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RESUMO

A Infeccdo do Trato Urinario (ITU) é uma patologia frequente, que afeta em todas as
idades, do recém-nascido ao idoso, tendo como principal causadora a enterobactéria
Escherichia coli (E. coli). O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade do
uropatdgeno E. coli, frente aos extratos vegetais Rosmarinus officinalis (alecrim) e
Cordia Verbenacea (erva baleeira), sendo uma alternativa de tratamento, mesmo que de
forma coadjuvante. Os extratos hidroetanolicos foram rotaevaporados para obtencao do
extrato aquoso bruto (E.B). Para avaliacdo da inibi¢do bacteriana a Unidade Formadora
de Coldnia (UFC) foi padronizada na escala 0,5 de MacFarland. Na placa contendo
meio Miller Hilton foi semeada a UFC padronizada de E.Coli.(ATCC xxx). A aliquota
de 20 L dos E.B., separados e em combinacédo (50:50) foram impregnados em disco de
papel filtro esterilizado, e permaneceram em estufa a 37° C., 24 horas. Foram realizados
o controle positivo (antibiograma da séria urinéria) e controle negativo (dgua), nas
mesmas condi¢cdes que o E.B. Os resultados demonstraram que o E.B. de erva baleeira
ndo apresentou atividade frente a cepa de E.Coli, no entanto foi observado um pequeno
halo de inibicdo do E.B. de alecrim. Este trabalho relata a importancia dos extratos
vegetais na pesquisa de novos agentes antimicrobianos. Entretanto, deve-se ressaltar que
a concentracdo de ativos estd diretamente relacionada com os fatores abioticos das
espécies vegetais, portanto, o presente estudo precisa ter continuidade para avaliar o
impacto desses fatores nas especies vegetais avaliadas e a concentracdo do ativo
majoritario presente nos mesmos.

Palavras-chave: Escherichia coli, Infeccdo do Trato Urinério, Erva-baleeira, Alecrim,
Fitoterapia.

ABSTRACT

Urinary Tract Infection (UTI) is a common pathology that affects all ages, from
newborns to the elderly, with the main cause being the enterobacteria Escherichia coli
(E. coli). The objective of this study was to evaluate the sensitivity of the uropathogen
E. coli, to the plant extracts Rosmarinus officinalis (rosemary) and Cordia Verbenacea
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(whaling herb), as an alternative treatment, even if in an adjunctive way. The
hydroethanolic extracts were rotary evaporated to obtain the crude aqueous extract
(E.B). The assessment of bacterial prevention in the Colony Forming Unit (CFU) was
standardized on the 0.5 MacFarland scale. Standardized CFU of E.Coli (ATCC xxx)
was seeded onto the plate containing Miller Hilton medium. An aliquot of 20 pL of
E.B., separately and in combination (50:50) were impregnated on a sterilized filter
paper disc, and supplied in an oven at 37°. C., 24 hours. The positive control (urinary
series antibiogram) and negative control (water) were carried out under the same
conditions as the E.B. The results demonstrated that the E.B. from whaling herb did not
show activity against the E.Coli strain, however, a small Rosemary E.B. inhibition halo.
This work reports the importance of plant extracts in the search for new antimicrobial
agents. However, it should be noted that the concentration of active ingredients is
directly related to the abiotic factors of plant species, therefore, the present study needs
to be continued to evaluate the impact of these factors on the plant species evaluated
and the concentration of the majority active ingredient present in them.

Keyword: Escherichia coli, Urinary Tract Infection, Whale Herb, Rosemary,

Phytotherapy.

1. INTRODUCAO

A Infeccdo do Trato Urinario (ITU) € uma afeccdo frequente, que pode afetar qualquer
elemento do sistema urinario, envolvendo rins, ureteres, bexiga e uretra, sendo responsavel
através de uma proporcdo significativa dos processos infecciosos, comunitarios e hospitalares.
As enterobactérias sdo as principais causadoras da ITU, como: a Escherichia coli (E. coli), o
Staphylo-coccus saprophyticus, espécies de Proteus e de Klebsiella e o Enterococcus faecalis.
Sendo a Escherichia coli o uropatégeno mais frequente, na qual sozinha, responsabiliza-se por
70% a 85% das infeccBes do trato urindrio adquiridas na comunidade e de 50%a 60%
hospitalares (NETO et.al, 2003).

Os sintomas da ITU incluem dor ou ardéncia ao urinar, necessidade frequente de urinar,
urina turva e/ou avermelhada, com odor forte, febre, dor na regido lombar que pode se irradiar
para o abdémen ou para o(s) flanco(s), etc (LOPES, H. V. et.al, 2005). Dado que a principal
trajetdria de contagio do trato urinario € por via ascendente, sucede ao fato de que a mulher por
questdes fisioldgicas, perante menor extensdo anatdmica da uretra feminina e maior imediacao
entre a vagina e 0 anus, 0 que é uma caracteristica da genitdlia feminina, torna-se a
probabilidade da ocorréncia de infecgdo urinaria no sexo feminino mais suscetivel do que o sexo
masculino (BRAOIOS, A. et.al, 2009).

Apesar de que tenha maior frequéncia em mulheres, a ocorréncia de ITU intensifica
entre homens acima de 50 anos. Os casos de doenca prostatica, de instrumentacdo das vias
urinarias incluindo-se a sondagem vesical sdo condi¢fes que mais implicam no aumento do
acontecimento no sexo masculino. Tanto entre a populacdo idosa quanto em individuos

hospitalizados, a frequéncia de infeccbes do trato urindrio é alta devido aos fatores ja



mencionados, bem como a presenca de comorbidades que tornam esses individuos mais
suscetiveis as infecgdes (RORIZ-FILHO et al., 2010).

O descobrimento das propriedades farmacoldgicas da penicilina no século XX
estabeleceu ndo s6 o principio da era dos antibidticos, mas também permitiu o desenvolvimento
deste tipo de farmacologia até os dias atuais. A partir de entdo, os antibioticos tém sido usados
repetidas vezes e muitas vezes utilizados indevidamente como primeira linha no tratamento de
infecbes. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), o tratamento deve ser iniciado
apenas depois de identificar a bactéria que causou a infec¢do. Contudo, essas indicacdes nem
sempre sdo seguidas durante a pratica clinica, sendo frequente a prescricdo empirica de um
antibiético de amplo espectro. Este uso excessivo e improprio estd intimamente associado a um
aumento do risco de desenvolvimento de resisténcias a antibidticos (SANTOS et.al, 2016).

A propagacdo de bactérias resistentes a antibidticos, representa inevitavelmente um
problema de satde publica mundial; os custos associados & introdugéo da terapia antibiotica e as
consequentes ramificaces reforcaram a necessidade de se buscar tratamentos alternativos para
este tipo de infeccdo. A busca e 0 uso de ervas medicinais presentes na natureza com o intuito
de curar doencas foi uma pratica adotada por diversas culturas desde os primordios da
humanidade. Com o tempo cresceu a ideia de que as plantas medicinais eram uma importante
fonte de diversos medicamentos que poderiam ser usados no tratamento de muitas doencas
(VALLI et. al, 2012). Entre as diversas plantas medicinais podemos citar a erva-baleeira
(Cordia Verbenacea) e o alecrim (Rosmarinus officinalis).

As Ervas Baleeiras possuem substancias fitoquimicos que proporcionam propriedades
anti-inflamatérias, analgésicas e anti-Ulceras a esta espécie vegetal, podendo ser tomadas por via
oral ou na forma de chéas e infusdes topicas. Estudos farmacoldgicos do extrato confirmaram
suas propriedades anti-inflamatdrias e cicatrizantes. Inclusive, o extrato bruto de erva baleeira,
hexano, éter e cloroférmio também mostraram efeitos antibacterianos e bacteriostaticos para
impedir a proliferacdo dos microrganismos contra Staphylococcus aureus, Pseuddémonas
aeruginosa e K. Pneumonia e Escherichia coli (PINHO et. al, 2012).

As folhas de alecrim contém compostos que possuem propriedades antibacterianas,
digestivas e analgésicas para dores musculares e articulares. Os compostos antioxidantes
presentes nesta espécie vegetal desempenham um papel crucial na protegcdo das plantas contra
herbivoros, patdgenos e predadores. Portanto sdo utilizados no combate a agentes infecciosos
em seres humanos. No entanto, pode-se afirmar que o alecrim possui efeito benéfico a saude
humana, uma vez que possui propriedades terapéuticas importantes, como atividades
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamato6rias que o tornam uma excelente op¢ao para 0

tratamento e prevencao de problemas que afetam a salde humana (OLIVEIRA et. al, 2019).
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Diante deste exposto, 0 objetivo desse estudo € avaliar a eficacia inibitéria dos
extratos vegetais de Rosmarinus officinalis e Cordia Verbenacea frente a E.coli, como

causadora da Infeccdo do Trato Urinario.

1.1 Hipotese
O uso de plantas medicinais como, erva-baleeira e alecrim, por meio da
avaliacdo acdo antibacteriana avaliada in vitro, serd uma alternativa eficaz e segura ao

tratamento da ITU relacionada ao uropatgénico E. coli.

1.2 Justificativa

Tendo em vista que a ITU é uma patologia infecciosa de alta incidéncia na
populacédo, principalmente nas mulheres e que a recidiva da doenca esta torno de 25%,
além de apresentar complicac6es como pielonefrite com sepse, lesdo renal em criangas,
parte prematura em gestantes e complicag0es causadas pelo uso frequente dos
medicamentos, com a resisténcia aos antimicrobianos. Torna-se evidente a necessidade
de se disponibilizar tratamentos eficazes e com menores eventos adversos do que 0s que
tradicionalmente sdo utilizados.

As plantas medicinais tém sido utilizadas ao longo de séculos, por diversas
civilizagdes, destacando-se que muitos medicamentos sintéticos utilizados hoje, tiveram
a sua origem na biomolécula vegetal, citando como exemplo a classe dos taxanos
utilizados na quimioterapia. Outro fator importante é disponibilizar o acesso a esses
derivados de droga vegetal ou dos fitoterapicos a populacdo, garantindo a eficécia e
seguranga no seu uso e fortalecendo a PNPMF e RENISUS. Agrega-se ainda na
proposta desse projeto o uso de plantas medicinais cultivadas no Horto de Plantas
Medicinais da UNIVR, possibilitando a difusdo do conhecimento sobre os ativos

vegetais aos alunos de graduacéo da IES.

1.3 Objetivos
1.3.1 Geral
Avaliar a eficacia antibacteriana dos extratos brutos de erva-baleeira e alecrim
frente ao uropatdgeno E. coli associado a Infeccdo do Trato Urinario.
1.3.2 Especificos
v Realizar o processo de coleta, controle de qualidade e estabilizagdo (secagem)

do material vegetal;
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v' Realizar a preparacdo do extrato bruto e determinar seu rendimento.

2. METODOLOGIA
2.1.  Tipo de Pesquisa

Trata-se de uma pesquisa experimental-laboratorial com abordagem quantitativa
analitica. Fundamentado na citacdo de Marconi e Lakatos (2003), “De acordo com a
complexidade da apresentacdo e da analise dos dados, uma pesquisa quantitativa pode
ser classificada como analitica que envolve uma avaliagdo aprofundada das informagdes
coletadas em um determinado estudo, observacional ou experimental, na tentativa de
explicar o contexto de um fendmeno”. Este tipo de abordagem se adequa melhor ao
objeto da pesquisa, pois segundo Fonseca (2002) os resultados da pesquisa quantitativa
podem ser quantificados com base na analise de dados brutos, recolhidos com o auxilio
de instrumentos padronizados, neutros e dependendo do tamanho das amostras, podem
ser consideradas representativas de um grupo ou populagéo estudadas.

Os procedimentos experimentais serdo realizados nas instalagcbes (Horto de
Planta, Laboratorio de Farmacotécnica e Laboratério de Analises Clinicas) do Centro
Universitario do Vale do Ribeira (UNIVR). Os processos relacionados as plantas
medicinais seguirdo as Boas Praticas de Processamento e Armazenamento de Plantas
Medicinais preparacdo e dispensacdo de produtos magistrais e oficinais de plantas
medicinais e fitoterapicos em farmacias vivas no &mbito do Sistema Unico de Salde
(BRASIL, 2013). Os procedimentos relacionados a microbiologia seguirdo o descrito no
Manual de Biosseguranca em Laboratorios Biomédicos e de Microbiologia (BRASIL,
2006).

2.2. Material
Os extratos hidroetandlicos 70% (v/v) foram cedidos pela aluna Vitoria

Rodrigues de Oliveira, como complemento do Projeto de Iniciacdo Cientifica.
2.3. Métodos

2.3.1. Obtencdo do extrato aquoso

Os extratos hidroetanolicos 70% (v/v) foram acondicionados no rotaevaporador
para a extracao do solvente alcdolico, a temperatura serd mantida a 60°C, evitando-se
assim a perda de substancia ativa. O extrato aquoso foi acondicionado em placas Petri e

levado para estufa a uma temperatura constante de 50°C, até que se obtenha 3 pesagens
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constantes. Os extratos brutos foram armazenados em recipientes hermeticamente

fechados e mantidos em refrigeragéo (10°C).

2.3.2. Obtencdo da cepa de E. coli

O método utilizado foi realizado de acordo com o descrito por Worku, Alamneh,
Abegaz (2022), com algumas adaptacdes. As cepas de E. coli foram isoladas das
uroculturas processadas positivo pela identificacdo em testes bioquimicos, incluindo
catalase, agar sal manitol e hidrdlise de ureia, recentemente realizados previamente pela
empresa doadora CONSAUDE “Hospital Regional Dr. Leopoldo Bevilacqua (JRLB)”
(Anexo 1), sem a identificacdo do pacientes. As amostras serdo armazenadas em
refrigeracdo (8°C) por um periodo méximo de 18 a 24 h para a realizagdo dos ensaios

realizados no Laboratério de Analises Clinicas da UNIVR.

2.3.3. Padronizacdo do in6culo da E. coli

A padronizacdo do inoculo (suspensdo bacteriana) € uma das etapas mais
importantes dos testes microbioldgicos, pois possibilita quantificar as unidades
formadoras de colonia (UFC) presentes em uma determinada suspensdo microbiana,
possibilitando controlar 0 nimero de coldnias a serem utilizadas nas analises (PINTO,
KANEKO, et al., 2015). O método realizado segue a recomendacdo da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (ANVISA, 2020). Em capela de fluxo laminar
foram selecionadas de uma colénia bem isolada, do mesmo tipo morfolégico de cultura
em placa Agar. A coldnia sera transferida para trés tubos contendo 4-5 mL de solucgéo
salina 0,9% (v/v), incubando-se a 37 °C, até alcancar a turbidez de uma solugéo
McFarland de 0,5 (em geral de duas a seis horas), de acordo com POLISENSIDISC
DME SERIE URINARIA CLSI . A turbidez foi ajustada com solucio salina estéril de
modo a conseguir uma turbidez Optica para McFarland de 0,5 UFC/mL de E. coli
(LIMA, GROSSO, 2014).

2.3.4. Determinacdo da susceptibilidade da E. coli extrato bruto de Erva-
baleeira e Alecrim

O potencial antimicrobiano de uma substancia pode ser avaliado por meio do
teste de sensibilidade, medindo-se o didmetro do halo de inibigdo formado para
determinar a menor concentracdo inibitéria (CIM) (CORREIA et al., 2012). A
capacidade de inibicdo dos extratos brutos (m/v) de erva-baleeira e alecrim foram
realizados separadamente. Todos os plaqueamentos foram realizados em duplicada para
garantir a reprodutibilidade dos resultados (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).
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Em fluxo laminar foi realizada a semeadura qualitativa de 20 pl da suspenséao
bacteriana padronizada de E.coli em 4gar MacConkey. O método de difusdo em agar
foi realizado segundo Filho e Ribeiro (2015) com algumas adaptaces. Em capela de
fluxo laminar foram esterilizados discos de papel filtro e a mesmo foi adicionado 20ul
da substancia de extrato bruto. As placas foram levadas para incubacdo a 37°C durante
24 h. Os halos de inibicdo foram mensurados com o auxilio de um paquimetro manual.
Os escores dos halos serdo obtidos pela média do diametro (mm) dos halos de inibicado
de crescimento bacteriana.

Os seguintes controles serédo realizados:

- Controle Negativo, com o objetivo de avaliar a ndo interferéncia do solvente
utilizado no efeito antibacteriano, uma placa foi semeada seguindo 0s mesmos
procedimentos anteriores e no disco de papel foi adicionado 20 pl de agua estéril.

- Controle Positivo, sera utilizado antibiograma contendo discos previamente
impregnados com concentragdes conhecidas de medicamentos para bactérias gram-
negativa dispostas em meio MacConkey, a placa foi levada para incubagédo a 37°C por
24 h.

- Controle da pureza do meio, uma placa Petri contendo apenas dgar MacConkey
foi levada para incubacéo a 37°C durante 24 h.

- Controle da viabilidade do microrganismo, placas de &gar MacConkey foi
semeada com suspensdo padronizada de E. coli, a placa sera levada para incubacdo a
37°C por 24 h. Ainda como controle positivo foi preparado disco antibiograma da série

urinaria da marca Polisensidisc 15, seguindo as orienta¢6es do fabricante.

3. RESULTADOS

3.1 Rendimento dos extratos brutos
Apo6s o processo de rotaevaporagdo foi obtido 6,3% de rendimento de extrato bruto de

alecrim e 4,9% de extrato bruto de erva baleeira.

3.2. Teste de sensibilidade
A Figura 1 mostra o resultado da andlise do antibiograma, onde é possivel ver a
formacdo de maior halo de inibigdo (33 mm) para Ceftriaxona e menor halo de inibicéo

(11 mm) para ampicilina.
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Figura 1 - Antibiograma da séria urinaria

Fonte: Autoras (2023)

Os controles negativos, demonstrados na Figura 2, demonstram ndo ter nenhuma

interferéncia da agua utilizada para preparacdo dos extratos.

Figura 2 - Controle negativo

Fonte: Autoras (2023)

Os resultados do teste de sensibilidade dos extratos frente a E. coli estdo demonstrados
na Figura3, é possivel observar que houve a formacdo de um pequeno halo de inibigdo
para o alecrim, e nenhum halo foi observado para a erva baleeira.
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Figura 3- Erva baleeira e Alecrim

Fonte: Autoras (2023)

4. DISCUSSAO

De acordo com Ana Paula Laranjeira Lima (2014), o perfil de inibicdo do crescimento
de Escherichia coli também mostrou uma correlacdo direta entre a concentracdo do
extrato e o percentual de cepas inibidas: concentracdo de 40 mg foi capaz de inibir
37,14% das cepas testadas e a concentracdo de 20 mg inibiu 5,71% das cepas. As
concentragdes de 10 mg, 5mg, 2,5 mg, 1,25mg, 0,625mg e 0,312 mg de Rosmarinus
officinalis, ndo apresentaram nenhuma inibicao frente as cepas de Escherichia coli, em
contrapartida, dos testes realizado neste trabalho, ndo houve inibigdo, porém, obteve-se
um melhor resultado com o extrato bruto de Rosmarinus officinalis, que apresentou um
halo de inibi¢do de 0,2mm. E o disco contendo o extrato bruto de Cordia Verbenacea,
nédo teve algum halo de inibigéo.

Haida et al. (2007) avaliaram a suscetibilidade de diferentes microrganismos, dentre
eles a E. coli, para distintos tipos de extratos de oito plantas, dentre elas Rosmarinus
officinalis. A metodologia empregada foi a de difusdo com discos, de 6 mm de diametro
com 10 pL dos compostos. O extrato aquoso de alecrim apresentou halos de inibicdo
menores do que 7 mm de didmetro para as estirpes E. coli e assim 0s autores nao
consideraram acdo inibitdria deste composto. Os extratos etandlico, cetdnico e
cloroférmico ndo apresentaram resultado positivo para inibicdo do crescimento de E.
coli.

Koztowska e seu grupo (2015) verificaram a agdo antibacteriana dos extratos etandlico e
metandlico do alecrim sobre 20 microrganismos, dentre eles a E. coli, através do
método de difusdo com discos. E. coli ndo foi sensivel a nenhum dos compostos.

De acordo com Andréa Wolf (2016), analisou-se a concentracdo minima inibitoria

(CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) frente a E. coli e ao S. aureus com
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diluicBes seriadas partindo da concentracdo de 20 mg/mL até 0,625 mg/mL. Para a E.
coli utilizando o extrato aquoso de alecrim verificou-se, uma CIM de 5,0 mg/mL e
CBM >20 mg/mL.

Celyktas et al. (2007) testaram a capacidade antibacteriana do 6leo de alecrim, onde as
amostras foram coletadas de trés regides diferentes em quatro épocas do ano, sobre nove
microrganismos, sendo que um deles foi S. aureus (ATCC 6538P) com resultados
encontrados de CIM que variaram de 5,0 mg/mL até 20 mg/mL, e CBM de 10 mg/mL
até >20 mg/mL, e um outro microrganismo foi a E. coli com resultados de CIM e CBM
de 10 mg/mL até >20 mg/mL. No estudo ndo foi possivel relacionar os constituintes
majoritarios 1,8-cineol (61,4%) e canfora (24,1%) com a atividade antimicrobiana.
Sousa (2007) analisou a atividade antimicrobiana de solucGes aquosas obtidas do
dococto de folhas do alecrim, em diferentes concentracgdes, as solugdes foram testadas
em algumas bactérias, em especial a E. coli, os resultados ndo apresentaram atividade

inibitéria para bactéria Gram-negativa E. coli.

Pinho et al. (2012) avaliaram alguns extratos hidroalcoo6licos, em especial obtidos a erva

baleeira (Cordia verbenacea), onde demonstrou nenhuma acéo sobre E. coli.

5. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que 1 das 2 espécies de plantas medicinais,
comumente utilizadas, apresentou atividade antimicrobiana. O extrato de Rosmarinus
officinalis (alecrim) apresentou atividade, com um pequeno halo de inibicdo. Esta
revisdo possibilitou vislumbrar a eficacia de certos extratos vegetais diante da bactéria
E.coli, e evidenciar a importancia terapéutica das plantas medicinais estudadas. Além de
apontar, diante dos resultados, a relevancia de se pesquisar, cada vez mais, os diferentes
extratos das plantas nativas do Brasil como uma forma de combater bactérias e reduzir a
selecdo de cepas multirresistentes. Os resultados demonstraram que apesar de ter
apresentado uma inibicédo sutil contra E. Coli causadora, bactéria patogénica causadora
de ITU, podem ser realizadas pesquisas futuras sobre outras formas de extracdo, com a
utilizacdo de solventes com outras caracteristicas de polaridade, para verificar o

aumento da capacidade de inibigé&o.
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