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“E conhecer as plantas

Reconhecer em seu poder entidade santa
Poder de cura, nutrigdo e transcendéncia
Cultivar a consciéncia

A humanidade em sua pura esséncia

Como no projeto original”.
(Cultivo)



RESUMO

Tanto a demanda por insumos sanitarios aplicaveis em modelos sustentaveis de
producdo animal (organico, agroecoldgico), quanto o alto custo e possiveis
resisténcias de microrganismos frente aos produtos quimicos sintéticos
(convencionais) motivam a investigacdo de extragOes vegetais que apresentem
atividade antimicrobiana. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi de submeter o
decocto de Achyrocline satureioides (Lam.) DC (Asteraceae) — (“macela”) a teste
padrdo de avaliagdo quantitativa da atividade bactericida de desinfetantes e
antissépticos, conferindo também, a capacidade do decocto de inativar e/ou reduzir a
densidade populacional do microorganismo. O método usado foi o de dilui¢do, pelo
teste de suspensdo. Para o preparo do decocto, inflorescéncias da planta na proporcao
de 5 g : 100 mL, foram submetidas a coccdo em fogo brando por 15 minutos,
repondo o volume inicial perdido na evaporagdo. O decocto foi utilizado sobre trés
diluicBes logaritmicas do indculo Staphylococcus aureus ATCC 25923 (107, 10° e
10° UFC/mL), em diferentes tempos de contato: 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23 e 24 horas. Os resultados confirmam a capacidade antibacteriana do decocto
de A. satureioides sobre o Staphylococcus aureus ATCC 25923 confirmando com
iss0, que o conhecimento tradicional € um importante instrumento na prospeccao de
plantas medicinais com atividade antimicrobiana potencial. No entanto, € necessaria
a continuidade das pesquisas a fim de viabilizar o uso desta extracdo vegetal como

antimicrobiano de superficie e ambiente.

Palavras-chave: plantas medicinais, Achyrocline satureioides, Staphylococcus

aureus ATCC, agroecologia, antimicrobianos.



ABSTRACT

The demand for health inputs applied to animal models of sustainable production
(organic, agroecological), the high cost and the possible resistance of
microorganisms compared to the synthetic chemicals (conventional) motivate the
investigation of extraction plants that have antimicrobial activity. In this sense, the
aim of this study was to submit the decoction of Achyrocline satureioides (Lam.) DC
(Asteraceae) — (“chamomile”) to the quantitative evaluation of the bactericidal
activity of desinfectants and antiseptics, giving also the ability of the decoction to
inactivate and/or reduce the population density of the microorganism. The method
used was the dilution, by the suspension test. To prepare the decoction, the
plantflowers in the proportion of 5g: 100ml were subjected to cooking on low heat
for 15 minutes, replacing the initial volume lost to evaporation. The decoction was
used on three logarithmic dilutions of inoculum of Staphilococcus aureus ATCC
25.923 (107, 10° e 10° UFC/mL), in different contact times: 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24 hours. The results confirm the antibacterial capacity of the
decoction of A. satureioides on Staphylococcus aureus ATCC 25923 confirming that
the traditional knowledge is an important tool in the exploration of medicinal plants
with potential antimicrobial activity. However, it is necessary to continue the
research in order to facilitate the use of this plant extract as antimicrobial of surface

and environment.

Key words: medicinal plants, Achyrocline satureioides, Sthapylococcus aureus

standard, agroecology, antimicrobianos.
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1 INTRODUCAO

A implantacdo de programas sanitarios em ambientes de salde e de producéo
animal vem enfrentando limitacGes. Frente a este cendrio, organizacGes
governamentais e privadas, tém apoiado e incentivado a realizacdo de pesquisas que
apontem alternativas tanto as formas de prevencéo e tratamento de enfermidades com

potencial risco a saude quanto a maneira de producédo de alimentos.

Como motivacdo para o0 desenvolvimento deste trabalho, tem-se
principalmente a necessidade de construgdo de conhecimento direcionado para 0S

padrbes tecnolégicos atualmente considerados como sustentaveis.

Assim, na busca por novos insumos sanitarios aplicdveis em modelos
sustentaveis (organico, agroecoldgico) de salde e producdo animal, o presente
trabalho objetiva através do uso do conhecimento tradicional sobre plantas
medicinais e de trabalhos realizados anteriormente pelo mesmo grupo de pesquisa,
avaliar a atividade antimicrobiana do decocto de uma planta nativa do sul do Brasil, a

Achyrocline satureioides, popularmente conhecida como “macela”.

Com uma visdo de complementariedade e ndo de substituicdo, porém, com
vistas a reduzir a0 minimo o uso de produtos quimicos sintéticos convencionais, a
pesquisa e utilizacdo de extratos de plantas medicinais nativas como antimicrobianos
ou desinfetantes deve levar em consideracdo sua viabilidade, ou seja, ter sua
atividade cientificamente comprovada, ser ecoldgica, econdmica e socialmente

sustentavel.

Percebe-se entdo, que o desenvolvimento de pesquisas nessa area €
essencialmente interdisciplinar, envolvendo questfes distintas, porém, interligadas.
Ou seja, € através da manutencdo da biodiversidade, da realizacdo de acOes
produtivas que impliguem no minimo de impactos adversos ao meio ambiente, da
necessidade de reduzir os custos de producéo e de frear a evolugdo de mecanismos
de resisténcias dos agentes causadores de enfermidades frente aos insumos quimicos

convencionais, que se poderdo atender as necessidades da sociedade atual.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais na arte de curar é uma forma de tratamento de
origem muito antiga, relacionada aos primordios da medicina e fundamentada no
acumulo de informacg6es por sucessivas geracdes. Ao longo dos séculos, produtos de
origem vegetal constituiram as bases para tratamento de diferentes doencas
(BRASIL, 2006).

Também, Piccinini (2008) pontua na historia o recente inicio da era cientifica.
Indicando que a humanidade sobreviveu e descobriu maneira de viver e nutrir-se
encontrando solucGes para seus males principalmente através das plantas medicinais.
Muito provavelmente baseando-se no processo de experimentacdo e criteriosa
observacao, fez descobertas e perpetuou o que de fato era resolutivo e util, sendo esta

prética — a da perpetuacdo de conhecimentos — vital para a sua sobrevivéncia.

Conforme Fonte (2004), com o desenvolvimento da industria farmacoquimica
a partir do século XX, a préatica e conhecimento milenares, testados e consolidados
pela observacdo in vivo dos efeitos medicinais e colaterais, consolidados também
pela pratica médica, geracao apos geracdo, foram deixados de lado, na expectativa de
se encontrar, a “solucdo para todos os males”. Na literatura técnica da éarea isto foi
denominado de “resolucdo tecnoldgica de vida”, ou seja, para tudo, na vida, poderia
haver uma solugdo tecnolégica. Em outras palavras isto pode ser entendido como
“industrializagcdo da satide”. Muito parecido com a conhecida “revolucao verde”, da

area da agricultura, ocorrendo inclusive concomitantemente.

Segundo a autora, este novo paradigma embasado no “método cientifico”,
revelou-se de enorme ganho para a humanidade, possibilitando que enfermidades
consideradas incurdveis ou de dificil tratamento passassem a ser tratadas com
sucesso. Entretanto ressalta que, paralelamente ao sucesso, este novo paradigma se
revelou também profundamente equivocado: ndo conseguindo, como esperado,
desenvolver sinteticamente todas as substancias necessarias para a cura e prevencao

de todas as doencas conhecidas, nem tampouco controlar os efeitos adversos dos
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medicamentos, 0 que por sua vez provocou, por exemplo, o surgimento de novas

doengas, bactérias resistentes a antibidticos, intoxicagdes e mortes.

Neste sentido, OrganizacBes internacionais na area de Salde, vém
desempenhando papel importante em relagdo a necessidade de valorizar a utilizagdo
da medicina tradicional. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) se destaca, pois
desde a década de 70, tem apoiado 0s paises na concepcdo e implementacdo de
programas, politicas e planos nacionais para a conservacdo e utilizacdo das plantas

medicinais.

De acordo com o relatado por Sambo (2011), calcula-se que mais de dois
tercos das espécies de plantas do mundo tenham valor medicinal, e de 25 a 50% dos
medicamentos modernos sao derivados de plantas. Segundo dados disponibilizados
pela OMS, perto de 80% da populacdo de paises em desenvolvimento depende da
medicina tradicional e do uso de plantas medicinais para as suas necessidades em

termos de cuidados primarios de salde.

Segundo o relatado por Mota (2008), 25% dos medicamentos prescritos nos
paises industrializados sdo originarios de plantas e 120 compostos de origem natural,
obtidos através de cerca de 90 espécies de plantas, sdo utilizados na terapia moderna.
O autor destaca também, que os produtos naturais estdo envolvidos no

desenvolvimento de 44% das novas drogas.

A utilizacdo de plantas medicinais, seja na terapéutica (fitoterapia) ou na
prevencdo e controle de enfermidades, tém seu uso difundido em todo o mundo.
Porém, essa ampla utilizacdo sugere, mas ndo assegura uma relacao risco-beneficio
favoravel (BRASIL, 2008). O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento
de pesquisas e descoberta de novos medicamentos e insumos aplicaveis em ambiente
de salde e producdo, ja que conforme Brasil (2006) possui a maior diversidade
vegetal do mundo, ampla sociodiversidade, o uso de plantas medicinais vinculado ao
conhecimento tradicional e tecnologia suficiente para validar cientificamente este

conhecimento.
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Com esta intencdo, o governo federal tem aprovado programas e financiado
projetos que se desenvolvam no sentido de promover o uso sustentivel da
biodiversidade, a inclusdo social, o desenvolvimento industrial e tecnologico da
cadeia produtiva e da industria nacional, além da valorizacdo e preservacdo do
conhecimento tradicional associado das comunidades tradicionais e indigenas. Ou
seja, politicas e programas que tenham como prioridade a melhoria na qualidade de
vida da populacdo brasileira como um todo. Como exemplos deste cenério, tem-se
em 2006, a aprovacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF).

2.2 Plantas Medicinais e a atividade antimicrobiana

Mitscher et al. (1987, apud AVANCINI, 2002), relata que o uso de extratos
de plantas superiores para a terapia de infecgdes tem historia tdo antiga quanto a das
préprias doencas infecciosas. Além do que o uso de técnicas modernas em
microbiologia demostram que as plantas superiores frequentemente apresentam um
significante potencial contra fungos e bactérias patogénicas, e que colocar em bases
racionais muitos usos folcléricos de plantas favorece o isolamento de produtos

naturais com o espectro antimicrobiano comparavel aos produtos sintéticos.

Girolometto et al. (2009) em seu trabalho sobre a atividade antimicrobiana da
llex paraguariensis, destaca também, outros trabalhos realizados com plantas com
indicativo medicinal, condimentar ou alimentar que comprovaram esta mesma
atividade, como por exemplo: a atividade bactericida de macela (Achyrocline
satureoides); plantas com indicativo etnografico medicinal da Mata Atlantica
residual em Porto Alegre, com énfase & escadinha ou sinapismo (Hypericum
caprifoliatum); a atividade antimicrobiana do latéx da mangabeira (Hancomia
speciosa) e a avaliagcdo da atividade antibacteriana do extrato aquoso de estragdo

(Artemisia dracunculus var. inodora).

Both (2011) discorre sobre a questdo da resisténcia antimicrobiana, relatando
que esta é o resultado de uma complexa interacdo entre agentes antimicrobianos,

microrganismos e meio ambiente. E, que a historia da evolucdo vem apontando que
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todo o organismo vivo busca sempre mecanismos de adequacdo as suas novas
realidades, e a resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos ¢ uma condi¢do
inevitavel. Assim, com o aumento dos mecanismos de resisténcias, percebe-se a
grande necessidade de encontrar novos principios ativos e principalmente buscar
uma mudanca nos padrbes de pensar 0s processos produtivos e de saide. Com esta
expectativa, as pesquisas com plantas medicinais tém progredido, possibilitando
assim, a ampliacdo dos recursos tecnologicos também no que se refere ao setor de

antimicrobianos e desinfetantes biologicos.

2.3 Staphylococcus aureus

Classificado no filo Firmicutes, o género Staphylococcus é de extrema
importancia na microbiologia médica, sendo que a espécie estafilocococica mais
importante e patogénica é o Staphylococcus aureus. Os membros desta espécie séo
cocos gram positivos, anaerobios facultativos e que possuem habilidade em produzir
coagulase (TORTORA et al., 2005).

O S. aureus, foi assim denominado pela coloragdo amarelo ouro de suas
col6nias, entretanto pode perder esta caracteristica durante os sucessivos subcultivos.
Segundo Tortora et al. (2005), este pigmento pode conferir-lhe alguma protecdo para
os efeitos antimicrobianos do sol. E cosmopolita, podendo ser encontrada em
ambientes de salde humana e animal, producdo e manipulacdo de alimentos, é
amplamente distribuido na natureza e faz parte da microbiota normal da pele e
mucosas de mamiferos e aves, ou seja, ndo sdo espécie especificos, coloniza homens
e animais e pode ser transmitido entre eles. Pode crescer e sobreviver no trato

respiratdrio superior (fossas nasais) e na pele.

De acordo com Cabrera (2007) a espécie aureus, além de sua alta
patogenicidade, tem evoluido sua habilidade em desenvolver resisténcia rapidamente
aos antibioticos, estando frequentemente relacionada com infecgdes hospitalares
graves, causadas por amostras multirresistentes (TRABULSI et al., 2004). Em
conformidade Souza e Figueiredo (2008, apud BOTH, 2011) relatam que cerca de
70% dos Staphylococcus aureus isolados de infec¢cbes nosocomiais em hospitais

brasileiros séo MRSA e sua importancia se da pelo fato de apresentar resisténcia a
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todos os antibidticos beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos) e,

frequentemente, a diversas outras classes de antimicrobianos.

A enterotoxina produzida pela bactéria é apontada por Tortora et al. (2005)
como uma das causas mais comuns de intoxicagdo alimentar. Cunha Neto et al.
(2002) indicaram que o S. aureus é responsavel por aproximadamente 45% das
toxinfeccdes no mundo e trabalhos apontam os manipuladores de alimentos como 0s
maiores responsaveis pela sua transmissdo. Assim, havendo no alimento condigdes
favoraveis a multiplicagdo, em poucas horas certas linhagens produzem uma toxina
termoestavel que é responsavel pelo quadro clinico (RADDI et al., 1988). A toxina
forma-se durante a multiplicacdo bacteriana (acima de 10° UFC/mL) no alimento,
antes que este seja ingerido. Os sintomas geralmente aparecem entre 4 e 6 horas apos

ingestdo do alimento contaminado.

Os S. aureus sdo rapidamente destruidos pelo calor, mediante a pasteurizagdo
ou coccdo. A toxina é termoestavel podendo permanecer no alimento mesmo apds o
cozimento, favorecendo a ocorréncia de intoxicacdo (STAMFORD et al., 2006).
Porém, de acordo com Lemos (1999), ela é mais resistente ao calor, mas pode ser

destruida se em ebuli¢do por 30 minutos.

Sé et al. (2004) destaca S. aureus como um importante agente causador de
mastite. E segundo Ferreira et al. (2006), € reconhecido como o patdgeno mais
frequentemente isolado em casos de mastite subclinica e esta relacionado aos
microrganismos mais contagiosos. E capaz de causar infeccdes de longa duracio,
com tendéncias a se tornarem cronicas, com baixa taxa de cura e grande perda na
producdo de leite (ZAFALON et al., 2007).

Amostras de S. aureus enterotoxigénicos tém sido isoladas de leite
pasteurizado, iogurte caseiro, leite em po, achocolatados e sorvetes, bem como de
outros subprodutos lacteos. A fonte de contaminacdo pode ser tanto o leite oriundo
de vacas com mastite como os manipuladores envolvidos na ordenha (SA et al.,
2004). Este fato relaciona a ocorréncia de mastite no gado leiteiro com o potencial
risco de transmissdo do patdgeno para o homem, apontando-0 como representante de

um grave problema de saude publica.
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A disseminagdo do agente durante a ordenha pode estar relacionada ao
material de limpeza do Ubere, as médos do ordenhador e/ou a pele do teto. Porém, o
mesmo nao se desenvolve bem na pele do teto saudavel, mas pode colonizar

rapidamente o canal, se houver lesdes e rachaduras, proximas ao esfincter do teto.

2.4 Sobre a Achyrocline satureioides (“macela”)

Integrante da familia Asteraceae, que conforme Hattori (2008) é a maior
familia de angiospermas, que compreende 25.000 espécies pertencentes a 1.600
géneros dispostos em 17 tribos e trés subfamilias e e representada no Brasil, por
aproximadamente 196 géneros e cerca de 1.900 espécies, estd Achyrocline

satureioides (Lam) D.C..

Descrita por Lorenzi e Matos (2002) como herbacea perene, ereta ou de
ramos decumbentes, muito ramificada, de 60-120 cm de altura. Possui folhas
simples, inflorescéncias axilares e terminais, com capitulos amarelados. Multiplica-

se exclusivamente por sementes.

E uma espécie nativa da regido sudeste tropical temperada, da América do
Sul, mais comumente Brasil, Argentina e Uruguai. Cresce espontaneamente em
pastagens e beiras de estradas, campos sujos e limpos e em cerrado ralo. De acordo
com Loeuille (2011) - dados disponiveis na versdo online da Lista de Espécies da
Flora do Brasil - os dominios fitogeograficos da A. satureioides sdo Cerrado, Mata
Atlantica e Pampa e sua distribuicdo geografica no Brasil consiste em: Nordeste
(Bahia), Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul).
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Figura 1. Distribuicdo geografica de A.
satureioides no Brasil. Fonte:
http://floradobrasil.jbrj.qgov.br/2011/FB108826).

Foi encaminhado e aprovado em assembleia, o Projeto de lei N° 224/2001,
que instituiu a “Macela” (A. satureoides) como planta medicinal simbolo do RS,
sendo considerada a planta mais utilizada na medicina popular do estado (CONY,
Férum pela Vida, 2005).

A Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. (Asteraceae), é popularmente
conhecida como macela-do-campo, macelinha, macela-amarela, camomila-nacional,
carrapichinho-de-agulha, marcela, losna-do-mato, macela-do-sertdo, chéa-de-lagoa,
conforme a regido onde é encontrada, e na lingua tupi-guarani é chamada de

eloyatei-caia.

Na medicina caseira, o chd de suas flores, folhas ramos secos é usado
tratamento de problemas gastricos, epilepsia e colicas de origem nervosa. Também é
empregado como antiinflamatoério, antiespasmodico e analgésico para diarréia e
disenteria, como sedativa e emenagoga (LORENZI & MATOS, 2002). As
inflorescéncias secas séo usadas para o preenchimento de travesseiros, para casos de

problemas respiratorios e enxaquecas.
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Mota (2008) comenta, citando Castro e Chemale, que a colheita pode ser
realizada a partir do segundo ano de desenvolvimento da planta, no inicio do outono
(marco/abril) quando os capitulos florais estdo maduros. No RS, tem-se por tradicédo

fazer a colheita da Macela na sexta feira Santa, antes do sol nascer.

De acordo com Ikuta e Barros (1996), a A. satureioides faz parte do universo
de espécies medicinais de intenso uso popular no RS. E, apesar de ter sido
caracterizada quanto aos aspectos botanicos, quimicos, farmacoldgicos,
toxicologicos e de controle de qualidade na forma plastica (pomada), sua
disponibilidade como matéria prima para fitoterapia € baixa, em razdo da forma
totalmente extrativa a qual vem sendo explorada. Tanto para a macela como para
com outras espécies nativas, existe a preocupagdo com o extrativismo indevido, que
pode levar a extingdo das espécies. Por esse motivo, ha a necessidade de

desenvolvimentos técnicos que sejam aliados a manutencédo da vegetacdo nativa.

As autoras preconizam ainda, que para esta questdo, o estudo de formas de
propagacdo deve ser uma das etapas iniciais para o estabelecimento de cultivos
racionais. E, em conformidade com o tema, Vendruscolo (2004) aponta a correta
domesticacdo e cultivo/manejo das populacGes naturais, como opg¢des para a
obtencdo de matéria prima. A qual servird ndo s6 como fonte de recursos
terapéuticos, mas também, como recurso econdmico (principalmente para

agricultores familiares).

Do ponto de vista quimico, a A. satureioides € a espécie mais estudada dentre
as denominagbes populares de macela. Dentre seus componentes quimicos, foram
encontrados flavonoides, terpendides, carotendides, cumarinas e esterdides,
sesquiterpenos e monoterpenos, dibenzofurano (achyrofurano), componentes
derivados de fenilpirona, componentes derivados de tiofeno e acido cafeico,
clorogénico e isoclorogénico. Quanto as propriedades bioldgicas, foram verificadas
atividades anti-hiperglicémica em ratos, citotoxica contra carcinoma hepatico
humano in vitro, mutagénico e genotoxico in vitro em Salmonella e atividade

relaxante da musculatura lisa em porcos da Guiné (SILVA et al., 2007).
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Em 2007, o Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, completou 25 anos de pesquisa com a
A. satureioides. Nesta linha, a 0 grupo de pesquisa da Faculdade de Farmacia da
UFRGS, vem desenvolvendo inumeros trabalhos que envolvem aspectos

fitoquimicos, farmacolégicos, biotecnoldgicos e de tecnologia farmacéutica.

Dentre eles, Zampieron (2010) se refere em sua dissertacdo, a atividade anti-
inflamatoria do extrato aquoso da A. satureioides, motivo pelo qual € mais utilizada
na medicina tradicional. Também a sua atividade como sedativa, antioxidante in
vitro, e justificando o uso popular para disfungdes gastrointestinais demonstrou
atividade hepatoprotetora e antiespasmddica. O estudo toxicoldgico do extrato
aquoso néo revelou consequéncias toxicas, sendo considerado amplamente seguro
em se tratando do infuso a 2%. E, conforme citado por Oliveira et al. (2001), foram
comprovadas farmacologicamente também, as atividades antimicrobiana,

tripanossomicida e inseticida e a atividade antiviral.

2.5 Sobre o decocto

Segundo a Farmacopéia (1959), decoctos sdo preparacdes resultantes do
esgotamento da droga por decoccdo com agua potavel, durante determinado tempo.
Salvo indicagBes especifica, os decoctos devem ser preparados pelo seguinte
processo: 50 gramas da droga vegetal em pd grosso e &gua potavel na quantidade
suficiente para 1000 cm®. O preparo é feito introduzindo a droga em um vasilhame
apropriado com tampa e adicionando-Ihe cerca de 1000 cm® de 4gua potavel. Tampa-
se 0 vasilhame e leva-se a ebulicdo durante 15 minutos. Deixa-se esfriar a cerca de
40°C, coa-se por expressao, filtra-se o liquido e passa-se agua potavel fervente sobre

o residuo do filtro até obter um litro de decocto.

Avancini (1995) cita Godward e Vieira quando se refere ao recipiente em que
sera feita a cocgdo, mesmo na manipulacdo popular. Esses autores chamam a atencéo
para que nao sejam utilizados recipientes de aluminio, mas sim vasilhas de
porcelana, esmaltadas, de barro ou vidro, para que ndo haja modificacdo no produto
final.
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Falkemberg et al. (1999, apud AVANCINI, 2002) indicam que a decoccéo
possui emprego restrito, pois substancias ativas podem ser alteradas por um
aquecimento prolongado. Entretanto, o decocto foi a forma de extracdo escolhida
pelo grupo de pesquisa por ser considerada uma solucdo estéril (apds os 15 minutos
de fervura), por seu preparo ser rapido, simples e de baixo custo, sendo assim,
considerada acessivel a diferentes classes da populagéo.

2.6 Sobre o grupo de pesquisa

O grupo de pesquisa do Laboratério de Medicina Veterinéria Preventiva —
FAVET/UFRGS - tem desenvolvido projetos de pesquisa que propde baseado em
etnografia aplicada e a partir da triagem da atividade antimicrobiana desinfetante de
plantas medicinais nativas no sul do Brasil, a viabilizacdo dessas extracdes para uso
como desinfetante ou antisséptico em complementariedade aos produtos sintéticos
convencionais, de forma cientificamente assegurada, ecologicamente sustentavel,

econdmica e socialmente viavel.

Achyrocline satureioides comecou a ser estudada pelo grupo em 2002.
Fazendo parte de uma tese de doutorado na qual através de dados etnograficos, foram
selecionadas 37 plantas nativas do sul do Brasil para serem experimentadas quanto a

possivel atividade antimicrobiana.

Com os resultados obtidos na tese de Avancini (2002), demonstrando a
atividade antimicrobiana da macela, e por ja vir sendo estudada quanto aos seus
aspectos quimicos, farmacoldgicos e toxicologicos, € que se escolheu dar

continuidade as pesquisas.

Fernandez et al. (2003) avaliou o decocto de diferentes amostras de A.
satureioides (silvestres e cultivada) frente a cepas de referencias de Staphylococcus
aureus, Salonella cholera-suis, Rhodococcus equi, S. epidemidis, E. faecalis e E.

faecium, obtendo resultados de inibicdo e inativacdo destas bactérias.

Silva et al. (2004) e Gravino et al. (2005), realizaram testes semelhantes, que

tinham como objetivo verificar a reprodutibilidade da atividade antibacteriana do
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decocto de macela, porém com amostras colhidas nos respectivos anos e em outras

regides.

A dissertacdo de Sperotto (2010) verificou a presenca de um marcador
fitoquimico, a quercitina, no decocto de A. satureioides e avaliou a atividade
antibacteriana deste sobre isolados em situacfes-problema sanitarios em salde e
producdo animal (isolados em leite de vacas com mastite) sob os tempos de contato

uma e 24 horas e em trés proporcdes planta : volume ( 2,5; 5e 7,5 gramas : 100 mL).

Em 2010, iniciou-se nova bateria de testes com o decocto da macela,
desenvolvidos com metodologia diferenciada dos anteriores. Foi realizado teste
piloto, definido por Avancini (2011) como aquele realizado preliminarmente ao
desenvolvimento de escala de maior abrangéncia da pesquisa, € que cumpre 0
propdsito de verificar se o protocolo de execucao esta corretamente delineado, se o
método, os materiais e os utensilios utilizados sdo adequados para gerar dados de
acordo com o0s objetivos da investigacdo cientifica pretendida, tendo como
finalidade, confirmar ou corrigir o uso de produtos, processos, procedimentos ou de
interpretacdo dos resultados. O resultando deste estudo foi apresentado atraves do

trabalho de concluséo de curso de Noll (2011).

Como resultados parciais de uma tese ainda em andamento, Both (2011)
apresentou, em congresso nacional, resultados positivos quanto a atividade
antimicrobiana do decocto de A. satureioides frente a S. aureus cepa de referencia e
isolado meticilina resistentes (MRSA),

O presente trabalho contou com o apoio e experiéncia adquiridas por todos 0s
trabalhos desenvolvidos pelo grupo até entdo, sendo, portanto, uma continuidade dos

mesmaos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais utilizados
3.1.1 O microrganismo

Para a realizagdo dos testes foi utilizado cepa de referéncia American Type
Culture Colletion (ATCC), Staphylococcus aureus ATCC 25923, a qual faz parte da
bacterioteca do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (Laboratorio de
Saude Publica e Zoonoses), da Faculdade de Medicina Veterinaria da UFRGS. A
amostra foi reativada em caldo de infusdo cérebro e coragdo (BHI — Brain Heart
Infusion) e ap6s 24 horas de crescimento em temperatura controlada 37°C, semeada

em placa Baird-Parker e incubada a 37°C por 24 horas.

3.1.2 Amostra Vegetal

As amostras de Achyrocline satureioides “macela” provem do Sitio
Apiquarius, localizado na cidade de Gramado/RS, onde se produz plantas medicinais
dentro dos preceitos agroecologicos. O grupo de pesquisa adquiriu as amostras
gradativamente, conforme o uso, durante 2010 e 2011, na Feira Agroecoldgica de
Porto Alegre (que acontece aos sabados no Parque Farroupilha), em embalagens

contendo 10 gramas de inflorescéncias da planta seca (droga vegetal).

Uma amostra foi identificada, cadastrada e incorporada ao Herbario da
UFRGS: Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. - ICN n° 164964.

3.1.3 Preparacdo dos meios de cultura

Os meios de cultura — caldo BHI para obtencdo do inoculo inicial; Agua
peptonada 0,1% para as diluicBes seriadas; e Agar Nutriente, em placas de Petry,
para quantificagdo bacteriana — foram preparados conforme indicacgdo do fabricante e

autoclavados a 121°C por 15 minutos.

Para obter resultados sobre a acdo antibacteriana desta extracdo vegetal,
utilizou-se um meio neutralizante, cuja fungdo é inativar os residuos da substancia
desinfetante, apds contato com o inoculo ou cultura teste. Este procedimento evita

que se confunda uma acdo bacteriostatica da extracdo vegetal (que continuaria
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agindo) com uma acdo bactericida. Para obtencdo do meio neutralizante, foi
preparado caldo BHI (conforme indicacdo do fabricante) e adicionado a ele Twin 80
(30 g/L), Lecitina de Soja (3 g/L) e Histidina (1 g/L), homogeneizado e autoclavado
a 121°C por 15 minutos.

3.2 Preparacéo do inoculo e suas diluigfes

Para preparacdo do inoculo, foram retiradas 5 col6nias caracteristicas de S.
aureus ATCC 25.923 de placa Baird-Parker, as quais foram inoculadas em tubo
contendo 5 mL de caldo BHI e incubadas em estufa 37°C por 24 horas. A esta
suspensdo chamou-se de cultura teste (CT). Apés crescimento, foi realizada a
diluicdo seriada da CT, transferindo 1mL desta para tubo contendo 9 mL de agua
peptonada estéril (CT-1), e assim sucessivamente até CT-7. Feitas as diluicdes,
retirou-se 0,1mL de cada tubo, que foram replicados em placas agar nutriente para
verificacdo da densidade populacional inicial da CT, resultando em uma suspensao

aproximadamente de 3 x 10® UFC/mL.
3.3 Preparacéo do decocto

O decocto foi preparado conforme técnica descrita na Farmacopéia Brasileira
(1959), com modificacdes (Avancini, 2002).

A obtencdo do decocto procedeu-se em Erlenmayer (1000mL) tampado com
placa de vidro, ambos estéreis, contendo 5 gramas de inflorescéncias de A.
satureioides e 100 mL de &gua destilada estéril (determinando uma proporcdo de 5 g
: 100 mL). A coccdo realizou-se em fogo brando (com bico de Bunsen e manta de
amianto) durante 15 minutos, contados a partir do inicio da fervura. Apos
resfriamento em temperatura ambiente, o decocto foi filtrado (para realizacdo do
processo utilizou-se funil e bastdo de vidro e filtro de papel estéreis) e transferido
para proveta estéril, verificando-se assim o volume recuperado do mesmo. Entre 0s
testes, o volume recuperado variou entre 55 e 65 ml. Para padronizagédo do
experimento e reposicdo das perdas ocorridas por evaporacao , acrescentou-se agua

destilada estéril reconstituindo o volume inicial de 100mL.
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Em todos os testes, o decocto foi preparado no mesmo turno em que foi
realizada a diluicdo da Cultura Teste e a linha de testes de avaliacdo da atividade

antibacteriana da A. satureioides.

" K ; = ﬁ

Figura 2. Preparacéo do decocto. Figura 3. Decocto apds filtragao.

Foram feitos trés controles do decocto, o primeiro apds coc¢do, o0 segundo

apos filtracdo e o terceiro apds reposicdo do volume inicial e manipulacéo,

replicando 0,1mL em placa de Petry com &gar nutriente e incubando as trés placas a

37°C por 24 horas.

Figura 4. Controles do decocto (C1, C2 e C3) sem crescimento.



3.4 Método usado para avaliagcdo da atividade antimicrobiana do decocto de
Achyrocline satureioides

Para avaliacdo da atividade antibacteriana da A. satureioides, foi feito o
confronto entre o decocto da planta e a cepa padrdo de S. aureus, através do método
de diluicdo pelo Teste de Suspensdo Quantitativo para Avaliar Atividade Bactericida
de Desinfetantes e Antissépticos Quimicos, conforme o protocolo do Comité
Europeu de Padronizacdo (CEN) numero EN 1040 : 2005.

Terminado o processo de preparo e feito os controles do decocto, partiu-se
para a etapa do confronto, a qual consistia em aliquotar em 3 tubos estéreis, que
continham previamente 1 mL de agua destilada estéril cada, 8mL de decocto e 1mL
do inoculo inicial no primeiro tubo e de suas duas primeiras diluicdes nos tubos
seguintes (CT, CT - 1 e CT - 2), as quais continham 10® , 10" e 10° UFC/mL
respectivamente. Por isso, o tubo no qual foi aliquotado 1mL da CT, continha 10’
UFC/mL, o tubo oriundo da CT - 1 continha 10° UFC/mL e o da CT - 2 continha 10°
UFC/mL, por terem sido diluidos 1 vez, ou seja, a atividade do decocto foi testada
frente a densidades populacionais inicias de S.aureus ATCC 25.923 de 107, 10° e 10°
UFC/mL.

Figura 5. Tubos Confronto (ImL de &gua
destilada estéril, 8mL de decocto e 1mL de
suspensdo com microrganismo — CT, CT-1e CT-
2) contendo  respectivamente  densidades
populacionais de 10°, 10° e 10° UFC/mL.
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Primeiramente, foram feitos os tempos de contato de 1, 8 e 24 horas. A partir
dos resultados obtidos, optou-se por fazer primeiramente 20, 21, 22, 23 horas e
posteriormente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 horas de contato.

As etapas seguintes consistiam em possibilitar a quantificacdo do potencial

antibacteriano do decocto.

A primeira etapa era “parar” a acdo da extracdo vegetal sobre o
microrganismo, no exato tempo de contato que estava sendo testado. Para isto,
aliquotou-se 1mL da suspensdo 10’ UFC/mL em um tubo com neutralizador (8mL de
caldo BHI com neutralizador, 1mL de agua destilada estéril), este novo tubo foi
homogeneizado e transcorridos cinco minutos (tempo necessario para ocorrer a
neutralizacdo) foi novamente homogeneizado. A segunda etapa foi a continuagdo da
mesma linha de dilui¢do, na qual foi transferido 1mL da suspenséo neutralizada para
3 tubos contendo 9mL de agua peptonada estéril, dos quais, ap6s homogeneizacao,
retirou-se 0,1mL para replicar em placas de agar nutriente e incubar em estufa 37°C
por 24 horas, possibilitando a quantificagdo da atividade do decocto. Procedeu-se a
contagem das placas que continham até 300 UFC.

Da mesma forma, foram feitas as linhas diluicdes para as suspensées 10° e
10° UFC/mL.

No inicio do teste, no tubo em que era confrontado decocto e CT, tinha-se
uma concentragdo de 1:1, no tubo em que ocorria a neutralizacdo 1:10 e nos 3 tubos
de diluicbes com &gua peptonada, concentracBes de 1:100, 1:1000 e 1:10.000,

respectivamente.

Foram realizadas trés repeticdes dos experimentos.
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Figura 6. Tempo de contato de 15 horas com a
linha de diluicdo de 10° UFC/mL (sendo o
primeiro, o tubo neutralizante e os trés seguintes
a diluicdo com agua peptonada).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos por Sperotto (2010) e outros trabalhos
realizados pelo grupo, foi feito delineamento de pesquisa para escolha dos tempos de
contato em que ocorreria o confronto entre o decocto da Achyrocline satureioides e a

cepa de referencia Staphylococcus aureus ATCC 25.923.

Na tabela 1, pode ser observado os resultados do confronto do decocto de
Achyrocline satureioides, na proporc¢do 5g : 100mL, em diferentes tempos de contato

frente ao microrganismo Stapylococcus aureus ATCC 25.923.
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Tabela 1 Reducdo de densidades populacionais de S. aureus ATCC 25923, submetido a

diferentes tempos de contato com o decocto de A. satureioides D.C. (Asteraceae).

Tempos de contato Densidade populacional inicial do indculo
(horas) 10" UFC/mL 10° UFC/mL 10° UFC/mL
12 3,0 x 10° 2,8 x 10° 1x10°
13 2,7 x 10° 3,8x10° 2 x 10
14 3,9 x 10° 1,5 x 10° 2 x 10°
15 1,2 x 10° 2,5x10° 4x10°
16 1,0 x 10° 2,0 x 10° 2 x 10°
17 7,3x 10° 1,7 x 10° 5 x10?
18 3,0 x10° 4,0 x 10° <1,0
19 2,1x10° 1,0 x 10° <10
20 7,3x 10° 3,0 x 10° <10
21 1,9 x 10° 5,0 x 10° <1,0
22 1,8 x 10° 5,0 x 10° <10
23 1,8 x 10° 6,0 x 10° <10
24 <1,0 <10 <10

Os resultados demonstram que nas trés densidades populacionais iniciais do
inoculo e em todos os tempos de contato, houve reducdo das densidades

populacionais, indicando atividade antimicrobiana do decocto da macela.

Sendo a densidade populacional inicial do inoculo 10’ UFC/mL, observa-se a
reducdo de apenas um logaritmo entre 12 e 23 horas de contato, ocorrendo,
entretanto uma subita inativagdo da mesma em 24 horas de contato com o decocto.
Com a densidade populacional de 10° UFC/mL, percebe-se a reducdo de trés
logaritmos entre 12 e 18 horas e reducgéo de quatro logaritmos entre 18 e 23 horas de
contato, ocorrendo inativacdo também em 24 horas. Para a densidade inicial 10°
UFC/mL, observa-se a reducao de dois logaritmos em 12 horas e de trés logaritmos



entre 13 e 17 horas, ocorrendo inativagdo do microrganismo a partir de 18 horas de
contato.

Em concordancia com FERNANDEZ et al. (2003), AVANCINI et al. (2006),
TRESOLDI et al. (2006), AVANCINI e WIEST (2008) e SPEROTTO (2010),
verificou-se que o decocto de A. satureioides, foi capaz de inativar a cepa de S.
aureus ATCC 25.923 em 24 horas de contato.

Os resultados demonstram também, que o potencial antimicrobiano do
decocto de A. satureioides varia conforme a densidade populacional inicial do
inoculo e o tempo em que fica em contato com o microrganismo. Neste sentido,
Avancini e Wiest (2008) constataram a validade de confrontar a planta Hypericum
caprifoliatum (escadinha) frente a diferentes densidades populacionais do inoculo,
simulando assim, diversas situacdes problema em producdo e saude animal. Os
resultados apresentados pelos autores comprovam que se o confronto ocorresse com
uma Gnica densidade populacional (3 x 10® UFC/mL), o resultado seria a ndo
atividade do decocto e este ndo teria apresentado potencialidade de uso em ambientes

menos contaminados.

A concentracdo planta : volume utilizada (5 g: 100mL), foi escolhida de
acordo com a Farmacopeia (1959) e baseada nos resultados obtidos por Sperotto
(2010), o qual ndo encontrou diferenga significativa na atividade antimicrobiana do
decocto de A. satureioides em trés concentragdes distintas (5 g; 6,59 e 7 g :100 mL).

A escolha dos tempos de contato que o decocto deveria permanecer em
contato com o inoculo teve como referencia os resultados obtidos por Sperotto
(2010) e por Both (2011). O primeiro autor confrontou o decocto da macela frente a
mesma cepa de referencia, porém com densidade populacional inicial de 10°
UFC/mL, ndo encontrando reducdo desta em 1 hora de contato, porém em 24 horas
obteve inativacdo da amostra. Both (2011) verificou que em oito horas de contato
com o decocto da planta, a cepa referencia S. aureus ATCC 6538, nas densidades
populacionais iniciais do inoculo 10’ e 10° UFC/mL, tiveram reducdo de trés

logaritmos, sendo que, no mesmo tempo de contato, 10° UFC/mL a cepa de



referencia ja estava inativada e na leitura das 24 horas, as trés densidades

populacionais dos inoculos estavam inativadas.

Os resultados obtidos apontaram para a necessidade de se determinar em que
momento entre oito e 24 horas ocorre a inativagdo do inoculo nas trés densidades
populacionais testadas. Porém, para isto a pesquisa deve ser continuada verificando a

atividade do decocto entre oito e 12 horas de contato com o microrganismo.
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5 CONCLUSOES

Os resultados confirmam a capacidade antibacteriana do decocto de A.
satureioides sobre a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923, confirmando com
iss0, que 0 conhecimento tradicional é um importante instrumento na prospec¢édo de

plantas medicinais com atividade antimicrobiana potencial.

Evidenciam também, que quanto menor a densidade populacional e quanto
maior o tempo de contato do decocto sobre o inoculo, maior a capacidade de reducao

das unidades formadoras de colbnia viaveis.

No entanto, é necessaria a continuidade das pesquisas, principalmente no
campo de andlises quantitativas, a fim de viabilizar o uso desta extracdo vegetal

como antimicrobiano de superficie e ambiente.
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6 SUGESTOES

Ao finalizar esta monografia, sugere-se ainda que o decocto de Achyrocline
satureioides seja submetido a mais testes para melhor entender as informacdes
baseadas em pesquisas etnograficas sobre seu uso como antimicrobiano
desinfetante/antisséptico. Principalmente no que se refere ao seu espectro de acao,
testa-lo em outros tempos de contato tanto frente ao microrganismo Staphylococcus
aureus ATCC 25.923 (entre 1 e 12 horas) quanto frente a outros microrganismos
presentes em situacGes problema de saude e producdo animal, na presenca ou ndo de
matéria organica, ou ainda investigando o tempo pelo qual o decocto da planta
permanece como residuo (sua capacidade residual) em diferentes superficies e

tecidos vivos.
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