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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO EXTRATO ETANOLICO
Matricaria recutita L. FRENTE A Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Carlos Eberton Alves Mangueira', Ma.Tassia Thais Al Yafawi?

RESUMO

O presente estudo tem por objetivo avaliar o perfil de resisténcia a antibioticos e a
sensibilidade ao extrato de Matricaria Recutita L. frente as bactérias Staphylococcus Aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Os testes antibacterianos e modulatérios foram feitos através do
método de microdiluicdo em placas. Na analise da atividade antibacteriana do extrato
etandlico Matricaria Recutita (EEMR) foi observado uma CIM de 512ug/mL frente a cepa de
Pseudomonas aeruginosa e 1024ug/mL para a cepa de Staphylococcus aureus. Nos testes
modulatérios observou uma atividade sinérgica quando o extrato foi combinado ao antibiético
gentamicina frente a cepa de Pseudomonas aeruginosa. Conclui-se que o extrato atuando de
forma isolada ndo possui relevancia clinica em relacdo a atividade antibacteriana, porém
guando combinado a um antibiético aminoglicosideo houve uma reducdo da concentracdo
inibitoria minima.

Palavras-chave: Atividade Antibacteriana, Matricaria Recutita L., Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOL EXTRACT Matricaria Recutita L.
FRONT A Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Carlos Eberton Alves Mangueira®, Ma.Tassia Thais Al Yafawi*

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the antibiotic resistance profile and
sensitivity of the Matricaria Recutita L. extract against Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa bacteria. The antibacterial and modulatory tests were done through
the plate microdilution method. In the analysis of the antibacterial activity of the Matricaria
Recutita ethanolic extract (EEMR), a MIC of 512ug / mL was observed against the
Pseudomonas aeruginosa strain and 1024ug / mL for the Staphylococcus aureus strain. In the
modulatory tests a synergistic activity was observed when the extract was combined with the
antibiotic gentamicin against the Pseudomonas aeruginosa strain. It was concluded that the
extract acting in isolation does not have clinical relevance in relation to the antibacterial
activity, but when combined with an aminoglycoside antibiotic there was a reduction of the
minimum inhibitory concentration.

Keywords: Antibacterial activity, Matricaria Recutita L., Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa.
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1 INTRODUCAO

As antigas civilizagdes ja utilizavam as plantas medicinais como auxilio no tratamento
e até em curas de enfermidades, além de serem usadas para a alimentacdo e na producao de
remédios. Tendo em vista a sua grande aceitacdo popular, as industrias farmacologicas
comecaram a analisar essas plantas (SANTOS; NUNES & MARTINS, 2012).

Os costumes da utilizagdo de produtos naturais séo repassados de geracdo a geracao,
com a facilidade da obtencédo, deve ser cada vez mais estudadas para que a populacdo nao
utilize de forma errada e acabem tendo efeitos indesejados na mesma (MOTTA; LIMA;
VALE, 2016).

A populagdo comegou a ter um cunho cientifico maior, com mais informagdes gerada
das grandes industrias farmacoldgicas, fazendo com que a sociedade utilizasse com menos
frequéncias as plantas medicinais e valorizando a grande eficacia dos antibioticos. Essa
eficacia acabou disseminando o uso dos antibidticos, mas sem critérios definidos. A sua
utilizacdo exacerbada culminou na resisténcia bacteriana de algumas bactérias
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, entre outras...), tornando
assim alguns antibidticos ineficazes (LIMA; BENJAMIM; SANTOS, 2017).

Pseudomonas aeruginosa bacteria aerébia, ndo fermentador de glicose, néo
esporulado, bacilo Gram negativo, possui flagelo polar, forma de bastonete e pertence a
familia Pseudomonadaceae. E uma bactéria oportunista que pode ser encontrada na agua, solo
e na regido bucal de pessoas hospitalizadas. (DELGADO et al., 2018)

Staphylococcus aureus pertence a familia Micrococcacea, bactéria Gram positiva,
anaerobia facultativa, tendo um crescimento maior sob condi¢des aerdbicas, em forma de
cocos (cachos de uva) e presente na microbiota normal. A resisténcia a antibacterianos dessa
bactéria esta cada vez maior, por isso € uma das principais bactérias de interesse medico
(GARCIA; COSTA; CRUZ; GONCALVES, 2017).

A camomila (Matricaria recutita L. ) € uma erva originéria da Europa, cultivada em
todo o mundo inclusive na regido centro sul do Brasil (Matos, 1998). Planta amplamente
utilizada na medicina popular, para os fins como antiinflamatério e espasmolitico géastrico
acdo calmante da camomila assim como suas atividades analgésica, carminativa, cicatrizante e
emenagoga (BRUNETON, 1991; MARTINS et al., 1998).



O pineno, borneol, 1,8 - cineol, canfora e o &lcool santolinico sdo os principais
constituintes da camomila selvagem. E muito importante paro meio cientifico, por ter acio
bactericida e parasiticida (CUNHA; NOGUEIRA; ROQUE, 2012).

Este produto natural ainda tem acdo antifingica, antioxidante, antibacteriana,
antiespasmadica, anti-inflamatdria e antipruriginosa. O composto 9 bisabolol é responsavel
pela atividade antimicrobiana e pela a¢do anti-inflamatdrio (ROBY et al., 2013).

Dessa forma este trabalho teve como objetivo verificar o potencial da atividade
antibacteriana e moduladora da resisténcia a aminoglicosideos do extrato etandlico de

Matricaria recutita L..



2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DA AMOSTRA E IDENTIFICACAO BOTANICA

A coleta das folhas do material vegetal da espécie Matricaria recutita L.. (Asteraceae)
foi realizada em mercado puablico da cidade de Juazeiro do Norte - CE.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato etandlico de Matricaria recutita (EEMr) foi preparado a partir de 500
gramas das folhas secas, previamente triturados e submetidos a extracdo exaustiva a frio com
1 mL de etanol por 72 horas. Apds esse periodo o produto natural foi submetido ao banho-
maria por 48 horas a 70° C, chegando a evaporar para obtencdo do extrato bruto, com um
rendimento de 130 gramas.

2.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA.

As linhagens de microrganismos utilizadas foram Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. As cepas bacterianas foram estocadas em agar
Brain Heart Infusion (BHI), de forma a conservarem inalteradas todas as suas caracteristicas
bioquimicas e perfil de sensibilidade a antimicrobianos.

O EEMr foi solubilizados inicialmente em agua destilada e dimetilsulféxido (DMSO)
de forma a obter-se uma solugdo estoque de 1024 pg/mL. Os testes foram efetuados em
triplicata. Para revelacdo dos resultados, foi preparada uma solugédo indicadora de resazurina
sodica em agua destilada na concentracdo de 0,01%.

As atividades antimicrobianas do EEMr foram avaliadas utilizando a metodologia de
microdiluicdo em caldo, com base no documento M7-A6 (NCCLS; CLSI 2017). Previamente,
as cepas dos microrganismos foram ativadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI)
durante 24 h a 35 + 2 °C. ApoOs este pré-cultivo ocorreu a padronizacdo do inéculo, que
consistiu na preparacdo de suspencdes em BHI a 3,8%, com turvacdo correspondente a 0,5 da
Escala McFarland (1 x 108 UFC/mL). Em seguida essas suspencdes foram diluidas até 1 x 10°
UFC/ mL em caldo BHI a 10%, ¢ volumes de 100 puL foram entdo homogeneizados em placa

de microdiluicdo com 96 pogos, acrescido de diferentes concentracfes dos extratos



separadamente e em conjunto, resultando num inéculo final de 5 x 10> UFC/mL (NCCLS;
CLSI,2017).

Ap0s a incubacdo, 20 L da solucdo indicadora (Resazurina) foram adicionados em
cada cavidade e as placas passaram por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura
ambiente. Ao final do periodo, a leitura foi feita baseada na coloragdo dos pocos, sendo que 0s
azuis indicam auséncia de crescimento e o0s réseos indicam crescimento (MANN;
MARKHAN, 1998; PALOMINO et al., 2002).

2.4 AVALIACAO DA INTERFERENCIA DO EXTRATO SOBRE A RESISTENCIA AOS
ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDEOS

Para avaliar o EEMr como moduladores da agédo antibidtica, a CIM de antibioticos da
classe dos aminoglicosideos e cefalosporinas (Gentamicina e Cefazolina) foi avaliada na
presenca e na auséncia do extrato em microplacas estéreis. Os antibidticos foram avaliados
nas concentracdes variando de 1024 a 2ug/mL. Todos os antibioticos testados foram obtidos
junto a Sigma®.

O EEMr foi misturado em caldo BHI 10% em concentragdo de 1024pg/mL. A
preparacdo das solugdes de antibidticos foi realizada com a adi¢do de &gua destilada estéril
em mesma concentracdo dobrada (1024pug/mL) em relacdo a concentracdo inicial definida e
volumes de 100 uL diluidas seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com
100uL do meio de cultura contera a suspensédo bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles
utilizados na avaliacdo da CIM para o extrato foram utilizados durante a modulagdo
(SANTOS et al., 2004), modificado. As placas preenchidas no sentido alfabético e incubadas
a 35°C por 24 horas e ap0s esse periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de Resazurina,
como citado anteriormente no teste de determinacdo da CIM. Todos os testes foram realizados

em triplicatas para que fossem posteriormente submetidos a anélise estatistica.



2.5 ANALISES ESTATISTICA

Amostra de folhas representativas da espécie de Matricaria recutita L..
(Asteraceae)foram coletadas no mercado publico e processadas em exsicatas, em seguida
encaminhadas e depositadas no herbario Dérdano de Andrade Lima, na Universidade
Regional do Cariri — Urca

Os resultados dos testes foram obtidos em triplicata e expressos como média
geométrica. Para analise estatistica foi aplicada a ANOVA seguida do Bonferroni post test.
Utilizando o software GraphPad Prisma 6.0 (Matias, 2013), considerando significancia com
p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

TABELA: Resultados obtidos no presente trabalho

Matricaria Gentamicina Cefazolina | extrato Gentamicina | Cef. +

recutita + extrato extrato

Staphylococcus 256-256- 0-0-0 128-

aureus 256 128-
128

Pseudémonas 256-256-256 512-512- | 64-64-64

aureginosa 512

Nos testes de acdo antimicrobiana o EEMr ndo teve efeito clinicamente significativo
para bactéria Staphylococcus aureus com CIM maior ou igual a 1024ug/mL e para a bacteria
Pseuddmonas aurginosa a CIM foi igual a 512ug/mL. Esses resultados corroboram com
Carvalho (2014) em técnica de microdiluicdo em caldo.

O extrato aquoso de Matricaria recutita foi ativa para Pseudémonas aurginosa (CIM
igual a 512ug/mL), contudo estudos realizados por Romero et al. (2005) e Simionatto (2004)
ndo obtiveram tal atividade para essa bactéria, porém foi detectado a mesma inatividade
bacteriana quando testada frente ao Staphylococcus aureus, tendo como resultado o CIM igual
ou superior a 1024ul/mL.

Quando foi realizado estudo com Matricaria recutita por Hartmann; Onofre (2010) os

resultados estavam divergentes quando comparado com a atividade do extrato, provavelmente



por se tratar de uma parte diferente da planta (Flores). Foi testado o 6leo essencial puro frente
a Staphylococcus aureus, teve atividade antibacteriana, entretanto quando testada a
Pseudomonas aurginosa, ndo constatou nenhuma atividade antibacteriana.

De acordo com Silva (2010) os 6leos essenciais possuem maior eficiéncia a atividade
antibacteriana em relagdo ao extrato, mas ambos os compostos foram detectados a agéo
antimicrobiano do extrato etandlico Matricaria recutita.

Para a modulacéo do extrato de EEMr com cefazolina frente a cepa de Staphylococcus
aureus ATCC, como ilustrado no grafico 1, obteve-se uma CIM de 128ug/mL demonstrando

que o extrato € indiferente quando combinado com o antibi6tico.

GRAFICO 1. Atividade Modulatéria do EEMR quando combinado a um antibi6tico

Cefazolina frente a cepa de Staphylococcus aureus
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Segundo Burt, (2004); Al-Bayati, (2008); lzadi et al., (2010) o extrato etandlico
Matricaria recutita possui acdo antibacteriana, confirmando os resultados do presente
trabalho, no qual o uso do extrato apresentou sinergismo.

Foi realizado testes antibacteriano por Munir et al., (2014) do extrato etandlico
Matricaria recutita frente a cepas bacterianas, dentre elas o Staphylococcus aureus, tendo
efeito bacteriano sobre a mesma, corroborando com o presente trabalho, que obtve uma
atividade bacteriana do extrato etandlico Matricaria recutita com uma maior concentragéo.

Nos testes de modulacdo em triplicata quando usado o EEMr com a Cefalozina a
inibicdo da coldnia de bactéria . Staphylococcus aureus foi de 128ug/mL., este resultado é
compativel com Munir et al., (2014) onde foi realizado a modulagdo do extrato etandlico
Matricaria recutita frente a Staphylococcus aureus, do mesmo modo apresentando atividade

antibacteriana.
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HO et al.,, 2001 acredita que os sinergismo observado em modulagdo de plantas
medicinais e aminoglicosideopode ser devido a constituicdo de metabolitos secundarios
oriundos das proprias plantas, que sdo sintetizados por elas em resposta a infeccoes
microbianas. Matias (2010) explana bem em sua tese de mestrado a acdo desses metabdlitos e
descreve os flavonoides como principal agente antimicrobiano contra uma ampla variedade de
microrganismos.

Os antibioticos sdo moléculas hidrofilicas, compostas por um anel aminociclitol
central unido a um ou mais amino acucar atravées de ligacdo glicosidica, para Magnet (2005)
seja 0 motivo para o qual a modulagdo com plantas medicinais varie de acordo com a planta
em estudo e as condicdes a elas empregadas.

A atividade antibacteriana do EEMR e da modulacdo da mesma, os resultados de Silva
(2010), foram poucos significantes frente a Staphylococcus aureus, correspondendo ao
resultados do presente trabalho, onde a o CIM foi igual ou superior a 1024ul/mL, quando
testado 0 EEMR, porém obteve uma CIM de 128ul/mL quando feita a modulacao.

GRAFICO 2. Atividade Modulatéria do EEMR quando combinado a um antibiotico

Gentamicina frente a cepa de Pseudomonas aurginosa.
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Nos testes de modulagdo em triplicata quando usado o EEMR com a gentamicina a
inibicdo da coldnia da bactéria Pseudomonas aurginosa foi de 64 ug/mL, como ilustrado no
grafico 2. Este resultado é compativel com Silva (2015) e Figueiredo et al., (2010) quando
utilizado a modulacdo do EEMR frente a Pseudomonas aurginosa, teve um resultado pouco
significante.

Segundo Figueirado et al. (2013) efeitos dos metabdlitos presente em planta

medicinais que atuam sinergicamente com aminoglicosideos, pode ser uma alternativa para a
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diminuicdo de reacBes adversas, diminuindo a CIM as doses necessarias atuais para uso

terapéutico desses medicamentos devem diminuir.

4 CONCLUSAO

O EEMr ndo teve atividade antibacteriana e atividade modulatéria significativo
estatisticamente para os testes de concentracdo inibitéria minima frente as cepas bacterianas
testadas, frente a modulagdo a aminoglicosideo, gentamicina, frente a bactéria Pseudomonas
auriginosa. Contudo ocorre um sinegismo do EEMr quando analisado em conjuntos aos
antibidticos gentamicina e cefazolina A planta estudada pode ser uma fonte de compostos que
desempenhem alguma atividade antibacteriana, porém outros estudos precisam ser realizados

para elucidagéo dos resultados.
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