina.

Estas diferencas qualitativas e quantitativas sdo, possivelmente, devidas a variagdes
na composic¢ao quimica do vegetal decorrente do periodo do ciclo vegetativo no qual foram
coletadas as amostras, do tipo do solo, das condigdes climaticas, ou mesmo por tratar-se de
diferentes variedades botanicas ou espécies quimicas.

Na amostra analisada de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. por Simdes (1984)
foi constatada a presenca de quatro agliconas flavonoidicas, quercetina, 3-metoxi-
quercetina, luteolina e 7,4 -dihidroxi-5-metoxiflavanona; dois heterosideos flavonicos; um
acido fenodlico do tipo cindmico, o 4acido cafeico e uma outra aglicona flavonoidica
polihidroxilada ndo identificada.

Simodes, et al. (1988) citam que as inflorescéncias produzem alguns flavonoides,
acidos fenolicos e nor-yangonina, que ¢ uma substancia similar a kawapirona, ¢ que das

partes aéreas foram isolados sesquiterpenos e derivados da fenilpirona.

2.2.6 Atividade Bioldgica

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. tem ampla utilizagdo na medicina popular do
RS, abrangendo uma série de atividades bioldgicas, como no tratamento de distirbios do
trato gastrointestinal (dores espasmodicas, ma digestdo, ulceras gastricas), como
antiinflamatdrio, analgésico, antibacteriano, sedativo, (SIMOES, 1984).

Testes farmacologicos foram realizados para verificar as atividades bioldgicas dos
extratos de Achyrocline satureioides, tendo sido relatadas atividade antibacteriana em
extratos das sumidades floridas, atividade antiespasmodica em extratos aquosos, alcodlicos
e hidroalcoolicos das sumidades floridas e extrato aquoso de folhas/caules, acao inibitoria
sobre Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus em extrato etandlico das sementes,
atividade analgésica em extratos aquosos a frio e a quente e etandlico das inflorescéncias,

atividade antiinflamatdria em extratos aquosos a frio e a quente etanolico, hidroalcodlico e



em extrato seco nebulizado das sumidades floridas, efeitos depressores central em extratos
aquosos a frio e a quente ¢ etandlico das sumidades floridas, atividade imunoestimulante
em extratos aquosos, atividade antiinflamatoria em extratos aquosos e alcoolicos de
extratos metanodlicos das folhas, atividade antiinflamatoria topica em extratos aquosos e
alcodlicos das sumidades floridas, atividade antiviral contra virus herpético tipo 1, rinovirus
14, virus da poliomielite, da estomatite e virus da imunoinsuficiéncia tipo 1 em extratos
aquosos (SILVA, 1993).

Vendruscolo, Rates e Mentz (2005) relatam que dados farmacoldgicos de diferentes
extratos (aquoso, etanolico e hidroalcoolico) e fragdes purificadas (polissacarideos e
flavonoides) das inflorescéncias, folhas e caules tém sido extensivamente estudados “in
vitro” e “in vivo”, por diferentes autores, apresentando resultados promissores para as
seguintes atividades: antiinflamatoria, antiespasmodica e analgésica, colerética, sedativa,
imunoestimulante, antiviral, antimicrobiana, hipoglicemiante e antioxidante. Silva (2003)
cita também atividades imunomoduladora, tripanomicida e inseticida.

Quanto as propriedades antibioticas, Simdes (1984) relata que a quercetina
apresentou uma fraca atividade em valores de pH acima de 7,0, e boa atividade
antibacteriana em faixa acida de pH. Em concentracdes de 0,075 a 0,10 mg/mL, a
quercetina inibiu completamente Aerobacillus polymyxa, Brucella abortus, Staphylococcus
albus e Staphylococcus aureus, e em uma concentracdo de 0,15 mg/mL, ela inibiu
parcialmente duas cepas de Streptococcus aerogenes, Escherichia coli, Proteus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, P. angulata, P. tobaci e Salmonella oranienburg. Também cita a
atividade antibiotica e varias propriedades do acido cafeico: atividade antibacteriana contra
Staphylococcus —aureus, Corynebacterium diphteriae e Proteus vulgaris, acao
tuberculostatica contra Mycobacterium tuberculosis “in vitro”; atividade fungistatica contra
Helminthosporium carbonum e poder inibitério do crescimento de Streptomyces scabies.

Em trabalhos de “screening”, j& havia sido indicada atividade antibidtica de extratos
de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Com base nos experimentos poder-se-ia explicar a
utilizagdo da “marcela” em algumas afecgdes de origem microbiana e relacionar-se-ia
entdo, esta propriedade com alguns flavonoides que foram dela isolados, como a

quercetina, luteolina e galangina (SIMOES, 1984).



Os extratos das inflorescéncias foram farmacologicamente avaliados e mostraram
atividades antibacteriana, antiespasmoddica, antiinflamatoria, analgésica e sedativa, e
auséncia de toxicidade aguda. Folhas e talos t€ém sido relacionados com a atividade
espasmolitica; o oOleo essencial das inflorescéncias ¢ formado fundamentalmente por

monoterpenos (SIMOES et al., 1988).

2.2.7 Atividade Espasmolitica

Simdes (1984) relata a atividade espasmolitica dos extratos alcoolico e hidro-
alcoodlico de flores de Achyrocline satureioides (Lam.) DC., e que a atividade sugerida pelo
uso popular e detectada em conjunto com outros pesquisadores nestes seria atribuida a
presenca dos flavondides Q e 3MQ, que quando testados isoladamente também
apresentaram tal atividade.

A andlise cromatografica destes extratos demonstrou uma presenga marcante dos
flavonoides quercetina e 3-metoxi-quercetina. Em experimentos realizados “in vitro” com
estes dois flavonoides, obtiveram-se resultados positivos no que diz respeito ao
antagonismo das contragdes produzidas pela acetilcolina (10° a 10*M) em jejuno isolado de
rato. Utilizaram-nos nas dose 10*M (aproximadamente 30 pg/mL), constatando-se uma
atividade antiespasmoédica com caracteristicas farmacoldgicas semelhantes as observadas
com 16,6 ng/mL do extrato alcodlico de “marcela” nas mesmas condi¢des experimentais. A
3-metoxi-quercetina mostrou-se mais potente do que a quercetina, no sentido de

antagonizar a atividade contratil induzida pela acetilcolina (SIMOES, 1984).

2.2.8 Toxicidade

Com relagdo aos ensaios de toxicidade, os extratos aquosos a frio, quente e
etandlico das sumidades floridas na concentragao de 500mg/kg ndo provocaram mudangas
comportamentais € nem a morte dos animais, at¢ 48 horas apos sua administracao
endovenosa (SILVA, 1993).

Nos ensaios de toxicidade excessiva, Simoes (1984) cita que os extratos testados de

flores de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. ndo provocaram mudangas comportamentais



nem morte dos animais, podendo-se assim inferir que estes extratos nao representam
toxicidade aguda nas condi¢des experimentais utilizadas.

Estes resultados sdo coincidentes com os dados encontrados na literatura, que
apontam até o momento uma baixa toxicidade para os flavondides em geral, constituindo
uma vantagem para seu emprego terapéutico. No entanto, apesar desta aparente auséncia de
toxicidade aguda ou cronica dos flavondides em geral, a quercetina apresentou uma
atividade mutagénica para bactérias (teste de Ames), o que nao constitui necessariamente
indicacdo de danos genéticos em organismos superiores. Substancias com atividade
mutagénica sdo potencialmente carcinogénicas e por isto estes fatos despertaram atengao e
preocupacao da comunidade cientifica, j4 que a quercetina encontra-se amplamente

distribuida no reino vegetal, inclusive em muitos alimentos (SIMOES, 1984).

2.2.9 Atividade Mutagénica

A atividade mutagénica de extratos de Achyrocline satureioides foi realizada para
avaliar o risco a satide humana devido ao seu uso prolongado (SILVA, 1993).

Silva (1993) relata a atividade mutagénica de infuso a 50% (m/v) das
inflorescéncias de marcela foi verificada nas linhagens TA 100, TA 98 e TA 102 de
Salmonella typhimurium nos testes de Ames, Cromoteste e Induteste. Entretanto a atividade
mutagénica ou genotoxica foi somente observada na presenca de S9 mix, o que sugere que
os flavonoides presentes nos extratos brutos de Achyrocline satureioides nao possuem
atividade mutagénica direta, o que pode ser explicado pela presenca dos flavonoides em sua
forma pro-mutagénica e/ou pela presenca de pequenas quantidades da forma ativa.

Apesar de ter sido observada atividade citologica e antimicrobiana com algumas
flavonas e flavondides, bem como capacidade teratogénica e mutagénica de flavonoides
como quercetina e kaempferol em células ovarianas de hamster, os compostos polifendlicos
geralmente sdo indcuos para o homem (SILVA, 1993).

Com relacdo a quercetina, Silva (1993) cita que hé grandes evidéncias de agdo

mutagénica em microrganismos com ou sem ativagao microssomal.



2.3 Bactérias Causadoras de Zoonoses

2.3.1 Zoonoses

Segundo Wiest (1984), zoonoses sdo aquelas doengas compartilhadas na natureza
pela espécie humana e as espécies animais vertebradas inferiores. A Organiza¢do Mundial
da Saude (1966) define-as como aquelas infec¢des transmitidas naturalmente entre animais
vertebrados e 0 homem (WIEST, 1984).

As zoonoses tém, mundialmente, uma grande importancia para a saude publica e
bem-estar da populagdo. Especialmente nos paises em desenvolvimento estas doengas ainda
registram altas taxas de incidéncia, mesmo havendo modernas medidas profilaticas e

controle de doengas (ACHA, SZYFRES, 1986).

2.3.2 Parede Celular Bacteriana

A parede celular de uma célula bacteriana ¢ uma estrutura complexa, semi-rigida,
responsavel pela forma da célula. A principal fungdo é prevenir a ruptura das células
bacterianas quando a pressao da agua dentro da célula ¢ maior que fora dela. Ela também
ajuda a manter a forma de uma bactéria e serve como ponto de ancoragem para os flagelos.

As paredes de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas apresentam diferencas
marcantes. Bactérias Gram-negativas possuem uma parede composta de varias camadas
(CARVALHAL, ALTERTHUM, 2004) de peptidioglicanas (TORTORA, FUNKE, CASE,
2000), que diferem na sua composi¢ao quimica e, conseqlientemente, ¢ mais complexa que
a parede das Gram-positivas que, apesar de mais espessa, apresenta predominantemente um
unico tipo de macromolécula (CARVALHAL, ALTERTHUM, 2004). Esta ¢ a razao pela
qual as bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis a penicilina do que as bactérias gram-
negativas, que sdao mais suscetiveis ao rompimento mecanico (TORTORA, FUNKE,
CASE, 2000).

O peptidioglicano representa a maior parte da parede das bactérias Gram-positivas,
atingindo de 15 a 50% da massa seca da célula, ao passo que nas Gram-negativas nao

ultrapassa 5%. Além desta macromolécula, encontramos proteinas e acidos teicdicos que



podem representar até 50% da massa seca da parede (CARVALHAL, ALTERTHUM,
2004).

O conhecimento das diferengas entre as paredes de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas ¢ da mais alta relevancia para o estudo dos mecanismos de acdo dos
quimioterapicos, de patogenicidade e de outros tantos assuntos que estdo relacionados
diretamente a composi¢do quimica e estrutura da parede bacteriana (CARVALHAL,

ALTERTHUM, 2004).

2.3.3 Bactérias Gram-negativas

2.3.3.1 Salmonella Enteritidis

As salmonelas sdao bacilos Gram-negativos com flagelo peritriquio (OLIVEIRA,
1984; PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1996; POPOFF, MINOR, 2005), excetuando-se S.
gallinarum e S. pullorum que sdo imoveis. Sao bastonetes curtos, aerobios (OLIVEIRA,
1984) e facultativamente anaerobios (OLIVEIRA, 1984; POPOFF, MINOR, 2005),
fermentam agucares produzindo gas; produtores de 4cido sulfidrico (OLIVEIRA, 1984).

Sdo membros da familia Enterobacteriaceae e estdo intimamente relacionados com
os géneros Escherichia e Shigella. H4 uma tinica espécie no género — Salmonella enterica -,
mas existem mais de 2.000 sorotipos, todos eles patogénicos para o homem e
freqlientemente para os animais. Os seres humanos sdo infectados por salmonelas quase
exclusivamente devido ao consumo de dgua e alimentos contaminados. Elas sdo largamente
distribuidas na natureza, com humanos e animais sendo seu reservatorio primario (JAY,
LOESSNER, GOLDEN, 2005).

Sao habitantes comuns do trato intestinal de varios animais, principalmente galinhas
e bovinos. Em condigdes sanitarias precarias, podem contaminar alimentos (TORTORA,
FUNKE, CASE, 2000). A matéria fecal animal ¢ de maior importancia que a humana, e a
pele animal pode ser inicialmente contaminada pelas fezes. A Salmonella spp. ¢ mantida na
populagdo animal através de infeccdes em animais ndo sintomaticos € no alimento animal

(JAY, LOESSNER, GOLDEN, 2005).



No homem, as salmonelas causam varios tipos de infecgdes - as mais comuns sao a
gastroenterite e a febre tifoide (CAMPOS, 2004) -, que ocorrem através da ingestdo de
alimentos contaminados por organismos vivos e em grande ntimero. O periodo de
incubagdo varia de acordo com o numero de organismos infectantes (7 horas até varios
dias) (OLIVEIRA, 1984).

A transmissdo da salmonela para o homem geralmente ocorre pelo consumo de
alimentos contaminados, embora a transmissdo pessoa a pessoa possa OCOITer,
particularmente nos hospitais, ou, ainda, através do contato com animais infectados,
principalmente veterinarios e trabalhadores de granjas e fazendas. Os produtos alimenticios
de origem animal, como carne, leite e ovos, constituem os veiculos mais comumente
incriminados na transmissdo desses microrganismos para o homem. Os ovos podem ser
contaminados a partir de rachaduras na casca ou através de infec¢do transovariana, ou seja,
a partir de um ovario ou oviduto infectado, para a gema, antes da deposi¢ao da casca. Além
disto, a estocagem prolongada dos ovos, a temperaturas variaveis de 18 a 30°C, favorece a
multiplicagdo da bactéria no seu interior. Este modo de transmissdo ¢ particularmente
dificil de ser controlado, pois as aves geralmente apresentam infec¢des assintomaticas.
Nestes casos, a Salmonella Enteritidis tem sido o sorovar mais comumente incriminado,
verificando-se, nos ultimos anos, um aumento do seu isolamento tanto de material
bioldgico de origem humana como de produtos aviarios, em varios paises do mundo,
inclusive no Brasil (CAMPOS, 2004).

De modo geral, a prevencdo das gastroenterites por salmonela tem por base a
manipulacdo e preparo adequado de alimentos, principalmente ovos e carnes de aves

(CAMPOS, 2004).

2.3.3.2 Escherichia coli

A Escherichia coli foi estabelecida como um patdogeno de origem alimentar em
1971 quando queijos importados revelaram estar contaminados com uma cepa
enteroinvasiva que causou enfermidade em aproximadamente 400 individuos em 14 estados

americanos.



E uma bactéria pertencente ao género Enterobacteriaceae, anaerébia facultativa e
um dos habitantes mais comuns do trato intestinal, e provavelmente o organismo mais
familiar da microbiologia. Sua presenca na agua e nos alimentos também ¢ um importante
indicador de contaminagdo fecal. A E. coli nao ¢ normalmente considerada patogénica.
Entretanto, pode ser uma causa comum de infecgdes do trato urinario, e certas linhagens
produzem enterotoxinas que comumente causam a diarréia do viajante e ocasionalmente
causam varias doengas graves de origem alimentar (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000).

Além de ser um patdgeno importante, a E. coli ¢ membro da flora intestinal normal
do homem (TRABULSI, ORDONEZ, MARTINEZ, 2004), sendo encontrada nas fezes de
todos os individuos normais (SCHEUTZ, STROCKBINE, 2005; TRABULSI, ORDONEZ,
MARTINEZ, 2004), ¢ de animais. Em hospedeiros com defesas comprometidas, ela pode
ser um excelente patogeno oportunista (SCHEUTZ, STROCKBINE, 2005).

Segundo Scheutz, Strockbine (2005), a Escherichia produz &cidos fortes e
comumente gas na fermentacdo da D-glicose (positiva no teste vermelho de metila) e nao
produz acetilmetilcarbinol (negativo no teste Voges-Proskauer).

A espécie compreende pelo menos cinco categorias de amostras que causam
infecg¢do intestinal por diferentes mecanismos, € varias outras especificamente associadas
com infec¢des urinarias, meningites e provavelmente outras infec¢des extra-intestinais.

Cepas patogénicas de Escherichia coli sdo sorologicamente tipificadas do mesmo
modo que outras Enterobacteriaceac. Baseado nas sindromes e nas caracteristicas da
doenca, e também nos efeitos em certas culturas celulares e grupos soroldgicos, cinco
grupos virulentos de E. coli s3o reconhecidos: enteroagregativa (EAEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatogénica (EPEC) e
enterotoxigénica (ETEC) (JAY, LOESSNER, GOLDEN, 2005).

2.3.4 Bactérias Gram-positivas

2.3.4.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus ¢ um coco Gram-positivo (TRABULSI, TEIXEIRA,
BUERIS, 2004; PELCZAR, 1996), catalase positivo (TRABULSI, TEIXEIRA, BUERIS,



2004), disposto em agrupamentos caracteristicos; crescem bem em condi¢des de aerobiose
e anaerobiose, mas geralmente ndo competem bem com outros microrganismos presentes
nos alimentos (PELCZAR, 1996; TRABULSI, TEIXEIRA, BUERIS, 2004). Uma vez em
alimentos suscetiveis, pode ser esperado que seu crescimento induza a producdao de
enterotoxinas, causando sindromes severas em humanos, incluindo a gastroenterite
alimentar (TRABULSI, TEIXEIRA, BUERIS, 2004).

A sindrome do envenenamento alimentar estafilococal, ou intoxicacdo alimentar, foi
primeiro estudada em 1894 por J. Denys e mais tarde, em 1914, por M. A. Barber, que
produziu em si mesmo os sinais ¢ sintomas da doenca consumindo leite contaminado com a
cultura de Staphylococcus aureus.

Embora encontrado com relativa freqiiéncia como membro da microbiota normal do
corpo humano, o Staphylococcus aureus ¢ uma das bactérias patogénicas mais importantes,
uma vez que atua como agente de uma ampla gama de infec¢des, variando desde aquelas
localizadas, geralmente superficiais, até algumas disseminadas, com elevada gravidade. Em
geral, as doengas causadas por este microrganismo podem ser classificadas como somente
superficiais, invasivas ou toxicas, ou ainda apresentar caracteristicas mistas, toxicas e
invasivas. Sua importancia clinica tem variado ao longo dos anos, tendo crescido
particularmente devido ao aumento na ocorréncia de infecgdes hospitalares graves causadas
por amostras multirresistentes (TRABULSI, TEIXEIRA, BUERIS, 2004).

As medidas preventivas mais indicadas sdo as precaugdes sanitdrias durante o
preparo de alimentos pereciveis e a refrigeragdo do alimento a temperaturas inferiores a 6 a
7°C, devendo os alimentos ndo permanecerem por varias horas a temperatura ambiente

antes de serem servidos (PELCZAR, 1996).

2.3.4.2 Enterococcus faecalis

Os enterococos constituem um importante grupo de microrganismos que se
destacam, cada vez mais, como patdgenos oportunistas, cuja biologia e taxonomia tém
passado por significativas alteragdes nos ultimos anos.

Sao cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, catalase negativos, de maior

importancia em medicina humana e animal. S3o microrganismos nutricionalmente



exigentes, mas crescem bem em agar sangue ¢ em caldo nutriente contendo glicose. O
arranjo celular caracteristico ¢ em forma de cadeias ou aos pares.

Os enterococos sdo membros da flora normal do trato intestinal, ¢ sdo também
encontrados nas mucosas de outros tratos, embora em menor concentragdo. As infecgoes
surgem quando a bactéria se transfere a o6rgdos ou locais sensiveis. O trato urindrio, as
feridas, sobretudo as decorrentes de cirurgias, e a corrente circulatdria sdo os locais mais
freqiientemente infectados.

E a espécie mais freqiiente do género Enterococcus, compreendendo cerca de 80 a
85% das amostras de enterococos isoladas de material clinico. Ganhou grande
proeminéncia nos ultimos anos, porque se tornou um dos agentes mais importantes de
infecg¢ao hospitalar, com o agravante de ter adquirido resisténcia a maioria dos antibioticos,
incluindo a vancomicina.

O Enterococcus faecalis pertence ao grupo D de Lancefield. Cresce bem em agar
sangue; desenvolve colonias alfa ou ndo hemoliticas. Algumas amostras sdo f-hemoliticas.

Ele ¢ membro da flora normal do trato intestinal, podendo ser também encontrado
na mucosa oral e vaginal e na pele. E relativamente freqiiente nos alimentos, na agua, no
solo e no meio ambiente em geral, inclusive no meio hospitalar. Estudos clinicos também
tém demonstrado que as infec¢des mais graves sdo causadas por amostras produtoras de
citolisina. E interessante o fato de que a citolisina expressa atividade, tanto contra células
de mamiferos como contra células bacterianas. Neste aspecto, pode ser considerada uma
bacteriocina, ativa contra Gram-positivos (estafilococos e estreptococos), mas nao contra

bactérias Gram-negativas (TEIXEIRA, TRABULSI, 2004).
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RESUMO

Através de Testes de Diluigdo em Sistema de Tubos Multiplos determinou-se in vitro
atividade antibacteriana em inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. —
Asteraceae (“macela”, “marcela”), expressa como Intensidade de Atividade de Inibigdo
Bacteriana (IINIB / bacteriostasia) e Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana
(IINAB / bactericidia), a partir de formas de extragdo etanolica (hidroalcoolaturas) e hidrica
(decoctos), sobre indculos padronizados de Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11229) e Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076). Enterococcus faecalis apresentou a maior sensibilidade, seguido
por Staphylococcus aureus, enquanto Salmonella Enteritidis e Escherichia coli
apresentaram-se mais resistentes. Dentre as formas de extragdo, a hidroalcoolatura
apresentou capacidade de inibicdo e / ou inativagdo intensa e seletiva frente aos quatro
in6culos bacterianos. Os decoctos mostraram-se completamente ineficazes frente as
bactérias Gram-negativas, enquanto que as Gram-positivas apresentaram somente

bacteriostasia / inibigao.



Palavras-chave: Achyrocline satureioides, atividade antibacteriana, inibicdo bacteriana,

inativacao bacteriana.

ABSTRACT: “In vitro” antibacterial activity of inflorescences of Achyroclines
satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae — (“macela”, “marcela”) on agents of interest in
food.

Dilutions Tests in Multiple Tubes System were used to establish the antibacterial activity

“in vitro” of inflorescences of Achyroclines satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae —

(“macela”, “marcela”), from ethanolic extracts (hydroalcoholics) and hydrics (decoction)

on pattern baterial suspension such as Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11229) and Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076) expressed as Intensity Activity of Bacterial Inhibition (IINIB)

and Intensity Activity of Bacterial Inativation (IINAB). The mentioned extract showed to be

more sensibility with Enterococcus faecalis, followed by Staphvlococcus aureus, however

Salmonella Enteritidis and Escherichia coli showed to be more resistent. Behind the

extraction forms, the hydroalcoholic extract presented intense and selective inhibition and /
or inactivation capacity in relation of the four agents. However the hydroalcoholic extract
presented better antibacterial activity intensity (inhibition / inativation) in relation of the
four bacterial suspensions. Decoctions showed to be completely without capacity in front of
the Gram-negatives bacterias, on the other hand the Gram-positive the bacteriostasy /

inhibition were observed.

Key words: Achyrocline satureioides, antibacterial activity, bacterial inhibition, bacterial

inativation

INTRODUCAO
O uso das espécies vegetais, com fins de tratamento de doencas e seus sintomas,

remonta ao inicio da civilizagdo, desde o momento em que o homem despertou para a



consciéncia e comecou um longo percurso de manuseio, adaptacdo e modificacdo dos
recursos naturais para seu proprio beneficio (Di Stasi, 1996).

Considerando as inuimeras transformagdes decorrentes da evolugcdo humana,
destacando, conseqlientemente, a degradagdo ambiental com a escassez de recursos
naturais, Schenkel et al. (2003) afirmam que as plantas medicinais e seus extratos hoje
representam uma das alternativas entre as diversas fontes de insumos necessarios a
existéncia da sociedade, tendo como principal vantagem o fato de ser uma fonte renovavel
e, em grande parte, controlavel pelo género humano.

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. ¢ uma planta pertencente a familia Asteraceae,
popularmente denominada “marcela” ou mesmo “macela”. Lorenzi & Matos (2002)
relatam que Achyroclines satureioides apresenta cientificamente sindnimos como
Achyrocline candicans (Kunth) DC., Achyrocline flaccida DC., Gnaphalium satureioides
Lam., Gnaphalium candicans Kunth, sendo conhecida também pelos nomes comuns de
“macela”, “alecrim-de-parede”, ‘“camomila-nacional”, ‘“macela-amarela”, ‘“macela-da-
terra”, “macela-do-campo”, “macela-do-sertdo”, “macelinha”, “marcela”, “marcela-do-
campo”, dentre outros. Segundo Simdes (1984) nos paises vizinhos ao nosso ¢ conhecida
por “macela galega”, “marcella hembra”, “marcelita” e “yatei-cad” (em Tupi-guarani).

Silva (1993) relata sobre a agdo biologica de compostos da “macela” que a
quercetina ¢ a rutina vém sendo utilizadas como constituintes de varios produtos
farmacéuticos usados para o tratamento da fragilidade capilar e fleboesclerose; que
quercetina, rutina, kaempferol-3-rhamnoglucose e Iluteolina demonstraram atividade
diurética; que quercetina, luteolina e kaempferol e 3-O-metilquercetina apresentaram
atividade antiespasmddica em musculatura lisa de ratos e cobaios; que o acido cafeico e
acido protocatéquico também mostraram atividade antiespasmodica na musculatura lisa de
ratos; que a quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina mostraram atividade
antiinflamatoria; que a luteolina mostrou atividade hipocolerética; que a quercetina mostrou
atividade viricida a uma concentragdo de 100pg/mL em linhagens humanas e suinas de
herpesvirus da parainfluenza; que a 3-O-metilquercetina e derivados apresentam atividade
contra picornavirus e virus da estomatite vesicular, sendo potentes compostos

antipoliovirus. Este autor relacionou também aos compostos flavonoidicos, principalmente



as 3-O-metilflavonas, a atividade antiviral do extrato aquoso de sumidades floridas de
marcela.

Silva (1993) relata a existéncia de atividade antiespasmoddica em extratos alcoolicos
e hidroalcodlicos, elaborados a partir das sumidades floridas de Achyrocline satureioides e
que o extrato alcoolico foi capaz de reduzir os efeitos méximos da noradrenalina e cloreto
de béario, evidenciando a capacidade de exercer um efeito espasmolitico sobre a
musculatura lisa genital de ratos, bem como que a partir de experimentos realizados em
jejuno de rato, ducto deferente e utero de rata foram evidenciadas atividades colenolitica e
miorrelaxante do extrato aquoso de folhas/caules de Achyrocline satureioides, justificando
0 uso popular do infuso como antiespasmodico.

Os extratos aquosos a frio e a quente, bem como o extrato etandlico a frio de flores
de “marcela”, apresentaram atividade antiinflamatdria, no modelo de inibi¢ao do edema das
patas dos ratos produzido por carragenina. Os flavonodides quercetina, 3-metoxi-quercetina
e luteolina também apresentaram atividade antiinflamatéria, no modelo de inibicdo do
edema das patas dos ratos produzido por carragenina. Os extratos aquosos a frio e a quente
e extrato etandlico a frio de flores de “marcela”, apresentaram agao analgésica, no modelo
de inibi¢do dos estiramentos abdominais produzidos por injecdo intraperitoneal de uma
solugdo de 4acido acético, em camundongos. O extrato aquoso a quente de flores de
“marcela” apresentou acao sedativa central, no modelo de potenciacdo do sono barbiturico
induzido pelo pentobarbital sédico, em camundongos.

Os extratos aquosos a frio e a quente e extrato etandlico a frio de flores de
“marcela”, ndo provocaram mudangas comportamentais nem mortes de animais de
experimentagdo, até 48 horas apds sua administragdo via endovenosa (Simdes, 1984).

Quanto aos aspectos quimicos, diversos estudos a respeito da composi¢dao quimica
de Achyrocline satureioides tém sido desenvolvidos. Em geral, os estudos sdo efetuados
com as inflorescéncias, mas a composi¢do quimica das folhas ¢ caules também tem sido
objeto de estudos. Os constituintes quimicos até agora identificados sdo flavonoides (Silva,
1993; Vendruscolo et al., 2005), sob forma de agliconas livres: isognafalina (Silva, 1993;
Simdes, 1984); gnafalina; quercetina (Silva, 1993; Silva, 2003; Vendruscolo et al., 2005;
Simdes, 1984); 3-metoxi-quercetina; galangina e seus 3-O-metiléteres (Silva, 2003;

Simdes, 1984); luteolina (Silva, 1993; Vendruscolo et al., 2005); 7,4’-dihidroxi-5-O-



metiléter; quercetagenina; tamarixitina; 3,7-dimetoxiquercetina; 5,7,8-trimetoxiflavona; 5-
hidroxi-3,6-7-trimetoxiflavona (almustina); 7-hidroxi-3,5,8-trimetoxiflavona; 3,5,7,8-
tetrametoxiflavona; 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona e 3,5-dihidroxi-7,8-
dimetoxiflavona (Silva, 1993). Ha também relatos de outros componentes isolados das
partes aéreas de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (Silva, 1993): 4acido e ésteres cafeico,
clorogénico e isoclorogénico (Silva, 1993; Silva, 2003; Vendruscolo et al., 2005), éster de
calerianina, acido protocatéquico (Silva, 1993; Silva, 2003; Simdes, 1984), derivado da
fenilpirona, kawapirona (Silva, 1993; Silva, 2003; Simdes, 1984; Vendruscolo et al., 2005),
minerais e polissacarideos (Silva, 1993; Silva, 2003; Vendruscolo et al., 2005), 6leos
essenciais (Vendruscolo et al., 2005), nor-yangonina (Silva, 2003; Simdes, 1984), uma
aglicona flavonoidica polihidroxilada ndo identificada, 7,4’-dihidroxi-5-metoxiflavanona,
um glusodideo desta flavanona e o 7-O-glucosideo da 3-metoxi-quercetina (Simdes, 1984).

Com relagdo ao aspecto quantitativo da composicao quimica do vegetal, Silva
(1993) cita que ha a predominancia de agliconas flavonoidicas, identificando a quercetina e
a 3-O-metilquercetina como compostos majoritarios das inflorescéncias de Achyrocline
satureioides, e que as atividades farmacologicas de extratos de Achyrocline satureioides
podem estar relacionadas ao teor predominante de compostos fenolicos.

A quercetina e 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona isolados de extratos acetonicos
de folhas secas de Achyrocline satureioides mostraram-se ativos frente a Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis e Streptococcus faecalis (Silva, 1993).

Lemos et al. (2000) pesquisando especificamente a atividade bactericida de
inflorescéncias de macela (Achyrocline satureioides) demonstraram atividade bacteriana
em extratos hexanico e cloroférmico sobre oito cepas de Staphylococcus aureus isolados de
leites mamiticos subclinicos.

Simdes (1984) cita também os constituintes do 6leo essencial da “marcela”: o e -
pineno, limoneno, p-cimeno, dihidrocarvona, citronelol e cariofileno. Este mesmo autor cita
ainda que a partir de uma extracao etandlica inicial, seguida de fracionamento por solventes
como ¢éter etilico e metanol e purificagdo por processos cromatograficos, obtiveram-se
compostos polifendlicos. Do extrato etéreo isolaram-se quatro agliconas flavonoidicas:
quercetina, 3-metoxi-quercetina, luteolina e 7,4'-dihidroxi-5-metoxiflavanona; e um acido

fendlico do tipo cinamico: 4cido cafeico. Do extrato metandlico separaram-se dois



heterosideos flavonicos e uma fracdao x semipurificada, que por dificuldades nos processos
de purificacdo, teve sua elucidacdo estrutural parcialmente impedida. Provavelmente, seu
componente principal seja uma aglicona flavonica polihidroxilada.

No que diz respeito ao aspecto quantitativo da composi¢do quimica do vegetal, foi
verificada a predominancia de agliconas flavonoidicas, tendo sido constatadas em maior
quantidade, quercetina e 3-metoxi-quercetina (Simdes, 1984).

Estas diferencas qualitativas e quantitativas sdo, possivelmente, devidas a variagdes
na composicao quimica do vegetal decorrente do periodo do ciclo vegetativo no qual foram
coletadas as amostras, do tipo do solo, das condig¢des climaticas, ou mesmo por se tratarem
de diferentes variedades botanicas ou espécies quimicas (Simoes, 1984).

Na amostra analisada de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (“marcela”) por
Simoes (1984) foi constatada a presenca de quatro agliconas flavonoidicas, quercetina, 3-
metoxi-quercetina, luteolina e 7,4’-dihidroxi-5-metoxiflavanona; dois heterosideos
flavonicos; um acido fendlico do tipo cindmico, o acido cafeico e uma outra aglicona
flavonoidica polihidroxilada nao identificada.

Simodes, et al. (1988) citam que as inflorescéncias produzem alguns flavonoides,
acidos fendlicos e nor-yangonina, que ¢ uma substancia similar a kawapirona, e que das
partes aéreas foram isolados sesquiterpenos e derivados da fenilpirona.

Considerando a utilizacdo medicinal da macela pela populacdo do Rio Grande do
Sul e os diferentes estudos cientificos da acdo biologica desta planta, o presente trabalho se
propde determinar a atividade antibacteriana in vitro de extratos etanolico
(hidroalcoolaturas com evaporagdo do etanol em sistema de rota-vapor e posterior
reconstituicdo hidrica sob assepsia) e hidrico (decoctos com e sem reconstitui¢ao hidrica
posterior) em inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae —
(“macela”, “marcela”), expressa como IINIB (Intensidade de Atividade de Inibicao
Bacteriana / bacteriostasia) e INAB (Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana /
bactericidia) sobre bactérias de interesse em alimentos como Enterococcus faecalis (ATCC
19433), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11229) e
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076). Manipulam-se, em sintese, as varidveis: bactérias
Gram-negativas e positivas, as formas de extracao das solugdes conservantes, os tempos de

confrontagdo e a presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos, permanecendo



constante a concentracdo final das varias solugdes conservantes contendo as diferentes
formas de extracgdo.

Pretende-se ainda, neste trabalho, avaliar cientificamente a utilizagdo da planta
como sistema antimicrobiano natural, fundamentando sua aplicagdo em agdes basicas de
saude e alimentacdo, a partir da validacdo de saberes e fazeres locais relacionados ao

cuidado em saude.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizadas inflorescéncias desidratadas de Achyrocline
satureioides adquiridas de J.V.B. Chas e Temperos Gravataiense®, Gravatai, Regiio
Metropolitana de Porto Alegre / RS, constituindo-se de um “pool” de matéria prima
fornecida por produtores estabelecidos no estado do RS a esta empresa do ramo
fitoterapico. Este material de estudo foi identificado botanicamente pela bidloga Silvia
Maria Marodin (CRBioRS - 17268) a partir de literatura taxonémica e de confrontagdes
com exsicatas anteriormente depositadas no Herbario do Instituto de Biociéncias /
Departamento de Botanica da UFRGS, Porto Alegre / RS, Brasil.

As diferentes formas de extrac¢do das inflorescéncias de macela para a determinagao
de atividade antibacteriana foram processadas segundo Farmacopéia Brasileira (1959) e
Avancini (2002) e denominadas solugdes conservantes ou antibacterianas. Para a obtengao
da forma de extragcdo hidroalcoodlica partiu-se de alcool etilico de cereais a 75° GL, na
propor¢ao de 100 g de planta seca para 1000 mL de alcool. Em um prazo nao inferior a 15
dias, este extrato foi submetido a destilagdao fracionada sob pressdo reduzida em sistema
rota-vapor, desprezando-se a por¢ao alcodlica com posterior reidratacdo asséptica do
concentrado final, reestabelecendo-se assim as concentracdes iniciais da planta seca no
extrato vegetal. Para obtengdo dos extratos aquosos ou decoctos, foram processadas
inflorescéncias secas na propor¢ao de 100 g de planta para 1000 mL de agua destilada
estéril, durante quinze minutos em aquecedor de refluxo, com reconstituicio ou nao do
volume evaporado através de dgua destilada estéril. Fez-se controle de esterilidade de todos

os extratos estudados, retirando-se aliquotas de 5 mL, semeada em tubos de Caldo BHI



(Brain Hearth Infusion, OXOID), incubados aerobiamente a 37° C por até 48 horas,
confirmando-se os resultados por plaqueamento em Agar Nutriente (Nutrient Agar,
OXOID).

As formas de extragdo hidroalcodlicas e por decoccdo, de Achyrocline satureioides
(Lam.) DC. — Asteraceae — (“macela”, “marcela”), foram confrontados com amostras de
bactérias padroes da American Type Culture Colletion (ATCC), sendo duas Gram-
positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25.923); e Enterococcus faecalis (ATCC 19.433),
e duas Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 11.229) e Salmonella Enteritidis (ATCC
11.076), provenientes da colecdo - bacterioteca do Laboratorio de Higiene do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia dos Alimentos / UFRGS, mantidas em meios nutriente (Nutrient
Agar, OXOID e BHI-Agar, OXOID), reativadas em infusdo de cérebro e coragdo (BHI,
OXOID) a 36°C por 18 a 24 horas de incubagdo aerobia, atingindo no minimo 1,0 x 10°
UFC/mL, para posterior confrontacio com as solugdes conservantes, devidamente
fracionadas através de diluicdes seriais logaritmicas / concentragdes bacterianas,
controladas biometricamente segundo Cavalli-Sforza (1974).

Para avaliacdo da atividade antibacteriana das solu¢des conservantes contendo as
diferentes formas de extracao do “pool” de inflorescéncias de Achyrocline satureioides, lida
como Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB / bacteriostasia) e Intensidade
de Atividade de Inativacdo Bacteriana (IINAB / bactericidia), utilizou-se os Testes de
Diluicdo segundo Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft / Sociedade Alema de
Medicina Veterinaria (DVG, 1980), com base na Técnica do Sistema de Tubos Multiplos,
modificada por Avancini (2002), confrontando as solugdes conservantes com oito ou
mesmo nove diluigdes seriais logaritmicas (10! a 10° ou 10° Unidades Formadoras de
Colonias por Mililitro — UFC / mL) dos indculos bacterianos, na dependéncia da
concentracdo atingida as 24 horas de incubacdo, durante sua ativagdo a partir da
bacterioteca.

Entende-se por IINIB (bacteriostasia), o resultado do confronto da bactéria com a
solu¢do conservante em meio especifico, e por IINAB (bactericidia), o mesmo resultado,
porém sob a influéncia dos desinibidores bacterianos acrescidos ao BHI (DVG, 1980;

Andrade & Macedo, 1996; Reybrouck, 1979, 1998). Sdo, segundo Avancini (2002),



representagdes da atividade biologica inibitoria / bacteriostasia ou inativadora / bactericidia
de diferentes solucdes antibacterianas ou conservantes, sobre 0s microrganismos.

Os resultados de IINIB / bacteriostasia e IINAB / bactericidia foram representados
por variaveis ordinais arbitrarias, que assumiram valores de 11 a 2, indicando a intensidade

da atividade antibacteriana, como demonstra a Tabela 1.

Tabelal- Representagdo dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade
atribuidos as variaveis Intensidade da Atividade de Inibi¢do Bacteriana /
bacteriostasia (IINIB) e de Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana /

bactericidia (IINAB) e suas correspondentes diluigdes e doses infectantes dos

inoculos.

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 Variaveis ordinais
de intensidade de
atividade

10" 10° 10° 10" 10° 10° 107 10% 10”7 UFC/mL —

diluigdes dos
inoculos inibidas
ou inativadas

10* 10" 10° 10° 10* 10° 10* 10 1 na UFC/mL - doses
infectantes inibidas
ou inativadas

n.a = auséncia de atividade antibacteriana
UFC/mL = Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

A avaliagdo dos resultados obtidos das varidveis de IINIB e de IINAB para as
diferentes formas de extragdo de macela confrontadas in vitro com os agentes bacterianos
foi verificada através de analise estatistica descritiva e analise de varidncia, com

complementagdo pelo Teste de Tukey segundo Cavalli-Sforza (1974).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 2 - Intensidade de Atividade de Inibi¢do Bacteriana (IINIB / bacteriostasia) e Intensidade
de Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB / bactericidia) produzida por diferentes
formas de extracdo de inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) DC.
(“macela”), na concentracdo de 50%, sobre indculos bacterianos padrdes, em até 144
horas de incubagdo aerobia a 37°C, média de trés repeticdes independentes.

Forma Tempo Bactérias ATCC / Desinibidores

de (hora) S, Ef SE. E.c.

Extracao

IINIB IINAB I[INIB IINAB | IINIB IINAB | IINIB IINAB
24 10,33 8,00" 10,33 10,33 | 11,00 9,67 10,00 10,00
ABe Ae Be Be
48 10,33 8,67 10,33 10,33 | 11,00 11,00 | 10,00 10,00
Hidroalco- ABe Ae Be Be
olatura 72 10,33 9,33" 10,33 10,33 | 11,00 11,00 | 10,00 10,00
ABe Ae ABCe BCe
144 10,33 9,33 10,33 10,33 | 11,00 11,00 | 10,00 10,00
Ae Ae Be Be
Média F 10,186
24 5,00 2,007 10,00 2,007 2,00 2,00 2,00 2,00
ABe Ae Be Be
48 5,00 2,00" 10,00 2,00" 2,00 2,00 2,00 2,00

Decocto ABe Ae Be Be

com 72 6,00 2,00° 10,00 2,00° 2,00 2,00 2,00 2,00

reconsti- ABe Ae Be Be

tuigdo 144 7,00 2,00" 10,00 2,00" 2,00 2,00 2,00 2,00

ABe Ae Be Be

Média G 3,468

24 8,00 2,00" 10,00 2,00" 2,00 2,00 2,00 2,00
Ae Ae Be Be

Decocto 48 9,00 2,00° 10,00 2,00° 2,00 2,00 2,00 2,00

sem Ae Ae Be Be

reconsti- 72 9,00 2,00" 10,00 2,00" 2,00 2,00 2,00 2,00

tuigdo Ae Ae Be Be
144 10,00 2,00° 10,00 2,00° 2,00 2,00 2,00 2,00

Ae Ae Be Be
Média H 3,875

E.f. = Enterococcus faecalis

E.c. = Escherichia coli

IINIB = sem desinibidor / bacteriostasia

S.E. = Salmonella Enteritidis
S.a. = Staphylococcus aureus
IINAB = com desinibidor / bactericidia

- letras maiusculas (A, B, C) diferentes na mesma linha representam diferenca significativa
analisando a resposta das quatro bactérias frente as diferentes formas de extragdo, independente do
tempo de atuacdo e da presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos;



- letra minuscula (e) igual na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa quando
analisados os tempos de exposicdo, independente da bactéria, da presenca ou auséncia de
desinibidores bacterianos e da forma de extragao;

- letras maiusculas (F, G, H) diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa entre
os trés tipos de extragdo, independente do tempo de exposicdo, da bactéria e da presenca ou
auséncia de desinibidores bacterianos;

- a presenca de (*) sobrescrito na mesma linha indica que ha diferencga significativa entre presenga e
auséncia de desinibidores bacterianos especificamente na bactéria em teste.

Em relacdo a Tabela 2, o teste de Tukey referente as quatro bactérias demonstrou
ser o Enterococcus faecalis o agente mais sensivel a forma de extra¢do hidroalcoolica,
seguido pelo Staphylococcus aureus, enquanto a Salmonella Enteritidis e a Escherichia coli
apresentaram-se mais resistentes a esta solugdo conservante, nao havendo diferenga
significativa entre si (p >0,05). Verifica-se ainda diferenga significativa entre os quatro
in6culos bacterianos confrontados (p < 0,05) independentemente dos tempos de exposicao
e presenca ou auséncia de desinibidores bacterianos. Independente dos indculos desafiados,
nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os tempos de exposicao, diferenca que se
manteve considerando-se cada um dos inéculos, especificamente. Independentemente de
bactéria houve diferenga significativa (p < 0,05) de resultados de IINIB e IINAB (auséncia
ou presenca de desinibidores bacterianos), mas considerando-se a especificidade bacteriana
houve diferenca entre Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (p < 0,05), ndo
havendo significancia entre Salmonella Enteritidis e Escherichia coli. Considerando, por
sua vez, as diferentes formas de extragdo, frente a todos os indculos, houve diferenga
significativa (p < 0,05); a extrag@o por hidroalcoolatura apresentou diferenca significativa
quando relacionada aos dois tipos de decocto (p < 0,05), embora estes ultimos (com e sem
reconstitui¢ao hidrica sob assepsia) nao apresentaram diferenga entre si (p > 0,05).

Os resultados permitem concluir, nas condigdes do experimento, que as solugdes
conservantes a partir das diferentes formas de extragdo das inflorescéncias de Achyrocline
satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae —, apresentaram eficacia bacteriostatica e bactericida
diferenciadas, sendo que a hidroalcoolatura apresentou capacidade de inibicdo e / ou
inativagdo intensa e seletiva frente aos quatro inoculos bacterianos, enquanto que o0s
decoctos mostraram-se completamente ineficazes frente as bactérias Gram-negativas, e as
Gram-positivas, somente bacteriostasia / inibi¢do. Independente da forma de extracdo, do

tempo de confrontacdo e da presenga ou auséncia dos desinibidores, Enterococcus faecalis



apresentou a maior sensibilidade, seguido por Staphylococcus aureus, enquanto Salmonella
Enteritidis e Escherichia coli apresentaram-se mais resistentes. Estes resultados coincidem
aos de Silva (1993) e aos de Lemos et al. (2000) em relagdo as bactérias Gram-positivas
apresentarem-se mais sensiveis. Dorman & Deans (2000), entretanto, embora trabalhando
com oOleos essenciais de plantas diferentes, afirmam que os agentes Gram-positivos
apresentam maior tendéncia de resisténcia a extratos vegetais.

A pesquisa da atividade antimicrobiana em plantas com indicativos medicinal,
condimentar ou alimentar, dentro do principio da triagem com droga crua, vem merecendo
énfase, demonstrada por autores como: Avancini (2002) avaliando 36 plantas com
indicativo etnografico medicinal da Mata Atlantica residual em Porto Alegre, com énfase a
escadinha ou sinapismo (Hypericum caprifoliatum); Carvalho et. al. (2005) envolvendo
bacteriostasia e bactericidia de 32 plantas com indicativo condimentar; Sousa & Wiest
(2007) pesquisando especificamente bacteriostasia e bactericidia de garupa (Aloysia
gratissima); Santos et al. (2007) investigando a atividade antimicrobiana do latex da
mangabeira (Hancomia speciosa), bem como Alvarenga et al. (2007) testando atividade
antimicrobiana de extratos vegetais em bactérias patogénicas humanas.

Nas condigdes do experimento, os resultados permitem concluir, outrossim, que
Achyroclines satureioides, a “macela”, apresenta potencialidades quanto a atividade
antibacteriana com vistas a sua aplicagdo em agdes basicas no cuidado em saude, uma vez
consideradas as formas de extragdo, a concentragdo das solucdes conservantes ou

antibacterianas e os proprios agentes causais envolvidos, entre outros fatores.
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ANEXOS



ANEXO A

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre os formas de extracdo decocto concentrado, decocto
rehidratado e extrato hidroalcoolico frente as quatro bactérias confrontadas na presenga e na

auséncia de desinibidor no periodo de 24 horas

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variagdo (GL) (SQ) (QM)
Bactérias 3 89,95 29,98 8,24%*
Método de 2 656,20 328,10 90,14%*
Extracao
Desinibidor 1 102,72 102,72 28,22%*
Residuo 65 236,41 3,64
Total 71 1085,28

** = muito significativo (p = 0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR

Tratamento Média




Sem Desinibidor 6,89
Com Desinibidor 4,50

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extragdo M¢édias
EH 9,96 (A)*
DC 3,75 (B)
DR 3,38 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias Médias
E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 5,89 (AB)
S. Enteritidis 4,78 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



ANEXO B

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados entre as formas de extracdo decocto concentrado, decocto

rehidratado e extrato hidroalcodlico frente as quatro bactérias confrontadas na presenga e na

auséncia de desinibidor no periodo de 48 horas

Fontes de Graus de Liberdade Soma de Quadrados Quadrado Médio F
Variagdo (GL) (SQ) (QM)
Bactérias 3 91,00 30,33 7,82%%
Meétodo de 2 670,36 335,18 86,39%*
Extracao
Desinibidor 1 102,72 102,72 26,47**
Residuo 65 252,36 3,88

Total 71 1116,44




** = muito significativo (p = 0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média
Sem Desinibidor 6,97
Com Desinibidor 4,58

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracdo Médias
EH 10,08 (A)*
DC 3,88 (B)
DR 3,38 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias Médias




E. faecalis 7,44 (A)*

S. aureus 6,17 (AB)
S. Enteritidis 4,83 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO C

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre as formas de extracdo decocto concentrado, decocto
rehidratado e extrato hidroalcodlico frente as quatro bactérias confrontadas na presenga e na

auséncia de desinibidor no periodo de 72 horas

Fontes de Graus de Liberdade Soma de Quadrados Quadrado Médio F
Variagdo (GL) (SQ) (QM)




Bactérias 3 90,22 30,07 7,42%*

Método de 2 699,53 349,77 86,36%*
Extracao
Desinibidor 1 98,00 98,00 24 20%*
Residuo 65 263,36 4,05
Total 71 1151,11

** = muito significativo (p = 0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média

Sem Desinibidor 7,06

Com Desinibidor 4,72

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢édias
EH 10,29 (A)*
DC 3,88 (B)
DR 3,50 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias Médias
E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 6,44(AB)
S. Enteritidis 5,00 (ABC)
E. coli 4,67 (BO)

* Médias indicadas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO D

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre as formas de extracdo decocto concentrado, decocto

rehidratado e extrato hidroalcoodlico frente as quatro bactérias confrontadas na presenga e na



auséncia de desinibidor no periodo de 144 horas

Fontes de Graus de Liberdade Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variacdo (GL) (SQ) (QM)

Bacterias 3 98,38 32,79 7,39%%*
Método de 2 676,36 338,18 76,17**

Extracao
Desinibidor 1 112,50 112,50 25,34%*

Residuo 65 288,70 4,44

1,23
Total 71 1175,94

** = muito significativo (p = 0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR

Tratamento Média
Sem Desinibidor 7,22
Com Desinibidor 4,72

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO



Formas de Extracao M¢dias

EH 10,29 (A)*
DC 4,00 (B)
DR 3,69 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias Médias
E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 6,78(A)
S. Enteritidis 5,00 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO E



ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre bactérias e formas de extracao

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados Quadrado Médio F
Variagao (GL) (SQ) (QM)
Bactérias 3 364,25 121,42 23,31 **
Formas de 2 2698,94 1349,47 259,02%*
extracao
Residuo 282 1468,81 5,21
Total 287 4532

** = muito significativo (p = 0,99)

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extragdo

EH
DC
DR

10,16 (A)*

* Médias indicadas pela mesma letra ndao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS



Bactérias Médias

E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 6,32(AB)
S. Enteritidis 4,90 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO F



ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre tempos de exposi¢do e formas de extragao

Fontes de Graus de Liberdade  Soma de Quadrados  Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
3 3,22 1,07 0,16 ns
Tempos de
exposi¢ao
2 2698,94 1349,47 207,93%*
Formas de
extracao
282 112,50 112,50
Total 287 4532

ns = nao significativo (p= 0,95)
** = muito significativo (p = 0,99)



TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposi¢ao Médias
24 5,69
48 5,78
72 5,89
144 5,97

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢dias
EH 10,16 (A)*
DC 3,88 (B)
DR 3,47 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



ANEXO G

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre formas de extragdo e tempo de exposi¢ao

Staphylococcus aureus

Fontes de Graus de Liberdade =~ Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempos de 3 7,82 2,61 0,42ns
exposicao
Formas de
extragdo 2 415,19 207,60 33,38%*
Residuo 66 410,64 6,22
Total 71 833,65

ns = nao significativo (p= 0,95)
** = muito significativo (p = 0,99)



TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposi¢ao M¢édias
24 5,89
48 6,17
72 6,44
144 6,78

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢édias
EH 9,58 (A)*
DC 5,50 (B)
DR 3,88 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



ANEXO H

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados entre formas de extragdo e tempos de exposi¢ao

Enterococcus faecalis

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempos de 3 0,00 0,00 0,00
exposi¢ao
Formas de 2 300,45 150,23 13,32%*

extragao

66 733,33 11,11
Residuo
Total 71 1073,78

** = muito significativo (p = 0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposicao M¢dias
24 7,44




48 7,44
721 7,44
144 7,44

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢édias
EH 10,33 (A)*
DC 6,00 (B)
DR 6,00 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO |

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre formas de extragdo e tempos de exposi¢ao

Salmonella Enteritidis

Fontes de Graus de Liberdade Soma de Quadrados Quadrado Médio F
Variagao (GL) (SQ) (QM)
Tempos de 3 0,71 0,24 0,70ns
exposicao
2 1213,36 606,68 1784,35%*
Formas de
extracao
66 22,25 0,34
Residuo
Total 71 1236,32

ns = nao significativo (p= 0,95)
** = muito significativo (p = 0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)



Tempos de Exposi¢ao Médias
24 7,44
48 7,44
721 7,44
144 7,44

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢dias
EH 10,33 (A)*
DC 6,00 (B)
DR 6,00 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO J

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre formas de extragdo e tempos de exposigao

Escherichia coli

Fontes de Graus de Liberdade =~ Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempos de 3 0,00 0,00 0,00
exposi¢ao
Formas de 2 1024,00 0,00 0,00
extracao
Residuo 66 0,00 0,00
Total 71 1024,00

ns = nao significativo (p= 0,95)
** = muito significativo (p = 0,99)



TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposi¢do Médias
24 4,78
48 4,78
72 4,78
144 4,78

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracdo Médias
EH 10,00 (A)*
DC 2,00 (B)
DR 2,00 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO K

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre bactérias e formas de extracdo no periodo de 24 horas

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados Quadrado Médio

Variacao (GL) (SQ) (QM) F
Bactérias 3 89,95 29,98 5,83%%*
Formas de
extragao 2 656,20 328,10 63,83**
Residuo 66 339,13 5,14
Total 71 1085,28

** = muito significativo (p = 0,99)



TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias Médias
E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 5,89(AB)
S. Enteritidis 4,78 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao Médias
EH 9,96 (A)*
DC 3,75 (B)
DR 3,38 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO L

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre bactérias e formas de extracdo no periodo de 48 horas

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados Quadrado Médio F
Variagao (GL) (SQ) (QM)




Bact¢rias 3 91,00 30,33 5,64%*

Formas de 2 670,36 335,18 63,30**
extracao
Residuo 66 355,08 5,38
Total 71 1116,44

** = muito significativo (p = 0,99)

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias Médias
E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 6,17 (AB)
S. Enteritidis 4,83 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢édias
EH 10,08 (A)*
DC 3,88 (B)
DR 3,38 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO M

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados entre bactérias e formas de extracao no periodo de 72 horas



Fontes de Graus de Liberdade =~ Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variagao (GL) (SQ) QM)
Bactérias 3 90,22 30,07 5,49%%*
Formas de
extragao 2 699,53 349,77 63,83**
Residuo 66 361,36 5,48
Total 71 1151,11

** = muito significativo (p =0,99)

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias Médias
E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 6,44(AB)
S. Enteritidis 5,00 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢édias
EH 10,29 (A)*
DC 3,88 (B)
DR 3,50 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXON

ANALISE DE VARIANCIA



Comparagao de resultados entre bactérias e formas de extracao no periodo de 144 horas

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados = Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Bactérias 3 98,38 32,79 5,36%*
Formas de 2 673,36 336,88 55,05%*
extracao
Residuo 66 404,20 6,12
Total 71 1175,94

** = muito significativo (p = 0,99)

TESTE DE TUKEY PARA BACTERIAS

Bactérias M¢dias
E. faecalis 7,44 (A)*
S. aureus 6,78(AB)
S. Enteritidis 5,00 (B)
E. coli 4,67 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extragdo Médias
EH 10,29 (A)*
DC 4,00 (B)
DR 3,63 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO O



ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre formas de extragdo e desinibidor frente a todas as bactérias

no periodo de 24 horas

Fontes de Graus de Liberdade ~ Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Desinibidor 1 102,72 102,72 21,40%%*
M¢étodo de 2 656,20 328,10 68,35%*
extracao
Residuo 68 326,36 4,80
Total 71 1085,28

** = muito significativo (p = 0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média
Sem Desinibidor 6,89
Com Desinibidor 4,50

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢dias
EH 9,96 (A)*
DC 3,75 (B)
DR 3,38 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



ANEXO P

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados entre formas de extragdo e desinibidor frente a todas as bactérias

no periodo de 48 horas

Fontes de Graus de Liberdade =~ Soma de Quadrados Quadrado Médio F
Variacao (GL) (SQ) (QM)
Desinibidor 1 102,72 102,72 20,34%%*
Método de 2 670,36 335,18 66,37**
extracao
Residuo 68 343,36 5,05
Total 71 1116,44

** = muito significativo (p=0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média
Sem Desinibidor 6,97
Com Desinibidor 4,58

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢édias
EH 10,08 (A)*
DC 3,88 (B)
DR 3,38 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



ANEXO Q

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados entre formas de extrag@o e desinibidor frente a todas as bactérias

no periodo de 72 horas

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Desinibidor 1 98,00 98,00 18,85%*
M¢étodo de 2 699,53 349,77 67,26%*
extragao
Residuo 68 353,58 5,20
Total 71 1151,11
** = muito significativo (p =0,99)
MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média
Sem Desinibidor 7,06
Com Desinibidor 4,72

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extragdo Médias
EH 10,29 (A) *




DC 3,88 (B)
DR 3,50 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO R

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados entre formas de extrag@o e desinibidor frente a todas as bactérias

no periodo de 144 horas

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados Quadrado Médio F
Variacao (GL) (SQ) (QM)
Desinibidor 1 112,50 112,50 19,60%*
Método de 2 673,36 336,68 58,66%*
extracao
Residuo 68 390,08 5,74
Total 71 1175,94

** = muito significativo (p = 0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média
Sem Desinibidor 7,22

Com Desinibidor 4,72




TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracdo Médias
EH 10,29 (A)*
DC 4,00 (B)
DR 3,36 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO S

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre a presenga e a auséncia do desinibidor frente as formas de
extragdo e tempo de exposicao

Staphylococcus aureus

Fontes de Graus de Liberdade =~ Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempo de 3 7,83 2,61 1,36ns
exposi¢ao
Método de 2 415,20 207,60 122,12%*
extracao
Desinibidor 1 300,13 300,13 176,55%*
Residuo 65 110,49 1,70
Total 71 833,65

ns = nao significativo (p= 0,95)



** = muito significativo (p = 0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposicao M¢dias
24 5,89
48 6,17
72 6,44
144 6,78
MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média
Sem Desinibidor 8,36

Com Desinibidor 428




TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao Médias
EH 9,58 (A)*
DC 5,50 (B)
DR 3,88 (C)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO T

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados entre a presenca e a auséncia do desinibidor frente as formas de
extragao e tempo de exposi¢ao

Enterococcus faecalis

Fontes de Graus de Liberdade  Soma de Quadrados = Quadrado Médio F
Variacao (GL) (SQ) (QM)




Tempo de 3 0,00 0,00 0,00
exposi¢ao
Formas de 2 300,45 150,23 37,37%*
extracao
Desinibidor 1 512,00 512,00 127,36%*
Residuo 65 261,33 4,02
Total 71 1073,78

** = muito significativo (p =0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposi¢ao Médias
24 7,44
48 7,44
72 7,44
144 7,44
MEDIAS DO DESINIBIDOR
Tratamento Média
Sem Desinibidor 10,11

Com Desinibidor 4,78




TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢dias
EH 10,33 (A)*
DC 6,00 (B)
DR 6,00 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO U

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados entre a presenca e a auséncia do desinibidor frente as formas de
extragdo e tempo de exposi¢ao



Salmonella Enteritidis

Fontes de Graus de Liberdade Soma de Quadrados  Quadrado Médio F
Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempo de 3 0,71 0,24 0,73ns
exposi¢ao
Formas de 2 1213,36 606,68 1838,42%*
extracao
Desinibidor 1 0,68 0,68 2,06ns
Residuo 65 21,57 0,33
Total 71 1236,32

ns = nao significativo (p= 0,95)
** = muito significativo (p = 0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR

Tratamento Média
Sem Desinibidor 5,00
Com Desinibidor 481

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao Médias
EH 10,71 (A)*
DC 2,00 (B)
DR 2,00 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO V

ANALISE DE VARIANCIA



Comparagdo de resultados entre a presenca e aauséncia do desinibidor frente as formas de
extragao e tempo de exposi¢ao

Escherichia coli

Fontes de Graus de Liberdade Soma de Quadrados  Quadrado Médio F

Variagao (GL) (SQ) (QM)
Tempo de 3 0,00 0,00 0,00
exposi¢ao
Formas de 2 1024,00 512,00 -
extragao
Desinibidor 1 0,00 0,00 0,00
Residuo 65 512,00 7,88
Total 71 1024,00

** = muito significativo (p =0,99)

MEDIAS DO DESINIBIDOR

Tratamento Média
Sem Desinibidor 4,67
Com Desinibidor 4,67

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracdo Médias
EH 10,00 (A)*
DC 2,00 (B)
DR 2,00 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO X



ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados por bactérias entre formas de extragdo e tempo de exposigao

Staphylococcus aureus

Fontes de Graus de Liberdade =~ Soma de Quadrados  Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempo de 3 7,82 2,61 0,42ns
exposicao
Formas de 2 415,19 207,60 33,38%*
extracao
Residuo 66 410,64 6,22
Total 71 833,65

ns = nao significativo (p = 0,95)
** = muito significativo (p = 0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposicao M¢dias
24 5,89
48 6,17
72 6,44
144 6,78

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracao M¢dias
EH 9,58 (A)*
DC 5,50 (B)
DR 3,88 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



ANEXO Z

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados por bactérias entre formas de extragdo e tempo de exposigao

Enterococcus faecalis

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados  Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempo de 3 0,00 0,00 0,00
exposicao
Formas de 2 300,45 150,23 12,82%*
extracao
Residuo 66 773,33 11,72
Total 71 1073,78

** = muito significativo (p =0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposicao M¢dias
24 7,44
48 7,44
72 7,44
144 7,44

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extragao Médias
EH 10,33 (A)*




DC 6,00 (B)
DR 6,00 (B)
* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95).

ANEXO AA

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagao de resultados por bactérias entre formas de extracdo e tempo de exposicao

Salmonella Enteritidis

Fontes de Graus de Liberdade =~ Soma de Quadrados  Quadrado Médio F
Variagao (GL) (SQ) (QM)
Tempo de 3 0,71 0,24 0,71ns
exposicao
Formas de 2 1213,36 606368 1784,35%%*
extragao
Residuo 66 22,25 0,34
Total 71 1236,32

ns = nao significativo (p = 0,95)
** = muito significativo (p =0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposi¢do Médias
24 4,78
48 4,83
72 5,00
144 5,00

TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracdo Médias




EH 10,71(A)*
DC 2,00 (B)
DR 2,00 (B)
* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)

ANEXO BB

ANALISE DE VARIANCIA

Comparagdo de resultados por bactérias entre formas de extracao e tempo de exposicao

Escherichia coli

Fontes de Graus de Liberdade = Soma de Quadrados = Quadrado Médio F

Variacao (GL) (SQ) (QM)
Tempo de 3 0,00 0,00 0,00
€xposicao
Formas de 2 1024,00 512,00 -
extracao
Residuo 66 0,00 0,00
Total 71 1024,00

** = muito significativo (p = 0,99)

TEMPOS DE EXPOSICAO (horas)

Tempos de Exposi¢do Médias
24 4,67
48 4,67
72 4,67

144 4,67




TESTE DE TUKEY PARA FORMAS DE EXTRACAO

Formas de Extracdo Médias
EH 10,00 (A)*
DC 2,00 (B)
DR 2,00 (B)

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p = 0,95)



ANEXO CC

Identificacdo Botanica das Inflorescéncias de “macela”

METODOLOGIA

O material de estudo sao as inflorescéncias de “macela” provenientes do
Laboratério Chas e Temperos Gravataiense. Foram analisadas 9 (nove)
amostras de material coletado e embalado em 16 de janeiro de 2007.

Para a identificagdo botanica foi consultada literatura especializada e
comparacao com exsicatas do Herbario ICN (Departamento de Botanica da
UFRGS) comumente comercializadas como “macelas” no Estado do Rio
Grande do Sul, Achyrocline satureioides (Lam.) DC. e Pseudognaphalium
gaudichaudianum (DC.) Anderb., ambas da familia Asteraceae.

As amostras estudadas ndo foram incorporadas junto ao referido

Herbario por apresentarem somente as estruturas férteis (inflorescéncias).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 9 (nove) amostras analisadas, todas pertencem a espécie da familia
Asteraceae, Achyrocline satureioides.

Das trés espécies do género Achyrocline (A. vauthieriana, A.
satureioides e A. flaccida), a A. satureioides é a mais amplamente distribuida
nas diferentes regiées do Estado do Rio Grande do Sul, além dos paises
Argentina e Uruguai. Entre as espécies citadas como “macela” para o nosso
Estado, A. satureioides e Pseudognaphalium gaudichaudianum sdo as mais
semelhantes, diferindo principalmente na forma dos capitulos, do nimero de
bracteas e de flores (SILVA et al., 2007).

MATERIAL EXAMINADO
Achyrocline satureioides BRASIL. RIO GRANDE DO SUL: Bom Jesus,

8.IV.1995, M.R.Ritter, 839 (ICN); Sao Francisco de Paula, 31.111.1995,
A.J.Franco s/n® (ICN 115610); 31.111.1995, A.J.Franco s/n® (ICN 115607).



Pseudognaphalium gaudichaudianum BRASIL. RIO GRANDE DO SUL:
Porto Alegre, 16.X1.1974, L.Arzivenco s/n° (ICN 45266); Sdo José do Norte,
[1.1978, Pfadenhauer, 608 (ICN); Vacaria, 27.11.1976, L.Arzivenco s/n° (ICN
44311).
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