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RESUMO

A Acanthospermum australe (Loerfl.) Kuntze é uma planta considerada pelos
agricultores como daninha, e que cresce em meio de pastos e terrenos baldios. E
utilizada na medicina tradicional como depurativa, diurética, antiarritmica e outros.
Neste estudo foi realizada uma triagem farmacognostica do extrato hidroalcodlico
das folhas de A. australe, obtido por turboextracdo. Também foi realizada uma
avaliacdo da atividade antimicrobiana utilizando quatro espécies de bactérias
(Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 e Bacillus cereus ATCC 11778) por meio do método de
microdiluicio em placa de 96 pogos. Observou-se a presenca de classes de
compostos quimicos, que contribuiram para o efeito antimicrobiano em baixas
concentragbes, como observado nos testes. Para determinar a concentracao
bactericida minima foi repicado o material dos pogcos sem crescimento bacteriano,
para placas contendo meio Agar Mdueller-Hinton e verificado o crescimento
bacteriano. Observou-se uma concentracdo inibitéria minima similar a apontada no
teste anterior de microdiluigéo.

PALAVRAS-CHAVE : Acanthospermum australe, atividade antibacteriana, teste de
microdiluicao.

Phytochemical study and antibacterial activity of e xtracts from leaves of
ACanthospermum australe (LOERFL.) KUNTZE

ABSTRACT

The Acanthospermum australe (Loerfl.) Kuntze is considered a weed by farmers,
grows in the middle of pastures and wastelands. It is used by taditional medicine as
purifying, diuretic, antiarrhythmic, and others. In this study was took place
pharmacognostic screened of hydroalcoholic extract of leaves of A. australe,
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performed by turbo extraction. And also, was realized an evaluation of antimicrobial
activity, using four species of bacteria (Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e Bacillus cereus ATCC
11778) by micro-dilution method in 96-well plate. Was observed the presence of
classes of chemical compounds that contributes to the antimicrobial effect at low
concentrations, as observed in the assays. To find the minimum bactericidal
concentration, an aliquot of those wells in which no bacterial growth was observed,
were transferred to plates containing Mueller-Hinton Agar medium, and then checked
the bacterial growth. Was observed a minimum inhibitory concentration similar to
those observed through micro-dilution assay.

KEYWORDS: Acanthospermum australe, antibacterial activity, micro-dilution test.

INTRODUCAO

A diversidade de espécies de plantas presentes no Brasil continua
representando um caminho para a descoberta de novos farmacos destinados ao
tratamento de patologias que ainda hoje necessitam de inovacdes. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) vem apoiando a utilizacdo de plantas medicinais por se
tratar de uma préatica tradicional em muitos povos e que traz beneficios para a saude
(SALVAGNINI et al., 2008).

Segundo SINGH (1973) e LORENZI & MATOS (2002), a Acanthospermum
australe (Loerfl.) Kuntze é uma espécie que pertence a familia Asteraceae, de
carater herbaceo, e que é conhecida no Brasil como: carrapichinho, carrapicho
rasteiro, mata pasto, maroto, entre outros nomes populares. Essas denominacdes
variam de acordo com a regido. E uma espécie considerada pelos agricultores como
sendo uma planta daninha, pois cresce no meio dos pastos e terrenos baldios.

A. australe ja é utilizada para fins medicinais, na forma de chas por infusdo ou
decoccdo, como depurativo, diurético, vermifuga, antimaldrica e antiarritmica,
(VIVOT & CRUANES, 2008; RODRIGUES & CARVALHO, 2001). Através de um
estudo realizado no Municipio de Alto Paraiso, Goiés, foi demonstrado que esta
planta € uma das sete espécies mais citadas para o tratamento de enfermidades,
indicadas por médicos naturalistas (SOUZA & FELFILI, 2006).

De acordo com MARTINS et al. (2006), esta planta apresenta potencial para
se tornar um medicamento fitoterapico, devido a sua grande utilizagdo pela cultura
popular para a cura de algumas enfermidades.

A utilizac&o de extratos vegetais tem sido um bom caminho para se pesquisar
novas alternativas contra microrganismos indesejaveis, visto que, alguns destes ja
se encontram resistentes aos farmacos sintéticos de ultima geragéo langados no
mercado. Pesquisadores ja vém demonstrando a eficacia de extratos vegetais contra
microrganismos patogénicos e formas alternativas confidveis para a utilizagédo
desses produtos (OLIVEIRA et al., 2007; PACHECO et al., 2011; BELINELO et al.,
2001; GONCALVES et al., 2011).

Compostos secundarios das plantas, tais como fendis e taninos tém sido
apontados como sendo 0s principais responsaveis pela atividade antimicrobiana
observada em substancias de origem natural. Estes compostos contribuem para os
mecanismos de defesa que a planta desenvolve para se proteger de predadores e
parasitas na natureza (NASCIMENTO et al., 2000). Partindo desse fato, € possivel
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utilizar tais compostos na medicina, criando novos medicamentos, de maior eficacia
e baixa toxicidade, e de custo de obtencdo mais acessivel.

Neste trabalho teve-se como objetivo identificar a atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico da folha de A. australe frente a bactérias patogénicas ao ser
humano.

METODOLOGIA
Material vegetal: Folhas de A. australe foram coletadas no municipio de
Pedro Canario, ES. As mesmas foram lavadas, submetidas a secagem em estufa a
40 + 5 °C, por um periodo de 72 horas e posteriormente, moidas e armazenadas em
recipiente de vidro hermeticamente fechado (SIMOES et al., 2007).

Obtencdo do extrato: Folhas moidas e secas (50 g) foram colocadas em
turbo-extrator (liquidificador industrial) juntamente com 500 mL de etanol a 80 °GL.
Foram realizados dois intervalos de 5 minutos durante a extracéo a fim de evitar o
aguecimento da amostra em temperatura superior a 40 °C. A solugao resultante foi
filtrada numa sequéncia de filtros (uma malha fina, e dois papeis de filtro) inseridos
em um funil de Buchner acoplado ao kitassato, e sob pressio reduzida (SIMOES et
al., 2007).

O filtrado foi colocado em evaporador rotativo para concentragdo, com a
temperatura do banho-maria mantida em 38 £+ 1 °C. Em seguida, o extrato foi
resfriado a — 10 °C por 12 horas, e submetido a liofilizagdo durante 72 horas
(SIMOES et al., 2007).

Triagem fitoquimica: Foi realizada de acordo com metodologia descrita por
BARBOSA (2004) para seguintes classes quimicas: saponinas, acidos organicos,
acucares redutores, polissacarideos, fenois e taninos, flavondides, alcaldides,
glicosideos cardiacos, esterodides, triterpendides e carotendides.

Ensaios antibacterianos - Determinagdo da Concentra ¢ao Inibitoria
Minima (CIM): Os testes foram realizados por microdiluicdo em caldo Miueller-
Hinton, de acordo com metodologia ja padronizada (NCCLS, 2003). Foram utilizadas
quatro cepas de bactérias: Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e Bacillus cereus (ATCC
11778), que foram mantidas em caldo Mueller-Hinton por 24 horas em temperatura
de 35 £ 2 °C antes do inicio dos testes. O in6culo foi diluido em solugéo salina a fim
de se obter uma suspenséo contendo 1,0x10® a 5,0x10® UFC/mL, comparando, pela
turbidez, com tubo de 0,5 na escala de McFarland.

O extrato vegetal foi preparado para a utilizacdo nos testes antimicrobianos,
em duas diluicdes sequenciais. Primeiramente pesou-se 2,0x10* pug do extrato e
adicionou 1,0 mL de solucéo de NaCl 0,9%. Em seguida 100,0 pL desta solucéo foi
transferida para um tubo Ependorff e entdo adicionado 900,0 pL de solucdo de NacCl
0,9% obtendo uma concentracédo de 2.000 pg mL™.

Foi utilizada microplaca de 96 pocos, dividindo-se os po¢cos em 12 colunas (1
a 12) e 8 linhas (A a H), para cada bactéria. Em cada poco foram adicionados 100
uL de caldo Mieller-Hinton estéril.

Conforme Quadro 01, as linhas de “A” a “E” até as colunas 1 a 9 foram
utilizadas para os testes com o extrato em analise, perfazendo-se assim um teste em
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quintuplicata. Nos pocos da coluna 1 foram colocados 100,0 pL do extrato vegetal a
2.000 pg mL?, para se obter uma concentracdo de 1.000 pg mL™ em cada poco. De
cada um destes pocos foram pipetados 100,0 pL e transferidos para o poco seguinte
(coluna 2), resultando em uma diluicAo na qual a concentragdo foi reduzida a
metade.

O mesmo procedimento foi repetido até os pogos da coluna 9, no qual foi
obtida a menor concentracéo do extrato, 3,9 pg mL™. Em seguida foram adicionados
10,0 pL da suspensao bacteriana previamente preparada em cada poco. Cada
microplaca foi utilizada para se testar uma Unica espécie de bactéria. As microplacas
entdo foram incubadas em estufa bacteriolégica por 24 horas em temperatura de 35
+2°C.

Quadro 1. Esquema do método de microdiluicAo em microplaca para cultura
microbiana

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 | 12

1000,0 | 500,0 250,0 125,0 62,5 31,25 15,6 7,8 3,9

Mg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL pgﬁnL pgﬂnL CB | CM | CE

A| EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB |MB| M | ME
B| EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB |MB | M | ME
C| EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB |MB| M | ME
D| EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB |MB | M | ME
E| EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB | EMB |MB | M | ME
F| cP CP CcP CcP cP

G CP CP CP CP CP

H

EMB = Extrato + Meio + Bactéria; CB = Controle da Bactéria; MB = Meio + Bactéria;
CM = Controle do Meio; M = Meio; CE = Controle do Extrato; ME = Meio + Extrato;
CP = Controle Positivo

Controle dos ensaios antibacterianos: As colunas 10 a 12 da microplaca,
foram utilizadas para garantir a auséncia de interferentes que alteram os resultados
dos testes. Nos pocos da coluna 10 foram inseridos o meio de cultura e 10,0 pL da
suspensao bacteriana, o que constituiu o controle do microrganismo. Os pog¢os da
coluna 11 foram utilizados como controle do meio de cultura nos quais foi adicionado
apenas o caldo Mueller-Hinton estéril. Nos pocos da coluna 12 foram adicionados o
meio de cultura e 100,0 uL da solucdo do extrato vegetal a 1.000 pg mL* para
verificar a ocorréncia de alguma contaminacdo através do material vegetal. Os
pocos das linhas de F e G foram utilizados como controle positivo, utilizando os
antibioticos ceftriaxona (30 pg mL™?) e vancomicina (30 pg mL™), considerados como

convencionais.
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Determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CB ~ M): Apds o teste
de microdiluicdo, foram coletados 10,0 puL dos todos 0s pog¢os que apresentaram
inibicdo bacteriana e transferida para uma placa de Petri contendo agar Mueller-
Hinton, seguindo-se de incubacdo por 24 horas em estufa bacterioldgica, a
temperatura de 35 £ 2 °C. De acordo com o crescimento bacteriano foi estabelecida
a CBM.

Todo o experimento microbiologico foi realizado em cabine de protecéo
bioldgica, previamente esterilizada por luz ultravioleta por 15 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencédo do extrato e triagem farmacogndstica: Apos todo o processo de
extracdo obteve-se um rendimento do extrato hidroalcodlico de 4,1% (m/m) em
relacdo a planta fresca. Este rendimento é satisfatorio, visto que foi realizada uma
extracao bruta, ou seja, ndo especifica para um determinado composto.

Quanto a triagem farmacognostica foi detectada a presenca de alcaloides,
flavonoides, glicosideos, fendis, taninos e esterdides. Em estudo realizado por
AMUSAN et al. (2007) também demonstraram a presenca de compostos fendlicos
em material desta planta, coletada em Suazilandia, Africa. A populacio deste pais
utiliza a A. australe para fins medicinais, o que refor¢a o seu potencial para producao
de um medicamento fitoterapico. Os compostos secundarios, como fendis e taninos
ja foram apontados por alguns pesquisadores como sendo 0s responsaveis pela
atividade antimicrobiana de extratos vegetais (SOUZA et al., 2007; SIMOES et al.,
2007).

Ensaios antibacterianos: Observou-se a inibicdo do crescimento bacteriano
a partir da menor concentracdo do extrato vegetal, 3,9 pg mL™?, para as cepas de S.
aureus, K. pneumoniae e B. cereus. Para a cepa de E. coli a concentracao inibitoria
minima foi a de 1.000 pg mL™. N&o foi observada a presenca de contaminacdo do
meio de crescimento e do extrato vegetal, o que foi confirmado pelo resultado
negativo do controle (coluna 11 e 12 respectivamente da microplaca). O controle da
bactéria (coluna 10) apresentou resultado positivo o que mostrou a viabilidade dos
testes realizados. E os controles com ceftriaxona (30 pg mL™) e vancomicina (30 pg
mL™), (linhas F e G) se mostraram eficazes nas concentracées utilizadas.

ApoOs a semeadura e incubacédo para determinacédo da concentracéo inibitéria
minima, para 0S po¢os em que ndo se observou crescimento bacteriano, as
replicacfes para placas com agar Mueller-Hinton ndo foi observado crescimento de
nenhuma das bactérias utilizadas no experimento, demonstrando que a CIM foi
similar & CBM para todas as cepas testadas.

CONCLUSAO
De acordo com os resultados encontrados o extrato hidroalcodlico das folhas
de Acanthospermum australe (Loerfl.) Kuntze possui caracteristicas que podem
viabilizar sua utilizacdo como medicamento fitoterdpico, em funcdo da atividade
antibacteriana, observada mesmo em baixas concentracdes (3,9 ug mL™) e ao bom
rendimento na extracdo (4,1% m/m).
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