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RESUMO

Objetivo: Analisar a atividade antibacteriana do extrato da semente da espécie A. minus, pelo
método de disco difusao frente a bactérias gram-negativas e positivas. Materiais e métodos:
A avaliagio do extrato bruto realizou-se em concentragdes de 10, 50 e 100 mg/mL, utilizando
o teste de susceptibilidade antibacteriana, foi realizada através do método de disco difusio.
Resultados: As amostras testadas nio mostraram atividade bacteriana, ao contrdrio do que
era esperado. Discussdo: As plantas medicinais que possuem atividade antibacteriana podem
atuar de forma conjunta na redugao dos sintomas inflamagao, por meio da redu¢io de agentes
agressores como as bactérias, isso resultard em diminui¢io de liberacio de mediadores pré-
inflamatérios, reduzindo seus efeitos, no entanto isso nio pode ser observado nesse estudo.
Conclusao: Constatou-se que a supracitada espécie nao apresentou efeito antibacteriano, para
cepas de bactérias gram-negativas e positivas, nas concentragdes testadas. A inefetividade pode
ter ocorrido por ser um extrato bruto, pelo extrato ser da semente e nao de outra parte da planta,
pela concentragio testada, entre outros motivos.

Descritores: Plantas medicinais; bactérias gram-negativas e positivas; infecgao; bardana.

ABSTRACT

Objective: 10 analyze the antibacterial activity of the extract of the seed of the species A. minus, by
the disk diffusion method against gram-negative and positive bacteria. Materials and methods: The
evaluation of the crude extract was carried out at concentrations of 10, 50 and 100 mg/mL, using the
antibacterial susceptibility test, which was carried out using the disk diffusion method. Results: The
tested samples did not show bacterial activity, contrary to what was expected. Discussion: Medicinal
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plants that have antibacterial activity can act together to reduce inflammation symptoms, by reducing
aggressive agents such as bacteria, this will result in a decrease in the release of pro-inflammatory
mediators, reducing their effects, however this could not be observed in this study. Conclusion: It
was found that the aforementioned species did not have an antibacterial effect, for gram-negative and
positive bacterial strains, at the tested concentrations. The ineffectiveness may have occurred because
it was a crude extract, because the extract was from the seed and not from another part of the plant,
because of the tested concentration, among other reasons.

Descriptors: Medicinal plants; gram-negative and positive bacteria; infection; burdock.

INTRODUCAO

A Organizagao Mundial de Satide (OMS) tem incluido o uso de plantas medicinais 77
natura ou de produtos que as contenham no contexto da medicina tradicional (MT). A MT ¢
um termo amplo que se refere a sistemas de satide, como a medicina chinesa, drabe ou indigena,
e que inclui o uso de plantas medicinais, produtos naturais e outras terapias. Nos paises em que
a MT nio estd inserida no sistema sanitdrio oficial, esta vem sendo classificada como medicina

complementar, alternativa ou nao convencional®.

O uso de plantas medicinais pode ser influenciado pela questao econémica, o alto custo
dos medicamentos e o dificil acesso a consultas pelo Sistema Unico de Satde (SUS) ou pelo alto
custo das consultas em clinicas particulares; também pela dificuldade de locomogao daqueles
que residem em dreas rurais ou pela tendéncia atual de utilizagdo de recursos naturais como
alternativa aos medicamentos sintéticos. As geragdes mais antigas conservam o conhecimento
tradicional da utilizagao de espécies vegetais para o tratamento de problemas de satde, pois
os idosos tendem a conhecer mais sobre assuntos de interesse vital para a comunidade, sendo
respeitados pelo seu saber. Reconhecendo a relevincia da sabedoria tradicional, se faz necessdria
a sua preservacao a fim de proteger o conhecimento da comunidade, que deve ser repassado ao

longo de geragdes e nao se perder com o tempo'®.

A Organizagdo Mundial de Saide considera fundamental que se realizem
investigagoes experimentais acerca das plantas utilizadas para fins medicinais e de seus principios
ativos, para garantir sua eficicia e seguranca terapéutica®. Além disso, no Brasil o Ministério
da Sadde aprovou, em 2006, pela Portaria n° 648, a Politica Nacional de Aten¢ao Bdsica que
inclui as plantas medicinais no SUS* e, pelo Decreto n° 5.813 de 2006, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos. Esta ultima estabelece diretrizes e linhas prioritdrias para
o desenvolvimento de agoes pelos diversos parceiros em torno de objetivos comuns voltados
a garantia de acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos em nosso pais.

Também, ao desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como ao fortalecimento
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das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentdvel da biodiversidade brasileira e ao

desenvolvimento do complexo produtivo da saude’.

As plantas medicinais sao utilizadas pelo homem na prevengio e no tratamento de
diversas doengas, desde a antiguidade aos tempos modernos®””. Com relagao as propriedades
terapéuticas de determinadas plantas foram descobertas e propagadas pelas geragoes, por meio
da observagao e da experimentacio pelos povos primitivos, fazendo parte da cultura popular®.
Os principais produtos ativos com propriedades medicinais sao oriundos, principalmente, do
metabolismo secunddrio vegetal. As plantas medicinais se destacam como grande fonte de novos
recursos terapéuticos, e é a partir destas que a industria farmacéutica desenvolve os medicamentos

com diversas finalidades como antimicrobiano e anti-inflamatéria, entre outros?.

Os compostos advindos das plantas medicinais capazes de inibir o crescimento de
patdgenos ou matd-los, além de apresentarem toxicidade minima para as células hospedeiras sao
considerados candidatos para o desenvolvimento de novos antimicrobianos’. Esses compostos
sio metabdlitos secunddrios, grupo diversificado de moléculas que possuem atividades
bioldgicas envolvidas nos mecanismos de adaptagao da planta a seu meio e nio apresentam
fungoes diretamente relacionadas ao crescimento e desenvolvimento da planta, como ¢ visto
nos metabélitos primdrios. Apresentam imensa atividade farmacoldégica de interesse ao ser

humano??.

Entre as plantas medicinais de interesse farmacolégico estd a Arctium minus (Hill)
Bernh, a qual ¢ uma planta pertencente a familia Asteraceae, popularmente é conhecida por
“Bardana” ou “bardana menor” e ¢ proveniente da Asia Menor'. Suas folhas sio usadas contra
a dor reumdtica, febre e insolagio na medicina popular turca. Além disso, exibem atividades

antiinflamatérias, antinociceptivas e de eliminagao de radicais livres'.

A espécie A. minus (Hill) Bernh, representa uma das espécies vegetais com vasta utilizagao
na medicina fitoterdpica. Caracteriza-se por apresentar folhas grandes e flores arroxeadas e,
durante o primeiro ano, uma roseta com folhas largas. No segundo ano, as plantas podem atingir
de 90 a 210 cm de altura'. Espécies do género Arctium tém sido usadas como assistente para
o tratamento de gota, hipertensao, arteriosclerose e outras doengas inflamatérias®. Do ponto de
vista farmacéutico, plantas com uma longa histéria de uso medicinal so, geralmente, uma rica
fonte de constituintes ativos que fornecem beneficios medicinais ou de prevengio contra diversas
doengas e enfermidades''. Diversos fitoquimicos encontrados em variadas espécies tém sido

descobertos e se tornado essenciais para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos™.

Da bardana, utilizam-se raizes e folhas, frescas e secas, embora em alguns paises, como a
China, faga-se uso também das sementes como diurético, para tosse seca, resfriados, irritacio da
garganta e escarlatina, uma doenga infectocontagiosa aguda, provocada pela bactéria Estreprococo.
A infusio das folhas serve para limpar feridas e inflamacoes cutineas. As raizes frescas sao usadas
em decoccdo, cataplasma e compressas®. A toxicidade nao ¢é totalmente conhecida, porém,

pode causar sensibilizagio cutinea. Sasaki et al. (2003) relataram um caso de anafilaxia como
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consequéncia da ingestao da planta®. O consumo nao é recomendado durante a gestacao, devido

a presenca de atividade estimulante uterina®.

De acordo com Lorenzi e Matos (2002), no Brasil, a planta cresce espontaneamente
nos campos e onde hd solos ricos de matéria orginica, sendo considerada muitas vezes planta
invasora'. O desenvolvimento é melhor em climas mais amenos, temperaturas que variam de 16
a 22°C e o espacamento entre plantas deve ter no minimo 30 cm e entre linhas, 50 cm. O solo
para o cultivo da bardana deve ser fértil, bem irrigado e drenado, de preferéncia arenoso, porque

facilitard o aprofundamento e colheita das raizes.

Conforme Wang et al. (2019) apés estudos realizados com as folhas da espécie A. minus
foram encontrados determinados metabdlitos secunddrios tais como, glicosideos, flavondis,
flavonas e flavonéides. Posteriormente andlises realizadas nas raizes e folhas, observaram compostos
polissacarideos™. Em estudos realizados por Fischer et al. (2017), em andlise das sementes da
espécie, foram identificados a presenca de compostos fenélicos, e em elevada quantidade o 4cido

clorogénico, como também, atividade de compostos triterpénicos'”.

Em relagio a bioatividade da supracitada espécie, tem-se que o extrato bruto das
sementes apresentou propriedades estrogénicas, que consequentemente diminuem o risco para
a ocorréncia de osteoporose e cardiopatias®. Ainda, o anteriormente citado extrato apresentou
efeito antitumoral, hepatoprotetor, antidiabético, anti-inflamatério e antimicrobiano, em
virtude de haver estudos em que o extrato da Bardana inibiu o crescimento de bactérias presente
na cavidade oral (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
mutans e Candida albicans)®. Ademais, o extrato hidroalcoélico de raizes desta espécie apresenta

efeitos antifingicos pronunciados para o Aspergillus niger e Penicillium hirsutum®.

Deste modo, esta pesquisa tem por objetivo analisar a atividade antibacteriana do extrato
da semente da espécie A. minus, pelo método de disco difusao frente a bactérias gram-negativas

e positivas.
METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo experimental, laboratorial, quantitativo. A pesquisa experimental
consiste em determinar um objeto de estudo, selecionar as varidveis capazes de definir as formas

de controle e de observagio dos efeitos que a varidvel produz no objeto'.

O material utilizado para a realizagio do método de disco difusdo foram: meio de cultura
dgar Mueller Hinton, dgua esterilizada, discos do antibidtico cloranfenicol, discos de papel filtro,
vidraria de laboratério tais como, placa de petri, balao de erlenmeyer, pipeta graduada, pipetador
automadtico, pinga, entre outros.

Os equipamentos necessirios para a realizacio da pesquisa foram: microondas, balanga
analitica, bico de Bunsen, estufa, régua milimetrada, autoclave, capela de fluxo laminar. Os

microrganismos utilizados foram cepas de isolados clinicos bacterianos gram-positivos:



Andlise da Atividade Antibacteriana do Extrato Bruto da Espécie Arctium Minus 7
Alessandra Cardoso Jusvick et al.

Staphyfilococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalise
e gram-negativos: Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Enteritidise, Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii, Morganella morganii, Klebsiella spp, disponiveis no laboratério de microbiologia da

Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes — URI, Campus Santo Angelo.

O extrato bruto das sementes de A. minus, utilizado para realiza¢ao do método, foi doado
pelos autores do respectivo artigo cientifico “Arctium minus crude extract presents antinociceptive
effect in a mice acute gout attack model” publicado na revista Inflammopharmacology (ISSN:
0925-4692) em 2017". De acordo com os autores responsdveis pelo estudo acima citado, o
extrato bruto da planta foi obtido a partir das sementes que foram colhidas no municipio de
Maximiliano de Almeida (RS) no més de janeiro de 2015, a amostra estd armazenada no herbdrio

do Departamento de Biologia Federal da Universidade de Santa Maria, o qual corresponde ao
niumero de registro, SMBD 16046".

Este projeto também estd cadastrado no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado sob o ntimero AC270F1. Para coleta
das sementes, foram removidas delicadamente das flores e deixadas em maceragio com etanol
70% por um periodo de 7 dias, com agitagao didria, apSs o extrato hidroalcéolico foi filtrado
e o solvente renovado a cada semana no periodo de 30 dias. Esse extrato foi evaporado em
evaporador rotatdrio sob pressio reduzida para remover o etanol, o remanescente aquoso foi seco

a temperatura inferior a 40°C em estufa até a obten¢io do extrato bruto.

A anilise da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de disco difusio de
acordo com o CLSI (2008), para isso foram usados discos de papel filtro com didmetro de 6
milimetros(mm) aproximadamente. Para o ensaio, placas de petri foram preparadas. O meio
de cultura dgar Mueller Hinton foi adicionado em seu interior. Os indculos bacterianos foram
padronizados de acordo com a escala 0,5 de McFarland, onde este foi comparado a um controle
padrao, realizado de forma observatéria. Os indculos contendo as bactérias jd padronizadas,
foram espalhadas na superficie do dgar de forma uniforme com auxilio de uma swab estéril, essa

etapa foi realizada em uma capela de fluxo laminar.

Para andlise também foi utilizado um controle positivo, discos de antibidtico
cloranfenicol. Apds, solugoes de 10, 50 e 100 mg/mL de extrato bruto da planta A. minus
foram preparadas, como meio de dilui¢ao utilizou-se dgua purificada estéril. Posteriormente a
semeadura, cada placa recebeu discos impregnados com 20 pL das concentragoes determinadas,
todos os discos foram colocados sobre a superficie do meio de cultura previamente semeado com
inéculo bacteriano. As placas foram incubadas em estufa a 37+1°C por 24 horas. A difusao do
antibacteriano, como também dos extratos, sao analisados através do halo de inibi¢ao,para isso,
foi utilizado uma régua milimetrada. Neste ensaio é avaliado a concentragao inibitéria minima
(CIM) dos extratos como intermedidria (), resistente (R), suscetivel (S), de cada cepa bacteriana

testada®. As amostras foram acompanhadas por trés dias seguidos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram obtidos os resultados referentes aos testes de sensibilidade bacteriana
rente ao extrato bruto das sementes de A. minus. Dez diferentes cepas bacterianas, tanto gram-
frent trato bruto d tes de 4 Dez diferent bact tanto g
positivas como gram-negativas, foram testadas frente a trés diferentes concentragoes de extrato,

os resultados estio mostrados na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Avaliagio da atividade antibacteriana do extrato bruto das sementes de A.minus pelo
método de disco difusao.

Cepas bacterianas Concentragoes do extrato (mg/mL) Controle

10 50 100 Cloranfenicol
P aeuruginosa R R R R
S. agalactae R R R R
E.faecalis R R R S
A. baumani R R R R
M. morganii R R R R
Klebsiella R R R S
E. coli R R R S
Salmonella R R R S
S.epidermidis R R R S
S. aureus R R R S

Legenda: R: cepa bacteriana resistente; I: intermedidrio; S: suscetivel

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

A Tabela 1 apresenta a avaliagio da atividade antibacteriana do extrato bruto das
sementes de A. minus nas concentragdes (10mg/mL, 50mg/mL e 100mg/mL), pelo método
de disco difusdo frente as diferentes cepas bacterianas (P aeuruginosa, S. agalactae, E.faecalis,
A. bauwmani, M. morganii, Klebsiella spp, E. coli, Salmonella, S. epidermidis, S. aureus), onde as
amostras testadas ndo mostraram nenhum halo de inibigao, ao contririo do que era esperado.
O férmaco controle (cloranfenicol) apresentou halos de inibigao nas placas semeadas com as
cepas de bactérias gram-positivas (8. agalactae e S. aureus) o mesmo resultado foi encontrado em
estudos realizados por Pasquali, Blaszak e Roman (2019)*. Como também em cepas bacteriana
gram-negativas (A. baumani, M. morganii e P aeuruginosa) neste caso, o mesmo resultado foi
encontrado em estudos de Ogaki, Furlaneto e Maia (2015). Esses autores constataram que a
membrana plasmdtica das bactérias gram-negativas é composta por um sistema de bicamadas
lipidicas, que possivelmente pode dificultar a penetragio de substincias antibacterianas,

atribuindo-lhes uma resisténcia elevada frente a antibidticos?.
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A Fitoterapia se encontra muito presente na medicina popular, logo a busca por novas
substincias com propriedades terapéuticas tem como base os estudos etnofarmacoldgicos, uma
ciéncia voltada para sistemas tradicionais de tratamento. Tais tratamentos surgem das relacoes
entre povos e plantas e fundamentam a procura por principios ativos empregados em vdrios
estudos quimicos, farmacoldgicos e toxicolégicos®. Como citado anteriormente, as espécies do
género Arctium tém sido usadas como terapia assistente para o tratamento de gota, hipertensao,
arteriosclerose e outras doengas inflamatérias, além de infec¢oes causadas por bactérias do género
Streptococcos, doenga conhecida como escarlatina, além de feridas e inflamagées®. Conforme
estudos publicados na revista Nature (1946), o extrato bruto das sementes de A. minus resultou em
uma atividade comprovada contra S. aureus, os autores identificaram ainda algumas substincias
que poderiam ser responsdveis por essas atividades. Porém, em nossos estudos, a atividade

antibacteriana contra essa bactéria nao foi observada pelo método de disco difusio empregado.

De acordo com os artigos citados de seu uso popular, a espécie também ¢ utilizada
em inflamagdes'®. O processo inflamatério pode ser caracterizado por uma resposta defensiva
desencadeada apés algum tipo de dano celular quimicos ou fisicos'®. Os primeiros sinais
apresentados classicamente ao ocorrer uma inflamagao é dor, rubor, tumor e posteriormente
vermelhidio. Estes fendmenos sdo identificados como resultado de diversas mudangas quimicas
acompanhadas de alteragoes locais de fluxo sanguineo; permeabilidade vascular; quimiotaxia de
leucécitos e liberagio de mediadores pré-inflamatérios como as prostaglandinas'®. Além disso,
outras células também atuam nesse processo como fibroblastos, células dendriticas e endoteliais,

entre outras. Quimiotaxia refere-se ao recrutamento de células para o sitio da inflamagao'®.

A inflamagao ¢ uma defesa que age de forma benéfica, em grande parte das vezes em
que ocorrem, procedendo de forma hd limitar a duracio e proliferacio de microrganismos
invasores, tais como, virus, bactérias, fungos, promovendo a conservagio natural do tecido'®.
Desta forma,as plantas medicinais que possuem atividade antibacteriana podem atuar de forma
conjunta na redugio dos sintomas inflamagio, por meio da redu¢io de agentes agressores como
as bactérias isso consequentemente resultard em uma diminuigao de liberagao de mediadores pré-

inflamatdrios, reduzindo a dor, calor e rubor, que sdo caracteristicos de processo inflamatdrios'.

Estudos da atividade antibacteriana da espécie A. minus foram recentemente realizados
por Pasquali; Blaszak e Roman (2019), que encontraram resultados negativos frente a cepas de
bactérias gram-positivas, tanto na utilizacdo de folhas, como também raizes®. No entanto, a
raiz e folhas da planta apresentam atividade antibacteriana moderada frente as outras bactérias

testadas como bactérias Escherichia coli, Citrobacter freudii, Klebsiella pneumoniac®.

Em nossos resultados, as sementes foram avaliadas, e nao mostraram a mesma atividade
encontrada para as raizes e folhas como citado no estudo acima, é possivel que a quantidade de
metabdlitos secunddrios possa interferir na atividade antibacteriana dessa espécie assim como a

parte (sementes) da planta testada.
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Conforme estudos de Fischer et al. (2017), em andlise cromatografica das sementes da
espécie, foram identificados a presenga de compostos triterpénicos como, a-amyrina, 3-amyrina,
dcido ursélico, lupeol e sitosterol; e grande quantidade de metabdlitos fendlicos, como, dcido
clorogénico, 4cido vanilico, dcido cafeico, dcido cumarico, 4cido fertlico, 4cido trans-cindmico,
quercitrina, luteolina, apigenina’. Por outro lado, estudos realizados por Wang et al. (2019)
encontraram vérios tipos de metabdlitos secunddrios nas folhas da planta, como flavonoides
da classe dos flavondis e flavonas®. Ainda, identificou-se a rutina, isoquercetina, astragalina,
kampferol-e quercimeritrina. A atividade microbiano ocorre devido & combinag¢io de compostos
fendlicos, como o 4cido clorogénico, dcido vanilico, dcido cafeico, dcido cumarico, dcido ferdlico,
dcido trans-cinimico, quercitrina, luteolina, apigenina®, enquanto os outros metabdlitos
secunddrios citados sao responsdveis pelas demais atividades terapéuticas ji destacadas nesta
pesquisa.

E possivel que a diferenca das atividades antimicrobianas esteja relacionada a esses
diferentes compostos metabdlicos, porém nio podemos evidenciar diferencas definitivas devida
escassez de estudos quantitativos, deste modo é necessdrio maiores estudo relacionados a

quantificagio e identificagio de compostos metabdlicos comparando sementes, raizes e folhas®.

Outra possivel hipétese em relagio a baixissima atividade bacteriana, seria em relagio
a0 local de coleta da planta, ou ainda, o aparecimento de fatores de resisténcia bacteriana com
o passar dos anos. Para melhor andlise e comparagio dos resultados seria necessério realizar uma
quantificagao, identificacio e isolamento de outros compostos fitoquimicos. Estudos de Gobbo
e Lopes (2007), avaliaram a relagio de diferentes espécies de plantas medicinais coletadas em
diferentes locais (regioes) nos seus potenciais de atividades, esses autores verificaram que espécies
apresentaram diferentes atividades que estdo relacionadas ao teor de metabdlitos secunddrios,

tais como dcidos fendlicos, flavonoides, quando coletadas em diferentes regioes’.

CONCLUSOES

A busca por novos firmacos que sejam efetivos frente as patologias causadas por
microrganismos ¢ evidente, visto que a resisténcia destes agentes patoldgicos aos medicamentos
disponiveis é notdvel e cresce exponencialmente, devido a inimeros fatores, como a desinformacao

dos consumidores em relacao a terapia antimicrobiana.

Com o presente estudo, conclui-se que o extrato bruto das sementes de A.minus nao
apresentou efeitos antimicrobianos eficaz frente as cepas de bactérias gram-negativas e gram-
positivas testadas. Portanto, investigacoes acerca do efeito antimicrobiano produzido por outras

partes da planta, em outras concentracoes e em diferentes extratos se faz necessiria.
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