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AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE Sphagneticola trilobata (L. C. RICH.) PRUSKI EM Pseudomonas
aeruginosa (SCHROETER) MIGULA

Camila Carvalho Pimentel da Cruz’

RESUMO: A avaliacdo da atividade antimicrobiana determina a sensibilidade de um determinado
microrganismo em concentracdes conhecidas de drogas. O uso de extratos vegetais e fitoquimicos de
conhecida atividade antimicrobiana podem adquirir significado nos tratamentos terapéuticos. Estudos
desenvolvidos com Sphagneticola trilobata (sin. Wedelia paludosa) indicaram que a mesma apresenta
vdrios compostos de interesse medicinal. Pseudomonas aeruginosa sdo bacilos gram-negativos,
aerobios, ubiquos de comportamento oportunista que produzem um pigmento extracelular azul-
esverdeado. A resisténcia das Pseudomonas a maioria dos antibidticos tem sido uma fonte de
preocupacdo médica. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana do extrato hidroalcodlico de Sphagneticola trilobata (L. C. Rich.) Pruski, na cepa de
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula ATCC 27853. Foram coletadas folhas da planta em estudo
no Parque Ecolégico INDES, em Vila de Sauipe, no municipio de Mata de Sdo Jodo - BA, para preparo
do extrato hidroalcodlico. Os testes para avaliacdo da atividade antibacteriana foram realizados através
do método de diluicdo do extrato em Agar Mueller Hinton. Os resultados demonstraram que o extrato
hidroalcodlico de S. trilobata (L. C. Rich.) Pruski inibiu o crescimento da cepa de P. aeruginosa
(Schroeter) Migula ATCC 27853 nas concentragdes acima de 2mg/mL. Os resultados confirmaram a
capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano in vitro pelo extrato das folhas de S. trilobata (L. C.
Rich.) Pruski sobre P. aeruginosa (Schroeter) Migula ATCC 27853 podendo tornar-se uma alternativa
antibacteriana de origem natural, eficaz e econdémica.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana; Sphagneticola trilobata; Pseudomonas aeruginosa.

INTRODUCAO

A atividade antimicrobiana € medida in vitro, para determinar a sensibilidade de
determinado microrganismo em concentragdes conhecidas de drogas (JAWETZ et al., 1989).

Desde os primérdios da sua existéncia, os homens utilizam vegetais para a prote¢do da
saude. As plantas com propriedades terapéuticas sempre foram usadas tradicionalmente,
passando o conhecimento de geragdo para geracao (JACOBY et al., 2002).

A fitoterapia € definida como a ciéncia que trata os problemas de saude utilizando
vegetais, sendo contemporaneo ao inicio da civilizacdo (PANIZZA, 2003). Constituindo uma
forma de terapia medicinal que vem crescendo notadamente nestes dltimos anos, ao ponto que
atualmente o mercado mundial de fitoterdpicos gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes de
dolares (YUNES et al., 2001).

Nos ultimos anos, tem sido verificado um grande avanco cientifico envolvendo estudos
fitoquimicos e farmacolégicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. Isso pode ser observado pelo aumento de trabalhos publicados nesta
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area, tanto em congressos como em periddicos nacionais e internacionais, além do surgimento de
novos periddicos cientificos sobre produtos naturais (CECHINAL FILHO & YUNES, 1998).

Entre os principais produtos de origem vegetal com atividade antimicrobiana, estdo os
extratos, que sdo produtos obtidos pelo tratamento de substincias vegetais por um solvente
apropriado que serd evaporado até que seja alcancada a consisténcia desejada (COUTINHO et
al.,, 2004). O uso de extratos vegetais e fitoquimicos de conhecida atividade antimicrobiana
podem adquirir um notdrio significado nos tratamentos terapéuticos (LOGUERCIO et al., 2005;
COUTINHO et al., 2004).

Sphagneticola trilobata (sin. Wedelia paludosa) pertencente a familia Asteraceae, muitas
vezes usada tradicionalmente no tratamento de doencas, conhecida popularmante conhecida
como védelia, é uma planta ornamental, de hdbito herbaceo, perene, prostrada, muito ramificada,
estolonifera, de 40-60 cm de altura, nativa de quase toda a costa do Brasil (LAAR, et al. 2001).
Estudos desenvolvidos em laboratérios com esta planta indicaram que a mesma apresenta varios
compostos de interesse medicinal (CECHINEL FILHO, 2000; WERPACHOWSKI et al., 2004;
SILVA et al., 2004).

Pseudomonas sao microrganismos ubiquos, encontrados no solo, na matéria organica em
decomposicdo, na vegetacdo e na agua. Também podem ser encontrados em ambientes
hospitalares como em reservatérios umidos, equipamentos de tratamento respiratério e até
mesmo em solugdes de desinfetantes. Possui comportamento oportunista, relacionado as varias
manifestacdes clinicas no homem e em animais (TANAKA et al., 2002; MURRAY et al., 2002).

Pseudomonas aeruginosa sdo bacilos gram-negativos retos ou ligeiramente curvados
moveis devido a presenca de flagelos polares, ndo sdo fermentadores, ocorrem isolados, aos
pares e, ocasionalmente, em pequenas cadeias, normalmente aerdbios podendo crescer
anaerobicamente, produzem um pigmento extracelular solivel, azul-esverdeado (MURRAY et
al., 2000; MURRAY et al, 2002; TORTORA et al., 2003; JAWETZ et al., 1989). A
identificacdo baseia-se na morfologia das coldnias, na oxidase-positiva € na presenca de
pigmentos caracteristicos, seu crescimento a 42°C ajuda a diferencid-la de outras espécies de
Pseudomonas JAWETZ et al., 1989).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana do extrato
hidroalcodlico de Sphagneticola trilobata (L. C. Rich.) Pruski em Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula ATCC 27853.

DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este trabalho de pesquisa foi realizado no LEMA/UCSal (Laboratério de Estudos em
Meio Ambiente).

Material vegetal

A coleta do material botanico foi realizada no dia 21 de agosto de 2004, no Parque
Ecolégico INDES (Instituto de Desenvolvimento Sustentdvel do Litoral Norte da Bahia),
localizado no Municipio de Mata de Sdo Jodo, na Vila de Sauipe, no Km 76 da Linha Verde
entre as coordenadas 12°33°16’" latitude Sul e 037°55°27"" longitude Oeste (Magellan — GPS
315).

A identificag@o da espécie do material botanico foi realizada pela Dr* Horténcia Pousada
Bautista através de uma exsicata da planta e depositada no Herbario Radambrasil (HRB) sob o
nimero de registro de 51540.
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Preparo do extrato

Ao chegar o material vegetal ao Laboratério de Estudos em Meio Ambiente (LEMA) da
Universidade Catdlica do Salvador (UCSal), este foi imediatamente colocado para secar em
estufa a 35°C, para a eliminacdo da umidade (CAMPOS, 1991). Apés esse periodo, as folhas
foram trituradas (CARVALHO et al., 2002).

O preparo do extrato bruto foi feito através do método de maceragdo alcodlica sendo
mantido a temperatura ambiente por 48 horas. Apds esse periodo, o extrato foi filtrado em um
pano fino e posteriormente em papel filtro com auxilio de uma Bomba de Vécuo. O solvente do
extrato foi evaporado utilizando um Rotaevaporador e o “Air dryer”. Posteriormente, o extrato
foi pesado e mantido no dessecador até o preparo das solu¢des (MATOS, 1988).

Microrganismos

A confirmagdo da integridade e da pureza da cepa de Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula ATCC 27853 foi realizada através da coloracdo de Gram e a prova de
oxidase (OPLUSTIL et al., 2000). A cepa de Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula
ATCC 27853 foi mantida em tubos de cultura devidamente identificados contendo 4mL de meio
TSA (Triptic Soy Agar - Merck). Antes do repique, o meio passou pelo teste de esterilizacdo na
estufa a 37°C. O repique foi feito retirando algumas colonias da matriz com auxilio da al¢a de
platina, os tubos foram fechados e encubados a 37°C por 18-20 horas e, apds este periodo, os
repiques foram conservados a 4°C (OPLUSTIL et al., 2000).

Preparo das concentracoes

As concentracdes testadas foram baseadas no trabalho de Andrews (2001). Na placa
controle 1 (branco), ndo foi adicionado nem extrato nem etanol 70%. Na placa controle 2
(etanol), foi adicionado ImL de etanol 70%. Nos testes 1 “Tabela 1”7 e 2 “Tabela 27, a
concentracdo foi de Img de extrato bruto para 1mL de etanol 70%, no teste 3 “Tabela 3” de 2mg
de extrato bruto para ImL de etanol 70% e no teste 4 “Tabela 4” de 60mg de extrato bruto para
ImL de etanol 70%.

Tabela 1 - Concentragdes do extrato hidroalcodlico (1mg de extrato bruto/ml de etanol)
testadas em placas de Petri com 70 mm de diametro.

Placa Concentraciao (mg/mL) | Massa final (mg x Placa) | Vol. de extrato (uL)

1 (Branco) 0,000 0,000 0

3 0,001 0,010 10

4 0,002 0,020 20

5 0,004 0,040 40

6 0,008 0,080 80

7 0,016 0,160 160

8 0,032 0,320 320

9 0,064 0,640 640

14 0,128 1,280 1280
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Tabela 2 - Concentragdes do extrato hidroalcodlico (1mg de extrato bruto/ml de etanol)
testadas em placas de Petri com 90 mm de didmetro.

Placa Concentracido (mg/mL) | Massa final (mg x Placa) | Vol. de extrato (uL.)
1 (Branco) 0,000 0,000 0
8 0,032 0,640 640
9 0,064 1,280 1280
10 0,080 1,600 1600
11 0,088 1,860 1860
12 0,096 1,920 1920
13 0,112 2,240 2240
14 0,128 2,560 2560
15 0,160 3,200 3200

Tabela 3 - Concentragdes do extrato hidroalcodlico (2mg de extrato bruto/ml de etanol)
testadas em placas de Petri com 90 mm de didmetro.

Placa Concentracao (mg/mL) | Massa final (mg x Placa) | Vol. de extrato (uL)
1 (Etanol) 0,000 0,000 0
10 0,080 1,600 800
11 0,088 1,760 880
12 0,096 1,920 960
13 0,112 2,240 1120
14 0,128 2,560 1280
15 0,160 3,200 1600

Tabela 4 - Concentragdes do extrato hidroalcodlico (60mg de extrato bruto/ml de etanol)
testadas em placas de Petri com 90 mm de diametro.

Placa Concentracio (mg/mL) | Massa final (mg x Placa) | Vol. de extrato (uL)
1 (Branco) 0,000 0,000 0
2 (Etanol) 0,000 0,000 0
16 1,000 20,000 334
17 2,000 40,000 667
18 3,000 60,000 1000

Teste para avaliacao da atividade antibacteriana

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi feita em duplicata pelo método da dilui¢do do
extrato em Agar Mueller Hinton (Biobrés). Os meios de cultura foram preparados utilizando-se
um volume final de 10 ou 20mL conforme o diametro da placa, os meios foram autoclavados em
erlenmeyers individuais. Apés ser esterilizado, a temperatura do meio foi equilibrada a 45°C em
banho-maria, foi adicionado volume adequado do extrato hidroalcodlico com a finalidade de
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obter as concentracdes previamente determinadas. Este material passou por um teste de
esterilizacao na estufa a 37°C.

Os inéculos foram obtidos a partir da cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 crescidas a
37°C por 18-20 horas em meio TSA; preparou-se em solucdo fisiolégica suspensoes
padronizadas pela turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala MacFarland. As placas foram
semeadas até 30 minutos do preparo do inéculo (ANDREWS, 2001; BRITO et al., 2001).

Foi adicionado 100uL da suspensdo bacteriana com o auxilio da micropipeta e semeado
no meio com a alca de Drigalski e nos testes 3 e 4 foi utilizado “swab”. As placas foram
mantidas na estufa a 37°C por 18-20 horas. Segundo Oplustil e colaboradores (2000), a leitura é
feita pela presenca ou auséncia de crescimento de colonias na superficie do dgar. Sendo realizada
com 24 horas ap6s a semeadura.

A coloracao de Gram e a prova de oxidase confirmaram a integridade e a pureza da cepa
de Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula ATCC 27853.

Os testes foram realizados testando 16 concentragdes com a finalidade de avaliar a
inibicdo do crescimento da cepa Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula ATCC 27853.
Nas placas controle 1 (branco) e controle 2 (etanol), ndo houve inibi¢cdo do crescimento
bacteriano.

Nos testes 1, 2, 3 e 4 onde foram avaliadas as concentragdes do extrato hidroalcodlico
entre 0,001 e 1,000mg/mL ndo apresentou atividade antibacteriana, ou seja, ndo houve inibi¢ao
do crescimento da cepa de Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula ATCC 27853 com
leitura ap6s 24 horas de incubacdo “Tabela 5. Nas figuras 1 e 2, sdo apresentadas placas de Petri
com Agar Mueller Hinton contendo o extrato hidroalcodlico de Sphagneticola trilobata nas
concentragdes de 0,0320mg/mL “Figura 1a”, 0,080mg/mL “Figura 1b”, 0,096mg/mL “Figura
2a” e 0,128mg/mL “Figura 2b”.

| (a)

Figura 1 - Agar Mueller Hinton contendo extrato hidroalcodlico de
Sphagneticola trilobata semeado com Pseudomonas aeruginosa nas
concentragdes de (a) 0,032 e (b) 0,080mg/ml.



UGSAL VI S

CATOLICA DO Semana de Mobilizagio Cientifica
SALVADOR 17 a 21 de outubro de 2005

Qualidade de vida e dignidade da pessoa humana

Figura 2 - Agar Mueller Hinton contendo extrato hidroalcoélico de
Sphagneticola trilobata semeado com Pseudomonas aeruginosa nas
concentracoes de (a) 0,096 e (b) 0,128mg/ml.

Quando avaliada, a concentracdo de 2,000mg/mL foi observado um inicio de inibicdo, a
qual foi obtida totalmente com a concentragdao de 3,000mg/mL. Na tabela 5, sdo mostradas as
concentracdes em que ndo houve e na tnica que existiu inibi¢do do crescimento, e a avaliag¢do foi
feita apds 24 horas em estufa a 37°C. Os resultados evidenciaram a susceptibilidade da cepa de
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula ATCC 27853 ao extrato hidroalcodlico de
Sphagneticola trilobata (L. C. Rich.) Pruski.

Tabela 5 - Avaliagdo da inibi¢do do crescimento de P. aeruginosa utilizando
diferentes concentracdes de extrato hidroalcodlico de Sphagneticola trilobata.

Placa mg/mL Inibicao das cepas (24 horas)

1 (Branco) 0 Nao inibiu

2 (Etanol) 0 Nao inibiu
3 0,001 Nio inibiu
4 0,002 N3o inibiu
5 0,004 N3o inibiu
6 0,008 Nao inibiu
7 0,016 Nao inibiu
8 0,032 N3o inibiu
9 0,064 N3o inibiu
10 0,080 N3o inibiu
11 0,088 N3o inibiu
12 0,096 N3ao inibiu
13 0,112 Nao inibiu
14 0,128 N3o inibiu
15 0,160 Nio inibiu
16 1 Nao inibiu
17 2 Nao inibiu
18 3 Inibiu
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A concentracdo encontrada para a inibicdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa
foi maior que a esperada provavelmente pelo seu alto grau de resisténcia aos antibioticos. Outros
trabalhos comprovam a ineficiéncia de diversos antibidticos sejam fitoterdpicos ou
quimioterapicos. Porém o resultado positivo obtido neste trabalho faz de Sphagneticola trilobata
(L. C. Rich.) Pruski uma provével solu¢do para tratamento de doencgas causadas por P.
aeruginosa.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos e nas condi¢des em que foi conduzida a presente pesquisa,
pode-se sugerir que existem substancias com atividade antibacteriana sobre bactérias gram-
negativas nas folhas de Sphagneticola trilobata (L. C. Rich.) Pruski.

Faz-se necessaria a continuidade do trabalho para avaliacdo de novas concentracoes,
utilizando também outros métodos para o preparo do extrato, para o estudo fitoquimico e
toxicoldgico assim como o isolamento dos principios ativos desta planta, para um futuro uso do
extrato ou dos principios ativos no controle de bactérias resistentes a antibidticos convencionais.
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