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Resumo: As plantas medicinais tém sido amplamente empregadas na terapia de diversas patologias,
constituindo parte das ferramentas terapéuticas utilizadas no controle das mais variadas moléstias
humanas. A atividade antibacteriana dos extratos aquoso e etanélico de Acanthospermum australe (Loefl.)
O. Kuntze foi avaliada frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Escherichia coli (ATCC
25922), pelo método de difusido em Agar. Foi observada a inibi¢do de crescimento destes microrganismos
por ambos os extratos, nas concentragdes testadas. Paralelamente, foi realizada a anilise fitoquimica
dos extratos aquoso e hidroetandlico para a determinagio de compostos fendlicos (taninos, flavonoides,
dcidos fendlicos e antraquinonas), alcaloides e compostos terpénicos. Os extratos apresentaram perfis
qualitativamente semelhantes, apresentando taninos, flavonoides, dcidos fendlicos e compostos terpénicos.
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Amm‘/yospermum australe apresentou potencial atividade antimicrobiana frente a Sz‘apbylomctm aureus €
Escherichia coli.

Palavras-chave: Acanthospermum. Asteraceae. Atividade antimicrobiana. Bactéria. Flavonoides. Taninos.
Compostos terpénicos.

Abstract: Medicinal plants have been widely employed in the therapy of various pathologies, constituting
part of the therapeutic tools used in the control of various human diseases. The antibacterial activity of
aqueous and ethanolic Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze was evaluated against Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P) and Escherichia coli (ATCC 25922) by agar diffusion method. It was observed
growth inhibition of microorganisms, for both extracts at the concentrations tested. In addition,
phytochemical analysis was performed for the determination of phenolic compounds (tannins, flavonoids,
phenolic acids and anthraquinones), alkaloids and terpene compounds. The extracts showed qualitatively
similar profiles, characterized by the presence of tannins, flavonoids, phenolic acids and terpene
compounds. Acanthospermum australe has a potential antimicrobial activity against Staphylococcus aureus
and Escherichia coli.

Keywords: Acanthospermum. Asteraceae. Antimicrobial activity. Bacteria. Flavonoids. Tannins. Terpene
compounds.

1INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é quase tdo antigo quanto a civilizagdio humana,
de modo que estas tém servido como fonte constante de substincias biologicamente
ativas, possibilitado o tratamento de uma gama de doencas. A familia Asteraceae,
dotada de elevada diversidade quimica e bioldgica, tem sido caracterizada como uma

importante fonte de plantas e, consequentemente, substidncias farmacologicamente
ativas (MAGNER, 2005).

A familia Asteraceae, contendo mais de 1.100 géneros e aproximadamente 25000
espécies, representa em torno de 10% da flora mundial. Embora cerca de 98% das
Asteraceae sejam plantas pequenas, a familia também inclui subarbustos, trepadeiras,
algumas drvores e espécies aqudticas. A principal caracteristica dessa familia é a
organizagio das flores em conjuntos denominados capitulos (CRONQUIST, 1981).
Entre os representantes das Asteraceae, a Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze,
uma espécie vegetal encontrada nas regides tropicais e subtropicais da América e
Africa e popularmente conhecida como carrapichinho ou carrapicho-de-carneiro,
tem merecido aten¢do. No Brasil, encontra-se amplamente distribuida, podendo ser
localizada desde os estados da regido Norte até a regido Sul do pais.

Devido a sua capacidade para crescer de forma abundante em solos agricolas,
pastagens e terrenos baldios é considerada como uma espécie invasiva. Entre a
populagio destas regides, seus ramos sio amplamente utilizados sob a forma de chds,
sendo considerados como ténicos, diaforéticos, eupépticos, vermifugos, antidiarreicos,

antimaldricos, antiblenorrdgicos, febrifugos e antianémicos (LORENZI; MATOS,
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2002). Shimizu et al. (1987) relataram o uso da planta, por via oral, para o tratamento
de estagnagdes sanguineas, reumatismos e artrites e, topicamente, em inchagos e
hemorragias. No estado do Rio Grande do Sul, preparagées da planta tém sido utilizadas
para diferentes finalidades, entre elas o tratamento de “infec¢des” ou “inflamagdes”
do trato urindrio. Tendo em vista as diferentes aplicagdes populares e considerando a
necessidade e a importincia da avalia¢do de plantas ou substincias dotadas de potencial
atividade antimicrobiana, este trabalho teve como objetivo avaliar os extratos aquoso
e etandlico de Acanthospermum australe quanto a atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal. Coleta e preparo do material vegetal.

Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze foi coletada em abril de 2009, no
municipio de Lajeado. A exsicata foi depositada no Herbario do Vale do Taquari
(HVAT), do Museu de Ciéncias Naturais da UNIVATES, com o c6digo HVAT 2346.
A planta foi submetida 4 secagem em estufa com circulagio for¢ada de ar, por 22 horas,
a uma temperatura méxima de 40°C. Apds a completa secagem, o material foi moido
por abrasio em uma peneira de ago inox (1 mm).

2.2 Obtengio dos extratos vegetais
2.2.1 Obtengio do extrato etanélico (EE)

O EE de 4. australe foi obtido por maceragio estdtica a frio em etanol/dgua (9:1),
utilizando-se 100 g de folhas moidas em 1,5 L do solvente. Apés sete dias, o material
foi filtrado e o solvente foi totalmente removido a 40°C, sob pressio reduzida, em rota-

evaporador. O rendimento do EE foi de 12,8% p/p.

2.2.2 Obtengio do extrato aquoso (EA)

O EA de 4. australe foi obtido por infusdo, em dgua deionizada, a 90°C, utilizando
100 g de folhas moidas em 1,5 L do solvente. Apés 30 minutos de repouso, o material
foi filtrado e o solvente foi totalmente removido a 40°C, a pressdo reduzida, em rota-

evaporador. O rendimento do EA foi de 17,1% p/p.

Os extratos secos foram reconstituidos em metanol de modo a obter concentragoes

finais de 100 pg/mL e 200 pg/mL.
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2.3 Ensaio para a determinacio da atividade antimicrobiana dos extratos
etanolico e aquoso

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Escherichia coli (ATCC 25922), adquiridos do
American Type Culture Collection (ATCC). Os microrganismos obtidos a partir das
culturas estoque foram transferidos para tubos contendo dgar nutriente e mantidos a
37°C +/- 1°C, por 24 horas, de modo a obter subculturas. Os in6culos bacterianos foram
preparados a partir das subculturas e mantidos em condi¢ées Gtimas de crescimento
para cada microrganismo por 24 horas. Apés o periodo de incubagdo, os inéculos
foram ajustados, com auxilio de uma escala de turbidez de McFarland, de modo a
apresentarem uma concentrag¢do aproximada de 1.5 x 108 CFU/mL. O meio de cultura
empregado para a manuten¢io dos microrganismos e elabora¢do das subculturas foi o
meio No.1 de Grove- Randall, enquanto os in6culos foram preparados utilizando-se o

meio No. 3 de Grove-Randall.

As atividades antimicrobianas dos extratos etandlico e aquoso foram avaliadas
separadamente, utilizando-se o método de difusdo em dgar, como descrito por
Schapoval et al. (1988). Aliquotas de 20 mL de meio No.11 de Groove Randall, recém
preparado, foram distribuidas em placas de Petri (20x100 mm). Por¢des de 5 mL de
meio No.11 contendo o inéculo bacteriano (0,5%) foram distribuidas diretamente sobre
a superficie das placas obtidas. As placas foram deixadas em repouso por 5 minutos e
cilindros de vidro (sete por placa) foram distribuidos, com auxilio de pinga esterilizada,
sobre a superficie das placas inoculadas. Volumes de 200 pL dos extratos aquoso e
etandlico (em concentragées de 100 ou 200 pg/mL) foram aplicados em cinco cilindros
de cada placa. Em todas as placas, dois dos cilindros foram usados como controle (200
pL de metanol e 200 pL de dgua). No centro de cada placa, um disco de papel contendo
cloranfenicol (30pg) foi utilizado como controle positivo.

2.4 Screening fitoquimico

A anilise quimica dos extratos foi realizada utilizando-se métodos fitoquimicos
padrées segundo Harborne (1998) para a determinagio da presenca de alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas, antraquinonas e terpenos.

2.5 Anilise cromatografica

As andlises cromatogrificas visando a determinar a presenca de flavonoides,
taninos, fendis simples, antraquinonas, alcaloides e compostos terpénicos nos extratos
aquoso e etandlico foram realizadas em placas de gel de silica F,, (Merck) e envolveram
a utilizagdo dos seguintes sistemas cromatograficos: a) Flavonoides: Fase mdvel:
n-butanol-dcido acético-dgua; 4:1:5, fase superior; Reveladores: UV (254 ¢ 365 nm);
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cloreto de aluminio + aquecimento a 110°C, seguido de visualiza¢do sob UV (365 nm);
b) Taninos e fendis simples: Fase mével: acetato de etila-dcido férmico-dgua (90:5:5);
Revelador: UV (254 ¢ 365 nm) e cloreto férrico 5% (em metanol) ¢) Antraquinonas:
Fase mével: acetato de etila-metanol-dgua (100:13,5:10); Revelador: UV (254 e 365
nm) e KOH 5% SR em etanol; d) Alcaloides: Fase mével: diclorometano-metanol
(95:5); Revelador: UV (254 e 365 nm) e Dragendorff; e) Compostos terpénicos: Fase
mével: diclorometano: acetato de etila (80:20); Revelador: anisaldeido sulfarico 5%

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos aquoso e etandlico de A. australe foram testados para a atividade
antibacteriana frente a S. aureus, uma bactéria Gram positiva conhecida por representar
um papel significativo em doencas de pele, incluindo lesées superficiais e foliculares
profundas, e E. co/i, uma bactéria Gram negativa relacionada a doengas do trato digestivo,
incluindo sindrome de Crohn e outros quadros infecciosos potencialmente letais
(BARNICH; DARFEUILLE-MICHAUD, 2007; CHENG et al., 2011). A escolha
destes microrganismos deve-se ao fato de que, além da sua contribui¢do na manifestagio
dos quadros infecciosos, tais bactérias também estdo envolvidas no desenvolvimento
de infec¢io urindria (BARABOUTIS et al.,, 2010; EMAMGHORASHI et al,,
2011). Desta forma, os microrganismos foram selecionados considerando a indicagio
tradicional da planta.

De acordo com os resultados obtidos, os extratos avaliados apresentaram
uma atividade significativa contra §. aureus, nido havendo, neste caso, diferenca
estatisticamente significativa entre as concentra¢des utilizadas (TABELA 01). Por
outro lado, o extrato etandlico, em sua maior concentragio, exerceu um efeito inibitério
mais pronunciado do que as demais amostras, quando o microrganismo confrontado foi
a E. coli.

Muitos antibiéticos empregados clinicamente sio ativos a uma concentra¢io de
10 pg/mL. Se uma substincia pura nio ¢ ativa a 100 pg/mL, ela ndo serd clinicamente
util. Extratos vegetais que sdo ativos a 100 pg/mL possuem uma boa poténcia, de
modo que a sua determinagio dos componentes ativos é recomendada (RIOS; RECIO;

VILLAR, 1988).

E conhecido que polifenéis podem apresentar atividade antimicrobiana. Polifenois
podem combinar-se com as adesinas bacterianas de forma a comprometer a adesio do
microrganismo sobre a superficie celular. A literatura demonstra, também, que taninos
podem afetar a sintese da parede celular ao formarem complexos irreversiveis com
proteinas (CHUSRI; VORAVUTHIKUNCHALI, 2009; COWAN, 1999). Diversos
ensaios in vifro demonstram interagdes potencialmente significativas com bactérias e
outros organismos, além de propriedade antioxidante, sequestradora de radicais livres

e de inibi¢do enzimitica (DE BRUYNE et al., 1999). Flavonoides, por sua vez, podem
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eventualmente atuar como inibidores da topoisomerase tipo-II bacteriana, constituindo-

se, também, como substincias potencialmente ativas (CUSHNIE; LAMB, 2011).

Compostos de natureza terpénica tém sido relacionados com a inibi¢dio do
crescimento microbiano. Oleos volateis de diversas espécies vegetais tém exibido
atividade inibitéria contra fungos e bactérias (ESPINA et al.,, 2011; HUANG et al,,
2010). Além dos terpenos presentes nos 6leos voliteis, outros terpenos fixos, como
lactonas sesquiterpénicas e diterpenos, também tém sido relacionados a este tipo de

atividade (RADULOVIC; DENIC; STOJANOVIC-RADIC, 2010; WEDGE;
GALINDO; MACIAS, 2000).

Visando a identificar os grupos de compostos ativos, uma analise fitoquimica
foi efetuada, evidenciando a presenga de compostos terpénicos e polifendlicos, como
taninos e flavonoides.

Sinchez et al. (2009), fazendo uso do mesmo sistema cromatografico empregado
neste estudo, juntamente com a andlise por RMN 2D, determinaram a presenga de
oito melampolideos a partir do extrato etanélico de 4. australe. Os Rf observados por

estes autores para os compostos foram: 0.74, 0.73, 0.73, 0.53, 0.53, 0.43, 0.40 ¢ 0.34.

Sob o ponto de vista pritico, a dnica diferen¢a entre a técnica cromatogrifica
utilizada por Sdnchez et al. (2009) e aquela utilizada na realizagdo deste trabalho
reside no emprego dos reveladores. Enquanto os autores do artigo fizeram uso de
vanilina sulfdrica 2%, neste estudo foi empregado o anisaldeido 5%. No entanto, ¢
importante destacar que isso ndo implica impossibilidade de comparar os resultados
das cromatografias em camada delgada, uma vez que ambos os reveladores apresentam
comportamentos e afinidades quimicas similares.

Apesar de tanto as técnicas cromatogrificas quanto os extratos utilizados serem
similares, os resultados verificados nio foram idénticos. Embora a nossa anilise
cromatogrifica tenha apontado a presenca de compostos terpénicos (caracterizados
pelas manchas arroxeadas observadas na placa), os valores de Rf (0,11; 0,38; 0,56;
0,67; 0,71; 0,88; 0,93; 0,97) nio sdo totalmente compativeis com aqueles descritos por
Sénchez et al. (2009).

A caracterizagio fitoquimica dos extratos indicou a presenga de flavonoides. Tal
fato foi corroborado pela andlise cromatogrifica que permitiu observar que os extratos
apresentam um perfil qualitativamente similar com relagio a estes metabdlitos.
Utilizando-se como padrées de referéncia rutina, quercetina e hiperosideo foi possivel
observar a presenca dos dois primeiros em ambos os extratos. Tal observagio vai de
encontro aos dados obtidos na literatura (SANCHEZ et al., 2009), que indicam a

presenca de diversos flavonoides, incluindo os dois observados em nossa analise.

A anilise cromatogréfica, além de confirmar a presenca de taninos, evidenciada
por meio das reagdes de caracterizagdo, revelou, também, a presenga de dcido cafeico
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em ambos os extratos. Tal observagio estd em concordincia com os resultados obtidos
por outros autores (SANCHEZ et al., 2009).

A anilise cromatogréfica, assim como as reagbes empregadas no screeming
fitoquimico, ndo indicou a presenga de alcaloides e antraquinonas em nenhum dos
extratos.

Microrganismos vém desenvolvendo resisténcia a muitos antibidticos devido a
utilizag¢do indiscriminada de agentes antimicrobianos, agravando os problemas clinicos
no tratamento de doengas infectocontagiosas. Além disso, o uso de antibidticos estd
eventualmente associado a efeitos adversos que incluem hipersensibilidade, destruigao
da microbiota bacteriana intestinal, imunossupressdo e reagoes alérgicas. Desta forma,
hd uma necessidade evidente para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos
alternativos aqueles disponiveis atualmente. Para efetuar esta busca, uma abordagem
de interesse consiste em avaliar plantas medicinais dotadas de potenciais propriedades
antimicrobianas. Plantas medicinais representam uma fonte importante de compostos
farmacologicamente ativos, e novos agentes antifiingicos e antibacterianos podem ser
eventualmente obtidos a partir delas (COWAN, 1999; LEVY, 2000; WECKESSER
et al., 2007).

Embora os presentes resultados indiquem que 4. australe seja uma espécie vegetal
dotada de potencial atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados, novos
estudos visando a determinagdo da MIC dos extratos frente aos microrganismos testados
e o isolamento e caracteriza¢io dos constituintes ativos devem ser desenvolvidos.

Tabela 1: Atividade antimicrobiana, zona de inibi¢do medida em mm, do extrato aquoso
e etandlico de A. australe.

S. aureus E. coli

Extrato aquoso 100 pg/mL 22,59 + 0,23 11,01 + 0,31
Extrato aquoso 200 pg/mL 23,66 + 0,08 13,26 + 0,12
Extrato etandlico 100 pg/mL 22,58 + 013 14,66 + 0,21
Extrato etandlico 200 pg/mL 24,01 £ 039 16,28 + 0,27
Cloranfenicol 24,42 + 0,40 19,07 + 0,47
Agua 7,55+ 0,77 7,01+ 0.8
Metanol 7,67 +0,16 7,08 + 0,23

+ desvio padrio
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