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RESUMO:

Antes de saber do potencial de cura, o homem ja vinha utilizando plantas para tratar doencas.
Atualmente, existe um grande percentual de plantas conhecidas por seus principios ativos e
que atraem a industria farmacéutica em busca de formulagGes de novos e mais eficientes
farmacos. A resisténcia a antibioticos € um problema mundial, devido a facilidade das
bactérias se espalharem rapidamente, por isso novas drogas precisam ser descobertas. Neste
estudo, foram utilizadas duas espécies da familia Asteraceae, Gochnatia cordata Less. e
Chaptalia nutans. Essa familia ¢ amplamente conhecida por outras plantas medicinais, como
por exemplo: Achyrocline satureioides, conhecida popularmente como “macela” ou
“marcela” e Matricaria recutita, conhecida popularmente com “Camomila”. Os extratos
testados foram para G. cordata metandlico e aquoso e para C. nutans aquoso de folhas jovens
e expandidas. As linhagens usadas no teste antibacteriano foram: Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Salmonella Entetiridis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Enterococcus faecalis e a metodologia utilizada foi por difusdo em poco. Para o teste
antifingico, as leveduras utilizadas foram: Candida albicans, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida tropicalis, Candida dubliniensis e Candida parapsilosis e realizada a
metodologia de microdilui¢cdo em caldo. Todas as bactérias e leveduras testadas se mostraram
resistentes frente aos extratos testados. Mais estudos utilizando outros valores de
concentracdo ou outros métodos de extracdo sdo necessarios para uma melhor avaliagdo do
potencial dessas plantas.

Palavras chaves: Gochnatia cordata Less, Chaptalia nutans, antibiotico, antifingico, plantas

medicinais.



ABSTRACT:

Before knowing their healing potential man has been using plants to treat diseases.
Nowadays, there is a huge percentage of plants known for their active principles which attract
the pharmacy factory, because of the necessity for new drugs. The antibiotics resistance is a
global problem due to the bacterial facility of spreading, therefore new drugs need to be
found, besides other strategies. In this study, we work with two species from the family
Asteraceae, Gochnatia cordata Less. and Chaptalia nutans. This family is widely known for
others medicinal plants, for example Achyrocline satureioides, commonly known as “macela”
or “marcela” and Matricaria recutita commonly known as “Camomile”. The extracts tested
were for G. cordata aqueous and methanolic and for C. nutans aqueous from young and old
leaves. The strains tested on the antibacterial essay were: Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Salmonella Entetiridis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli and Enterococcus
faecalis. The antibacterial essay was done using the agar well diffusion method. For the
antifungal, these strains were tested: Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida tropicalis, Candida dubliniensis and Candida parapsilosis, and it was done
according to the dilution method. All the bacterial strains and yeast were found to be resistant
to the aqueous and methanol extracts. More studies using other concentration values or other
types of extractions are needed to make a better evaluation of these plants.

Key words: Gochnatia cordata Less, Chaptalia nutans, antibacterial, antifungal, medicinal

plants.



INTRODUCAO

Desde a antiguidade e muito tempo antes de saber da existéncia dos microrganismos,
0 homem vem utilizando plantas medicinais para tratar as doencas infecciosas (Rios & Recio,
2005). Plantas medicinais ou ervas medicinais referem-se a raizes, caules, cascas, folhas,
flores, frutos e sementes que podem ser utilizadas no tratamento de doencas e promogéo do
bem estar (Tang & Halliwell, 2010).

Atualmente existe um grande percentual de plantas conhecidas por possuirem
potencial medicinal e que atraem a industria farmacéutica em busca de seus principios ativos
para formulacfes de novos e mais eficientes farmacos (Bhattacharjee et al,2011). Em maio de
2014 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) langou novas normas para
comercializacdo de medicamentos fitoterapicos. A partir da publicacdo da nova norma,
medicamentos com mais de 30 anos de uso, com eficacia comprovada por literatura técnica,
ndo necessitardo mais de testes laboratoriais padronizados para liberacdo de uso (DOU,
2014).

A resisténcia a antibiéticos é um problema mundial, devido a facilidade das bactérias
se espalharem rapidamente, por isso faz-se necessaria a busca por novos principios ativos.
Nos Estados Unidos, ela é a causa de 23 mil mortes anuais, entretanto muitas outras ocorrem
devido a complicagdes causadas pela resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos, CDC
(2013). Para que esse problema seja evitado, algumas estratégias podem ser tomadas, entre
elas: uso de vacinas como forma de prevencdo, uso racional de antibi6ticos, controle e
prevencdo dos microrganismos resistentes e a descoberta e o desenvolvimento de novos
antibioticos (Guimaraes et al, 2010).

Dentre as familias botanicas consideradas medicinais, a Asteraceae representa cerca
de 10% da biota mundial, o que corresponde a 25.000 especies, divididas em 1.100 géneros

aproximadamente, com 98% de seus individuos sendo de pequeno porte (Castro, 2012).



Algumas espécies mais conhecidas sdo a Achyrocline satureioides, planta medicinal
conhecida popularmente como “macela” ou “marcela” no Rio Grande do Sul, Matricaria
recutita, conhecida popularmente com “Camomila”, usada tradicionalmente em tratamentos
gastrointestinais, antimicrobianos, anti-inflamatorio, entre outros. A Calendula officinalis,
conhecida como “Caléndula”, que tem uso indicado em casos de inflamacdes da pele e
mucosas, Artemisia absinthium, conhecida como “Absinto ou Losna” e a Vernonia
condensata, conhecida como “Boldo Baiano” (Teske & Trentini 1995, Sperotto 2010, Silva
et al 2011, Moslemi et al 2012, Petronilho et al 2012).

Outra espécie dessa familia utilizada na medicina popular como antirreumatica é a
Gochnatia cordata Less., Brentano (2010), conhecida popularmente como “tucurubim”. Ela
ocorre na regifo sul do Brasil, no Uruguai e na Argentina. E classificada como vulneravel
pela lista de flora ameagada e possui poucos estudos sobre suas caracteristicas bioquimicas,
Ferreira (2010). Ja a Chaptalia nutans, conhecida popularmente como “lingua-de-vaca” ou
“arnica”, ¢ aplicada na medicina popular em diversas situagdes, desde febres e nevralgias a
tratamento para tumores. E encontrada por toda a América tropical, partindo do Rio da Prata
até o México, sendo encontrada em todo o sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, (Empinotti
2005, Fernandes 2009). Em estudos realizados com extratos da raiz de Chaptalia nutans, a
bactéria Staphylococcus aureus foi considerada suscetivel e as bactérias Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa foram consideradas resistentes ao extrato (Truiti et al,2003).

A partir da crescente demanda por novos antimicrobianos e eficacia empirica das
ervas medicinais nos tratamentos de infeccOes, este trabalho tem como objetivo testar
extratos brutos de Gochnatia cordata e Chaptalia nutans frente a diferentes microrganismos

para determinar sua atividade antimicrobiana e sua concentracdo inibitoria minima.



MATERIAL E METODOS

Coleta e preparacgéo dos extratos

Etapa realizada em estudo prévio pelo Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS), pela professora Eliane
Romanato Santarém e sua equipe. Espécimes matrizes de Gochnatia cordata Less. coletadas
no Parque Natural do Morro do Osso localizado na regido sudeste de Porto Alegre, préximo a
margem leste do Lago Guaiba, estando entre a Avenida Cavalhada e a Avenida Coronel
Marcos, nas seguintes coordenadas 30°7'11" na latitude sul e 51°14'20" na longitude oeste
(Fig. 1), foram transferidas para casa de vegetacdo do Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal
da PUCRS e entdo propagadas em solo. Espécimes de Chaptalia nutans foram coletadas no
Centro de Pesquisa e Conservacdo da Natureza- Pr6-Mata, na regido de Séo Francisco de
Paula. Folhas foram coletadas e acondicionadas em papel e mantidas em estufa a 40 °C até 72
horas para secagem. Apos este periodo, as amostras foram moidas em moinho-de-facas a
17000 rpm e amostras de 0,5 g do material seco de G. cordata e C. nutans foram extraidas
com metanol 80% e agua destilada, resultando, respectivamente, nos extratos metandlicos e
aquosos. Posteriormente, os extratos foram filtrados e o material armazenado a -20 °C até a
analise.

Avaliacgéo da atividade antibacteriana

As linhagens utilizadas no teste foram: Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus
aureus ATCC 190506, Salmonella Entetiridis SE86, Listeria monocytogenes J11,
Escherichia coli e Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Os extratos testados foram: C.nutans Aquoso e Metandlico na concentracdo de 24
mg/mL e G. cordata folha jovem e folha expandida na concentracdo de 25 mg/mL, ambos

aquOosos.



Método de difusdo em poco:

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana foi utilizado o método de difusdo em pogo
onde linhagens de bactérias foram incubadas em Agar Mueller-Hinton por 18 h-24 h a 37 °C
e foram suspensas em solucgdo salina 0,85% estéril até atingirem a turbidez de 0,5 na escala
de McFarland (10 UFC/mL). Foram testadas duas metodologias de espalhamento das
linhagens, uma utilizando o auxilio de um swab sobre uma placa de Petri (90x15 mm) com
Agar Mueller-Hinton e a outra por pour plate, ou seja, colocando um 1 mL do inoculo, 25
mL de Agar Mueller-Hinton a temperatura de 45 °C e realizando movimentos em forma de
oito com a placa de Petri para que ocorresse a homogeneizagdo. As placas secaram por
alguns minutos sobre a bancada e entdo quatro pocos de 6 mm foram perfurados no Agar,
com auxilio de ponteiras descartaveis estéreis e preenchidos com 50 pL dos extratos a serem
testados, adaptado de Bhattacharjee et al (2011). Foram utilizados discos de oxacilina e
tetraciclina como controles positivos dos testes de difusdo. A difusdo dos extratos em Agar
foi novamente testada através de duas metodologias. Parte das placas de Agar Mueller-
Hinton previamente semeadas e com a adi¢do dos extratos foram mantidas por 1 hora sobre a
bancada e a outra parte permaneceu por 18 horas na geladeira, sendo apds esse periodo,
acondicionadas em estufa a 37 °C. Ap6s 48 horas de incubacdo, as placas foram analisadas
quanto a formacéo de halos, adaptado de Okeke et al (2001).

Avaliacéo da atividade antiflngica

As leveduras utilizadas no teste foram: Candida albicans ATCC 10231, Candida
glabrata ATCC 2001, Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis ATCC 750, Candida
dubliniensis ATCC 7987 e Candida parapsilosis ATCC 22019.

Método de microdiluicdo em caldo

Para a avaliacdo da atividade antifingica, foi utilizado o método da microdiluicdo em

caldo onde leveduras foram incubadasem Agar Sabouraud por 24 h & 37 °C e suspensas em



solucdo salina 0,85% até atingirem o valor de absorbancia entre 0,08 e 0,1 no comprimento
de onda de 530 nm (1x10°-5x10°UFC/mL). Para um volume de 10 mL de inoculo inicial na
diluicdo de 1:1000 (diluicdo de trabalho), primeiramente foi feita uma diluicdo de 1:50 e
posteriormente uma diluicdo de 1:20, atingindo assim uma concentracdo padrdo de 1x10°-
5x10° UFC/mL, essa diluicdo foi feita em meio comercial RPMI + glicose e em caldo
Sabouraud.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) em meio liquido foi determinada por meio
de microplacas de poliestireno de 96 pogos. Cem microlitros dos extratos de C. nutans
aquoso e metanolico foram adicionados a um volume igual ao dos meios de cultura, RPMI +
glicose ou caldo Sabouraud, nos primeiros pogos da microplaca, seguido de diluicdo seriada
nos pogos subsequentes a fim de se obter um gradiente de concentracdo de 12 mg/mL até
23,4375 pg/mL. Cem microlitros da suspensdo microbiana foram adicionados em cada poco
e incubados por 24 horas a 35 °C. Pogos contendo apenas meio de cultura e inoculo foram
utilizados como controle positivo. Os valores da CIM foram definidos como as menores
concentracdes dos agentes que inibiram o crescimento visivel bacteriano, adaptado de CLSI

M27-A3 (2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Muitos trabalhos que visam a identificacio de substancias antimicrobianas
provenientes de vegetais vém sendo realizados (Soberon, et al 2006, Cogo et al 2009, Israr et
al 2012, Petronilho et al 2012) e apesar de muitas plantas medicinais ja serem utilizadas pela
populacéo para fins profilaticos e curativos de infecgdes, poucas tém sua agdo comprovada.
Autores sugerem que atividade anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana entre

outras atividades bioldgicas de extratos vegetais estariam relacionados a presenca de



flavonoides (Baez et al 1999, Harborne & Willians 2000, Ogundipe et al 2001, Xu & Lee,
2001).

Foi demonstrado em estudos com extratos brutos de Alstonia macrophylla, usada na
medicina popular no tratamento de dores de estomago, problemas de pele e infecgOes
urinarias, que a atividade antimicrobiana estava relacionada a presenca de flavonoides,
triterpenos e esterois. Os extratos apresentaram atividade significativa contra Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis e Escherichia coli (Chattopadhay et al, 2001).

Em estudo prévio, os extratos de C. nutans e G. cordata utilizados em nosso estudo
foram analisados quanto a presenca de flavonoides. Resultados obtidos pelo laboratério de
Biotecnologia Vegetal da PUCRS comprovaram a presenga destes compostos tanto em
extratos aquosos quanto em extratos metanolicos (dados ndo apresentados).

Baseado nestes dados, realizamos a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos
contra bactérias e fungos. Os extratos aquoso e metandlico de C. nutans e G. cordata foram
testados frente a varios microrganismos através de duas metodologias. Discos de oxacilina e
tetraciclina foram utilizados como controle e para os fungos apenas os extratos da espécie C.
nutans foram avaliados.

O primeiro potencial bioldgico a ser avaliado foi em relacdo a atividade
antibacteriana, no qual foi escolhida a metodologia de difusdo por pogos e foram testados
diferentes métodos de espalhamentos e diferentes métodos para a difusdo do extrato no Agar.
A atividade antibacteriana ndo foi comprovada, uma vez que nao houve a formacdo de halos
de inibicdo para os extratos testados ocorrendo presenca de halos de inibi¢cdo somente para 0s
antimicrobianos usados como controle positivo. Devido a esse resultado, buscou-se uma nova

alternativa de possivel atividade bioldgica para os extratos.



A atividade antifingica contra leveduras do género Candida foi testada e novamente
ndo foi comprovada atividade bioldgica frente a estes microrganismos, visto que ocorreu o
crescimento dos microrganismos em todas as concentragdes dos extratos testados.

Em estudo anterior ja foi relatado resultado similar para extratos metandélicos, no qual
0s pesquisadores ndo obtiveram sucesso ao testarem seus extratos de folhas e cascas de
Alstonia macrophylla frente sete diferentes linhagens bacterianas (E. coli, Salmonella Typhi,
Vibrio cholerae, Citrobacter fruendae, Klebsiella sp., Pseudomonas aureginosa e
Staphylococcus aureus) e dois fungos dermatofitos (Chattopadhay et al, 2001).

Uma possibilidade para auséncia de atividade antimicrobiana pode estar relacionada a
concentragdo dos extratos utilizados nos ensaios, 24 mg/mL e 25 mg/mL, uma vez que em
estudos anteriores para outras espécies fitoterapicas que apresentaram atividade
antibacteriana, as concentraces testadas partiram dos 30 mg/mL (Bhattacharjee et al, 2011).

Essas espécies vegetais podem ndo ter tido sua eficAcia comprovada nesse estudo,
entretanto mais estudos devem ser realizados considerando outros métodos de extragdo, visto
que como foi observado por autores em estudo anterior de extratos de raizes inteiras de
Landolphia owerrience, que a priori ndo comprovou atividade para as linhagens bacterianas
testadas, entretanto ao testar outras formas de extracdo da mesma espécie vegetal, os autores

obtiveram resultados positivos (Okeke et al, 2001).
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Figura 1. Ponto de coleta da espécie Gochnatia cordata.
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