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Resumo

Este estudo teve como objetivo verificar o efeito bactericida de extratos vegetais sobre
colénias de bactérias causadoras de infec¢do no trato urinario (ITU). A andlise da atividade
antibacteriana dos extratos vegetais das plantas medicinais (Plantago major L.,
Cymbopogon citratus e Portulaca oleracea L.) foi verificada contra as espécies de bactérias
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae isoladas de casos
clinicos humanos com diagnéstico de infec¢éo urinaria. A semeadura dos micro-organismos
se deu em 4gar Mueller Hinton com incubacédo a 36°C por 24 horas. Os testes para a
atividade antibacteriana foram realizados em triplicata através do método de difusdo em
disco de papel de filtro usando as concentracfes de extratos a 30%, 10%, 5% e 1% e foram
utilizados antibiéticos sintéticos como controles positivo. Verificou-se que para a maioria dos
extratos cloroférmicos houve a formacéo de halos, exceto contra a Klebsiella pneumoniae.
Os extratos por decocc¢do nao obtiveram nenhum efeito sobre as bactérias, independente da
concentracdo. Para os extratos hidroetandlicos, a maioria das concentragbes provocou
inibicdo do crescimento bacteriano, porém com a presenca frequente de halos ndo nitidos e
de colbnias resistentes na zona de inibicdo. Foi notorio neste estudo que a espécie Plantago
major L. se apresentou como a mais eficiente no combate a bactéria E.coli sendo a eficacia
de seus extratos diretamente proporcional as suas concentraces. Este estudo demonstra
gue a espécie Plantago major L. pode ser promissora no tratamento de infec¢des urinarias,
visto que foi eficiente no combate a E.coli, agente responsavel por 60%-90% dos casos de
infeccao.
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Abstract

This study aimed to verify the bactericidal effect of plant extracts on colonies of bacteria
causing urinary tract infection (UTI). The analysis of the antibacterial activity of plant extracts
of the medicinal plants (Plantago major L., Cymbopogon citratus and Portulaca oleracea L.)
was verified against the species of Escherichia coli, Enterobacter aerogenes and Klebsiella
pneumoniae isolated from human clinical cases with diagnosis of urinary infection. Sowing of
the microorganisms was done on Mueller Hinton agar with incubation at 36 ° C for 24 hours.
The tests for the antibacterial activity were performed in triplicate through the disc diffusion
method of filter paper using the concentrations of extracts at 30%, 10%, 5% and 1% and
synthetic antibiotics were used as positive controls. It was verified that for most chloroform
extracts halos were formed, except for Klebsiella pneumoniae. The extracts by decoction did
not have any effect on the bacteria, regardless of the concentration. For the hydroethanolic
extracts, most of the concentrations caused inhibition of the bacterial growth, but with the
frequent presence of non-sharp halos and of resistant colonies in the zone of inhibition. It
was notorious in this study that the species Plantago major L. was presented as the most
efficient in the control against E.coli bacteria and the effectiveness of its extracts was directly
proportional to its concentrations. This study demonstrates that the species Plantago major
L. may be promising in the treatment of urinary infections, since it was efficient in combating
E. coli, the agent responsible for 60% -90% of cases of infection.

Keywaords: extracts; medicinal plants; antibacterial activity.

1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo aquelas tradicionalmente usadas como remédio por uma
dada populacdo ou comunidade, tendo em vista o alivio ou a cura de enfermidades
(ANVISA, online, 2015); portanto, sao espécies utilizadas com propdsitos terapéuticos,
podendo ser cultivadas ou ndo (BRASIL, 2014)

Dentre os multiplos efeitos das plantas medicinais, a acdo antimicrobiana é verificada
em diversas espécies (COUTINHO et al, 2008) A capacidade bactericida de algumas
espécies é destacada dentre os usos das plantas medicinais (CARSON et al, 2006).

Alguns estudos demonstram efeitos bactericidas eficazes contra agentes etioldgicos
das infeccdes do trato urinario (ITU) por parte de alguns componentes presentes em
espécies como Portulaca oleracea L. (HIFNAWY et al, 2016); Cymbopogon citratus
(PEREIRA et al, 2004) e Plantago major L. (FREITAS et al, 2002). Dentre os agentes
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etiolégicos de ITU mais recorrentes, se destacam a Escherichia coli, com uma prevaléncia
que varia entre 60% e 90% dos casos; seguida por outros uropatégenos como Proteus
mirabilis e Staphylococcus saprophyticus que também podem ser agentes frequentes em
algumas faixas etarias e sexo (GUIDONI et al, 2008).

Sabe-se que devido a sua alta taxa de recorréncia, as infec¢des do trato urinario,
geram custos sociais e financeiros para 0 nosso pais, levando ao aumento da necessidade
de mudancgas no enfoque da prestacdo de assisténcia pelos servicos de saude (SOUZA et
al, 2010). E além disso, a qualidade de vida das pessoas injuriadas ainda €
significativamente afetada pelas infec¢des urinarias (FLORES-MIRELES et al, 2015). Os
sinais e sintomas relacionados a ITU geralmente sdo a urgéncia miccional, a polacidria, a
hematuria, a disuria, a pidria e alteragcdes no aspecto e na coloracdo da urina (RORIZ-
FILHO et al, 2010).

Nesse sentido, € de grande importancia a investigacdo de novos agentes
antimicrobianos devido a dimensao da resisténcia de linhagens de bactérias aos antibioticos
ja existentes (COSTA et al, 2007). E além de uma contribuicio no combate a
superbactérias, o uso de plantas medicinais com propriedades terapéuticas ainda pode
beneficiar classes sociais menos favorecidas, com o consumo de produtos mais viaveis em
termos econdmicos, eficazes e menos injuriosos para a saude como os farmacos sintéticos
(SILVA et al, 2010; ALMEIDA, 2011).

Sabendo-se que o0s usos dos vegetais podem apresentar finalidades terapéuticas
mdltiplas, no presente estudo dar-se-a enfoque agueles com propriedades antibidticas
voltadas especificamente para um grupamento bacteriano que comumente provoca
infec¢cdes urinarias em seres humanos, promovendo os testes em coldnias advindas de
bactérias encontradas no trato urinario de moradores do municipio de Itaperuna, RJ e
municipios vizinhos.

O presente estudo teve por objetivo verificar o efeito bactericida de extratos vegetais

sobre coldnias de bactérias causadoras de infec¢éo no trato urinério.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacgéo dos extratos vegetais

Os extratos vegetais foram obtidos a partir das espécies Plantago major L.,

Cymbopogon citratus e Portulaca oleracea L., as quais foram coletadas na zona rural do

municipio de S&o José de Uba, RJ. Os extratos por decoccdo e hidroetandlico, foram
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obtidos segundo Pansera et al (2012) com adaptagfes. Ja o extrato cloroférmico, foi obtido
segundo Haida et al (2007).

Para o preparo do extrato por decoccéo, foi feita a fervura de folhas frescas das
plantas (150g) com agua destilada (500 mL), durante 20 minutos. Foi utilizado papel filtro
para filtrar os homogenatos resultantes dos extratos.

Para a obtencéo do extrato hidroetandlico foi feita previamente a desidratacdo das
plantas em estufa de recirculagéo de ar e posterior maceracdo das plantas secas e moidas
com a solucao hidroetandlica por um periodo de 48h. A preparacdo deste extrato exigiu 30g
da planta seca e triturada com 100 mL de solu¢do hidroetandlica a 70% (v/v). Gaze foi
utilizada para filtrar os homogenatos. Estes foram colocados em banho-maria a 45°C, pelo
periodo de 12 horas, para evaporagdo do etanol a fim de evitar a interferéncia da acao do
mesmo nos experimentos. Apoés, utilizou-se agua destilada para completar os extratos até
se obter o volume inicial, assim fez-se o uso de papel filtro para a filtracdo dos extratos e
membrana de celulose de 0,2 ym de porosidade.

O extrato cloroférmico foi obtido através da secagem das partes aéreas das plantas
em estufa a temperatura de 50 °C. ApdOs o processo de secagem, foram trituradas 30g das
partes aéreas das plantas e adicionados 100mL de cloroférmio e essa mistura ficou em
repouso por um periodo de 10 dias em frasco ambar.

A partir dos extratos originais (30%) foram feitas as diluicbes com agua destilada

para a obtencao das concentracdes de 10%, 5% e 1% de cada extrato.

2.2. Avaliacéo da atividade antibacteriana dos extratos

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana dos extratos foram utilizadas colonias
isoladas de pacientes atendidos no Laboratério de Andlises Clinicas CentroLab, localizado
no municipio de Itaperuna, e acometidos por ITU. O isolamento das colénias foi feito no
laboratério de Microbiologia da UniRedentor. A ativagdo das bactérias foi feita em tubos com
caldo de infusdo de cérebro e coracao (BHI), incubados a 37°C por 24 horas.

Os testes para a atividade antibacteriana foram realizados em triplicata através do
método de difusdo em disco de papel de filtro usando as concentracBes de extratos a 30%,
10%, 5% e 1%. Utilizou-se discos de 6 mm de didmetro, embebidos com 10 uL de cada
extrato preparado. Em placas de Petri, contendo meio de cultura Mueller Hinton, foram
semeadas as espécies de bactérias isoladas previamente, onde acrescentou-se os discos

com extratos. Foram utilizados antibiéticos sintéticos como controles-positivo.
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O periodo de incubacdo na estufa a 36 °C foi de 24 horas. ApGs esse intervalo, foi
realizada a leitura dos resultados. Para tanto, fez-se a medicdo do didmetro dos halos de
inibicdo, incluindo o proprio disco. Os resultados consistiram na expressao da medida do

diametro, em milimetros, das zonas de inibicdo do crescimento das bactérias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos cloroformicos de Plantago major L. e Cymbopogon citratus inibiram o
crescimento de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes, apresentando halos entre 8mm e
22mm (Tabela 1). Porém, nédo obtiveram efeitos contra Klebsiella pneumoniae. Os extratos
cloroférmicos de Portulaca oleracea L. obtiveram efeitos apenas contra E. aerogenes com
um halo de 12mm.

O extrato hidroetandlico de Plantago major L. foi capaz de inibir apenas o
crescimento de E. coli promovendo um halo de 24mm, porém com a presenca de algumas
colénias resistentes na regido de inibicdo (Tabela 2). O extrato hidroetandlico de
Cymbopogon citratus inibiu o crescimento de E. coli, K. pneumoniae e E. aerogenes
produzindo halos de 23mm, 10mm e 8mm, respectivamente, porém, os halos também nédo
foram nitidos e houve a presenca de crescimento bacteriano nas zonas de inibicdo. Ja com
relacdo ao extrato hidroetandlico de Portulaca oleracea L., apenas a K. pneumoniae se
mostrou resistente. J4 o0s extratos por decoccdo das trés espécies vegetais nédo
apresentaram nenhum efeito contra as bactérias em analise.

Os antibidticos utilizados como controles-positivo, apresentaram, em sua maioria,

efeitos de inibicdo frente as bactérias com diferentes tamanhos de halos (Tabela 3).

Tabela 1: Halos de inibi¢do (mm) formados pelos extratos cloroférmicos em diferentes concentragoes

E. coli E. aerogenes K. pneumoniae
30%  10% 3% 1% 30% 10% 3% 1% 30%  10% 3% 1%
Plantago major L. 22 18 16 10 13 0 0 0 0 0 0
Cymbopogon citratus 0 8 0 0 8 0 0 0 0 0 0
Portulaca oleracea L. 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 0
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Tabela 2: Halos de inibi¢do (mm) formados pelos extratos hidroetandlicos em diferentes
concentra¢des

E. coli E. aerogenes K. pneumoniae
3%  10% 5% 1% 30% 10% 5% 1% 30%  10% 3% 1%
Plantago major L. 247 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cymbopogon citratus 23* 0 0 0 gH* 0 0 0 10* 0 0 0
Portulaca oleracea L. 23 0 0 0 TEE 0 0 0 0 0 0 0

* Foi observado o inicio de proliferacdo bacteriana no interior dos halos formados

** Halos nitidos

Tabela 3: Halos de inibi¢do (mm) formados pelos antibidticos

Antibiodticos E. coli E. aerogenes K. pneumoniae
Ampicilina 0 0 6
Tetraciclina 10 23 28
Estreptomicina 17 16 18
Ciprofloxacina 20 31 33
Gentamicina 22 18 20
Noifloxacina 18 31 35
MNitrofurantoina 19 16 19
Acido Nalidixico 5 31 21

Como se pode perceber, neste estudo as espécies de bactérias apresentaram maior
sensibilidade frente aos antibidticos sintéticos. Uma ressalva foi apenas o extrato
cloroférmico de Plantago major L. que apresentou um halo de 22mm contra E.coli,
superando, assim, a acdo da maioria dos antibidticos contra tal bactéria. Com esses
resultados, pode ser tracado um paralelo com os estudos feitos por Velasco-Lezama et al
(2006), onde o extrato cloroférmico de Plantago major L. apresentou atividade bactericida
contra E.coli.

A K. pneumoniae se mostrou o agente etiolégico mais resistente aos extratos
testados no presente trabalho. A resisténcia a antimicrobianos por parte da bactéria
Klebsiella pneumoniae tem se tornado causa de preocupacdo em varios campos da area de
saude e um problema de saude publica (CUNHA, 2014). Tal fato pode justificar a auséncia
de sensibilidade dessa espécie a maioria dos extratos testados. A Klebsiella pneumoniae
também n&o sofreu inibicdo do crescimento na presenca de extrato aquoso de Cymbopogon
citratus, segundo estudos realizados por Furtado et al (2015); e essa espécie de bactéria
também se mostrou resistente a extrema maioria dos extratos de plantas medicinais
também citadas com propriedades bactericidas (Phyllanthus niruri L., Punica granatum L. e

Zea mays L.) por Queiroga (2015), onde diante da aplicacdo dos extratos dessas trés
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espécies vegetais, a bactéria Klebsiella pneumoniae ndo exibiu nenhuma espécie de halo ou
0s mesmos ndo foram notaveis. Além disso, a Klebsiella pneumoniae também se mostrou
resistente aos extratos etandlicos de Plantago major L. nos estudos realizados por Metiner &
Ozkan (2012).

E notdrio neste estudo que a espécie Plantago major L. se apresentou como a mais
eficiente no combate a bactéria E.coli sendo a eficacia de seus extratos diretamente
proporcional as suas concentragées o que corrobora com outros estudos (METINER &
OZKAN, 2012; CITOGLU & ALTANLAR, 2003). Sabendo-se que a Escherichia coli é o
agente etiolégico mais recorrente de ITU (GUIDONI et al, 2008) e sendo no presente
trabalho o micro-organismo que apresentou maior sensibilidade frente aos extratos de
Plantago major L., pode-se inferir que tal espécie vegetal pode ser considerada eficiente no
combate a ITU.

A ineficacia dos extratos por decoccao contra as bactérias expressa neste estudo,
vai ao encontro dos resultados encontrados por Teles & Costa (2014) onde o extrato aquoso
(decoccdo) de Plantago major L. ndo surtiu nenhum efeito contra E.coli, nem contra
Staphylococcus aureus. Tal fato pode ser justificado por algum tipo de interferéncia de
alguma substancia no extrato ou pela concentracdo ineficaz do extrato (TELES & COSTA,
2014).

De uma forma geral, a acdo dos extratos vegetais contra as bactérias E. coli e E.
aerogenes, foi mais sutil do que a acdo dos antibidticos, podendo-se inferir que existem
propriedades nessas plantas capazes de inibir o crescimento bacteriano. Porém, nao se
deve dispensar o uso dos antibidticos sintéticos, visto que os extratos brutos das plantas
nao seriam capazes de combater de maneira eficaz uma infecgdo, dada a sutileza de seus
halos.

E valido mencionar que no tocante as infecgbes bacterianas do trato urinario, varios
testes ja foram feitos; porém, os trabalhos publicados, em sua maioria, usaram coldnias
puras reproduzidas artificialmente em laboratérios (HAIDA et al, 2007; SILVA, 2012;
ALVARENGA et al, 2007) o que contrasta com a realidade do presente estudo, no qual as
cepas testadas tiveram origem ambulatorial tendo maior probabilidade de sofrer mutacdes, o
gue pode denotar maior resisténcia por parte das mesmas em comparagao as cepas padrao
ATCC (American Type Culture Collection) (TELES & COSTA, 2014). E importante ressaltar
gue os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas tais como flavonoides, alcaloides,
terpenoides dentre outros, os quais podem possuir propriedades biologicas diferenciadas,
dentre elas a capacidade bactericida (MILLEZI, 2012), podem ter seus conteudos

influenciados por fatores como sazonalidade, ciclo circadiano, desenvolvimento da prépria
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planta, disponibilidade hidrica, temperatura, altitude, nutrientes, dentre outros fatores
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Para a maioria dos extratos cloroférmicos houve a formacao de halos, por mais que
sutis, contra as bactérias testadas, exceto contra a Klebsiella pneumoniae. Os extratos por
decoccdo ndo obtiveram nenhum efeito sobre as bactérias. E para os extratos
hidroetandlicos, a maioria das concentracdes provocou inibicdo do crescimento bacteriano,
porém com a presenca frequente de halos néo nitidos e de coldnias resistentes na zona de
inibic&o.

Esse estudo demonstrou que a espécie Plantago major L. pode ser promissora na
obtencdo de um novo fitoterapico que auxilie no tratamento de ITU, visto que foi a mais
eficiente no combate a E.coli, agente responsavel por 60%-90% dos casos de infec¢ao.
Mas devem-se pesquisar novas concentracdes dos extratos e/ou aprimorar as técnicas
metodoldgicas assim como utilizar espécies vegetais cultivadas de forma controlada,
tentando manipular o maximo nimero de fatores de interferéncia possiveis, a fim de obter
melhores resultados e perspectivas da aplicacdo desses extratos como antibiéticos, visto

gue apresentam menos efeitos colaterais e sdo economicamente mais viaveis.
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