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RESUMO: O uso de plantas medicinais no tratamento de doencgas (fitoterapia) € uma pratica
de diversos povos, sendo realizada desde a Antiguidade. Diversos estudos s&o realizados
para determinar a eficacia dessas plantas, sendo desconhecida a existéncia de interacdes e
interferéncias na combinagdo das mesmas, quer seja benéfica, quer cause algum dano para
o organismo. A fim de descobrir a existéncia dessas interagcdes ou a interferéncia na acao
do antibidtico amoxicilina testou-se Punica granatum e Plantago major contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A matéria prima foi obtida nas regides de Montes
Claros e Curvelo e seus extratos aquosos foi obtido através da decocgédo. A Concentragado
Inibitéria Minima (CIM) dos extratos foi determinada pela técnica de microdiluigdo em caldo.
Para o teste de interferéncia realizou-se o teste de disco-difusdo. No teste de microdiluicdo em
caldo, Punica granatum apresentou CIM de 6,25% contra o S. aureus e de 25% contra E. coli.
O extrato de Plantago major néo apresentou atividade contra as bactérias. O teste de disco-
difusdo confirmou a existéncia de interagdes, sendo apenas quatro resultados significativos
(Amoxicilina + Plantago major Pura (PgP), Amoxicilina + Plantago major Diluigédo 1 (PgD,)
e Amoxicilia + Plantago major Diluicdo 2 (PgD,) contra E. coli e Amoxicilina + PgP contra S.
aureus). Conclui-se que existe interagdo dos extratos entre si e dos extratos com a amoxicilina,
0 que também pode acontecer com outros antibiéticos e gerar riscos para a populagao. Portanto
€ indispensavel a realizagdo de testes que complementem essa pesquisa oferecendo mais
informacgéo a populagéo para seguranga na utilizagdo de plantas medicinais.

informagdes a populagdo assegurando sua segurancga na utilizagdo de plantas medicinais.

Palavras chave: Fitoterapia. Sinergismo. Plantago major L.. Punica granatum L..

ABSTRACT: Study of the joint antimicrobial action of aqueous extracts of broadleaf
plantain (Plantago major 1., Plantaginaceae) and Pomegranate (Punica granatum 1.,
Punicaceae) and their interference in the in vitro activity of amoxicillin. The use of medicinal
plants in treating diseases (herbal medicine) is a practice of many peoples, being done since
ancient times. Several studies are conducted to determine the effectiveness of these plants,
but the existence of interactions and interference with their combined use, whether beneficial or
detrimental to the body, are unknown. In order to discover the existence of these interactions
or interferences in the activity of the antibiotic amoxicillin, we tested in this research Punica
granatum and Plantago major against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The raw
material was obtained in the regions of Montes Claros and Curvelo, and their aqueous extracts
were obtained from decoction. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts
was determined by the broth microdilution technique. For interference, we performed the disk
diffusion test. In the broth microdilution test, Punica granatum had MICs of 6.25% against
S.aureus and 25% against E. coli. The Plantago major extract showed no activity against the
bacteria. The disk diffusion test confirmed the existence of interactions and only four significant
results (amoxicillin + pure Punica granatum (PgP), amoxicillin + Punica granatum dilution 1
(PgD1) and amoxicillin + Punica granatum dilution 2 (PgD2) against E. coli and amoxicillin +
PgP against S. aureus). We conclude, as a result, that there really is interaction between the
extracts themselves and between the extracts and amoxicillin, which can also occur with other
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antibiotics and cause some risk to the population. Therefore, it is essential to carry out tests to
complement this research, providing more information to the public and ensuring the safety in

the use of medicinal plants.

Keywords: Herbal Medicine. Synergism. Plantago major L. Punica granatum L.

INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais no tratamento
de doengas vem aumentando a cada dia em todo o
mundo. No Brasil ndo é diferente, tanto nos grandes
centros comerciais quanto no interior, 0 comércio e a
utilizacéo de plantas medicinais s&o atividades muito
difundidas, as quais séo atribuidas diversas causas,
sejam de ordem médica, social, cultural, econémica
ou filosdéfica (PERON et al., 2008). Segundo Veiga
Jr. et al. (2005), a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) define planta medicinal como sendo qualquer
vegetal que possui substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
utilizadas na produgéo de farmacos semi-sintéticos.
Lorenzi e Matos (2002) afirmam que toda planta
medicinal € medicamento apenas quando tem seu
principio ativo identificado e é utilizada de maneira
correta.

Para Maciel et al (2002), a utilizagao de
fitoterapicos no tratamento e cura de doencas é
tdo antigo quanto a humanidade, sendo que o
primeiro manuscrito conhecido a respeito de seus
usos data de 1500 a.C. (TESKE; TRENTINI, 1994
apud LIMA-JUNIOR et al., 2006). Taufner, Ferrago
e Ribeiro (2006) afirmam que os fitoterapicos séo
utilizados pela populagdo como alternativa para cura
de doengas e como forma alternativa ao tratamento
com medicamentos alopaticos. Precaugdes contra o
mau uso de plantas medicinais devem ser levadas
em consideracao, e a obediéncia as dosagens
prescritas e o cuidado na identificagdo precisa
do material utilizado podem evitar uma série de
acidentes (LORENZI; MATOS, 2002).

Punica granatum (roma) e Plantago major
(tansagem), sdo constantemente utilizadas pela
populacéo no tratamento de sintomas e doencas.
Punica granatum L. € uma planta da familia
Punicaceae, conhecida popularmente como
romanzeira, romeira e granado. E amplamente
encontrada por todo Brasil sendo originaria da Asia
(BRAGA, 1961 apud OLIVEIRAet al., 2010). Segundo
Menezes et al. (2008), essa planta é utilizada como
adstringente, hemostatica, antidiabética, anti-
helmintica, antidiarréica, antisséptico e antiviral.
Naqvi, Khan e Vohora (1991), citados por Pereira et
al (2006), avaliaram a atividade antimicrobiana do
extrato de Punica granatum sobre microrganismos
Gram positivos e leveduras, confirmando a presencga
de principios ativos antimicrobianos na casca do
fruto. O perfil quimico de seus extratos demonstrou
que entre os seus principais fitoconstituintes estéo os

flavondides (apigenina e narigenina), antocianinas,
taninos (acidos galico e elagico), alcaldides, acido
ascorbico, acidos graxos conjugados (acido punico)
e o acido ursolico (LANSKY; NEWMANN, 2007).
O extrato da casca da roma também
€ rico em polifendis, os quais tém apresentado
um forte efeito antisséptico e também atividade
antibacteriana contra gram-negativas e gram-
positivas (Negi, P. S. Jayaprakasha, G. K, 2003).
Muitos estudos demonstram a eficacia bioldgica
da Punica granatum, tal como seu potencial
para inibicdo do crescimento de bactérias gram-
positivas, especialmente do Staphylococcus aureus
(PRASHANTH, D., ASHA, M.K., AMIT, 2001).
Plantago major ¢ uma planta herbacea
que cresce em clima temperado ou subtropical e
€ utilizada no tratamento de inflamagdes de boca
e garganta, infecgbes intestinais, e como agente
antibacteriano (FREITAS et al., 2002). Pertence
a familia das Plantaginaceaes, sendo de porte
pequeno, em roseta ereta, podendo atingir cerca
de 20 a 30cm de altura e de ciclobienal ou perene.
(CORDEIRO, 2005). Segundo Samuelsen (2000),
P. major contém compostos biologicamente ativos,
como polissacarideos, lipidios, derivados do
acido cafeico, flavondides, glicosideos iridoides
e terpendides. O cha das folhas é popularmente
difundido para o tratamento de amigdalite, estomatite
e faringite, e, externamente, indicado para tratar
ulceras e feridas, ou,sob forma de emplastro,
como cicatrizante (Bieski, 2005). Em testes, a
Plantago major L, apresentou eficacia semelhante
a da clorexidina no controle de sangramento e
recuperacao tecidual de gengivas de pacientes com
periodontite (CATAO, M.H.C. V. et al, 2012)
Existem varios estudos a cerca da eficacia
de diversas plantas utilizadas pela populagéo,
sendo desconhecida a existéncia de interagdes e
interferéncias benéficas ou maléficas ao organismo
no uso combinado dessas plantas. As pesquisas
realizadas para a avaliagdo do uso seguro de
plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil
ainda sao incipientes, assim como o controle da
comercializagado pelos 6rgaos oficiais em feiras
livres, mercados publicos ou lojas de produtos
naturais (VEIGA JR et al.,2005). Nosso obijetivo
nesse estudo foi investigar a existéncia de interagdes
na utilizagcdo conjunta de extratos aquosos de P.
granatum e P. major e a interferéncia dos mesmos
na agéo da Amoxicilina in vitro, bem comoidentificar
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a Concentragao Inibitéria Minima dos extratos
frente as cepas padrao de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e fornecer subsidios quanto para a
melhor utilizagdo dessas plantas visando minimizar
riscos para a populagéo. Segundo Nascimento et al.,
(2000) as plantas medicinais ou seus subprodutos
podem inibir, intensificar ou mesmo nao interferir no
efeito terapéutico dos medicamentos convencionais,
e essa utilizagao associada pode colocar o paciente
em risco. Assim, é de extrema importancia investigar
a existéncia de interagdes na utilizagdo conjunta de
plantas no tratamento de infec¢des e de interagbes
entre plantas e antibiéticos industrializados devido
aos riscos que essas interagdes podem oferecer,
afinal, a fitoterapia apresenta grande potencial
para tratamento de enfermidades, cabendo aos
profissionais da saude orientar a populagédo de forma
segura na utilizagdo das plantas para tratar doencas.

MATERIAIS E METODO

Tipo de pesquisa
Esta foi uma pesquisa exploratéria e
qualitativa.

Matéria prima

A matéria prima (cascas secas de Punica
granatum e folhas secas de Plantago major) foi obtida
de origem diversa, no Mercado Municipal de Montes
Claros e daregiao de Curvelo. Todo o material vegetal
foi submetido a identificagéo boténica pela professora
Suerlani Aparecida Moreira e as exsicatas foram
depositadas no acervo do Laboratério de Botanica
da Faculdade de Saude Ibituruna.

Extratos

Os extratos foram obtidos pelo método de
decocgéao. Para o extrato de P. granatum L., 25g de
cascas de seu fruto foram fervidos em 50 mL agua
destilada estéril durante um minuto. O extrato foi
filtrado em papel filtro e foi obtido extrato aquoso
na proporgao de 1/2 (50%). O extrato de P major
L. obtido teve proporgcéo 1/1 (100%). Para sua
obtencgéo foram pesadas 50 g de folha secas, as
quais foram adicionadas 50 mL de agua destilada
estéril, sendo submetidas a fervura por um minuto.
Este extrato também foi filtrado em papel filtro.

Bactérias
Foram utilizadas cepas padrédo de
Staphylococcus aureus (ATCC 6835) e Escherichia
coli (ATCC 25922), obtidas de culturas com 24 horas,
cultivadas em agar Muller Hinton (HIMEDIA, india).

Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)
A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos
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extratos aquosos foi determinada pela técnica de
microdiluicao em caldo, de acordo com o preconizado
pelo CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute),
utilizando-se microplacas de diluicdo com 96
pocos. Cada poco recebeu 100 pL de caldo Muller
Hinton (HIMEDIA, india), 50 uL de um dos extratos,
sendo uma concentragao diferente para cada pogo
(diluigdo em série) e 50 L de uma das suspensdes
bacterianas padronizadas com a escala de Mc
Farland 0,5. As microplacas foram incubadas por
24 horas a 35 + 2° C. Apds a incubagao foram
acrescentados em cada pogo 20 pL de solugéo
de resazurina 0,01% previamente preparada. As
placas foram novamente incubadas e o resultado foi
observado nos tempos 60, 120, 180 e 240 minutos.
Foram utilizados como controles os antibiéticos
gentamicina e oxacilina para E. coli e S. aureus,
respectivamente.

Teste de disco-difusao

Para investigar a existéncia de interagdes
foi realizado o teste de disco-difusdo descrito
por Kirby-Bauer. Foram utilizadas neste teste as
proporcoes dos extratos que apresentaram atividade
antimicrobiana no teste de CIM. Foram realizados
antibiogramas para controle e teste, onde discos
de papel de 6mm foram impregnados com 20 pL
de extrato aquoso de cada planta para controle,
enquanto outros discos, impregnados com a mistura
dos extratos (20 uL cada) em diferentes proporgoes,
compuseram o teste de interagao dos extratos entre
si. Foram utilizados discos comercias do antibiético
amoxicilina, para antibiograma, no teste de interagéo
do antibiético com os extratos, sendo os mesmos
impregnados com 20 pL dos extratos em diferentes
concentragdes. As bactérias foram inoculadas
em agar Muller Hinton a partir de suspensbes
bacterianas padronizadas com escala de Mc Farland
0,5; por meio da técnica de estria em véu. Apos serem
colocados os discos sobre o inéculo, as placas foram
invertidas e incubadas em estufa bacterioldgica
a 35 + 2° C por 24 horas. Posteriormente, as
placas foram analisadas individualmente para a
leitura, observando a formagao e o tamanho dos
halos, fazendo a comparagao entre os testes e
os controles. Considerou-se que houve interagéo
quando a diferenga entre o halo do controle e o halo
do teste foi igual ou maior do que 2mm, conforme
técnica descrita por Canton e Becker (2010). Todos
os testes foram realizados em ftriplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Teste de microdiluicido em caldo

No teste de microdiluigdo em caldo foram

Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.16, n.2, supl. |, p.323-328, 2014.



326

encontrados resultados caracteristicos de atividade
antimicrobiana nas quatro primeiras diluigdes (50%,
25%, 12,5% e 6,25%) do extrato de Punica granatum
sendo a CIM (Concentragéo Inibitéria Minima),
portanto, de 6,25% para o Staphylococcus aureus.
Catao et al., (2006), observou que a CIM do extrato
etandlico de P. granatum foi de 10 %, contra cepas
de S. aureus de origem ambulatorial. Essa diferenca
pode ocorrer devido as técnicas de extragdo nao
terem a mesma eficacia ou também porque as cepas
de origem ambulatorial tem maior possibilidade
de sofrer mutagdo e adquirir resisténcia em
comparagdo as cepas padrdo ATCC, o que pode
ocorrer também com os outros extratos. Contra
a Escherichia coli a Punica granatum apresentou
atividade nas duas primeiras diluigdes (50% e 25%),
sendo de 25% a CIM contra essa bactéria. Ja para o
extrato de Plantago majornao se observou resultado
colorimétrico satisfatério para ambas as bactérias em
nenhuma dilui¢do, o que pode ser interpretado como
auséncia de atividade antibacteriana, concentragao
ineficaz do extrato ou como a existéncia de
interferéncia de alguma substancia do extrato. Eloff
(1998) citado por Ostrosky et al. (2008) utilizou a
técnica de diluicdo em microplacas para verificar
a atividade antimicrobiana em extratos vegetais e
observou inconvenientes na técnica, como células
de alguns microrganismos que se aderiam a base
do pocgo e outras que ficavam em suspensao.
Alguns compostos dos extratos precipitavam e a
coloracgao verde da clorofila em concentragao muito
alta interferia na analise.

Teste de disco-difusao
Os resultados para o teste de disco de
difusdo para Escherichia coli e Staphylococcus
aureus estao apresentados na Tabela 1 e Tabela
2, respectivamente. O extrato de P. major nao

apresentou atividade contra as bactérias nas
diferentes concentragdes testadas de forma isolada.
O extrato de P. granatum apresentou indicios de
atividade antimicrobiana contra a E. coli nas trés
primeiras concentragdes 50,0 %, 25,0 % e 12,5
%, pois, observou-se crescimento bacteriano
menos intenso e com coldnias bem pequenas nas
proximidades dos discos, o que sugere que em
concentragbes mais elevadas do extrato exista a
atividade antimicrobiana contra a E. coli. Nos discos
com diferentes combinagdes dos extratos observou-
se que para a E. colinenhuma das combinagdes das
diferentes concentragdes dos extratos foi eficiente e
que aparentemente o extrato de P. major interferiu
na agao do extrato de P. granatum, pois quando
analisados os halos formados, percebeu-se que
com a reducgdo da concentragdo do extrato de P.
major obteve-se halos maiores do que os formados
ao redor dos discos com a combinagao dos extratos
puros. Em comparagdo com os extratos isolados
a P. major aparentemente auxiliou a atividade
da P. granatum, pois houve a formagao de halos
quando os extratos foram combinados e ja para os
extratos de forma isolada ndo, o que sugere que,
de forma isolada, os extratos s&o ineficazes contra
a E. coli e que possa existir alguma combinacgéo de
concentragdes dos extratos que seja eficaz. Deve-se
ressaltar, porém, que nenhuma das combinagdes
dos extratos foi eficiente contra a E. coli, pois apesar
de ocorrer a formagéao de halos, os mesmos néo
eram nitidos e apresentavam inicio de proliferagéo
bacteriana em seus interiores. Zago et al. (2009),
afirmam em seu estudo sobre sinergismo entre 6leos
essenciais e drogas antimicrobianas, que a espécie
do microrganismo interfere com os resultados, o que
foi verificado pela baixa frequéncia de sinergismo
dos oleos e drogas contra linhagens de E. coli
em comparagao ao S. aureus. Nas combinagdes

TABELA 1. Resultado do teste de disco de difusao para E. coli

Controles
Substancia teste PmP PmD1 PgP PgD1 PgD2 PgD3 PgD4 Amoxi
Halos (mm)t - - -t -t -t - - 17,7**
Teste (extratos) / halos (mm)
Combinacodes PgP PgD1 PgD2 PgD3 PgD4
PmP 6,33" - - - -
PmD1 10,33* 6,66* - . =
Teste (antibiético + extratos) / halos (mm)
Combinagodes PmP PmD1 PgP PgD1 PgD2 PgD3 PgD4
Amoxicilina 16,3** 16,7* 10,6** 12,6* 14,6* 16,7* 16,7*

Legenda: PmP (Plantago major Pura), PgP (Punica granatum Pura), D1 (diluicdo 1), D2 (diluigéo 2), D3 (dilui¢céo 3), D4 (diluicao 4) e Amoxi

(Amoxicilina).
tValores médios das trés repeti¢cdes realizadas para o teste.

+ Houve crescimento bacteriano, mas, na proximidade dos discos esse crescimento foi menos intenso com coldénias bem pequenas.
* Foi observado o inicio de proliferacdo bacteriana no interior dos halos formados.

** Halos nitidos.
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TABELA 2. Resultado do teste de disco de difusdo para S. aureus

Controles
Substéancia teste PmP PmD1 PgP PgD1 PgD2 PgD3 PgD4 Amoxi
Halos (mm)t - - 18+ 10,7** 7,3 - - 21,0**
Teste (extratos) / halos (mm)t
Combinagodes PgP PgD1 PgD2 PgD3 PgD4
PmP 15,3 10,0** -+ - -
PmD1 14,3* 10,6** 7,3** -t -

Teste (antibiético + extratos) / halos (mm)

Combinagoes PmP PmD1

PgD1 PgD2 PgD3 PgD4

Amoxicilina 21,7 21,0%*

19,7** 21,0* 22,0* 21,6™

Legenda: PmP (Plantago major Pura), PgP (Punica granatum Pura), D1 (diluigao 1), D2 (diluicdo 2), D3 (diluigao 3), D4 (diluicdo 4) e Amoxi

(Amoxicilina).
tValores médios das trés repeticbes realizadas para o teste.

+ Houve crescimento bacteriano, mas, na proximidade dos discos esse crescimento foi menos intenso com colénias bem pequenas.

** Halos nitidos.

das diferentes concentragbes dos extratos com o
antibiotico amoxicilina, observou-se que contra a E.
coli os extratos interferiram negativamente na acao
da amoxicilina, pois, a medida que se aumentava
a concentragdo dos extratos diminuia-se a agao
do antibiético, o que se tornou evidente com a
diminui¢cdo do tamanho dos halos formados.
Contra o S. aureus observou-se que o
extrato de P. major intensificou a agdo do extrato
de P. granatum, pois, quando analisados os halos
formados, percebeu-se que estes aumentavam de
tamanho quando aumentada a concentragéo de
P. major, o que é evidenciado quando se compara
os discos com a combinagdo dos extratos puros
(halos com média de 15,3 mm), com os discos com
o extrato puro da P. granatum e a primeira diluicéo
do extrato de P. major (halos com média de 14,3
mm). Ja em comparagado com os discos contendo
apenas o extrato de P. granatum puro percebe-se
que a média do tamanho dos halos formados € a
mesma (15,3 mm), indicando que se aumentada
a concentragdo de P. major na combinacao,
provavelmente havera um aumento da atividade
antibacteriana, com consequente aumento dos halos
formados em comparagao com a concentragdo do
extrato de P. granatum utilizada nos testes. Contra
0 S. aureus, o extrato de P. major mostrou interagéo
positiva com o antibidtico, visto que, o tamanho
dos halos formados foi maior quando o antibiotico
estava combinado com o extrato puro. Ja o extrato
de P. granatum parece interferir de duas formas
distintas na agéo do antibiético, pois, quando mais
concentrado, o extrato reduziu a atividade do
antibidtico e ja nas ultimas concentragdes, ou seja,
quando o extrato estava mais diluido, ele intensificou
a acdo da amoxicilina, mostrando que em baixas
concentragdes a P. granatum pode auxiliar na agéo
da amoxicilina contra o S. aureus. Segundo Auricchio
et al., (2003) citado por Alves et al (2008), quando

se comparam estudos de atividade antimicrobiana
de extratos de plantas medicinais, € notoria a
dificuldade de comparagao entre os resultados,
pois as variaveis vao dos aspectos climaticos que
exercem influéncia na composi¢ao quimica, como
o estagio de desenvolvimento do vegetal quando
da sua coleta, parte da planta estudada, forma de
preparar o material para estudo e, principalmente,
os protocolos seguidos nos experimentos.

Sendo assim, nas concentragoes e
proporgbes testadas apenas quatro resultados
foram considerados significativos (Amoxi + PgP,
Amoxi + PgD1 e Amoxi + PgD2 contra E. coli e
Amoxi + PgP contra S. aureus).Apenas nestas
combinacdes a variagado dos halos foi igual ou
superior a 2 mm em comparag¢ao aos halos
formados pelos respectivos controles. Este
procedimento esta de acordo com o exposto por
Canton e Becker (2010) em seu trabalho sobre a
interferéncia de extratos na acao de antibiéticos
usados na clinica, onde eles afirmam que ha
sinergismo quando a diferenga entre os halos de
inibicdo de crescimento microbiano dos testes,
comparados aos controles, € 2 a 2 mm. Quando
essa diferenga € menor do que 2 mm, considera-
se como efeito indiferente e quando os halos
formados pelos testes € menor que os do controle
ha antagonismo entre os extratos, de acordo com
testes estatisticos.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se
que realmente existe interagdo dos extratos entre
si e dos extratos com a amoxicilina, o que indica a
possibilidade dos extratos de plantas medicinais
também interagirem com outros antibiéticos
oferecendo riscos a saude da populagao, podendo
diminuir a eficacia dos tratamentos alopaticos. As
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plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela
populacdo e é indiscutivel que elas representam
uma importante alternativa para o tratamento e cura
de doencas, mas, desde que sejam respeitadas
e observadas suas caracteristicas. Destaca-
se, portanto, a necessidade de realizagao de
testes que venham complementar essa pesquisa,
oferecendo mais informagbes a populagcado sobre
0s componentes, as interagdes, 0s riscos, e 0s
beneficios que essas plantas podem oferecer.
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