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RESUMO

Visando prevenir ou controlar enfermidades transmissiveis, programa de
pesquisa vem sendo desenvolvido no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva /
FAVET / UFGRS para verificar se extragdes de especies vegetais, as denominadas
plantas medicinais, podem ser usadas como desinfetante ou antisséptico sobre bactérias
de interesse em ambientes de satde e de producdo animal. Neste sentido, projetos de
investigacdo da atividade antimicrobiana do decocto de A. satureioides estdo sendo
desenvolvidos para avaliar in vitro sua capacidade de inibicdo ou inativagdo bacteriana.
O objetivo deste trabalho foi executar teste piloto para a obtencdo de dados
quantitativos de reducdo da dose bacteriana infectante. O método foi o de diluicdo, pelo
teste de suspensdo. Inflorescéncias da planta, na proporcdo de 5 g : 100 mL, foram
submetidas a coc¢do em fogo brando por 15 min., repondo o volume inicial perdido na
evaporacdo. Para este experimento, utilizou-se o delineamento de pesquisa: decocto X
trés diluicdes logaritmicas (10° UFC/mL — 10, 10 e 10”%) do inéculo Staphylococcus
aureus ATCC 25.923 x seis tempos de contato (1h, 8h, 12h, 16, 20h e 24h). Na diluicdo
10, devido & densidade bacteriana em placa de Petry, ndo foi possivel dizer se houve
ou ndo reducdo na atividade antimicrobiana nos tempos de 1h e 8h. J& nos tempos 12h,
16h e 20h, houve reducéo de 3 logaritmos. Nas diluicdes 102 e 10, os trés primeiros
tempos de contato (1h, 8h e 12h) apresentaram reducdo de dois exponenciais
logaritmicos. A partir das 16h, a contagem de col6nias se manteve a mesma na dilui¢do
102 J4 a diluicdo 10 os tempos de 16h, 20h e 24h apresentaram resultados
decrescentes até as 24h. Frente ao presente resultado, verificou-se que a técnica
utilizada permite observar a reducdo promovida pelo decocto sobre a dose bacteriana
infectante inicial. No entanto, percebeu-se ser necessario qualificar o protocolo e
execucao do teste, visto que se mostrou contraditorio com resultados de inativacdo do

inoculo nas 24h, seriadamente obtidos em outros experimentos com A. satureioides.

Palavras-chave: A. satureioides, antimicrobianos, plantas medicinais.



ABSTRACT

In order to prevent or control transmissible diseases, research program is
being developed at the Laboratory of Preventive Veterinary Medicine / FAVET /
UFGRS to see if that extraction of plant species, the so-called medicinal plants, can
be used as a disinfectant or antiseptic on bacteria of interest in environments health
and animal production. Therefore, research projects about antimicrobial activity of
the decoction of A. satureioides are being developed to evaluate, in vitro, its ability

to inhibit or inactivate bacterial activity. The aim of this study was run pilot test to
obtain quantitative data about bacterial dose infecting reduction. The method was
the dilution, by the suspension test. Inflorescences of the plant, at the proportion of 5
g : 100 mL, were subjected to cooking on low heat for 15 min. With replacement of
the initial volume lost to evaporation. For this experiment, we used the research
design: decoction x three logarithmic dilutions (10° CFU / mL - 10, 10 and 107%)
of the inoculum Staphylococcus aureus ATCC 25923 x six contact times (1h, 8h ,
12h, 16, 20h and 24h). At the 10™ dilution, due to the density of bacterial in Petry

plaque, it was not possible to say whether or not there was a reduction in

antimicrobial activity in the times of 8h and 1h. In the times 12h, 16h and 20h, there
was a reduction of 3 logarithms. In 102 and 107 dilutions, the first three contact
times (1h, 8h and 12h) there was reduction of two logarithmic exponentials. After
16h, the count of colonies remained the same to the 10 dilution. Nevertheless, at the
107 dilution, the time of 16h, 20h and 24h results showed decreasing until 24h.
Faced with this result, it was found that the technique used allows the observation of
the reduction promoted by the decoction of the original infecting bacterial dose.
However, it was perceived to be necessary to qualify the protocol and test execution,
as proved to be contradictory to results from inactivation of the inoculum in 24

hours, serially obtained in other experiments with A. satureioides.

Keywords: A. satureioides, antimicrobial, medicinal plants
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1 INTRODUCAO

Na intengdo de controlar enfermidades, se faz necessaria a adogdo de
programas sanitarios com o objetivo de impedir a transmissdo de agentes infecciosos
entre hospedeiros susceptiveis. Desta forma, deve-se dar atencdo especial ao
ambiente no sentido do uso de desinfetantes e antissépticos a fim de reduzir cargas

microbianas a doses ndo patogénicas.

Contudo, o uso indiscriminado de desinfetantes quimicos convencionais pode
selecionar bactérias resistentes ou induzir resisténcias, tornando-as ainda mais
dificeis de serem eliminadas. Além disso, em producBes agroecolégicas, €
indesejavel a utilizacao de produtos quimicos artificialmente sintetizados. Portanto, a
descoberta de formas alternativas de substancias antimicrobianas de ambiente, o0s
desinfetantes, torna-se de grande importancia para ambiente de saude e de producéo

animal, sejam elas agroecoldgicas ou héo.

Uma das propostas de substituicdo ou uso complementar aos desinfetantes e
antissépticos convencionais € a utilizacdo de vegetais considerados popularmente
como medicinais. A utilizacdo dessas plantas busca ampliar os recursos tecnologicos
locais no que diz respeito a desinfetantes e antissépticos, que ndo apresentem 0s
possiveis efeitos negativos que substancias quimicas sintéticas possam ter sobre o
usuario ou o ambiente, encontrar novos recursos frente a resisténcia de agentes
patogénicos, além da diminuicdo de custos das praticas de higiene em Medicina
Veterinaria (AVANCINI et al., 2000).

Com esse sentido, FERNANDEZ et al. (2003), AVANCINI et al. (2006) e
TRESOLDI et al. (2006) realizaram ensaios experimentais usando as inflorescéncias
da planta Achyrocline satureioides, confrontando sua forma de decocto com bactérias

padronizadas, evidenciando o seu potencial antibacteriano.

O objetivo do presente trabalho, desenvolvido no Laboratorio de Medicina
veterinaria Preventiva da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (FAVET — UFRGS), no ano de 2010, foi executar in vitro teste piloto
para a obtencdo de dados quantitativos sobre a capacidade de Achyrocline



satureioides Lam. (D.C.) Asteraceae em reduzir a densidade populacional de
Staphylococcus aureus ATCC 25.923.

Podemos definir teste piloto como aquele realizado preliminarmente ao
desenvolvimento de escala de maior abrangéncia da pesquisa, € que cumpre o
propdsito de verificar se o protocolo de execucdo estd corretamente delineado, se o
método, os materiais e os utensilios utilizados sdo adequados para gerar dados de
acordo com os objetivos da investigacdo cientifica pretendida. Tem a finalidade de
confirmar ou corrigir o uso de produtos, de processos, de procedimentos ou de
interpretacdo dos resultados (AVANCINI, 2011).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas Medicinais

O conhecimento do homem a respeito das plantas medicinais evoluiu através
dos tempos, por meio de empirismos. A descoberta das propriedades das plantas
iniciou de forma intuitiva, através da associacdo de seu uso a cura de algumas
afecces ou pela observacdo de animais que buscavam nas ervas alivio para suas
enfermidades (FERRO, 2006).

E possivel que o documento mais antigo sobre plantas medicinais date de
2.800 a.C., na China. Os primeiros tratados médicos de relevancia sdo de 500 a.C. e
sdo 0s provaveis precursores do sistema UNANI da medicina arabe, que, por sua vez,
serviram de inspiracdo para o surgimento da medicina hipocratica grega, mée da
medicina ocidental (MOTA, 2008).

A obra grega “Matéria Médica”, escrita no século XV, foi, por mais de 500
anos, o guia de médicos e farmacéuticos do periodo Greco-romano e da Idade Média.
Nesta obra, estdo descritas a origem, as caracteristicas e as aplica¢fes de mais de 500
plantas com propriedades medicinais, € mais outras tantas drogas de origem animal e
mineral. Acredita-se que parte dai a origem da moderna Farmacognosia (MOTA,
2008).

Durante a Idade Média, enquanto a producéo cientifica européia encontrava-
se “adormecida”, a Medicina Arabe ganha destaque, com o acréscimo de
conhecimentos de origem indiana e o uso de determinadas flores no tratamento de
cardiopatias. Através da peninsula Ibérica esse conhecimento chega a Europa.
Também a abertura das rotas maritimas, para as indias e Américas mostraram o uso

de outros vegetais, antes desconhecidos (MOTA, 2008).

Embora muito do conhecimento construido ao longo dos séculos esteja vivo
nas diferentes culturas até hoje, boa parte foi perdida, principalmente pela imposicao

dos costumes de um povo sobre outro.

No Brasil, diferentes tradi¢Oes terapéuticas, formadas pela cultura indigena,

enriquecida com o conhecimento dos escravos e as colaboragfes trazidas por
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imigrantes resultaram em uma medicina popular rica e original, com destaque
especial para a utilizacdo das plantas medicinais (BALDAUF et al., 2009). Essa
sabedoria tradicional esta se perdendo, dia apos dia, devido ao pouco valor dado a
essas valiosas informacOes, associado a redugdo das areas naturais e ao acesso

crescente e facilitado & medicina alopética convencional.

A extensdo do nosso territorio, somada a variedade de biomas e sua
diversidade individual, é dificil estimar a quantidade de diferentes plantas que
podemos encontrar no Brasil. De qualquer forma, estima-se que exista em nosso pais
a maior diversidade genética vegetal do mundo, entretanto, menos de 10% da flora

nacional teria sido estudada com fins farmacoldgicos (ALMEIDA, 2003).
2.1.1 Achyrocline satureioides

A Achyrocline satureioides, conhecida popularmente como macela, pertence
a familia das Asteraceae, que contém mais de 1.100 géneros, cerca de 180 deles
encontrados no Brasil (HEEMAN et al., 2006). Estima-se que 600 das 25 mil
espécies desta familia sejam nativas do Rio Grande do Sul (LOPES et al., 2001).

Representantes da familia Asteraceae podem ser encontrados nas mais
diversas regifes climaticas, de regides tropicais e subtropicais, a regides temperadas.
Entretando, o endemismo é muito comum, sendo algumas espécies encontradas
apenas em areas muito restritas (MATZEMBACHER, 2003).

O habitat natural da A. satureioides é o leste da América do Sul, florescendo
naturalmente no Uruguai, Paraguai e sul do Brasil (Parana, Santa Catarina e rio
Grande do Sul). No nosso Estado, cresce sob a forma vegetal silvestre, em solos
arenosos e basalticos (SIMOES, 1984).

A colheita da macela é de marco a abril, no inicio do outono, quando as flores
estdo maduras, deve-se colher a planta a partir de seu segundo ano de
desenvolvimento (CASTRO, CHEMALE, 1993). Na medicina popular, utiliza-se o
ché de suas flores, folhas e ramos secos em disturbios gastro-intestinais, epilepsia,

colicas. Possui acdo sedativa e emenagoga. E empregada sob a forma de cataplasmas
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ou banhos de imersdo como antiinflamatorio contra reumatismos, nevralgias, célicas

intestinais, renais e menstruais.

Inimeros estudos a respeito de plantas medicinais tém surgido nos ultimos
anos, mostrando o interesse em resgatar e confirmar os conhecimentos tradicionais
antes que eles se percam. Com a A. satureioides ndo é diferente. Investigacdes sobre
as propriedades terapéuticas, as melhores formas de extracdo e utilizacdo, 0s
componentes quimicos se apresentam a cada dia (FERRO, 2006). Foi possivel
identificar a presenca de flavonoides e outros componentes isolados, como &cidos e
ésteres cafeico, clorogénico e isoclorogénico, minerais e polissacarideos
(VENDRUSCOLO et al., 2005 e SILVA, 1993).

A realizacdo de testes farmacoldgicos a fim de desvendar as atividades
bioldgicas da planta comprovou atividade antibacteriana em extratos aquosos das
sumidades floridas; acdo inibitdria de Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus em
extrato etanolico das sementes e atividade antiviral sobre Herpesvirus tipo I,
Rinovirus 14, virus da poliomielite, da estomatite e da imunodeficiéncia tipo | em
extratos aquosos (SILVA, 1993).

Dados farmacologicos de diferentes extratos e fragbes purificadas
(polissacarideos e flavonoides) das flores, folhas e caules tém mostrado resultados
promissores para atividade antiinflamatoria, antiespasmadica, analgésica, colerética,
sedativa, imunoestimulante, antiviral, antibacteriana, hipoglicemiante e antioxidante
(VENDRUSCOLO et al., 2005). Além de atividade tripanossomida e inseticida
(SILVA, 2003). Os extratos das inflorescéncias também demostraram auséncia de
toxicidade aguda (SIMOES, 1984).

2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus trata-se de um coco Gram positivo e catalase positivo.
Cresce bem em condicGes de aerobiose ou de anaerobiose, mas geralmente nao
compete bem com outros micro-organismos presentes nos alimentos. Pode causar
gastroenterite alimentar em humanos, através da producdo de enterotoxinas em
alimentos susceptiveis (TRABULSI et al., 2004).
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E um micro-organismo encontrado na microbiota normal de seres humanos,
mas constitui-se uma bactéria patogénica de grande importancia, principalmente por
estar frequentemente relacionada com infec¢Ges hospitalares graves, causadas por
amostras multirresistentes (TRABULSI et al., 2004).

Além de causar diversos transtornos a salde humana, o S. aureus é
importante causador de mastite ambiental em bovinos leiteiros, sendo apontado como
0 agente mais frequentemente isolado em todo o mundo nas infecgdes intra-
mamarias subclinicas de fémeas bovinas em lactagio. E considerado um dos micro-
organismos mais contagiosos, sendo transmitido principalmente a partir de quartos
mamarios contaminados, pele do Ubere, teteiras e maos dos ordenhadores
(FERREIRA et al., 2006).

As mastites subclinicas tém especial importancia devido ao seu alto potencial
de transmissdo do micro-organimos, tanto a outros animais do rebanho, reduzindo
significativamente a produgdo de leite, quanto ao homem, atraves do leite
contaminado e seus derivados, causando toxi-infecges alimentares.Amostras de S.
aureus enterotoxigénicos tém sido isoladas de leite pasteurizado, leite em pé e
sorvetes, cuja fonte contaminadora pode ter sido tanto vacas contaminadas como 0s

manipuladores envolvidos na ordenha (SA et al., 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

As amostras de Achyrocline satureioides Lam. (D.C) Asteraceae foram
obtidas do Sitio Apiquarius (Figura 01), que produz plantas medicinais de forma
organica, livre de produtos quimicos, no municipio de Gramado — RS. A compra foi
feita na Feira Agroecoldgica de Porto Alegre, no Parque Farroupilha, em embalagens

de 10g da planta desidratada.

Figura 01: embalagem de “marcela” do Sitio Apiquarius

O micro-organismo de escolha foi a cepa padronizada de Staphylococcus
aureus ATCC 25.923, provenientes da bacterioteca do Laboratério de Medicina
Veterinaria Preventiva — FAVET — UFRGS. Para evitar manipulacdo excessiva da
bacterioteca principal, foi feita a reativacdo do micro-organismo em caldo BHI e
posteriormente semeado em placa de agar Beard-Parker, formando a bacterioteca
secundaria, armazenada sob refrigeracdo abaixo de 8°C. Desta cultura de S. aureus
ATCC 25.923 é que se retiravam as coldnias para o experimento.

3.1 Obtencao da Cultura-Mae

A preparacdo do micro-organismo era realizada 24h antes do inicio dos
experimentos. A cultura-mae foi obtida a partir de semeadura de coldnias da
bacterioteca em caldo BHI, incubada em estufa a 37°C por 24h.

Era esperado que a contagem microbiana inicial fosse 10° UFC/mL,
entretanto, era feita a contagem da dose infectante inicial, a fim de prevenir possiveis
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erros. Para determinar a contagem inicial foram feitas diluicdes logaritmicas
seriadas, posteriormente semeadas em placa de agar nutriente, contando as col6nias
presentes nas placas com até 300 UFC. . No teste piloto, a densidade populacional da

cultura-mae foi definida como 10° UFC/mL.
3.2 Extracdo Vegetal

A forma de extragdo escolhida foi o decocto (Farmacopéia, 1959), ja que
permite a fervura da planta, eliminando contaminagfes ambientais. Foram utilizadas
apenas inflorescéncias da planta, fragmentadas manualmente, a fim de aumentar a
superficie de contado com a dgua. A proporc¢éo de escolha foi de 5g a cada 100mL de
agua destilada esteril. A coc¢édo se deu em frasco Erlenmeyer tampado, a fogo brando
por 15 minutos. Em seguida, a solucdo era resfriada a temperatura ambiente e coada
em papel filtro estéril para proveta de vidro esterilizada. O volume perdido no

cozimento era reposto para que fossem mantidas as proporcdes iniciais.

Eram feitos trés controles de esterilidade do decocto: o primeiro, antes da
reconstituicdo do volume perdido; o segundo, apds o acréscimo de agua destilada
estéril, mas antes de toda a manipulacdo do decocto; e o terceiro, apds terminados 0s
trabalhos com o decocto. Em todos os controles, era colocado 0,1mL do decocto em

placa de agar nutriente e incubadas as placas em estufa a 37°C por 24h.
3.3 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

Foram confrontadas trés dilui¢des logaritmicas do micro-organismo. Os tubos
“desafio” continham 9 mL do decocto mais 1 mL de suspensdo do microrganismo
confrontado (teste de suspensdo) (Avancini et al, 2000), constituindo a seguinte
formacdo: diluicio “A”:107%; diluicdo “B”: 10% diluicdo “C”: 10°. Os tubos
“desafio” continham ImL de cada diluicao inicial, A, B ou C ¢ 9 mL do decocto.
Tanto os tubos com micro-organismo mais decocto (tubos desafio), como os tubos
das diluicdes, foram incubados em estufa bacterioldgica, a 37°C, pelo tempo

determinado pelo experimento.
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Os tempos de contato escolhidos foram 1h, 8h, 12h, 16h, 20h e 24h. Os testes
foram realizados primeiro com os tempos de 1h, 8h e 24h, e depois com os tempos
de 12h, 16h e 20h.

Decorridos cada tempo, eram feitas trés a cinco diluigdes seriadas (ImL do
contedo dos tubos desafio em 9mL de &gua peptonada), em seguida, as diluicdes
eram semeadas em placa com agar-nutriente para que fosse realizada a contagem das
colbnias remanescentes, podendo entdo quantificar o poder de reducdo da atividade
microbiana do decocto. Os tubos contendo as diluigdes do micro-organismo também
eram semeados em placa com agar-nutriente, sendo entdo o controle da viabilidade
do micro-organismo (controle positivo) sem a presenca de decocto. Todas as placas

eram incubadas em estufa a 37°C por 24h, para entdo proceder a contagem das UFC.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A cultura-mae, obtida a partir de crescimento em caldo BHI, resultou, ap6s
24h de incubagdo em estufa bacteriolégica, em 10° UFC / mL, dez vezes a mais que
0 esperado. Entretanto, os testes foram realizados normalmente. Na Tabela 01
podem ser observados os resultados dos desafios da confrontacdo do decocto de A.

satureioides com as trés diferentes densidades do inéculo S. aureus.

Tabela 01: resultados do teste piloto quantitativo da atividade antimicrobiana de A.
satureioides sobre trés diferentes densidades populacionais de S. aureus ATCC 25.293.
A (10°UFC/mL) B (10'UFC/mL) C (10° UFC/mL)

1h inc 1,3 x 10° 1,5x 10°
8h inc 1,9 x 10° 4x10°
12h 6 x 10° 1x10° 8,3x10°
16h 7 x 10° 5x 10° 7,3x 10°
20h 1x10° 5x 10° 2 x 10*
24h inc 9,6 x 10° 7x10°

No teste A, ndo foi possivel dizer se houve ou ndo reducdo na atividade
antimicrobiana nos tempos de 1h e 8h. Ja nos tempos 12h, 16h e 20h, a reducgéo foi a
mesma, de 2 logaritmos. Isso pode ser explicado por que talvez a atividade
antimicrobiana da planta seja lenta, ndo fazendo grande diferengca em curtos espacos
de tempo. No tempo de 24h, houve grande crescimento bacteriano, levantando a
suspeita de possivel contaminagdo por outro micro-organismo, ndo sensivel a A.

satureioides.

Nos testes B e C, os trés primeiros tempos de contato (1h, 8h e 12h)
apresentaram a mesma reducdo da contagem microbiana, de uma base logaritmica;
diminuindo as evidéncias de que a contagem microbiana inicial seja decisiva na
atividade da A. satureioides, e reforcando a idéia de que a atividade da planta seja

mais lenta.

Como no teste A, a contagem de colonias se manteve a mesma a partir das
16h do teste B, mais uma vez indicando a vagarosidade atividade antimicrobiana da
A. satureioides. Ja no teste C, os tempos de 16h, 20 e 24h apresentaram resultados
decrescentes até as 24h. No tempo de 16h, o crescimento foi duas bases logaritmicas

menor que no tempo de 12h, mas em 20h, a contagem foi um logaritmo maior que



em 16h. Esse resultado pode evidenciar que a atividade da macela continua até as
24h, e que a velocidade da reducdo da atividade microbiana pode estar inversamente

relacionada com a quantidade de micro-organismos presentes.

FERNANDEZ et al. (2003), AVANCINI et al. (2006), TRESOLDI et al.
(2006), AVANCINI e WIEST (2008) e SPEROTTO (2010) verificaram que o
decocto de A. satureioides (alguns com amostra da mesma origem), na mesma
concentracdo utilizada neste experimento (5g : 100mL), foi capaz de inativar a cepa
de S. aureus ATCC 25.923 na leitura de 24h de contato, em doses infectantes de 10’
a 10" UFC/mL. Os resultados diferentes encontrados neste experimento podem ser
explicados pela maior dose infectante confrontada com o decocto, ou devido a

necessidade de qualificar o protocolo de execucdo do teste.
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5 CONCLUSOES

Frente ao presente resultado, verificou-se que a técnica usada permite
observar a redugdo promovida pelo decocto sobre a dose bacteriana infectante inicial.
No entanto, percebeu-se a necessidade de qualificar o protocolo e execucdo do teste,
visto que mostrou-se contraditério com resultados de inativacdo do in6culo nas 24h,

seriadamente obtidos em outros experimentos com a A. satureioides.
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