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Resumo: A resisténcia microbiana é um problema grave de saude publica, intensificado pelo consumo
excessivo de antibidticos, o que gera grande numero de mortalidade, maior dispéndio no tratamento e
dificulta o manejo clinico. Neste contexto, diante da necessidade de criagdo de novos farmacos e da
extensa biodiversidade brasileira, as plantas representam um importante recurso. No presente trabalho,
avaliou-se a toxicidade e a atividade antimicrobiana do extrato bruto alcodlico e das fragdes: hexanica,
clororférmica, metandlica e com acetato de etila, da erva Tridax procumbens Linn., pertencente a
familia Asteraceae. O ensaio de toxicidade realizado em Artemia salina, confirmou a atoxicidade da
droga vegetal, conforme predizia a literatura. O ensaio de Concentracdao Minima Inibitéria (CMI),
demonstrou que ao utilizar o extrato bruto alcéolico, o CMI foi de 1.000 pyg.mL'em relagdo
ao Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Ao passo que para Staphylococcus
epidermidis e Escherichia coli, o CMI detectado foi de 2.000 pg.mL". Os resultados obtidos para as
fragbes: hexanica, clororférmica, com acetato de etila e metandlica, indicam CMI de 2.000 ug.mL™" para
todos os microrganismos estudados. Nao realizou-se o teste de Concentragdo Minima Biocida. Isto
porque a CMI indicou baixa atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Planta medicinal. Microbiologia. Toxicidade.

Introducgao

O uso das plantas na medicina tradicional tem sido cada vez mais frequente,
em contribuicdo ao tratamento e ou prevencdo de algumas doengas. Isso tem
ocorrido tanto por sua eficacia, que ja foi observado em estudos cientificos como por
fazer parte da cultura de alguns povos (STEFANELLO et al., 2018).

A resisténcia bacteriana a antibi6ticos € um sério problema do ponto de vista
clinico e de saude publica. Ha evidéncias que o tratamento indiscriminado de

animais com antibidticos torne seus produtos e derivados, fonte para resisténcia aos
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antibioticos na espécie humana (MOTA et al., 1971).

De acordo com Rezende et al. (2005), a ocorréncia de resisténcia multipla e
cruzada, também denota a necessidade de adogao responsavel de antimicrobianos
em medicina veterinaria e humana.

Atualmente esta clara a necessidade do desenvolvimento de novos
antimicrobianos buscando resolver problemas com a resisténcia a antibioticos,
neste contexto, as plantas medicinais vém ganhando um lugar de destaque, e os
conhecimentos da medicina popular mostram-se uma ferramenta de busca
promissora (SANTOS et al., 2015).

A espécie T. procumbens é utilizada na medicina popular em varios campos
terapéuticos tais como antibacteriano utilizado alternado aos medicamentos
convencionais e prevencéo ao cancer (TADDEI & ROSAS-ROMERO, 2000).

O T. procumbens é utilizado na medicina popular nos tratamentos de diarreias,
secregdes brdonquicas, hepatoprotetor, antiviral, cicatrizante de feridas, queda de
cabelos além do uso como antisséptica e inseticida (CERQUEIRA et al., 2002). Alguns
povos utilizam as folhas de T. procumbens consignados com outras ervas, por via oral
para diabetes (PAREEK et al., 2009).

Estudos demostram que T. procumbens possuem substancias que conferem
atividades medicinais (CERQUEIRA et al., 2002; MALDHURE, 2016).

Desta forma, justificam-se os estudos com objetivo de aprofundar o
conhecimento das propriedades fitoterapicos de T. procumbens visando identificar
e avaliar as suas agbdes farmacoldgicas, ja que existem alegagdes de usos

medicinais dessa espécie pela populacio e poucos relatos na literatura.

Material e Métodos

1. Delineamento experimental
Foi do tipo experimental, com amostragem semi probalistica por

conglomerado.

2. Amostras laboratoriais

A parte aérea das amostras vegetais de T. procumbens foram coletadas no

realizacao
' . www.cepe.ueg.br (O timee ' 4



c‘ ) R 01 09 o N2 Desafios e Perspectivas da
: J LS UI,U£E€US  yniversidade Pablica
ML oo 8 para o Pés-Pandemia :

Central Parque Senador Onofre Quinan em Anapolis-GO. Os exames laboratoriais
foram realizados no Laboratdério de Microbiologia do Campus Anapolis de Ciéncias
Exatas e Tecnoldgicas (CCET) da Universidade Estadual de Goias (UEG).

3. Extratos vegetais

Amostras das plantas foram secas em estufa com circulacédo de ar a 40°C e
em seguida, trituradas em moinho de facas. O material pulverizado foi deixado em
maceracado em etanol 96% por trés dias, com trés repeti¢cdes, somando um total de
nove dias, para a extragao.

O extrato bruto concentrado foi obtido com a evaporacdo do solvente em um
rotoevaporador sob pressao reduzida, a temperatura de 40°C. Posteriormente, foi
realizado o fracionamento do extrato bruto etandlico das folhas em solventes de
polaridade crescente: hexano, diclorometano e acetato de etila, e posteriormente,
cada fragao foi submetida a processos de purificagdo por métodos cromatograficos

classicos.

4. Padronizagao do inéculo

A padronizagao do in6culo foi feita pelo método de suspensao direta das
colénias (CLSI, 2003), que consiste em fazer uma suspensédo direta em solugéo
salina, de colbdnias isoladas selecionadas de uma placa de agar Mueller Hinton apés
18-24 horas de incubacao a 35° C. A suspenséo foi ajustada para que sua turbidez
coincida com a da solucao padrao de McFarland 0,5, aproximadamente de 1 a 2x

108 UFC/mL, usando o Densichek plus (Densitdmetro).

5. Analises Microbiolbégicas
5.1 Teste de toxicidade com Artemia salina

O teste de toxicidade foi feito utilizando placa de Elisa, onde foram colocados
nos pogos Artemia salina, solugao salina e o composto diluido em seis concentracoes
diferentes, visando analisar a toxicidade dos extratos vegetais. Os compostos foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) e tween 80, nas concentragdes de 2000, 1000,
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500, 250, 125 e 62,5 ug.mL™".

5.2 Concentragao Minima Inibitéria (CMI)

Para determinacdo de CMI, foram utilizados placa de Elisa, compostos
diluidos nas concentragdes de 2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5 ug.mL™", meio de
cultura para possibilitar o crescimento dos microrganismos e as bactérias isoladas.
Em cada poco foi pipetado 10 microlitros de caldo com microrganismo, 100
microlitros de Mueller Hinton e 100 microlitros do composto diluido nas devidas
concentragdes. Em seguida, foram analisadas em quais concentragdes, os extratos
foram capazes de inibir o crescimento bacteriano, seguindo assim, para o teste de

Concentragao Minima Biocida (CMB).

5.3 Concentragdao Minima Biocida (CMB)

Para realizagcao do CMB foi retirado 10 microlitros de cada poco, a partir do
qual o crescimento microbiano foi inibido, prosseguindo para inoculagédo em placa
de petri com Muller Hinton. Posteriormente, as placas foram levadas a estufa, onde
ficaram a 36°C por 24 horas, para em seguida ser analisado o crescimento

bacteriano.

6. Analises estatisticas

Foi utilizado o teste T, a fim de fazer uma comparagdo entre a agao de
antibidticos de uso comum e as diversas concentragdes dos extratos vegetais de T.
procumbens, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Resultados e Discussao

1. Teste de toxicidade com Artemia salina

O teste de toxicidade com Artemia salina é realizado com o intuito de avaliar
e antever a atividade toxica de determinadas substancias. Utiliza-se este crustaceo,
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pois 0 mesmo € de facil manipulacao e baixo custo, tendo em vista que € capaz de
formar cistos dormentes que podem ser armazenados durante um longo periodo sem
perca de viabilidade (CALOW, 1993 apud LIMA, 2009).

Conforme a metodologia de AMARANTE (2011), considera-se atdxicos os
compostos com CLso > 1.000 yg.mL', enquanto CLso > 500 ug.mL™", indicam baixa
toxicidade. Ao passo que CLso entre 100 e 500 pg.mL-', determina moderada
toxicidade. Por fim, com CLso inferior a 100 pug.mL-", infere-se que a amostra é muito

toxica.

O extrato bruto alcodlico do vegetal, assim como as fragdes: hexanica,
cloroférmica, metandlica e com acetato de etila das partes vegetativas de Tridax

procumbens, apresentam os resultados elucidados na Tabela 1.

TABELA 1. Resultados obtidos das analises de toxicidade do extrato e fragdes do

caule e da folha de Tridax procumbens frente a Artemia salina.

- CL50 (ug.mL")
Extrato bruto alcoolico > 2.000
Fracao: hexanica > 2.000
Fracao: cloroférmica > 2.000
Fracao: acetato de etila > 2.000
Fracao: metandlica > 2.000

Pode-se considerar, portanto, mediante os resultados obtidos que os extratos

vegetais do caule e da folha de T. Procumbens sao atoxicos.

2. Concentragao Minima Inibitéria
A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI), trata-se da menor concentragao
necessaria de um determinado composto para inibir o crescimento de
microrganismos. Quando uma substancia possui esta propriedade, classifica-se a

mesma como bacteriostatica, haja vista sua capacidade de inibir a reprodugao

N
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bacteriana. Ressalta-se que a bactéria voltara a se reproduzir caso a droga seja

retirada. Considera-se portanto, um efeito reversivel que nao resulta em morte ao
microrganismo, mas em uma supressao de sua proliferagao (SILVA, 2014).

BHARATHI e colaboradores (2012), detectaram que o extrato aquoso,
etandlico e metandlico de T. procumbens, possuiam atividade antimicrobiana frente a
E. coli. Ademais, identificaram que o extrato de acetato etilico da referida droga, é
capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, e Bacillus cereus.

Por outro lado, o trabalho realizado por PAI e colaboradores (2011), citado por
GHOSH et al (2019), obteve como resultado que a planta T. procumbens, apresenta
atividade antimicrobiana apenas contras contra Pseudomonas aeruginosa. Neste
estudo, quatro cepas bacterianas foram utilizadas: Bacillus subtilis; Staphylococcus
aureus; Escherichia coli; e Pseudomonas aeruginosa. Apenas o extrato alcodlico foi
capaz de inibir o rescimento de cepas de P. aeruginosa.

Os resultados de Concentracdo Minima Inibitéria obtidos a partir da analise do
extrato bruto alcodlico do vegetal, assim como as fragées: hexanica, cloroférmica,
metandlica e com acetato de etila das partes vegetativas de Tridax procumbens estao

elucidados no Grafico 1.

GRAFICO 1. Resultados obtidos das analises de CMI do extrato e fracdes do caule
e folha de Tridax procumbens frente a Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.
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Em suma, observa-se que ao utilizar o extrato bruto alcéolico, o CMI foi de
1.000 ug.mL™", em relagéo ao Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Ao
passo que para Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, o CMI detectado foi de
2.000 pyg.mL™". Os resultados obtidos para as fragdes: hexanica, clororférmica, com
acetato de etila e metandlica, indicam CMI de 2.000 pyg.mL' para todos os
microrganismos estudados.

Conforme a metodologia de HOLETZ e colaboradores (2002), tem-se que alta
atividade antimicrbiana esta nos resultados inferiores a 100 ug.mL"". CMI entre 100 e
500 pg.mL', indica atividade antimicrobiana moderada. Baixa atividade
antimicrobiana esta entre 500 e 1.000 ug.mL™". Por fim, considera-se sem atividade
antimicrobiana, os compostos cujo CMI esta acima de 1.000 ug.mL-".

Deste modo, a partir dos resultados obtidos, infere-se que apenas o extrato
bruto alcodlico vegetal de T. procumbens, possui baixa atividade antimicrobiana para
S. Aureus e P. Aeruginosa.

3. Concentragao Minima Biocida
A Concentragao Minima Biocida (CMB), corresponde a quantidade minima de
composto capaz de matar os microrganismos. Quando um composto possui esta

propriedade, diz-se que o mesmo possui efeito bactericida, ou seja, significa que o
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mesmo €& capaz de matar o microrganismo e ndo apenas inibir seu crescimento. Desta
forma, a bacteria sofrera uma reacéo irreversivel e mesmo com a suspensao da droga,
as mesmas nao voltardo a se reproduzir (SILVA, 2014).

Tendo em vista os resultados supracitados para concentragdo minima inibitéria,
nao realizou-se o teste de Concentragdo Minima Biocida. Isto porque a CMI foi alta
em todas as fragbes analisadas e para todos os microrganismos avaliados.

Excetua-se apenas o bruto alcodlico de T. procumbens, que apresentou baixa
atividade antimicrobiana para S. Aureus e P. Aeruginosa. Entretanto, ainda sim, nao

ha viabilidade para a realizagao do teste de CMB.

A partir da presente pesquisa, pode-se concluir que o extrato vegetal de T.
procumbens é atdxico e possui baixa atividade antimicrobiana frente a S. Aureus e
P. Aeruginosa. Destaca-se ainda, a necessidade de novos estudos que visem

elucidar e isolar as substancias responsaveis por esta atividade.
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