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RESUMO

O desenvolvimento de antimicrobianos foi um grande marco para a medicina,
entretanto o uso indiscriminado destes resultou em um aumento da resisténcia
bacteriana. As industrias farmacéuticas tém apresentado dificuldades no
desenvolvimento de novos produtos, assim, vem aumentando o uso de produtos
alternativos, como plantas medicinais, para tratamento de infec¢des. Entre elas,
podemos elencar a Arnica montana e a Cymbopogon citratus, com atividade
antimicrobiana descrita na literatura. Neste trabalho, foram testadas as atividades in
vitro de extratos glicolicos e Oleos essenciais destas duas plantas contra
Staphylococccus spp., micro-organismos que estdo presentes na microbiota normal
da pele e mucosas, mas também conhecidos por causar infec¢cdes oportunistas. Os
isolados foram recuperados de um laborat6rio multicéntrico, tendo sido testadas 14
cepas, onde muitas apresentaram certa sensibilidade aos extratos glicélicos e 6leos
essenciais. Foi realizada a técnica de difusdo em agar. Sendo assim, € sugerido que
esses extratos possam ser utilizados como medicamentos alternativos ou
coadjuvantes para tratamento de doengas causadas por Staphylococcus spp.
Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, Staphylococcus sp., 6leos essenciais,

extratos glicolicos



ABSTRACT

The development of antimicrobians it was a big step for medicine, however
there was a indiscriminate use of this, what resuled this currently increase of bacterial
resisteance. The pharmaceutical industries has had difficulties in developing new
drugs, so it has been having a increase in the use of alternative produts, as the use
of plants, for the treatment of diseases. Among then, we can list the Arnica montana
and Cymbopogon citratus, wich has antimicrobial activity described in the literature.
In this research, we tested the in vitro activity of glycolic extracts and essencial oils
from this two plants against Staphylococccus sp., microroganism that are presente at
the normal skin and mucosa microbiota, but also known to cause opportunistic
infections. The isolates were recovered from a multicenter laboratory, 14 strains have
been tested, with many showing sensitivity to glycolic extracts and essencials oils. An
agar diffusion technique was performed. Therefore it is suggested that these extracts
can be used as an alternative drugs or supporting for the treatment of diseases
caused by Staphylococcus sp.

Keywords: Bacterial resistance, Staphylococcus sp., essencials oils, glycolic extracts.
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1 INTRODUCAO

Por muito tempo, na era pré-antimicrobiana, ndo existia opgao terapéutica
para as doengas bacterianas. Apds a descoberta da penicilina por Fleming, ocorreu
uma grande disseminacgéo desta e assim seu uso inapropriado, com iSSO comegou a
selecdo das cepas resistentes a este antibiético (LIMA et al., 2017).

Hoje, a resisténcia microbiana por bactérias patogénicas comuns vem
crescendo e a Organizagdo Mundial da Saude ja declarou que esta € uma das trés
mais importantes ameacas publicas & saude do século 21, j4 que as infec¢Bes
causadas por bactérias resistentes a multiplas drogas estdo sendo associadas a
altas taxas de mortalidade (MUNITA., ARIAS, 2016). Além disso, as industrias
farmacéuticas estdo apresentando dificuldades em desenvolver novas drogas com
novos mecanismos de agdo, com iSso a procura por novas fontes de antimicrobianos
vem crescendo e as fontes naturais tem ganhado espaco, pois além de serem
atrativas para o consumidor, também possuem seus beneficios para a saude e
tendem a ter um baixo impacto ambiental (DUARTE, 2006; CHANG et al., 2015;
SILVA et al., 2018).

O uso de plantas para fins medicinais vem sendo empregado ha muito tempo
pela humanidade, se tornando um dos contribuidores para os cuidados bésicos a
salude. Muitas destas plantas sdo utilizadas em forma de extrato bruto para o
tratamento de infeccbes comuns, contudo grande parte ndo possui acao
comprovada (PESSINA et al., 2003). Seus compostos podem atuar de diversas
maneiras, podendo regular o metabolismo intermediério, ativando ou bloqueando
reacbes enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimética seja a nivel
nuclear ou ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas, assim
podendo ser utilizados como antimicrobianos (GONCALVES., FILHO., MENEZES,
2005).

O Brasil usufrui de uma variedade de plantas que sdo empregadas na
medicina natural como tratamento de diversas doengas tropicais, como por exemplo
as plantas medicinais do cerrado brasileiro utilizadas para tratamento de parasitas
como de maléria e esquistossomose, infec¢Bes fungicas e bacterianas (ALVES et
al., 2000; DUARTE, 2006). Dentre as plantas medicinais que sao largamente
utilizadas, podemos citar a Cymbopogon citratus, popularmente conhecida como

erva-cidreira ou capim limdo, uma vez que o cha de suas folhas é muito utilizado na
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medicina popular em varios continentes. Na India, por exemplo, este é usado para
problemas gastrointestinais, na China é usado como ansiolitico e na Peninsula do
Malaui € utilizado contra diversas doencas, desde gripe, pneumonia até problemas
géastricos, tendo descricbes de outras diversas acgbes farmacoldgicas, como:
antimicrobiano, analgésico, calmante, antifiingico, anti-inflamatério e antidiarreico
(DUARTE, 2006; NEGRELLE., GOMES, 2007; MEABED., ABOU-SREEA., ROBY,
2018). Segundo Ramirez et al. (2016), C. citratus apresentou boa inibicdo de
crescimento de diferentes tipos de bactérias in vitro, além de exibir uma boa
atividade contra Staphylococcus aureus. Outros estudos demonstraram que seu 6leo
apresentou atividade quando testado contra 42 tipos de micro-organismos, dentre
eles Escherichia coli, S. aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Neisseria gonorhoeae e
Clostridium perfrigens. (NEGRELLE., GOMES, 2007). Foi registrado que o 6leo de
C. citratus possui uma constituicdo quimica variante de acordo com a sua regiao
geogréfica, entretanto este possui normalmente em sua composi¢éo alcool, cetonas,
ésteres e principalmente aldeidos (NEGRELLE., GOMES, 2007).

Outra droga vegetal de grande importédncia e uso é a Arnica montana,
conhecida como arnica, planta originaria das montanhas da Sibéria e Europa
Central, pertencente a familia Asteraceae, sendo cultivada em diversos locais. Esta
vem se apresentando como uma alternativa de tratamento para diversas patologias,
como no tratamento de dores, concussfes, insuficiéncia cardiaca, possuindo
propriedades curativas, antimicrobianas, anti-inflamatérias, ja tendo demonstrado
acao bactericida contra Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium em testes
com animais (NEWALL., ANDERSON., PHILLIPSON, 1996; AMATO et al., 2007,
IANNITTI et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Contudo, de acordo com Koo et al.
(2000), esta ndo apresentou atividade contra S. aureus.

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos, que se
encontram isolados ou em arranjo na forma de cacho de uva e estéo presentes em
diversos locais, dentre eles a microbiota normal da pele e mucosas. Entretanto, esta
€ muito conhecida por causar infeccdes oportunistas como bacteremia,
endocardites, infecgbes de tecido mole, de pele, osteoarticular e pleuropulmonar.
Séo classificadas em dois grupos, aquelas que possuem a capacidade de sintetizar
a enzima coagulase e aquelas que ndo. Dentre os que possuem esta capacidade

esthd o S. aureus, que esta associado a infecgfes cutaneas crbnicas que podem
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progredir para infecgdes sistémicas, principalmente em imunocomprometidos.
Dentre os coagulase negativa, temos o S. epidermidis, causando infecgbes
principalmente em procedimentos invasivos como nos implantes de cateter. J4 0 S.
haemolyticus e S. hominis sGo comumente encontrados nos bragos e pernas dos
humanos, sendo frequentemente isolados em hemoculturas. S. saprophyticus,
conhecido também por sua resisténcia a antibidticos, possui como principal
reservatorio o trato gastrointestinal, sendo colonizador retal, vaginal e uretral, além
de ser um dos principais causadores de infec¢des do trato urinario. Os estafilococos
coagulase negativa (SCN) sédo bastante associados a mecanismos de resisténcia
bacteriana (SANTOS et al., 2007; PEREIRA., CUNHA, 2014; LUCENA et al., 2015;
TONG et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

A resisténcia bacteriana vem trazendo um grande custo para a saude publica,
seja pelo maior periodo de internacdo ou pelo uso maci¢co de antimicrobianos de
Gltima geracdo (LIMA et al., 2017). Além disso, altas taxas de mortalidade vém
associadas a estas infec¢des. Bactérias de ambientes hospitalares e comunitérios ja
apresentam diversos mecanismos de resisténcia, e continuamente tém sido
descritas mais cepas resistentes a diversos antibidticos (LOUREIRO et al., 2016).

Frente a essa problemética, a Organiza¢do Mundial da Salde tem incentivado
estudos de atividade antimicrobiana de plantas medicinais, para avaliar a
possibilidade de seu uso como antibiético, e também conhecer seus riscos. Porém,
ainda ndo existem muitas evidéncias sobre sua eficacia antimicrobiana, sendo
necessarios mais estudos (LOGUERCIO et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é avaliar, por meio de testes de inibicdo
bacteriana, a possivel atividade antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais de
arnica e erva cidreira contra Staphylococcus spp. coletados de um laboratério

multicéntrico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SELECAO DAS CEPAS

Os isolados utilizados foram recuperados da rotina do Laboratério de Analises
Clinicas da Fundacdo Veritas. As cepas selecionadas nesse periodo foram
estocadas em microtubos contendo meio BHI e glicerol, na propor¢cdo 50:50, e
criopreservadas no Laboratério de Biologia. No momento de realizacdo dos
experimentos, estas foram reativadas em 4gar Manitol, para confirmacdo da pureza

da cultura.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O procedimento foi baseado na metodologia de Vasconcellos et al. (2014),
com modificagdes. A partir de colonias isoladas do crescimento bacteriano, foram
preparados os indculos seguindo a escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x 108 UFC/ml) em
solugéo salina. Em placas de Petri descartaveis, foi colocado 1 mL do in6culo de
bactérias. Sobre o inéculo bacteriano, foram dispensados cerca de 20 mL de &gar
Mueller Hinton, agitando-se as placas para que o inoculo e o &gar se fundissem,
esperando-se até o agar solidificar. Com o auxilio de um molde estéril com didmetro
de 8 mm, foram feitos pocos no agar, para a aplicacdo dos extratos e 6leos, obtidos
comercialmente. S&o utilizadas duas placas, uma para os extratos e outra para 0s
Oleos, e para cada placa séo feitos 3 pocgos, para os extratos glicélicos, oOleos
essenciais e controle negativo (propilenoglicol e dgua). S&o acrescentados 100 pL
de cada substancia em cada pogo. Feito isso, as placas foram incubadas 37 °C, por
24 horas, apo6s o periodo de incubacédo foram realizadas as medi¢Bes das halos de

inibic&o.

5 RESULTADOS
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Apés a incubacao das placas teste por 24 h a 37 °C, pbde-se observar
claramente a ocorréncia de uma zona de inibicdo ao redor dos pog¢os contendo 0s
extratos e 6leos essenciais, como pode ser observado na figura 1 e na figura 2.
Todas as cepas apresentaram certo grau de inibicdo, especialmente frente ao
extrato glicolico de arnica e o Oleo essencial de erva-cidreira, sendo negativo o
controle.

Todos os resultados de tamanho de halos de inibicdo dos extratos estdo
mostrados na tabela 1 e os resultados de tamanho de halo de inibicdo dos 6leos
essenciais estdo mostrados na tabela 2.

Contudo, as cepas testadas ndo apresentaram halo de inibicdo em relagdo ao

6leo essencial de arnica.

Figura 1- Placa do teste de poco
realizado com uma cepa
de Staphylococcus sp.,
mostrando inibigdo frente
aos extratos (EA: Extrato
glicolico de Arnica; EE:
Extrato glicolico de Erva

cidreira; P: propilenoglicol

+ agua;).

Fonte: elaborado pela autora
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Figura 2- Placa do teste de pocgo
realizado com uma cepa
de Staphylococcus sp.,
mostrando inibicdo frente
aos Oleos (AO: dleo
essencial de Arnica; OE:

6leo essencial de Erva-

cidreira).

Fonte: elaborado pela autora

Tabela 1- Resultado da inibicAo microbiana pelos extratos testados e controle,
avaliada pelo tamanho do halo em mm

Cepas Extrato glicélico de Extrato glicélico de




Arnica (mm) Erva-cidreira (mm)

11 20 17

13 12 11

22 19 0

Fonte: elaborada pela autora

Tabela 2- Resultado da inibicao microbiana pelos 6leos testados e controle, avaliada
pelo tamanho do halo em mm

Cepas Oleo essencial de Oleo essencial de Erva-
Arnica (mm) cidreira (mm)
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9 0 25
10 0 29
11 0 27
12 0 30
13 0 25
14 0 25
15 0 27
16 0 0
17 0 35
18 15 0
19 0 20
21 0 27
22 0 20

Fonte: elaborada pela autora

6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram coletadas 15 cepas oriundas de um laboratorio
multicéntrico, e 14 delas cresceram apés a incubacdo. Destas, todas apresentaram
um certo grau de inibicAo em relagdo ao extrato glicolico de arnica, seguido do
extrato glicolico de erva-cidreira e seu 0leo essencial, onde a grande maioria das
cepas testadas apresentacdo uma inibicdo, contudo ndo é possivel fazer
comparagdo de tamanho de halos por falta de padronizagdo de estudos com

produtos naturais.
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Cymbopogon citratus € uma planta mundialmente utilizada na medicina
popular, tendo seu uso descrito para problemas gastrointestinais, como ansiolitico,
contra febre e gripe, dentre outras utilizagcbes (NEGRELLE., GOMES, 2007). Esta
vem apresentando grande capacidade de inibigcdo de diversos micro-organismos. De
acordo com lzah., Aseibai (2018), seu extrato metandlico apresentou capacidade de
inibir Bacillus subtilis, E. coli e S. aureus. Em estudo de Oliveira et al. (2019), seu
6leo essencial teve efeito inibitério em todas as 107 cepas de Staphylococcus sp.
isoladas de bebes recém-nascidos, sendo 25 destas S. aureus e 82 S. ndo-aureus.
Seu potencial antimicrobiano pode ser associado a presenca dos seus componentes
fitoquimicos bioativos. Conforme Ekpenyong et al. (2014) relatou, a erva-cidreira
possui taninos, saponinas, flavondides, fendis alcaldides, antraquinonas,
desoxissugares, dentre outros fitocomponentes.

Arnica montana apresenta como principais compostos ativos as lactonas
sesquiterpénicas, como a helenalina (AMATO et al., 2007). Estudos de Memon et al.
(2018) demonstraram que cepas de S. aureus possuem sensibilidade a esta.
Contudo, a atividade antimicrobiana de seus 6leos essenciais ainda é conflitante, ja
gue existem estudos que demonstraram efeito inibitério contra diversas bactérias, e
outros, assim como o presente estudo, obtiveram resultados contrarios (FILOCHE et
al.,2005; ORTEGA-RAMIREZ et al.,2017).

O efeito antimicrobiano das plantas pode ser influenciado por diversas
variaveis como estado de maturagéo, tipo de solvente usado na extracdo, protocolo
de tempo e temperatura de extragao, condigdes de cultivo, entre outras. O espectro
de sua atividade também pode variar, sendo que alguns grupos fitoquimicos tem
maior potencial inibitério contra Gram negativos, outros contra Gram positivos, e
outros até mesmo contra fungos (EKPENYONG et al., 2014; IZAH., ASEIBAI, 2018).
7 CONSIDERACOES FINAIS

Apo6s ponderacdo a respeito dos dados obtidos durante a pesquisa foi
possivel inferir que tanto os extratos glicdlicos quanto os 6leos essenciais tém
potencial antimicrobiano sobre Staphylococcus spp., a0 menos em relagéo as cepas
isoladas neste trabalho. A respeito da formula fitoterapica mais eficiente, podemos
destacar a extracdo com agua e propilenoglicol (extrato glicélico), ja que este
apresentou bons resultados para ambas as plantas testadas. Entretanto, podemos

salientar que o Oleo essencial de erva-cidreira também apresentou resultado, porém
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ndo tdo significativo quanto os resultados obtidos pelo extrato glicélico, que
apresentou inibigcéo de todas as cepas testadas.

Plantas medicinais e seus extratos podem surgir como uma alternativa ao uso
indiscriminado de antimicrobianos, ndo para a substituicio destes mas para
complementar terapias, como no caso de sinergismo com antibiéticos, por exemplo.
Mais testes sdo necessarios, tanto com outros extratos, quanto com outras
concentragdes dos extratos testados. Deve-se investigar qual a minima
concentragdo que inibe o crescimento das cepas, e posteriormente testar o limite de
toxicidade. Este estudo foi uma triagem para o0 apontamento das atividades
potenciais nas duas plantas, e servira como base para futuros estudos relacionados

a estas drogas vegetais tdo promissoras.
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