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RESUMO

As propriedades antimicrobianas de substancias@s @ssenciais que as plantas contém,
como produtos de seu metabolismo secundario, madvo da comunidade cientifica, que
se dedica ao estudo das propriedades medicinaiplaatas. Considerando que em varios
grupos de microrganismos € crescente o numero pasceesistentes aos antibioticos
utilizados no tratamento de infecgOes, este estade por objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano do extrato aquoso Bepodanthus acutifoliugerva-de-passarinho) isolado do
hospedeiroLigustrum lucidumfrente a cepas d&taphylococcus aureusom perfis de
resisténcia (MRSA) ou sensibilidade a meticilinaS®R). A atividade antimicrobiana foi
testada pelo método de agar-difusdo em disco. Sd#tados obtidos mostraram que o extrato
aquoso deTripodanthus acutifoliuem concentracbes que variaram de 100 mg/mL a 0,5
mg/mL apresenta potencial antibacteriano coSt@phylococcus aureusvidenciado pelo
aparecimento de zonas de inibicdo do crescimenativilade antibacteriana observada neste
estudo sugere que o extrato aquosolrdeodanthus acutifoliu® fonte de compostos com
atividade farmacoldgica e significativo potenceiapéutico.

Palavras-chave: Tripodanthus acutifolius Extrato aquoso. Atividade antibacteriana.
Staphylococcus aureus

ABSTRACT

The antimicrobial properties of substances andnéisé®ils that plants contain as products of
secondary metabolism has been targeted by thetiicisommunity that is dedicated to
studying the medicinal properties of plants. Coesiy that in several groups of
microorganisms it is increased the number of stragsistant to the antibiotics used to treat
infections, the aim of this study was to evaluat antimicrobial activity of th@&ripodanthus
acutifolius (mistletog extract isolated from the hoigustrum lucidumagainst strains of
Staphylococcus aureuthat had resistant (MRSA) profiles and sensitivily methicillin
(MSSA). Antimicrobial activity was tested by the tined of agar disk diffusion. The results
obtained by agar diffusion showed that the aquestsact of Tripodanthus acutifoliusn
concentrations of 100 mg/mL to 0,5 mg/mL has artrobial activity againstaphylococcus
aureus evidenced by the appearance of zones of groviibitron. The antibacterial activity
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observed in this study suggests that the aquedtecerfTripodanthus acutifoliuss a source
of compounds with significant pharmacological aityiand therapeutic potential.

Keywords: Tripodanthus acutifoliusAqueous extract. Antibacterial activitgtaphylococcus
aureus

1 INTRODUCAO

Ha muitos anos, a populacdo vem aprendendo sobemneficio de utilizar plantas
para amenizar ou curar doencas. O reino vegetaupasna fonte de compostos quimicos
novos que podem ser importantes devido ao seuaustedicina (SOBERON et al., 2007).

A atividade biologica das plantas medicinais tetio $requente alvo de investigacéo
cientifica, seja pelas inUmeras espécies vegeaigs,pelo comprovado espectro de atividade
inibitéria sobre fungos e bactérias. A acdo inildt0dos vegetais superiores sobre
microrganismos € conferida pela atividade metabéBecundaria, que o0s torna aptos a
produzirem substancias antibioticas, usadas comaamsmo de protecdo contra
microrganismos, insetos e herbivoros (NUNES, 2008).

As plantas hemiparasitas crescem sobre 0s ramasuttles vegetais, dos quais
retiram gua e nutrientes minerais por meio de igtersa haustorial, mantendo, entretanto,
sua capacidade fotossintética por possuir folhamais providas de estématos e clorofila,
através da metabolizacdo de substancias organamasopseu desenvolvimento (ROTTA,
2004).

O termo erva-de-passarinho é empregado devido @rimaias espécies dependerem
de aves para a dispersdo de suas sementes. Oopadizam os frutos na alimentagéo e
apos regurgitacdo ou defecacéo, as sementes kisefiadm aderidas as plantas hospedeiras.
Essa aderéncia é possivel, pois a semente posautameada mucilaginosa ao redor (LEAL,
2006).

A espécieTripodanthus acutifoliugRuiz & Pav.) Tiegh. é uma planta hemiparasita
pertencente a familisoranthaceage pode ser considerada como uma das mais agreskv
grupo, principalmente pela diversidade de hospeslejue afeta e a forma com que se
prolifera pelo tronco, galhos e copa.

Até o momento ja foram relatadas importantes alés biol6gicas atribuidas a esta
erva, como anti-inflamatoria, analgésica, antigegt antimicrobiana, antioxidante,
hipotensora, diurética, hemostatica e antitumaragjyue incita a busca de novas propriedades

por meio de seus extratos e fragoes.
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A resisténcia a agentes antimicrobianos é grave@cppante e requer ndo somente
a pesquisa para o desenvolvimento de novas sulzaactimicrobianas, mas também o
desenvolvimento de novas abordagens para o tratardernfecgdes bacterianas.

Este estudo buscou avaliar o potencial antimicrabi@o extrato aquoso de
Tripodanthus acutifoliudrente a cepas d8taphylococcus aureusgentificados quanto ao
perfil de resisténcia e sensibilidade a meticilina.

2 METODOLOGIA
2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécieTripodanthus acutifoliugFigura 1) foi coletada do hospedelrigustrum
lucidumno municipio de Santa Cruz do Sul/RS, no més @erded do ano de 2010.

A identificagcdo botanica foi realizada pela profeasMarisa Terezinha Lopes
Putzke, do Laboratério de Botanica da UNISC e ssicata foi depositada no Herbario do
Instituto de Biociéncias da Universidade FederaRim Grande do Sul (UFRGS), sob o n°
ICN 167796.

Figura 1 - Folhas deTripodanthus acutifolius

Ap6s a coleta, as partes aéreas foram separadasalisadas. Apenas as folhas
integras e os caules finos, sem doencas, rasurasntaminados foram selecionados. Em
seguida, as amostras foram lavadas em agua comesézas em estufa de ar circulante
(TECNAL®, modelo TE 394/3) por 48 horas a tempeawatde 40°C. Depois da secagem
completa realizou-se a retirada dos caules, perreade como farmacdgeno apenas as folhas
inteiras e totalmente secas. Na sequéncia, assfdtiram moidas em moinho de facas

(TECNAL®, modelo TE — 648) e armazenadas em fragceidro esterilizado e rotulado.
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2.2 Obtencéo do extrato aquoso déripodanthus acutifolius

O extrato aquoso dé@ripodanthus acutifoliusfoi preparado no Laboratorio de
Farmacognosia da Universidade de Santa Cruz dgUBUSC) da seguinte forma: as folhas
previamente secas foram recobertas com agua desplar um periodo de 24 horas. Este
extrato foi preparado pela técnica de maceracauwjosgue apos este periodo, o liquido
extrativo foi filtrado e o solvente aquoso renovgumw cinco dias consecutivos. O extrato
obtido foi concentrado em evaporador rotatério (MABNI®, modelo MA — 120) e
posteriormente liofilizado (EDUARDS modelo Modulyo 4K).

2.3 Microrganismos indicadores

Para os testes de atividade antimicrobiana foraitizaatos isolados clinicos
hospitalares deéstaphylococcus aureusendo trés resistentes a meticilina (MRSA) e trés
sensiveis a meticilina (MSSA), além de uma cep&tdphylococcus aurelb923 (padrao
ATCC). As bactérias foram identificadas através g@asvas bioquimicas de catalase,

coagulase e DNAse e por coloracédo de Gram.

2.4 Manutencao dos microrganismos
No momento do uso as cepas foram repicadas pata cérebro-coracdo (BHI),
incubadas a 35°C e semeadas em placas de AgaoriErige Soja (TSA) para comprovacgio

da pureza.

2.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Para a determinacdo da atividade antibacteriand. dacutifoliusfoi utilizado o
meétodo de agar-difusdo em discos, descrito port&erat al. (2011), com modificacoes.
Aliquotas de 10 pL do extrato aquoso, reconstit@doma concentracdo de 100 mg/mL e
filtrados (filtros Millipore®, de 0,22um), foram semeadas em discos de celulose (6 mm)
previamente esterilizados e dispostos em placasgde Miieller-Hinton (MH), previamente
inoculadas com uma suspensdo bacteriana contefido 1§ células/mL (0,5 na escala de
Mac Farland) de cada microrganismo-teste. Comaralest positivos foram utilizados discos
de antibidticos frente aos quais as bactérias epi@am sensibilidade. Para tanto foi
realizado um antibiograma prévio com os microrganisteste. Para o controle negativo foi
utilizada solucéo salina estéril (0,85%).

Antes de levar a estufa, as placas foram deixadasuma hora em temperatura

ambiente para difusdo dos extratos. Em seguiddaaagpforam incubadas por 24h a 35°C,
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considerado esta temperatura 6tima para o crestntEnmicrorganismo testado. Apos o
periodo de incubacdo a pretensa atividade antibviamma foi evidenciada pela formacao de
halos de inibicdo ao redor dos discos que foramdosatom o auxilio de um paquimetro.

As concentragfes de 100 mg/mL, 75 mg/mL, 50 mg/28_mg/mL, 15 mg/mL, 10
mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 0,5 mg/mL extrato aquoso da planta foram
testadas. Tais concentra¢des foram preparadasiradganma solucao-estoque de 100 mg/mL
a qual também foi testada, onde foram pesadosndagrdo extrato da planta e diluidos em 50

mL de agua destilada estéril. Todas as concensdofmm testadas em duplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios de atividade antibatterdo extrato aquoso de
Tripodanthus acutifoliys testados pelo método de agar-difusdo em discotefr@aos
microrganismos-teste, encontram-se descritos redatdbe referem-se & menor concentracao
de extrato, dentre todas as concentragdes testpaadoi capaz de inibir o crescimento das
cepas détaphylococcus aureus

Tabela 1 - Menor concentracdo de extrato capaz deibir o crescimento das bactérias

testadas
Micro-organismos teste Extrato aquoso dé&ripodanthus acutifolius

S. aureu)55 A (MRSA) 2,5 mg/mL
S. aureu$45 A (MRSA) 15 mg/mL
S. aureu39 A (MRSA) 15 mg/mL
S. aureu21 A (MSSA) 15 mg/mL
S. aureu918 A (MSSA) 15 mg/mL
S. aureu®17 A (MSSA) 2,5 mg/mL
S. aureu5923 (ATCC) 0,5 mg/mL

MRSA: Staphylococcus aurelesistente a Meticilina; MSS/&Ataphylococcus aure®&ensivel a Meticiling;

ATCC: American Type Culture Collection

Através da técnica de agar-difusdo em disco (BAWER!., 1966) pode-se observar
que todas as cepas 8taphylococcus auredsstadas neste estudo foram sensiveis a agdo do
extrato da planta diferentes diluicbes pela formmagé zonas de inibicdo do crescimento
microbiano de didmetros variados.

De acordo com Black (2002) a atividade antimicrobhiaesta técnica ocorre através
da difusdo do agente quimioterapico em todas a&g@s do agar durante a incubacdo. As

cepas que se mostraram mais sensiveis ao extratoripedanthus acutifoliusforam
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Staphylococcus aureib923 (padrao AATC), 055 A (MRSA) e 017 A (MSSAgnto seu
crescimento inibido até a concentracdo de 0,5 mg/@b5 mg/mL e 2,5 mg/mL
respectivamente, enquanto o cresciment&@ghylococcus aure®5 A (MRSA), 039 A
(MRSA), 021 A (MSSA) e 018 A (MSSA) foi inibido aééconcentracdo de 15 mg/mL.

A bactériaS. aureug um coco Gram-positivo, anaerdbio facultativo, a2 cresce
melhor em ambientes aerdbios. Esse microrganisgapéz de produzir muitas toxinas que
contribuem para a sua patogenicidade, o que a tmada habil para invadir o corpo e
danificar os tecidos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003).

Foi descoberta uma droga do grupo das penicilotresominada meticilina, que nao
era suscetivel a acdo das betalactamases. Logo egmida a meticilina vieram as
cefalosporinas. Porém, no inicio da década de 18@@ecaram a aparecer, com muita
rapidez, cepas d8. aureuscom resisténcia a meticilina identificadas peldas/RSA S.
aureusresistente a meticilina), também resistentes aogebetalactamicos (cefalosporinas
e outros).

De acordo com Stratton (200@), aureusneticilina resistente € o principal patégeno
nosocomial em infeccdes hospitalares e é respdngive inativar a acdo de varios
antibioticos, tornando a multirresisténcia um gepddblema de salde publica. Em razdo ao
grande aumento da resisténcia de microrganismogéritos a multiplas drogas, devido ao
uso indiscriminado de antimicrobianos, surge a s®dade para a procura de novas
alternativas terapéuticas (NOVAIS et al., 2003; ANNES et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2007).

Considerando o grande abuso do uso de antibidtiadionais e o rapido aumento
da resisténcia de bactérias a estes, ha um saghificinteresse em pesquisas com plantas a
fim de verificar o potencial antimicrobiano de sendratos (PEREIRA et al.,, 2010). No
presente estudo, tanto as cepasStiphylococcus aureugsistentes a meticilina (MRSA)
guanto as cepas sensiveis a meticilina (MSSA) eca adrdo ATCC apresentaram
sensibilidade a varias concentracdes do extratosaqdia erva-de-passarinho (Figuras 2 a 5).

Em um estudo realizado por Adwan e Mhanna (2G@8gxtratos das plant®sidium
guajava Rosmarinus officinalisSalvia fruticosa Majorana syriaca Ocimum basilucum,
Syzygium aromaticunbaurus nobilise Rosa damascenarovocaram a reducao das CIM de
varios antibidticos frente a isolados 8e aureugesistentes (MRSA) &. aureussensiveis
(MSSA) provenientes de processos clinicos humasosntanto, a reducao foi maior frente
aos isolados resistentes. Neste trabalho, constat@ue a maior atividade antimicrobiana

dos extratos da planta ocorreu frente a cepa p#&dr&& deS. aureus
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No Brasil, as pesquisas sobre substancias antioigcras de origem vegetal
iniciaram-se com Cardoso e Santos (1948), queaaaali extratos de 100 diferentes plantas
indicadas em terapéutica popular como anti-inflémas ou cicatrizantes/antimicrobianos.
Destas plantas, cinco extratos apresentaram alidantraS. aureus, Escherichia cod
ProteusX-19. No presente estudo podemos sugerir, a padwosr resultados, uma provavel
atividade antibacteriana do extrato aquosd degodanthus acutifoliuslirigida a cepas d8.
aureusresistentes e sensiveis a meticilina.

A investigacdo sobre produtos naturais com aokedantimicrobiana contra MRSA
aumentou significativamente nos ultimos anos. Mdolet al. (2003), estudando 14 extratos
de plantas usadas tradicionalmente no Brasil peatamento de doengas infecciosas,
verificaram quePunica granatun{romad) inibiu linhagens d8. aureusensiveis e resistentes
a meticilina, concluindo que esta substancia aptag@tencial como agente no tratamento de
infeccdes causadas por MRSA.

Comparando-se a atividade do extrato da erva-deapaBo com a atividade
antimicrobiana de diversos extratos vegetais, indluo cajueiro testado sob& aureusos
resultados mostraram que para 80% das linhagenstratce foi potencialmente ativo
apresentando halos de inibicdo superiores a 15 endiametro (CEBALHOS et al., 1993).
Nesta investigagao, o extrato Bepodanthus acutifoliugibiu o crescimento das cepasSle
aureus apresentando halos de inibicdo que chegaramdatén® de didametro, como pode ser
visto na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade antibacteriana do extrato aqueo (EA) deTripodanthus acutifolius

frente aos microrganismos testados

Micro-organismos teste Concentragbes do EA | Variagbes dos halos (mm)
(mg/mL)
S. aureu$)55 A (MRSA) 100-2,5 21,42 - 9,40
S. aureu$45 A (MRSA) 100 - 15 18,56 - 9,70
S. aureu$39 A (MRSA) 100 - 15 18,92 - 10,68
S. aureu$21 A (MSSA) 100 - 15 19,68 - 12,90
S. aureu$18 A (MSSA) 100 - 15 21,64 — 14,95
S. aureu®17 A (MSSA) 100-2,5 24,67 — 12,00
S. aureu25923 (ATCC) 100-0,5 24,73 -9,24

MRSA: Staphylococcus aurelesistente a Meticilina; MSS/&taphylococcus aure@ensivel a Meticilina;
ATCC: American Type Culture Collectip&A: Extrato aquoso.
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No estudo de Santos e Alves (2012) as cepdaS. daureustestadas frente a onze
diferentes extratos vegetais, também tiveram iéibido crescimento. Dessa forma pode-se
intuir que extratos vegetais e suas fracoes, eenatifes concentracdes, podem ser capazes de
afetar o crescimento desta bactéria, jA que enad@si estudos mostraram algum grau de

sensibilidade.

Figura 2 - S. aureus (045 A) resistente a meticilina inibida pelo extrai aquoso deT.

~

acutifolius até 15 mg/mL (A); S. aureus (039 A) resistente a meticilina inibida pelo

extrato aquoso deT. acutifolius até 15 mg/mL (B)

Figura 3 - S. aureus (055 A) resistente a meticilina inibida pelo extrad aquoso deT.
acutifolius (A); S. aureus (055 A) resistente a meticilina inibida pelo extrai aquoso deT.
acutifoliusaté 2,5 mg/mL (B)
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Figura 4 - S. aureus (017 A) sensivel a meticilina inibida pelo extrataquoso deT.
acutifolius (A); S. aureus (017 A) sensivel & meticilina inibida pelo extrataquoso deT.

acutifoliusaté 2,5 mg/mL (B)

Figura 5 — S. aureus (018 A) sensivel a meticilina inibida pelo extrataquoso deT.
acutifoliusaté 15 mg/mL (A); S. aureus (021 A) sensivel a meticilina inibida pelo extrato

aquoso deT. acutifoliusaté 15 mg/mL (B)
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O Método de Agar-difuséo apresenta como vantageoessibilidade de testar contra
um Unico microrganismo até seis extratos por plecm a utilizagdo de pequeno volume de
amostra, além de ser considerada uma metodologizeo@nte devido a sua simplicidade e
baixo custo. O método por difusdo ndo € apropr@aa analise de compostos que nao se
difundem facilmente no agar, sendo este paramemsiaderado a principal desvantagem do
ensaio (OSTROSKY et al., 2008).

A atividade frente &. aureudoi verificada para o extrato metandlico das folkas
cascas deD. parviflora e D. pseudo sisspelo método de agar-difusdo em disco na
concentracdo de 50 mg/mL (CHUNG et al., 2004). Ns@nte trabalho, todas as cepaSde
aureus também foram inibidas pela concentracdo de 50 mgéloLextrato aquoso de
Tripodanthus acutifolius

No estudo conduzido por Tadeg et al. (2005), endgraidroalcodlicos de 8 espécies
de plantas medicinais usadas no tratamento deddesode pele foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana em relacdo a bactériamgds conhecidos por causarem diferentes
tipos de infecgBes cutaneas. A atividade antimiarabfoi determinada utilizando o método
de agar-difusdo nas concentracdes de 100, 50 egA&lLnpara os extratos brutos e 25 e 5
mg/mL para as fragOes. Neste estudo a cepa. @eireu25923 (padrao ATCC) teve o seu
crescimento inibido pela menor concentragcdo doatxtaquoso (0,5 mg/mL) e ambas as
cepas dé&. aureusesistentes a meticilina (MRSA) e as sensiveis ticitiea (MSSA) foram
inibidas pelas concentracdes de 15 e 2,5 mg/mL.

A atividade frente &. aureudoi verificada para o extrato metandlico das folkas
cascas deD. parviflora e D. pseudo sisspelo método de agar-difusdo em disco na
concentracdo de 50 mg/mL (CHUNG et al., 2004). Ns@nte trabalho, todas as cepaSde
aureus também foram inibidas pela concentracdo de 50 mgflolLextrato aquoso de
Tripodanthus acutifolius

A identificacdo de constituintes quimicos com poi&n farmacolégico para
comprovar as propriedades medicinais da erva dsapako tem sido alvo de inumeras
investigacbes (RICCO et al., 2008; SOBERON et24110a; SOBERON et al., 2010b). No
estudo de Griner et al. (2012) foi realizada aisemétoquimica a partir dos extratos aquoso e
metanodlico das folhas da planfaipodanthus acutifoliusutilizada neste trabalho, e foi
possivel evidenciar a presenca de flavondidesydare compostos antracénicos.
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4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo faspel concluir que todos os
isolados deS. aureus tanto osresistentes quanto 0s sensiveis a meticilina, aneseu
crescimento afetado pelo extrato aquosordpodanthus acutifoliusA cepa deS. aureus
25923 (padrédo ATCC) teve o0 seu crescimento inilpda menor concentracdo do extrato
aquoso (0,5 mg/mL), enquanto que ambas as cepeiR@& e MSSA foram inibidas pelas
concentracdes de 15 e 2,5 mg/mL. O método de afyesdd, utilizado nesta pesquisa,
mostrou-se eficiente uma vez que foi capaz de tadnibicdo do crescimento das cepas de
S. aureusem concentracdes menores de 2,5 mg/mL e 0,5 mgapresentando halos de
inibicdo de até 24 mm diametro. A atividade anti&dana exibida pela “erva-de-passarinho”
frente as cepas MRSA e MSSA torna esta plantaeiséante para estudos complementares de
isolamento e identificacdo dos seus componentessati de possiveis modificacdes quimicas
capazes de aumentar seu potencial antimicrobiama pae possa ser usada como
medicamento fitoterapico no tratamento de multiplafeccbes. Este trabalho forneceu
evidéncias cientificas sobre a atividade farmado#ogtribuida alripodanthus acutifoliug
contribuiu para validar seu uso a partir das indgsdas folhas da planta pela medicina

popular.
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