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RESUMO

O uso de plantas medicinais pela humanidade visando a cura de doengas, remonta a passagem de antigas
civilizagdes. Essa pratica tem se mantido atualmente na populagdo pela tradigdo no uso de plantas ou
devido as dificuldades de acesso aos servigos de saude ¢ a aquisi¢do de medicamentos, associados a
facilidade de obteng@o ¢ do uso das plantas. A Alternanthera brasiliana ¢ uma planta medicinal com
diversas agdes como anti-inflamatdria, analgésica, antiviral e antimicrobiana. A biocelulose ou
nanocelulose bacteriana ¢ um tipo de celulose produzido na forma de membrana hidrogel por algumas
bactérias e que possui propriedades unicas, tais como, elevada pureza e cristalinidade, alta capacidade de
retencdo de dgua (>98%), resisténcia mecanica, estrutura tridimensional das fibrilas de celulose em escala
nanométrica e biocompatibilidade. O presente trabalho tem como objetivo a analise das propriedades
antibacterianas do extrato bruto da planta Alternanthera brasiliana associado 8 membrana de biocelulose
produzida por Komagataeibacter hansenii. Para isso, inicialmente foram produzidas membranas de
biocelulose por fermentagdo estatica de K. hansenii seguido pela purificagdo destas, secagem e corte no
formato de discos circulares de 6 mm. A atividade antimicrobiana foi feita seguindo o método in vitro de
difusdo em disco no qual discos de papel filtro estéril ou NCB medindo 6 mm de didmetros foram
impregnados com SuL, 10uL ou 15uL do extrato bruto de 4. brasiliana.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants by humanity for the cure of diseases dates back to the passage of ancient
civilizations. This practice has currently been maintained in the population due to the tradition of using
plants or due to difficulties in accessing health services and the acquisition of medicines, associated with
the ease of obtaining and using plants. Alternanthera brasiliana is a medicinal plant with several actions
such as anti-inflammatory, analgesic, antiviral and antimicrobial. Bacterial biocellulose or nanocellulose is
a type of cellulose produced in the form of a hydrogel membrane by some bacteria and has unique properties
such as high purity and crystallinity, high water retention capacity (>98%), mechanical strength, three-
dimensional structure of cellulose fibrils at the nanometric scale and biocompatibility. The present work
aims to analyze the antibacterial properties of the crude extract of the Alternanthera brasiliana plant
associated with the biocellulose membrane produced by Komagataeibacter hansenii. For this, biocellulose
membranes were initially produced by static fermentation of K. hansenii followed by their purification,
drying and cutting in the shape of 6 mm circular discs. The antimicrobial activity was performed following
the in vitro disk diffusion method in which sterile filter paper or NCB disks measuring 6 mm in diameter
were impregnated with SuL, 10uL or 15uL of the crude extract of A. brasiliana.

Keywords: Althernantera brasiliana, bacterial nanocellulose, S. aureus, E. coli.
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O emprego de plantas medicinais na recuperagdo da saude tem evoluido ao longo dos tempos, desde
as formas mais simples de tratamento, até as formas tecnologicamente mais avangadas através da fabricagdo
industrial, que ¢ possivel gragas a existéncia de substincias nas plantas, que administradas de forma correta
tém propriedades para trazer reacdes benéficas no seu uso humano. O interesse nas plantas medicinais ¢ muito
pertinente, visto que estdo amplamente encontradas em varias regides do Brasil, rico em biodiversidade em
todos os niveis, 0 que proporciona uma vasta gama de plantas a serem estudadas e analisadas quanto as suas
propriedades e aplicacdes. A busca por formas alternativas e naturais de controle de microrganismos
patogénicos e no tratamento de infecgdes e feridas € pertinente, pois, segundo informag¢des do Ministério da
Saude, feridas sdo um problema, por conta do elevado nimero de individuos com alteracdes na integridade da
pele. Isto dificulta a qualidade de vida das pessoas e traz um enorme gasto aos o6rgaos publicos (MORAIS et
al, 2008).

As infecgdes cutineas por bactérias sdo muito comuns e frequentes, principalmente quando se trata da
bactéria Staphylococcus aureus. Esta pode ser encontrada naturalmente na superficie da pele humana,
entretanto, em certas circunstancias, pode causar infec¢des. A resisténcia de algumas delas a antibidticos ja foi
comprovada, o que dificulta o seu combate. Outra bactéria que também pode causar infec¢des € a Escherichia
coli, mais comumente encontrada no intestino de humanos e animais de sangue quente, mas que podem causar
infecgdes urinarias, produzir toxinas causando diarreias e infec¢des associadas (MARQUES et al, 2020).
Devido ao grave problema de resisténcia aos agentes antimicrobianos hoje disponiveis, ¢ indispensavel ndo
apenas pesquisas para o desenvolvimento de novas substancias antimicrobianas, mas também a busca pelo
desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento de infec¢des bacterianas. Nesse setido, a procura de
propriedades antibacterianas de extratos de plantas tem sido incentivada e intensificada, uma vez que estes
produtos naturais podem apresentar eficiéncia semelhante em relagdo aos remédios sintéticos.

A espécie Alternanthera brasiliana, ¢ uma planta medicinal encontrada em varios estados no Brasil,
sendo popularmente conhecida como “penicilina” ou “terramicina” e conhecida por apresentar efeitos
benéficos para o tratamento de feridas, devido suas propriedades cicatrizantes, anti-inflamatorias, antitumorais
¢ antimicrobianas. Estudos fitoquimicos mostraram a principalmente a presenca de triterpenos esteroidais,
betacianinas e compostos fendlicos (taninos e flavonodides) (PEREIRA et al., 2007). Estudos realizados com o
extrato da 4. brasiliana apresentaram potencial antimicrobiano contra varias estirpes S. aureus utilizando Teste
de Difusdo em Agar, com um halo de inibigdio de 22 mm comparado ao antibidtico padrio (34 mm)
(CAETANO et al., 2002).

Em outro estudo, o extrato bruto etandlico (70%) de folhas de 4. brasiliana foi testado em diversos
microrganismos pelo método de microdilui¢@o em placas para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) (FEREIRA et al., 2007). Os resultados mostraram que o extrato bruto e algumas fragdes apresentaram
atividades moderadas contra S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisae ¢ Prototheca
zoplffi.

A celulose é o biopolimero mais abundante do mundo. Tem importancia fundamental para a industria,
sendo encontrada em varios setores, como o téxtil e alimenticio (GUIMARAES et al., 2019). Além das plantas,
nas quais a celulose ¢ produzida como principal componente estrutural da parede celular, diversas espécies de
microrganismos, principalmente bactérias, sdo capazes de produzir celulose, comumente denominada
nanocelulose bacteriana (NCB), com caracteristicas estruturais e mecénicas particulares. Os géneros mais
utilizados para a producdo da NCB sdo: Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium, Alcaligenes
(COLLA etal.,2014). Atualmente, a NCB tem sido muito estudada devido as suas caracteristicas tinicas como
biocompatibilidade, grau de pureza, elevado nivel de polimerizagao e fibras com didmetro nanométrico (~30—
50 nm), elevada porosidade e area superficial (FISCHER et al, 2017); sendo, portanto, um suporte ou matriz
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interessante para a adsor¢ao ¢ imobilizagdo de biomoléculas. Por apresentar alta permeabilidade para gases e
liquidos e alta resisténcia no estado imido, a NCB tem sido aplicada com sucesso comercialmente no Brasil
como pele artificial para o tratamento de queimaduras e curativos para feridas (Membracel®, produzida e
comercializada pela Vuelo Pharma no Parana; e a Biocel®, produzida e comercializada pela empresa Bionext
Produtos Biotecnoldgicos no estado de Sdo Paulo). Em um trabalho anterior, visando a aplicacdo da membrana
de NCB como curativo, estudamos a adicdo de agentes plastificantes (glicerol e o polietilenoglicol) na
membrana de NCB. A adic¢do de glicerina 1% resultou um filme maleével mais aderente a superficie da pele
visando potencializar sua acdo cicatrizante. Visando otimizar a cicatrizagdo ¢ impedir a contaminagdo por
microrganismos do ambiente, ¢ possivel a associacdo na NCB de extratos vegetais ou biomoléculas com
propriedades cicatrizantes e antimicrobianas.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos
etanodlico de partes aéreas de A. brasiliana, contra as bactérias S. aureus e E. coli. Primeiramente, foram
produzidas por fermentacdo estatica membranas de NCB utilizando a bactéria K. hansenii, seguido por
purificacdo e secagem e plastificacdo. Numa segunda etapa, a planta 4. brasiliana foi colhida, seca, triturada
e extraida com etanol. Com os extratos foram realizados testes antimicrobianos em disco (discos de membranas
de NCB ou papel) com a bactéria S. aureus e E. coli, no qual os discos foram esterilizados ¢ impregnados com
os extratos.

2 METODO (OU PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS DA PESQUISA)

Producgao, purificacdo e secagem de nanocelulose bacteriana

Para a produgdo de NCB, K. hansenii foi cultivado sob condi¢des estaticas durante 10 dias a 28°C utilizando
o meio de cultura HS (g/L) formado por glucose 20g; peptona bacteriologica: 5g; extrato de levedura: 5g; &cido
citrico: 1,15g; e K2HPO4: 2,7g. Para a purificagdo da membrana os discos produzidos foram tratados com
uma solucgdo 0,1 M de NaOH a 80°C durante 60 minutos. Para a remog¢ao do alcali as membranas passaram
por sucessivas lavagens com agua destilada até que o pH da solugdo ficasse neutro.

Preparo dos Extratos das Plantas e Incorporagdo em Nanocelulose Bacteriana

A obtengao do extrato hidroetanolico de A. brasiliana foi de acordo com PEREIRA et al., 2007. Para
isso 32,16 g de folhas secas foram maceradas e o extrato bruto foi extraido com 800 mL de etanol 70% por
sete dias com agitacdo diaria no escuro. Apos a filtracdo (Figura 1), o extrato foi evaporado sob pressdao

reduzida para remover o etanol e obter uma suspensao aquosa. A suspensao aquosa (120 mg/mL), que compde
o extrato bruto, foi utilizada nos testes de difusdo em agar com as bactérias teste.

Figura 1 — Filtracdo do extrato bruto
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Fonte: autoria propria (2021)

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas as bactérias padrdes Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. A atividade antimicrobiana foi feita seguindo o método
in vitro de difusdo em disco de papel de BAUER; KIRBY, 1966. Discos de papel filtro estéril ou NCB medindo
seis mm de didmetros foram impregnados com SpL, 10uL ou 15uL do extrato bruto de A. brasiliana. Os discos
foram colocados sobre a superficie do meio Agar Muller-Hinton ja semeado com as suspensdes dos
microrganismos, esta suspensdo foi padronizada pela escala de McFarland 0,5 a concentragdo aproximada da
suspensdo bacteriana é de 10® UFC/ml (Figura 2). As placas foram incubadas a 37 °C, pelo periodo de 24 horas,
em seguida foi realizada a leitura dos resultados, medindo o diametro do halo de inibi¢ao formado em volta do
disco.

Figura 2 — configuracio experimento na placa de Petri

Fonte: autoria propria (2021)

3 RESULTADOS

Como s¢ foi possivel realizar um experimento para cada uma das bactérias devido a complica¢des causadas
pela pandemia, os resultados obtidos na pesquisa foram inconclusivos. Torna-se necessario, portanto, a
realiza¢do de maiores testes.

Nos dois testes feitos, o foi possivel visualizar a inibi¢do do crescimento bacteriano no entorno dos discos.
Entretanto, a correta avaliagdo qualitativa entre a maior eficacia entre as concentragdes ndo foi possivel
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visualmente. No teste realizado com E. coli, houve contaminac¢ao na placa. As figuras 3 ¢ 4 sdo referentes as
experiéncias. Na imagem 3, o valor de 20 pL corresponde, na realidade, a 15 pL.
Figura 3 — Teste E. coli

Fonte: autoria propria (2021)

Figura 3 — Teste S. aureus

Fonte: autoria prépria (2021)

4 CONCLUSAO

A planta 4. brasiliana junto a membrana de NCB manteve suas propriedades antibacterianas, ao menos
sob bactérias E. coli ¢ S. aureus.. Como os testes foram feitos apenas uma vez, torna-se necessario repeti-los
para maiores conclusdes.

A partir do que foi feito, para pesquisar futuras, seria interessante analisar possiveis mudancas nas
propriedades cicatrizantes das membranas de NCB quando associadas a 4. brasiliana. A fim realizar um estudo
comparativo, a liofilizagdo do extrato pode ser feita.

Por conta da pandemia de SARS-CoV-2, maiores testes foram impossibilitados.
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