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DISSERTAGAO DE MESTRADO

INTRODUGAO

Segundo Alterthum (2005), o desenvolvimento de resisténcia em certas cepas
tem reduzido a vida util de muitos antibidticos, é de grande relevancia quando uma
cepa venha a adquirir resisténcia a mais de um antibiético. O desenvolvimento de
superbactérias tem sido uma grande preocupagédo da medicina, principalmente no
que tange a doengcas como a tuberculose, causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, onde o tratamento com antibiéticos, se nao for seguido a risca, pode
levar a selecao de cepas resistentes (Ducati et al., 2004). Cita Alterthum (2005) que
“Estafilococos, enterobactérias e micobactérias estdo entre os que mais adquirem
resisténcia.” Os Fitoterapicos poderiam ser uma alternativa na producdo de
antimicrobianos, uma vez que “a maioria dos antibidéticos usados na clinica é
produzida por bactérias do género Streptomyces e por alguns fungos dos géneros
Penicillium e Cephalosporium’, como afirma Alterthum (2005). Além disso, o
desenvolvimento de pesquisas no sentido de descobrir novos principios ativos (PA)
seria essencial na batalha contra a resisténcia bacteriana.

Além da tuberculose, podemos citar as doencgas causadas pelo Staphylococcus
aureus, estas Ultimas podem ser classificadas como: superficiais, invasivas ou
toxicas. As infecgdes hospitalares causadas por amostras multirresistentes desse
agente membro da microbiota normal dos seres humanos é objeto de preocupacgéao.
Essa bactéria € o principal agente causador de infecgbes de feridas cirurgicas
podendo evoluir para bacteremia ou sepse, com mortalidade elevada (Trabulsi et al.,
2005). Algumas amostras de Staphylococcus aureus resistentes a maioria das
cefalosporinas e penicilinas conhecidas, designadas de Staphylococcus aureus
meticilina resistentes (sigla em inglés, MRSA), somente podem ser tratadas com
sucesso com o antibidtico Vancomicina, e ja apresentaram resisténcia a este ultimo
(Schlessinger e Eis’enstein, 2002).

O uso popular postula a utilidade das plantas Pothomorphe umbellata
(pariparoba) como agente no tratamento de furunculos e Sonchus oleraceus
(serralha) como agente no tratamento de feridas e escaras. Confirmar a presenga de
acao bactericida ou bacteriostatica dos extratos hidroetandlicos dessas plantas

poderia trazer uma grande contribuigdo ao desenvolvimento de medicamentos para
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a prevencado e tratamento de infec¢gées hospitalares do género citado (Lorenzi e
Matos, 2002).

A cultura popular tem empregado as plantas Pothomorphe umbellata e
Hymenaea courbaril (jatoba) no tratamento de doengas broncopulmonares e, no
caso dessa ultima, varios estudos defendem esse uso (Lorenzi e Matos, 2002). Dois
estudos descrevem para Pothomorphe umbellata agao contra Enterococcus sp e
Helicobacter pylori, contudo, ndo foram encontrados estudos voltados a validacao da
acgao antibacteriana contra S. aureus (Isobe et al., 2002; Sponchiado-Junior, 2006).

Os estudos feitos por Verpoorte e Dihal (1987) revelam atividade antimicrobiana
de Psidium guajava (goiabeira) e de Hymenaea courbaril contra S. aureus. Taylor
(2005) apresenta um estudo de Rabe e van Staden (1997) que observaram atividade
antibacteriana de Bidens pilosa (picdo-preto) contra S. aureus e Schuch (2007)
observaram agao contra Staphylococcus coagulase positivos, contudo ndo foram
testadas colbnias resistentes de S. aureus.

Para finalizar, na atualidade existe a necessidade do estudo da flora brasileira
medicinal com o objetivo de criar alternativas de medicamentos mais baratos para a
populagdo, principalmente a de baixa renda, e promover o conhecimento e a
preservacgao da biodiversidade (Rodrigues et al. in Brasil 2006).

O objetivo desta dissertagdo é, portanto, avaliar a agdo antibacteriana de
extratos hidroetandlicos das plantas: Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (jatoba),
Bidens pilosa (picao-branco), Psidium guajava var. pomifera (goiabeira), Sonchus
oleraceus (serralha), Pothomorphe umbellata (paribaroba), Piper sp (pariparoba) e
Musa sp (bananeira); sobre cepas de Staphylococcus aureus resistentes e
sensiveis a meticilina (MRSA e MSSA); realizando os testes de Disco-Difusdo em
meio de cultura sdlido, teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e teste de
Concentragao Bactericida Minima (CBM) em meio de cultura liquido, utilizando como
referéncia as normas internacionais do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). O objetivo de tal estudo visa apresentar alternativas para o desenvolvimento
de novos agentes antimicrobianos e verificar a validade do uso popular de

preparacgdes tradicionais com essas plantas.

Rabe T, van Staden J. (1997) apud Taylor L. “Antibacterial activity of South African
plants used for medicinal purposes.” In Taylor L. The Healing Power of Rainforest
Herbs: Bidens pilosa. Atualizagcdo em 2005. Disponivel em www.rain-tree.com;
acesso em fevereiro de 2007.
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1.1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1.1- A RESISTENCIA BACTERIANA

Logo apds a descoberta dos primeiros antibiéticos, houve como que uma geral
euforia por todo o mundo, na esperanga de que se conseguiria debelar todas as
enfermidades devido a grande especificidade e rapidez de agédo deles que, nas
palavras de Gurgel e Azevedo (1969), “sobrepujaram de muito, todos os
medicamentos anteriormente conhecidos.” Todavia, segundo 0s mesmos autores,
num curto prazo apareceram resultados negativos, desalentadores, dos quais se
desconhecia a raz&o cientifica: comegaram a surgir bactérias resistentes aos
antibiéticos empregados.

Uma série de praticas humanas tem levado as bactérias a resisténcia aos
antibiodticos: o uso extensivo, erréneo e indiscriminado de antibiéticos pelos médicos;
0 uso de antibiéticos em pacientes imunodeprimidos para prevenir infec¢des; a
dificuldade dos pacientes em seguir o tratamento prescrito; uso de antibidticos na
nutricdo animal; o transporte de bactérias resistentes a novas areas em funcao das
viagens no mundo. Além disso, linhagens de bactérias resistentes a antibidticos s&o
particularmente comuns entre pessoas que trabalham em hospitais, onde os
antibiéticos estdo em uso constante (Tortora et al., 2000).

E possivel distinguir dois grupos de microrganismos em relacdo a um
determinado antibidtico: os resistentes ja na natureza, e os capazes de produzir
individuos resistentes a partir de uma populagao de células sensiveis. Esse conceito
de resisténcia, porém, é relativo, segundo Gurgel e Azevedo (1969), quando citando
Bryson e Szybalski, afirmam que o conceito de sensibilidade clinica seria o inverso
do que propde aqueles autores: para os ultimos uma bactéria sensivel seria
selvagem, enquanto que clinicamente se pode observar bactérias selvagens
tornarem-se resistentes.

Duas teorias surgiram para explicar a origem de individuos resistentes de uma

progénie bacteriana: uma delas supunha a origem genética da resisténcia, enquanto

Bryson V, Szybalski W. Microbial drug resistence, 1955 apud Gurgel TA,
Azevedo JL de. Resisténcia de microrganismos aos antibioticos in Lacaz Cda S e
col. Antibidticos 22 ed, Ed da Univ. de Sao Paulo, 1969, p. 322-47, passim.
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a outra, explicava a sua origem através de adaptagao fenotipica. Analisando alguns
experimentos realizados nas décadas de 40 a 60, Gurgel e Azevedo (1969)
concluem que a origem da resisténcia microbiana a drogas €, em alta probabilidade,
de origem genética, ou seja, as mudangas de uma célula sensivel em resistente
ocorrem espontaneamente numa populagao de células sensiveis, e revelam que por
falta de provas definitivas ndo se poderia afirmar, nem mesmo excluir (em certos
casos), a existéncia do aparecimento de resisténcia devida a adaptagao fenotipica.
Schlessinger e Eis’enstein (2002) além de compartilhar dessas idéias, confirmando a
origem cromossdmica da resisténcia bacteriana, faz um complemento afirmando que
esses genes estariam localizados em plasmideos (Quadro 1) adquiridos de outras
bactérias (por mecanismos de transposicdo ou de transdugédo) e que a pressao
seletiva do uso indiscriminado de antibidticos teria resultado no aumento da
frequéncia de bactérias resistentes. Continuando sua analise, Gurgel e Azevedo
(1969) mostram que uma bactéria resistente pode tornar-se sensivel e que essa
perda de resisténcia pode ser devida a causas genéticas e fenotipicas, indicando
que: num meio sem a droga, haveria vantagem seletiva para as células sensiveis,
pois as células resistentes tém menor viabilidade que as sensiveis.

Uma ameaca “bastante real”, nas palavras de Schlessinger e Eis’enstein (2002),
que medra nos hospitais, € o risco de fatores para resisténcia serem transferidos
entre as bactérias a ponto de isso conduzir ao surgimento de “supermicrébios”,
resistentes a um grande numero de agentes antimicrobianos. Esses autores relatam
o isolamento de bactérias resistentes a 15 ou mais antibiéticos, como enterococos
resistentes a todos os antibidticos disponiveis e que apresentam elevada taxa de
mortalidade quando associados a bacteremia; o aumento da resisténcia de amostras
hospitalares de Staphylococcus aureus, para mais de 80% do total, em apenas 6
anos é um fato digno de nota e revela o grande potencial de evolugdo dessas
bactérias frente a selecdo imposta pelos antimicrobianos.

Gurgel e Azevedo (1969) discutem varios métodos que podem prevenir o
aparecimento da resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos e chamam a
atencdo ao fato de que, para isso, deve-se considerar que a emergéncia da
resisténcia é fungdo do tamanho inicial da populagdo microbiana. Dentre alguns

métodos destacam a quimio ou antibioticoterapia multipla e simultanea (defendido

por Tortora et al.,, 2000; e Schlessinger e Eis’enstein, 2002), o emprego de
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antibiéticos com acéo bacteriostatica e bactericida, o aproveitamento do sinergismo

entre as drogas aplicadas, a n&o utilizagdo de agentes mutagénicos, os

QUADRO 1- Mecanismos mais comuns de resisténcia a agentes antibacterianos (extraido
de Schlessinger e Eis’enstein, 2002)

Agente Mediagao por plasmideos Mecanismo de resisténcia
Penicilina e cefalosporinas Sim Hidrolise por B-lactamases
Cloranfenicol Sim Acetilagdo de grupamentos hidroxil

da cloranfenicol transacetilase;
interferéncia no transporte para o
intracelular

Tetraciclinas Sim A bomba de saida empurra a

substéancia para o extracecular

Aminoglicosideos Sim Modificagdo enzimatica pela agao de

(estreptomicina, canamicina, enzima codificada por plasmideo R;

gentamicina, tobramicina, afinidade reduzida por ribossomas e

amicacina etc.) reducdo do transporte para o
intracelular

Sulfonilamidas Sim Diidropteroato sintetase resitente a

sulfonilamida

Trimetoprim Sim Diidrofolato redutase resitente ao
trimetoprim

Eritromicina Sim Modificagdo enzimatica (metilagdo do
RNA ribossémico 23S)

Lincimicina Sim O RNA de células suscetiveis torna

os ribossomas resistentes a droga

(incapazes de se ligar ao inibidor)
Mercurio (mertiolate) Sim Redugdo enzimdtica dos sais de

mercurio ao estado metalico e

vaporizagao
Acido nalidixico, rifampicina, Nao Mutacdo espontédnea da girase e
nitrofuranos, ciprofloxacin etc. outras enzimas-alvo
Meticilina Nao Mutacdo espontdnea das proteinas

ligadoras de penicilina (ndo em (-
lactamases)
Vancomicina Sim Modificagdo do sitio de ligagdo no

peptidoglicano alvo

cuidados com o conhecimento dos antibidticos a serem utilizados, suas dosagens de
tratamento e duracgdo, entre outros. Contudo Schlessinger e Eis’enstein (2002)

pedem precaugdes na pratica do uso combinado de antimicrobianos, seja pela
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possibilidade de haver sinergismo na toxicidade desses agentes, ou mesmo
antagonismo na agao terapéutica, seja pelo cuidado de se escolher as drogas de
acordo com o espectro de resisténcia a multiplas drogas, de acordo com
microrganismos predominantes no hospital onde o paciente esta internado. Ferreira
(1969) alerta, também, para o aumento do risco de reacgbes alérgicas,
superinfeccbes e do aparecimento de bactérias resistentes. Schlessinger e
Eis’enstein (2002) defendem também o desenvolvimento continuo de antibiéticos
mais eficazes contra os microrganismos resistentes e propdéem que uma alternativa
para se vencer as batalhas contra a resisténcia bacteriana “seria desistir daquilo que
muitos médicos e historiadores da ciéncia consideram a diferenga entre a medicina
moderna e a ldade das Trevas”.

Aparentemente ndo é uma tarefa facil evitar o surgimento de resisténcia
bacteriana, pois mutantes resistentes a medicamentos ocorrem na frequéncia de
10° a 10 por geracgdo (Schlessinger e Eis’enstein, 2002) e, por isso, devemos
utilizar todos os recursos disponiveis ao nosso alcance para encontrar novos PA
aliados. A natureza é criativa em combinagdes genéticas que visam a resisténcia
bacteriana, contudo, sempre tentando encontrar um ponto de equilibrio, ndo seria
menos criativa ao criar PA antimicrobianos que controlem a sua progressao

reprodutiva, cabe a nés procurarmos.

1.1.2- O ESTAFILOCOCO (Staphylococcus aureus)

O Staphylococcus aureus € uma espécie de bactéria que se apresenta como
cocos Gram-positivos reunidos em cachos, sdo muito resistentes devido a sua
relativa capacidade termo-resistente, de manter-se sob condicbes de alta pressao
osmotica e poder permanecer viaveis por longos periodos em objetos secos;
caracteristicas que permitem ao S. aureus estar presente em qualquer tipo de
ambiente humano (Tally e Barg, 2002; Tortora et al., 2000).

O género Staphylococcus inclui principalmente as espécies S. aureus, S.
epidermidis e S. saprophyticus, entre outras. Staphylococcus epidermidis €
encontrado na pele da maioria das pessoas e sO raramente produz doencga, S.
saprophyticus aparentemente provoca infecgdes das vias urinarias. Segundo Tally e
Barg (2002), o mais patogénico € S. aureus, um agente que provoca doengas mais
freqUentes e mais variadas do que qualquer outro patégeno humano, pois vivem nas

proprias pessoas, em sua roupa de cama, vestuario, macaneta de portas, com
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frequéncia colonizam a parte externa das narinas sendo encontrados em cerca de
30% dos individuos normais e podem ainda ser encontrados transitoriamente na
pele, orofaringe e nas fezes humanas. Sdo transmitidos de pessoa para pessoa
através do contato com as maos e por aerossois produzidos por pacientes com
pneumonia. Por razdes desconhecidas, certos individuos que trabalham em
hospitais tém maior propensao a colonizag&o, o que os torna um importante fator de
risco de transmissdo de infecgdes nosocomiais. Em se tratando de S. aureus,
algumas doengas sado provocadas por uma variedade de fatores bacterianos que
atuam em conjunto, promovendo o crescimento do microrganismo e o dano tecidual
localizado, outras doencas s&o atribuiveis a toxinas especificas produzidas por
determinadas cepas estafilocécicas (Tally e Barg, 2002; Tortora et al., 2000).

As colbnias de estafilococos tém aspecto cremoso em agar nutritivo e distingue-
se S. aureus das outras espécies através do teste da coagulase, uma enzima que
coagula o plasma e é produzida somente por esta espécie do género. Dentro de
uma determinada espécie de estafilococos, € possivel identificar cepas individuais
testando-se a sua resisténcia a um conjunto de antibiéticos (Tally e Barg, 2002).
Dentre as mais importantes temos amostras denominadas de Staphylococcus
aureus meticilina resistente, ou MRSA (methicillin resistant Staphylococcus aureus).
“Elas s&o responsaveis por alguns surtos de infecgdes hospitalares mais graves da
histdria recente”, como citam Schlessinger e Eis’enstein (2002).

Mimica et al. (1982), em 1981, relatavam um indice de 17,6% de infec¢des intra-
hospitalares causadas por S. aureus, na Santa Casa de Sao Paulo, e apresentou um
resultado de estudo feito na mesma instituicdo, com 400 cepas da mesma espécie
citada, isoladas de pacientes internados e com suspeita de infeccao intra-hospitalar,
que indicava um aumento de 2,6% (de 46% em 1981 para 48,6% em 1982) na
presencga de cepas resistentes a Oxacilina (S. aureus MRSA, segundo CLSI, 2007).
Oxacilina é considerado um antibiético de primeira escolha.

Em estudo comparativo realizado no Hospital Sirio Libanés, Sao Paulo,
realizado com 379 cepas isoladas de pacientes internados e ambulatoriais, Duarte e
Mimica (1982) observaram uma alta resisténcia de S. aureus a Oxacilina, sendo
sensiveis apenas 39,8% das cepas intra-hospitalares, contra 75,6% das cepas extra-
hospitalares; dados que afirmam estar de acordo com outros ja anteriormente

publicados no Brasil.
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Alguns isolados de S. aureus produzem uma série de fatores de viruléncia que
contribuem para patogenicidade do microrganismo, garantindo, assim, éxito em sua
instalagdo e manutencao nos tecidos do hospedeiro (Mork et al., 2005). A capsula,
apresentada por algumas cepas de S. aureus, € uma camada polissacaridica mais
estavel e esta intimamente associada com a célula bacteriana. Esta estrutura
dificulta a fagocitose por células do sistema imunolégico e n&do € removivel por
lavagens sucessivas (Dego et al., 2002). O muco, também chamado de biofilme, é
uma matriz de exopolissacarideo formada apds o crescimento em meios especiais.
Este muco agrupa as bactérias em microcolbnias, conferindo maior adesdo das
bactérias (Arciola et al., 2001).

A maioria das amostras de S. aureus estudadas apresentam, ancorada a
parede celular, uma estrutura protéica espécie-especifica com peso molecular em
torno de 58 mil daltons denominada proteina A estafilococica (SpA, do Inglés
Staphylococcus protein A) (Schleifer e Kroppenstedt, 1990). Essa proteina possui a
capacidade de se ligar a por¢cdo Fc de muitas subclasses de IgG, observando-se
posteriormente sua interagdo com outras imunoglobulinas nao-especificas, além de
outros componentes do hospedeiro (Hartleib et al., 2000). Tal comportamento torna
a bactéria mais resistente a acdo fagocitica dos neutrdfilos (Lorian e Gemmell,
1991).

O S. aureus é capaz ainda de produzir uma série de enzimas e toxinas
extracelulares (Tortora et al., 2006). Dentre as enzimas produzidas, a coagulase € a
mais conhecida. Embora o sufixo ase sugira que ela hidrolisa coagulos, seu efeito &
exatamente o oposto, isto &, transforma a protrombina e trombina que, por sua vez,
ativa a formacgao da fibrina, a partir do fibrinogénio, coagulando o plasma (Martins,
1999). Atualmente, sabe-se que o coagulo produzido resulta no acumulo de fibrina
ao redor da célula bacteriana, isolando a area infectada e dificultando a acdo dos
mecanismos de defesa (Takaichi et al., 1997). Outras enzimas incluem a catalase,
desoxirribonucleases (DNase), hialuronidase, lipase, proteases, betalactamases e a
estafiloquinase ou fibrinolisina. Esta ultima estimula a transformagdo do
plasminogénio em plasmina, uma substéncia que possui a capacidade de dissolver
coagulos (Martins, 1999).

Em relacao as toxinas, destacam-se as enterotoxinas, a esfoliatina e a toxina da

sindrome do choque toxico (TSST-1). Essas possuem a capacidade de interagir com
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células apresentadoras de antigenos, induzindo proliferagcao celular e expresséo de
altos niveis de citocinas (Leung et al., 1993).

A alfa-hemolisina produzida por estafilococos é toxica para plaquetas humana e
letal para algumas espécies animais. Esta toxina apresenta agcdo necrosante em
pequenos vasos e aparentemente induz a formacdo de poros, alterando a
permeabilidade da membrana nuclear. A hemolisina beta, também conhecida como
betalisina, é mais ativa sobre hemacias de carneiro e tem atividade de
esfingomielinase, sendo co-responsavel pelo efeito de hemdlise (Martins, 1999).
Outra toxina, a leucocidina, apresenta acédo destrutiva direcionada a neutréfilos e
macrofagos, permitindo que S. aureus escapem ilesos da fagocitose (Dinges et al.,
2005).

Quanto ao tratamento, Ferreira (1969) lembrou de certas caracteristicas das
infecgdes estafilococicas:

a) A maioria das infecgbes atualmente contraidas no ambiente hospitalar é causada
por racas de estafilococos resistentes as penicilinas G e V ou a eritromicina.
Infeccbes agudas em pessoas que nao frequentam hospitais sdo muitas vezes
causadas por ragas sensiveis a esses antibidticos, embora a incidéncia de ragas
resistentes a varios antibioticos esteja aumentando em popula¢des urbanas. Em
hospitais, onde ragas resistentes sao mantidas e mais facilmente transmitidas, ¢é
prudente afastar do uso geral certos antibiéticos, como sejam a meticilina ou a
oxacilina, a fim de que possam ser usados com sucesso nas mais graves infecgdes
estafilococicas.

b) Os estafilococos produzem rapida necrose dos tecidos. A demora em se instituir
a terapéutica mais eficaz pode transformar uma infecgao reversivel em processo
supurativo crénico, que respondera lentamente, ou de modo nenhum respondera, a
acao dos antibidticos.

c) A drenagem cirurgica de todas as colegdes purulentas € de principal importancia,
pois que os antibidticos nao esterilizam os abscessos ja formados.

d) As infeccdes estafilocécicas tém tendéncia a cronicidade e a freqlentes
recaidas. Assim, a duracao do tratamento é geralmente mais prolongada do que em
muitas outras infec¢des bacterianas.

e) A melhor terapéutica numa infecgao estafilococica pode ser indicada pelos testes
de sensibilidade in vitro...

O mesmo autor apresenta uma série de 14 antibidticos empregados no
tratamento de infecgbes estafilocdcicas e explica essa variedade em razdo da
variavel sensibilidade dos estafilococos aos antibidticos. Se os estafilococos fossem
sensiveis as penicilinas G e V, estas permaneciam como antibiéticos de escolha,
mas se fossem resistentes, segundo os testes de suscetibilidade, o0 mesmo autor
propunha que a selegdo do agente terapéutico dependeria: a) da natureza da
infeccdo; b) da necessidade ou ndo de um agente bactericida; c) da toxicidade

comparativa; d) da mais conveniente via de administragdo. Usando esses critérios,
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reuniu as mais diversas infec¢des estafilococicas em 3 grupos, como é apresentado

no quadro 2.

Da Silva et al. (2007), em sua revisédo, apresentam dados que corroboram com

a proposta de Ferreira (1969), citado acima, e afirma que “atualmente a vancomicina

€ considerada a droga de escolha para o tratamento de estafilococias de carater

grave, especialmente as causadas por amostras multirresistentes, incluindo a

meticilina”.
QUADRO 2 - Grupos de infec¢des estafilocécicas e antibidticos empregados (Ferreira,
1969).
Doencgas Condicoes Antibioticos
Furunculose, antraz, feridas - Menos téxicos 12 escolha: penicilina G e
infectadas, abscesso dentario, -Ministrados via oral Vv
faringo-amigdalite, otite, mastite, | -Raramente ou nunca 22 escolha: eritromicina,
GRUPO sinusite, enterite e esteomielite s&o usados os mais triacetiloleadomicina e
| toxicos, ou novobiocina
combinagdes de 32 escolha: meticilina,
antibitticos oxacilina e cloroxacilina
Septicemia, pneumonia, - antes dos resultados 12 escolha antes dos
meningite, peritonite, abscessos | dos testes podem-se testes: meticilina, oxacilina
internos, mastoidite, artrite usar penicilinas semi- ou cloroxacilina
séptica e certas infecgoes sintéticas ou combinagdes de:
urinarias graves - combinages de bacteriostatico com
GRUPO agente bacteriostatico bactericida .
I com um bactericida Bacteriostaticos:
- apos os testes eritromicina,
escolher aqueles triacetiloleandomicina,
igualmente eficazes e novobiocina, cloranfenicol.
menos toxicos Bactericidas: kanamicina,
vancomicina.
Endocardite estafilocécica - € de maxima Se resistente a agao das
importancia o emprego penicilinas G e V, 12
de antibidticos escolha: penicilinas semi-
bactericidas sintéticas (meticilina,
GRUPO

oxacilina, cloroxacilina),
pois parecem menos
téxicas do que
vancomicina, kanamicina

ou ristocetina.
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O Staphylococcus aureus MRSA é um microrganismo de grande interesse nos
estudos de ac&o antibacteriana com a finalidade de se descobrirem novos agentes.
Devido sua capacidade de adquirir resisténcia, tem posto a prova os melhores
antibidticos de escolha e deixando as equipes médicas de hospitais do mundo todo
em alerta. A descoberta de novos PA antimicrobianos € uma questao de protecao de
pacientes contra as infeccbes hospitalares que podem ser causadas por esse

microrganismo.

1.1.3- FITOTERAPIA: DO EMPIRISMO A CIENCIA

O uso de plantas como medicamento ndo € um fato novo, surgiu na era
primitiva, onde o ser humano, por experimentagdo e observacido, desvendava as
propriedades das plantas, esse conhecimento era transmitido oralmente e encarado
como objeto de poder e misticismo. Também ndo é um conhecimento exclusivo de
um povo, havendo relatos histéricos em todas as civilizagdes e em todos os tempos.
Os relatos escritos sobre esse tipo de pratica sdo encontrados inicialmente em
inscricoes em placas de barro, mondlitos e papiro - sdo os primeiros “livros” que
trazem registro sobre o uso de plantas como medicamento - posteriormente,
algumas obras, como a de Hipdcrates, Teofrasto, Galeno e Dioscorides, escritas
cerca de 300 anos a.C., foram utilizadas como referéncia por quase toda a ldade
Média. As grandes navegag¢des foram um marco na histéria desse conhecimento,
pois possibilitaram, pelo menos no Brasil, a troca de informacdes entre europeus,
africanos e amerindios (Proenca da Cunha, 2006; Lorenzi e Matos, 2002).

Podemos deduzir que o contato entre diferentes culturas, no tocante ao uso de
plantas, ndo se daria sem evidentes confusdes e acidentes, resultantes de erros na
identificacdo de plantas. O farmacéutico Pierre Pomet, em 1673, seguido por outros
autores, foi pioneiro na utilizacdo da classificacdo e da descricao taxondmica em sua
publicacdo, o que se traduziu numa identificagcdo botanica mais precisa para os
farmacos, a fitoterapia ganhava ai um elemento essencial para a sua preciséo
cientifica. Segundo Proenga da Cunha (2006), foi a partir desta época que nas
Universidades se encorajou o estudo das plantas medicinais, “através da criacéo de
jardins boténicos alguns dos quais destinados, exclusivamente, a cultura de plantas
para aplicacdo no tratamento de doencgas”. No Brasil, segue-se uma série de
publicagdes com o objetivo de servir de suporte ao processo de identificagdo e uso

de plantas medicinais: “Flora Fluminensis”’, de Frei Velloso (1742-1811); “Flora
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Brasiliensis” e “Systema Materiae Medicae Vegetabilis Brasiliensis”, de von Martius
(1794 -1868) — primeira obra do género no pais; “Matéria Médica Brasileira”, de
Manoel Freire Allemao de Cysneiros, 1862 e 1864; “Elementos De Botanica Geral e
Médica”, de Joaquim Monteiro Caminhoa, 1877; “Formulario Oficial e Magistral”, de
José Ricardo Pires de Almeida, 1887; “Dicionario das Plantas Uteis do Brasil e das
Exéticas Cultivadas”,de Pio Corréa, publicado de 1929 até 1975; “Farmacopéia
Brasileira”, de Rodolpho Albino Dias da Silva, 1929 (Lorenzi e Matos, 2002).

Fica claro que, no Brasil, o conhecimento sobre as plantas medicinais que
chegou até nossos dias, recebeu um cuidado cientifico no seu registro oficial ja no
inicio do século XIX. Contudo, no final do séc. XIX e em todo o séc. XX passa a
haver um distanciamento das ciéncias médicas da ciéncia da fitoterapia, devido ao
desenvolvimento e acesso a populagdo aos medicamentos sintéticos, como ao
desinteresse pelas pesquisas da flora medicinal, que era considerada, segundo
Lorenzi e Matos (2002), um “sinbnimo de atraso tecnolégico e muitas vezes de
charlatanismo”; e por que nao dizer que ainda o é7?

Segundo Schulz et al. (2002), defensores da “Fitoterapia Racional”’, uma
tentativa atual de resgatar a credibilidade cientifica para o tratamento com plantas
medicinais, “a pesquisa farmacoldgica terapeuticamente orientada e os estudos
clinicos atualizados ainda sédo excec¢des na fitoterapia”. Eles apresentam uma lista
de limitagbes desses estudos, podemos citar alguns exemplos:

- a dificuldade de planejamento de modelo experimental em animais, principalmente
“‘com extratos que tém periodo de laténcia longo”;

- em certos casos, a dificuldade de avaliacdo dos efeitos terapéuticos de forma
objetiva;

- a determinacdao de dados farmacocinéticos para extratos complexos nao ser
sempre possivel,

- o fato dos efeitos dos fitometicamentos serem fortemente influenciados por efeitos
psicodinamicos (placebo);

- 0 pouco interesse de companhias farmacéuticas em preparagdes que nao podem
ser patenteadas.

Na sua analise, os mesmos autores afirmam que essas limitacbes sao passiveis
de serem superadas ou, pelo menos, os resultados de estudos podem ser mais bem
aproveitados, desde que se guardem os devidos cuidados na modelagem dos

estudos bem como na sua interpretagao.
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Na Alemanha, a pesquisa clinica com fitoterapicos € bem difundida e é
apresentada de forma criteriosa na obra intitulada Fitoterapia Racional, de autoria de
Schulz et al. (2002). Sao trabalhos diversos com estudos clinicos randomizados,
controlados por placebo, duplo-cegos, com protocolo de permuta, realizados em
animais ou humanos, demonstrando que é possivel uma fitoterapia bem orientada,
embasada em estudos sérios.

Apesar das limitacbes dos estudos com fitoterapicos, observa-se um crescente
interesse nas suas propriedades por parte da populacdo de paises desenvolvidos,
além de seu uso ainda ser muito difundido, principalmente nos paises em
desenvolvimento.

Schulz et al. (2002) divulgam pesquisa do Instituto Allensbach de Demoscopia,
da Alemanha, que revela que 75%, dos 2.697 entrevistados, consideram a
prescricdo de remédios naturais como “muito importante” ou “importante”; declaram
que cerca de 5% das prescricdes naquele pais € de fitoterapicos.

Cerca de 35% dos brasileiros ndo tém acesso aos medicamentos
industrializados, isso explica como nos dias de hoje ainda é grande o numero de
pessoas que procuram feiras, para adquirir plantas ou remédios caseiros para tratar
seu males (FIEAM, 2000). De Almeida e Albuquerque (2002), na feira de Caruaru,
documentaram um total de 114 espécies de plantas medicinais, inseridas em 57
familias, indicadas para atender uma ampla gama de enfermidades, afirmam,
contudo, que apenas uma minoria destas obtém consenso de suas propriedades
terapéuticas entre os informantes.

Nao pode ser desconsiderado que, segundo Guerra et al. (2003), o Brasil tem a
maior diversidade de plantas do mundo, sdo mais de 55.000 espécies catalogadas
(Dias, 1996 apud Guerra et al., 2003), estima-se que devam existir de + 350.000 —
550.000, s6 8% sao estudadas. Por esses e outros motivos o estudo de plantas
deveria ser intensificado e estimulado nas universidades e nas empresas

farmacéuticas.

Dias BFS. A implementagao da convencgao sobre a biodiversidade bioldgica no
Brasil: desafios e oportunidades, 1996 apud Guerra PM, Nodari OR.
Biodiversidade: aspectos biologicos, geograficos, legais e éticos. In Simées CMO
(Org.) et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5. ed rev. ampl. Ed
UFRGS/ UFSC, 2003, p. 14-28.
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O cenario de estudos da flora brasileira com potencial medicinal é objeto de
muitos estudos sérios e conclusivos. Ferreira (2002) realizou um levantamento,
através da leitura e selegdo de resumos publicados em 7 eventos nacionais
importantes, onde se divulgam estudos com plantas medicinais. No seu trabalho
foram escolhidos todos os resumos nos quais se constatou a presenga de
experimentos com substancias extraidas de plantas que tiveram importancia em
farmacologia, toxicologia e terapéutica e que apresentaram uma possibilidade de
aplicacao futura nas diversas areas ligadas a saude, excluidos os trabalhos que
previam o uso de plantas como alimento ou em nutricdo. O Numero total de resumos
referentes as plantas medicinais totalizou 1963 trabalhos, de 1986 até 1995;
classificados por congressos/ simpdsios, temos:

- 47 no Congresso Nacional de Botanica;

- 655 na Reuni&do Anual da Federagao de Sociedades de Biologia Experimental;

- 45 no Congresso Nacional de Genética;

- 150 na Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica;

- 85 na Reunido Anual Sobre Evolugdo, Sistematica e Ecologia Micromoleculares;
- 475 nos Congressos da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia;

- 506 no Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil.

A aplicagcdo desse conhecimento comegou a tornar-se realidade com o projeto
“Farmacias Vivas”, da Universidade Federal do Ceara, e com a regulamentacéo da
Fitoterapia no SUS e do Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais.

Apoés a recomendacdo da Organizagdo Mundial da Saude para que os paises
membros desenvolvessem pesquisas, visando a utilizagdo da flora com propdsito
terapéutico (Farnsworth et al., 1985), o Ministério da Saude do Brasil incluiu, nas
“Diretrizes e Prioridades de Investigacdo em Saude”, item 2.4.3, “...0 estudo de
plantas medicinais como uma das prioridades de investigacdo em saude...” (Brasil,
2006). Em 1983 foi criado o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais, pela
Central de Medicamentos do Ministério da Saude (CEME/MS), objetivando:
promover investigagcado cientifica das potenciais propriedades terapéuticas de
especies utilizadas pela populagdo, o desenvolvimento de medicamentos ou
preparagdes que servissem de suporte a uma terapéutica complementar e possivel
integracédo a Relagao Nacional de Medicamentos (RENAME) (Brasil, 2006).

Setenta e quatro espécies foram selecionadas, 95 projetos foram executados

em 23 instituicbes conveniadas, e pesquisas acerca de 28 espécies foram
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concluidas, com confirmacado de propriedades terapéuticas em duas espécies:
Maytenus ilicifolia e Phyllanthus niruri (Brasil, 2006). Segundo Netto Jr. et al. in Brasil
(2006):

Das 74 espécies vegetais selecionadas para a realizagdo de estudos, 55 foram
pesquisadas, correspondendo a 74,3% do total proposto. Em relagdo as espécies
pesquisadas, 50 (90,9%) foram submetidas a ensaios de farmacologia pré-clinica; 15
(27,2%) chegaram a ensaios clinicos e 30 (54,5%) foram avaliadas toxicologicamente. Das
15 espécies submetidas a ensaios clinicos, 9 (60%) confirmaram as agbes atribuidas
popularmente.

Apesar do Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais constituir-se numa
iniciativa que tenha quebrado paradigmas, tenha promovido o desenvolvimento
tecnolégico e agregado competéncia cientifica ao estudo brasileiro com plantas
medicinais, o objetivo de dar a devolugdo dos resultados a populagdo nao foi
contemplado, também nao se cumpriu a meta de produgdo de fitoterapicos em
laboratério oficial e inclusdo na RENAME (Netto Jr. et al. in Brasil, 2006).

Em 1988, a Comissdo Interministerial de Planejamento e Coordenagao
(CIPLAN) resolveu implantar a Fitoterapia nos Servigos de Saude como pratica
oficial da medicina, em carater complementar, e orientar as Comissdes
Interinstitucionais de Saude (CIS) a buscarem sua inclusdo no Sistema Unico de
Saude (SUS) (Brasil, 1988), seu texto inicia-se com a seguinte consideragao:

CONSIDERANDO que a sua aplicacao terapéutica tem demonstrado alta eficacia em
algumas patologias mais comuns da saude publica; ... o seu uso secular no Brasil, e a
possibilidade de baratear custos para os cofres publicos, implicando em uma maior
auto-suficiéncia e menor necessidade de importagdo de matéria prima.

Esta resolugao condiciona o uso das plantas medicinais a estudo aprofundado
numa abordagem fitotécnica, taxonémica, antropoldgica, e quimica.

A partir dai, temos no sistema oficial de saude, varias experiéncias na execucao
de programas de fitoterapia regionais ou municipais, como, por exemplo, o Hospital
de Medicina Natural em Goias (com base na medicina Ayurvédica), vinculado ao
SUS; a Prefeitura Municipal de Vitoria (ES); Prefeitura Municipal de Curitiba (PR);
Prefeitura Municipal de Fortaleza (CE); e muitas outras.

O Parecer n.° 04/92 do Conselho Federal de Medicina, aprovado em 17 de
janeiro de 1992, reconheceu a fitoterapia como método terapéutico, por isso, deve
ter a rigorosa supervisao do Estado Portaria. A Secretaria de Vigilancia Sanitaria, a
partir de 1994, cria o Grupo de Estudos de Produtos Fitoterapicos, institui e
normatiza o registro de produtos fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia
Sanitaria. Posteriormente, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria (ANVISA), em 2000, atualiza a regulamentacdo de registro de
medicamentos fitoterapicos, e em 2004 cria a Subcomissdo Nacional de
Assessoramento em Fitoterapicos (CONAFIT) (Brasil, 2006).

Em 2008, 6,3% dos municipios do Brasil disponibilizam produtos fitoterapicos no
SUS, de 2006 até esse ano o numero subiu de 116 para 350, apenas dois
fitoterapicos eram comprados oficialmente pelo Ministério da Saude: um feito de
Guaco (broncodilatador) e outro de Espinheira-santa (para gastrite e ulceras). No
final de 2008 foi aprovado o programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, coordenado pelo Ministério da Saude, que prevé a destinagao de mais
verbas para o setor e a ampliagédo da lista de produtos que poderao ser pagos com
recursos federais. Em janeiro de 2009, em artigo publicado na Folha de Sao Paulo, o
governo federal declara que cerca de 200 plantas medicinais tém potencial de uso
no SUS (Pinho e Pichonelli, 2009).

A partir da analise do exposto acima, no Brasil, observamos, ao lado do
potencial de nossos recursos naturais e culturais, uma perspectiva de melhoria da
qualidade cientifica em torno da fitoterapia. Além disso, podemos nos colocar num
lugar privilegiado em termos de insumos para desenvolver pesquisa nessa area.

E imperioso que as universidades e os érgdos oficiais de saude possam atuar
no sentido de orientar a populagdo para um uso racional, baseado em estudos que
confirmem a eficacia e seguranga das plantas ou de suas preparagdes tradicionais,
isso se aplica principalmente naquelas comunidades em que a presenga do médico
€ excecdo e a dependéncia do “remédio popular’ é regra; preferencialmente esse
uso deveria ser indicado por um médico especialista em fitoterapia. Como declara o
Prof. Dr. Francisco José de Abreu Matos “nunca se deve subestimar a informacéao
sobre plantas medicinais oriunda da sabedoria popular e somente repassa-la como
verdadeira para o povo, depois de confirmar se a atividade atribuida realmente
existe e que o seu uso como medicamento é seguro” (Brasil, 2006).

Concordamos com Schulz et al. (2002), que considera a fitoterapia ndo como
uma forma alternativa ou especial de tratamento, mas como “uma modalidade de
tratamento cientificamente testada e aprovada que deu origem a farmacoterapia
moderna...” citando Benedum, reitera: “seria leviano considerar a experiéncia
coletiva de mais de 50 gerag¢des de médicos e pacientes como um ‘efeito placebo™.

Ao contrario de opor-se a farmacoterapia moderna, a fitoterapia constitui-se em

excelente aliado; essa idéia traduz-se nos dias de hoje nos esforgos que se tem feito
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para se estudar as plantas e tornar a fitoterapia realidade no SUS. Optamos por néo
nos referir ao potencial mercadoldgico, que € real e esta em franco crescimento, pois
consideramos que num pais com o nosso potencial de biodiversidade, mais do que
necessidade, € um dever a utilizacdo de recursos naturais de maneira racional,
tornar o recurso medicamentoso de nossa flora acessivel para a maioria da
populagdo, minimizar as desigualdades que ja s&o imensas; que pelo menos

possamos ser iguais em saude e qualidade de vida.

1.1.4- A GOIABEIRA (Psidium guajava var. pomifera)

Psidium guajava L. € uma arvore frutifera da familia Myrtaceae que possui copa
aberta e altura média de 7 m; suas folhas sdo opostas, oblongas, subcoriacea e
aromaticas; suas flores sdo brancas, solitarias ou em grupos nas axilas das folhas;
seus frutos s&o do tipos baga, com polpa doce e aromatica, medindo cerca de 10 cm
de didmetro, com sementes pequenas e muito duras (Foto 1) (Lorenzi e Matos,
2002). Segundo os mesmos autores, é “nativa em toda América do Sul, desde a
Venezuela até o Rio de Janeiro e cultivada em todos os paises de clima tropical.
S&o bem conhecidas suas duas variedades mais comuns, a de frutos com polpa

vermelha (P. guajava var. pomifera) e a de poupa branca (P. guajava var. pyrifera).”

FOTO 1 — Fotos da arvore, galho com flores e frutos de Fsidium guajava var. pomifera
{diponiveis em: http://portalteses.icict.fiocruz.br; www jardimdeflores.com.br).

Segundo Gutierrez et al. (2008), Psidium guajava € descrita pela literatura
etnofarmacoldgica em diversos paises, especialmente na América Central e Africa,
utilizadas em preparacgdes tradicionais na forma de infuso, decocto, tintura, utilizando

casca e folhas. O principal uso tradicional dessa planta é nas desordens
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gastrintestinais (diarréia, dores de estébmago, gastrenterite, indigestdo e disenteria) e
condigdes dermatoldgicas (bolhas, infecgdes e ulceras na pele).

Extratos aquosos e etandlicos de P. guajava, em estudo que avaliava a
atividade antidiarréica, apresentaram inibicado de 70% da acetilcolina e da contragéo
de ileo isolado de porquinho-da-India; outro estudo, com os mesmos objetivos,
obteve 65% de inibicdo da taxa de propulsdo em intestino de ratazanas utilizando
extratos aquosos de folhas. Quercetina e quercetina-3-arabinose, extraidas de
brotos e folhas de P. guajava, apresentaram uma inibigdo de acetilcolina em ileo
isolado, provocando um inicial aumento e posterior decréscimo gradual do ténus
muscular (Tona et al., 1999; Lutterodt, 1992, 1989). Conde et al. (2003) reportam o
efeito espasmolitico, dose-dependente, de extratos de folha de goiabeira na
contragado espontanea de jejunos preparados de coelho. Extratos metandlicos de
folhas de P. guajava apresentaram atividade inibitoria de 93,8% sobre rotavirus,
também lectinas isoladas de frutos maduros apresentaram acdo inibitoria sobre
Escherichia coli, os dois agentes tém grande importédncia nas causa de diarréia
humana (Gongalves et al., 2005; Coutifio et al., 2001).

Estudos indicam que extratos aquosos de folhas de goiabeira possuem um
efeito inibitério na frequéncia dos acessos de tosse induzidos por aerossbis de
capsaicina (Jaiarj et al., 1999).

Roy et al. (2006), descrevem o efeito hepatoprotetor de extratos aquosos de
folnas de P. guajava em camundongos com danos no figado induzidos por
tetracloreto de carbono. Gao et al. (2006) descreveu a capacidade de P. guajava de
reduzir muitos parametros associados ao dano do figado.

Mukhtar et al. (2004, 2006) descreveram acado anti-hiperglicémica de extratos
etandlicos de casca em ratazanas com hiperglicemia induzida; os mesmos autores,
em outro estudo semelhante, relataram o mesmo tipo de acg&o para extratos
aquosos. Ojewole (2005) descreve os efeitos hipoglicémicos e hipotensivos do
tratamento com extratos de folhas, com diminuicdo dos niveis de LDL. Estudo
semelhante foi feito por Hsieh et al. (2005) utilizando extratos do fruto maduro as
mesmas concentragoes.

Extratos de folha de P. guajava sado ricos em compostos fendlicos com
propriedades antioxidantes, como: quercetina, acido protocatechuico, acido ferulico,
guavina B, acido galico, acido caféico e acido ascoérbico; um dos estudos aponta

este ultimo como sendo o mais potente (Thaipong et al., 2005; Qian e Nihorimbere,
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2004; Jimenez et al., 2001). Gutierrez et al. (2008), em sua reviséo, relatam os
trabalhos de Abreu et al. (2006) que descrevem a agao antioxidante e radioprotetora
de extratos de goiabeira, declarando tanbém que “tanto folhas como casca da arvore
possuem importantes atividades antioxidante e antidiabética, porém a casca € mais
ativa. O 6leo da semente e as folhas possuem triterpenos com propriedades
citotoxicas, sendo o Oleo da folha 4 vezes mais potente que a vincristina”.

Estudos de toxicidade aguda revelaram que a DLy de extratos de folhas de
goiabeira é de 5 g/Kg; estudos in vitro que avaliaram genotoxicidade e
mutagenicidade em testes com linfocitos de sangue humano periférico, indicaram
nao haver disturbios na divisdo celular; outro estudo in vitro com Aspergillus nidulans
demonstrou ndo haver genotoxicidade dos extratos de P. guajava, tdo bem como em
sistema de indugédo de micronucleos em células de medula de camundongos (Jaiarj
et al., 1999; Martinez et al., 2001; Manosroi et al., 2006).

Gutierrez et al. (2008) citam Abreu et al. (2006) e Grover e Bala (1993) que
descrevem agao antigenotoxica e antimutagénica de extratos aquosos de folhas ou
de planta toda de P. guajava.

Gutierrez et al. (2008) citam diversos autores que descrevem efeitos protetores
benéficos ao coragdo e figado, com um incremento das fungdes miocardicas e
musculares. O mesmo autor descreve outros estudos em modelos animais, onde os
extratos das folhas de P. guajava apresentaram atividades: antialérgica,
antiinflamatadria, analgésica, sedativa e depressora do SNC.

Folhas e casca da arvore de goiabeira, na forma de tintura e em diversas
concentragdes, apresentaram atividade antifungica contra diversas espécies de
dermatofitos: Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Trichosporon beigelii,
Microsporum fulvum, Microsporum gypseum e Candida albicans. Dutta e Das (2000)
relatam que a casca era mais efetiva no controle do crescimento dos micélios, sua
atividade foi descrita como fungicida, com excecédo da atividade contra Candida

albicans, descrita como fungiostatica.

Abreu PR, Almeida MC, Bernardo RM, Bernardo LC, Brito LC, Garcia EA,
Fonseca AS, Bernardo-filho M. Guava extract (Psidium guajava) alters the
labelling of blood constituents with technetium-99m, 2006 apud Gutierrez RM,
Mitchel S, Solis RV. Psidium guajava: A review of its traditional uses,
phytochemistry and pharmacology. J Ethnoph, 2008; 117: 1-27.

Grover IS, Bala S. Studies on antimutagenic effect of guava (Psidium guajava)
in Salmonella typhimurium, 1993 apud Gutierrez RM, Mitchel S, Solis RV .
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Extratos etandlicos da casca do fruto maduro apresentaram atividade contra
Streptococcus mutans e Escherichia coli (Neira e Ramirez, 2005).

Qadan et al. (2005) em estudo in vitro, relataram uma potente atividade
antimicrobiana dos extratos de folhas contra Propionibacterium acnes. Estudo in
vitro, utilizando extratos aquosos de folhas de P. guajava na concentragdo de 1
mg/mL, reduziu a propriedade hidrofobica da superficie celular de
Streptococcussanguinis, Streptococcus mitis e Actinomyces sp em 54.1%, 49.9% e
40.6%, respectivamente (Razak et al., 20006).

O extrato metandlico de frutos maduros possui agao fungicida contra Arthrinium
sacchari e Chaetomium funicol, conforme descrigdo de Sato et al. (2000). Garcia et
al. (2002) descrevem que o extrato metandlico e o extrato aquoso das folhas de
goiabeira sao efetivos inibidores da producdo de esporos e enterotoxinas de
Clostridium perfringens tipo A.

Chah et al. (2006), utilizando o método de disco-difusdo em agar, descreveu a
acao antibacteriana de extratos de folha e de raiz de P. guajava contra
microrganismos causadores de infec¢des intestinais: Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Bacillus
cereus, Proteus spp, Shigella spp e Escherichia coli. Gutierrez et al. (2008), em sua
revisdo, fazem referéncia a 3 estudos que relatam substancias antibacterianas
presentes em extratos metandlicos de raiz e folhas de P. guajava, 3 substancias séao
derivadas da quercetina das folhas.

Testando extratos aquosos de P. guajava, Menezes et al. (2004) obtiveram
resultado positivo com halos de inibicdo de crescimento em torno de 25 mm para S.
aureus (ATCC 25923).

Mahfuzul Hoque et al. (2007) encontraram como concentragao inibitoria minima
para S. aureus 0,1 mg/mL, em teste in vitro de extratos etandlicos de goiabeira.

Sanches et al. (2005), usando o ensaio de microdiluicdo em caldo com extrato
aquoso e extrato etanol e agua, das folhas, raizes e casca do caule de P. guajava
contra S. aureus encontrou as respectivas CIM: 500, 125 e 250 yg/mL, sendo os
extratos hidroetandlicos mais ativos. Apos fracionarem o extrato de folhas em
cromatografia em coluna de silica gel em um bioensaio de fracionamento
direcionado, produziram uma mistura de flavondides, uma mistura de a e 3-amirina e
B-sitosterol. A mistura de flavonoides mostrou boa atividade sobre S. aureus com

CIM de 25 ug/mL e o B- sitosterol foi inativo.
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Gongalves et al. (2008), em seu estudo in vitro com cepas extraidas de
camarao, relatam que o melhor efeito inibitorio foi observado com extrato metandlico
das folhas de P. guajava sobre Staphylococcus aureus, cujos diametros de halos de
inibicdo variaram entre 8,25 - 9,25 mm, sob a concentracdo estimada de 96,87
mg/mL, baseada nos dados apresentados pelos autores.

Betoni et al. (2006) utilizando extratos etandlicos de folhas de goiabeira com
concentragao de 131,75 mg/mL sobre cepas de S. aureus, conseguiram diminuir a
concentragao inibitéria minima de 0,52 para 0,13 mg/mL utilizando associag¢des
desse extrato com antibidticos (tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, vancomicina,
oxacilina, cefalotina, ampicilina, cefoxitina, cotrimoxazole) e sua eficacia foi de
47,68%.

Estudos visando avaliar a atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus
MRSA, segundo nossas observagbes, nao foram conduzidos até o momento.
Elucidar esse tipo de agdo, uma vez que P. guajava apresenta sinergia com
antibidticos de referéncia, seria muito importante. A descoberta de novas
substancias antimicrobianas ativas e até mesmo de associag¢des dessas substancias
com antibidticos, que prevenissem o surgimento de novas cepas resistentes de

bactérias, seria de interesse para a ciéncia médica.

1.1.5- O JATOBA (Hymenaea courbaril var. stilbocarpa)
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FOTO 2 - Fotos da arvore, galho com flores e folhas e frutos de Hymenaea courbarif var.
stitbocarpa (diponiveis em: www.chacarajatoba.com.br; www.rain-tree.com).

Jatobda, Jatai, Jutaici, Farinheira, Arvore-de-copal sdo alguns dos nomes
populares da espécie Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (Hayne) A. T. Lee &
Langenh. E uma arvore da familia Caesalpiniaceae, de 15-20 m de altura, dotada de

copa densa, com tronco mais ou menos cilindrico de até 1 m de didmetro, a
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caracteristica que melhor a distingue € a presencga de folhas compostas bifoliadas,
de onde originou 0 nome do género Hymenaea (hymen, do latim, unido) (Foto 2). As
flores tém 8 cm de largura, sdo brancas, dispostas em corimbos terminais. H.
courbaril possui frutos indeiscentes em forma de vagem de cor marrom-escura, 6-15
cm de comprimento e 3-5 cm de largura, contendo 3-8 sementes duras envoltas por
endocarpo carnoso, farinaceo, comestivel, amarelo-claro, uma substancia adocicada
com “cheiro que lembra a chulé”, muito nutritiva, consumida tanto pelo homem como
pelos animais silvestres. A espécie Hymenaea courbaril var. stilbocarpa ocorre
naturalmente na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil, nas regides Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste, na Floresta Amazonica e no estado do Parana. Ocorre em quase
todas as regides de matas pluviais a matas secas (Lorenzi, 2002; Lorenzi e Matos,
2002; Rossi, 2008).

Hymenaea L. é considerado um género predominantemente neotropical com 16
espécies distribuidas desde o México até a Ameérica do Sul, segundo Dechoum
(2004). Na ultima revisdao do género, feita por Lee & Langenheim, em 1975, a
espécie H. stilbocarpa, passou a categoria de variedade de H. courbaril (Kodama,
2007).

A madeira € empregada na construgado civil, como ripas, caibros, vigas, para
acabamentos internos, como marcos de portas, tacos, e tabuas para assoalhos,
para confecgdo de artigos de esportes, cabos de ferramentas, pecas torneadas,
esquadrias e moveis. Devido a exploracdo excessiva de sua madeira esta espécie
estda ameacgada de extingdo, € uma espécie rara (menos de 1 arvore por h.a.) com
distribuicdo irregular. A arvore, de facil multiplicagdo, ndo pode faltar na composigéo
de reflorestamentos heterogéneos e na arborizagdo de parques e jardins (Lorenzi,
2002; Rossi, 2008).

Do jatoba sao aproveitadas outras partes (resina, casca, raizes, polpa dos frutos
e seiva), cujo principal uso € medicinal, sendo utilizadas popularmente contra

afecgdes pulmonares de modo geral, dores e célicas estomacais, como vermifugo e

Langenheim, J.H.; Lee, Y.; Martin, S.S. An evolutionary and ecological
perspective of Amazonian Hylaea species of Hymenaea (Leguminosae:
Caesalpinioideae) 1973 apud Dechoum M de S. Crescimento Inicial, Alocag&o de
Recursos e fotossintese em Plantulas das Espécies Vicariantes Hymenaea
courbaril var stilbocarpa (Hayne) Lee & Lang. (jatoba) e Hymenaea stigonocarpa
Mart. (jatoba-do-cerrado) (Leguminosae-Caesalpinioideae). Tese apresentada ao
Instit de Biolog da Univ Est de Camp, 2004, 170 p., passim.
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anti-diarréico, antifungico, antioxidante, diurético, expectorante, hepatoprotetor,
carminativo, adstringente, estimulante e energético (Vieira, 1991; Corréa, 1984;
Lorenzi e Matos, 2002). Segundo Lima et al. (2007) a seiva do jatoba apresenta as
mesmas propriedades que o cha elaborado a partir da casca, que além de
fortalecedor do sistema imunoldgico, € estimulante e utilizado pelos indigenas para
melhorar o desempenho sexual.

Em estudo realizado com familia tradicionais do estado do Acre, estima-se o
potencial produtivo de seiva de jatoba entre 500 a 1.100 litros de seiva de jatoba/ano
(Lima et al., 2007).

Dechoum (2004) cita muitos estudos realizados sobre diferentes aspectos
estruturais, ecologicos e fisiologicos de populagdes de H. courbaril e estudos sobre
0s compostos de reserva das sementes de H. courbaril var. stilbocarpa.

Buckeridge et al. (1997) isolaram e identificaram um novo oligossacarideo em H.
courbaril, 0 que torna esse polissacarideo unico entre outros descritos em literatura:
a xiloglucana. Muitos estudos referentes a esse composto tém sido realizados
recentemente, porém a maioria refere-se ao processo fisioldgico de produgdo e
mobilizagdo desse composto na planta e fungdo na semente (Crombie et al., 1998;
Buckeridge e Dietrich, 1990; Santos e Buckeridge, 2004; Buckeridge et al., 2000).

Dois estudos avaliaram o potencial de atividade farmacolodgica da xiloglucana:

- Ribeiro et al. (2009), num estudo in vitro, descreveram a capacidade da xiloglucana
de proteger 40% de um componente farmacéutico ativo da degradacéo gastrica, o
que, no caso de pacientes hipertensos, poderia reduzir a quantidade de droga
ingerida;

- do Rosario (2006) estudou a xiloglucana homogénea de Jatoba (XGJ) e de outras

plantas, utilizadas para testes de atividade biolégica em macréfagos da cavidade
peritoneal de camundongos. Na concentracdo de 200 mg/Kg a XGJ aumentou o
numero de células em ~576 %; in vitro, a partir da concentragao 100ug/mL, diminuiu
a viabilidade celular em ~30%, mostrado-se citotéxica e na concentragdo de 50
pg/mL estimulou ~92 % na producédo de NO-, indicando a ativagdo dos macrofagos
pelo XGJ. Concluiram, por esses resultados, que a xiloglucana teria atividade
imunomoduladora.

Barbosa et al. (2007) relataram que no extrato hidrocetonico de folhas de

Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, apos particdao, fracionamento e analise
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cromatografica, mostrou ser rico em flavonoides (canferol, quercetina, quercitrina e
rutina), apresentando ainda a fragdo organica atividade antifungica para Candida
clodosporiodes e Candida spherospermum e atividade anticolinesterasica, in vitro.
Abdel-Kader et al. (2002) relatam a presencga de 3 novos diterpendides em extrato
metandlico de Hymenaea courbaril e um deles apresenta atividade citotéxica sobre
células ovarianas cancerigenas.

Pereira et al. (2007) fizeram a analise por cromatografia gas-liquido, acoplado a
espectrometria de massa, do 6leo essencial extraido da resina do Jatoba o que
possibilitou identificar 83,5% de sua composigdo quimica, apresentando os
seguintes constituintes em destaque: B—cariofileno (60,5%), Oxido cariofileno
(20,7%), a-Humuleno (2,3%). O dleo essencial apresentou atividade antimicrobiana
frente as bactérias Salmonella thiphimurium, Sthaphylococcus aureus, Escherichia
coli, Streptococus haemolyticus, com maior inibicdo na linhagem Pseudomonas
aeruginosa (halo 13 mm). Na avaliagdo da toxicidade frente as larvas de Artemia
salina, empregando-se diferentes concentragcdes de 6leo da resina de H. coubaril
(1000; 500; 250; 100; 50; 25; 10; 5; 2,5 e 1 mg/mL) apresentou uma CLsg de 8,83
pg/mL, inferior ao limite, que segundo os autores, é 1000 pg/mL.

Fernandes et al. (2005), avaliando a atividade antimicrobiana, utilizaram-se do
extrato bruto de 3 espécies vegetais (entre elas H. courbaril), da seiva liofilizada
desta ultima e de uma solugédo aquosa obtida pela adigdo de 2,5 mg do extrato e/ou
da seiva em 2 mL de agua destilada. O teste foi feito com suspensdes bacterianas a
0,5 da escala de MacFarland. O extrato hidroalcodlico de H. courbaril inibiu 63,3%
das espécies bactérias Gram-positivas e nao inibiu as Gram-negativas nem Candida
albicans, reduzida inibicdo que, segundo os autores, também foi relatada por de
Souza et al. (2004). A concentragdo inibitéria minima do extrato de H. courbaril
frente Staphylococcus sp foi de 2,5 mg/mL, resultando em 54,0% de inibigdo. Os
estafilococos foram 30,7% mais sensiveis ao extrato da Plathymenia reticulata,

quando este ulltimo foi comparado ao de H. courbaril.

de Souza GC, Haas AP, von Poser GL, Schapoval EE, Elisabetsky E.
Ethnopharmacological studies of antimicrobial remedies in the south of Brazil,
2004 apud Fernandes TT, dos Santos ATF, Pimenta FC. Atividade
Antimicrobiana das Plantas Plathymenia reticulata, Hymenaea courbaril e
Guazuma ulmifolia. rev patoiog Trop, 2005; 34 (2): 113-22.
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Ferreira (1999) demonstrou in vitro a eficacia da utilizagdo da Magonia
pubences, o tingui-do-cerrado, sobre o Staphylococcus aureus Oxacilina Resistente
(ORSA). Segundo Fernandes et al. (2005) o tingui “possui componentes quimicos
como taninos e flavondides, similar a P. reticulata e a H. courbaril, a qual essa
atividade antimicrobiana provavelmente esteja associada”. Muitos trabalhos
descrevem os efeitos farmacologicos dos flavondides, principalmente a atividade
antimicrobiana (Middleton et al., 2000; Fukai et al., 2002; Erasto et al., 2004).

Verpoorte e Dihal (1987) revelaram atividade antimicrobiana da casca de H.
courbaril sobre cepas-padrao. No teste de disco-difusdo em agar, obtiveram halo
inibicdo <15 mm sob a concentragao de 50 mg/mL com as cepas de Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa. Com Bacillus subtillis o resultado foi um halo de >15
mm sob a concentragdo de 50 mg/mL; com S. aureus obteve inibicdo >15 mm sob
50 mg/ml e 5 mg/mL. Os fungos Asperillus niger e Candida albicans nao foram
inibidos em nenhuma das concentragdes.

Estudos fitoquimicos detectaram a presenca de diterpenos na resina exsudada
pelo tronco e em extratos da casca de H. courbaril (Nogueira et al., 2001). Certos
terpenos apresentam varias atividades biolégicas, como protegao contra infecgbes e
ataques de insetos (Robbers et al., 1997). Werker et al. (2007) descrevem que
escolha diferencial de arvores pela espécie de macacos Alouatta palliata pode estar
relacionado a variabilidade no conteudo de sesquiterpenos das folhas,
particularmente da presenca do cipereno.

Caramori et al. (2004) fizeram a caracterizagcdo quimica de sementes de H.
courbaril e reconheceram o seu potencial como fornecedora de enzimas para a
industria alimenticia. A quantidade de compostos fendlicos nas sementes em estudo
nao foi significante, contudo, os autores propdem que novos estudos devem ser
feitos para avaliar a toxicidade das sementes de jatoba devido a alta concentragao
de taninos.

Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, pelas evidéncias de propriedades
farmacolégicas de suas folhas, casca, resina, semente e fruto apresentadas acima e
pelas propriedades medicinais preconizadas pela cultura popular, que séao
interessantes indicios para investigagcédo cientifica, deveria ser considerada como
objeto de outros estudos que possam confirmar suas virtudes e esclarecer sobre sua
toxicidade, com vistas a se tornar matéria-prima para extragao de principios ativos

para criacdo de novos medicamentos.
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1.1.6- A PARIPAROBA
1.1.6.1- Pothomorphe umbellata

Também conhecida como capeba, caapeba, caapeba-do-norte, catajé,
malvarisco, capeua, aguaxima, caapeba verdadeira, malvaisco, Pothomorphe
umbellata pertence a familia Piperaceae, sdo subarbustos eretos, perenes, muito
ramificados, com hastes articuladas e providas de nds bem visiveis, de 1,0 -2,5 m de
altura; folhas amplas com lamina de 14-24 x 17-25 cm, cordiformes, com base
pregueada parecendo peltadas, peciolo 20-25 cm de comprimento, puberulento,
bainha alada; inflorescéncias axilares em forma de espigas (Foto 3), ndo solitarias e
dispostas em umbelas, 4-8 cm de comprimento, flores diminutas, aclamideas,
bractéolas triangular-subpeltadas, glandulosas, fimbriadas na margem; fruto tipo
drupa obpiramidal-angulosa. Sua distribuicdo geografica vai da América Central até
as Antilhas e América do Sul. No Brasil, ocorre nos estados do Amazonas, Para,
Ceara, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Mato Grosso (Lorenzi e Matos, 2002;

Guimaraes e Giordano, 2004).

Segundo Sponchiado-Junior (2006), citando Silva (1926), o uso da pariparoba,

umbellata (diponiveis em: www . lyndha.com/zenflora/capeba;
hitp:/ffarm4 static.flickr.com).

Silva RAD. Pharmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, 1926 apud
Sponchiado JR EC. Atividade antibacteriana contra Enterococcus faecalis de
uma medicacdo intracanal contendo ativos fitoterapicos de Pothomorphe
umbellata. Tese de doutorado. Univ Fed do Amazonas, 2006, 133 p., passim.
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Pothomorphe umbellata (L). Mig, no Brasil foi oficializado pela Farmacopéia
Brasileira, em sua primeira edigdo, na qual as raizes secas do vegetal foram
registradas como droga.

Seu uso na medicina popular é difundido por todo o Brasil, sdo empregadas suas
folhas, caule e raizes. Segundo revisdo de Lorenzi e Matos (2002), a pariparoba é
considerada diurética, antiepilética, utilizada no tratamento de doengas do figado,
contra febre e afecgdes das vias respiratorias, inchagos e inflamacdes nas pernas,
contra erisipela e filariose, Guimaraes e Giordano (2004) citam autores que relatam
serem suas folhas e raizes empregadas sob a forma de cha nas doengas do figado,
baco e rim, como contra inchacos e inflamag¢des das pernas. Na Amazoénia, toda a
planta, principalmente as folhas, € utilizada sob a forma de cha, suco ou emplastro,
como antiblenorragica, vermifuga e no combate das inflamacgdes internas e externas
em machucados ou queimaduras.

Mors et al. (2000), por meio de ensaios biolégicos, confirmaram atividade
protetora de P. umbellata e outras plantas na neutralizacdo da acao letal do veneno
de jararaca (Bothops jararaca), obtendo 1,70% de sobrevivéncia, contra 0% do
grupo controle.

Fascinelli et al. (1999) utilizando o extrato metandlico a 70% em testes
farmacologicos, comprovaram atividade analgésica e anti-ulcerogénica desta
espécie além de indicar os principais constituintes quimicos essenciais nos quais
foram detectados: acidos fixos, esteréides, saponinas, taninos, xantonas,
flavononas, flavonois e flavonas.

Sponchiado-Junior (2006), citando Costa (1937), Silva e Bauer (1972) e Freise
(1933), indicam a presenga do glicosideo holésido chamado invertina, do glicosideo
heterdsido chamado emulsina, do fenilpropandide denominado dilapiol e da azarona,

os dois ultimos presentes no seu oleo essencial.

Costa OA. O método bioquimico de Bourquelot e sua aplicagcdo a pesquisa
de heterosideos em plantas brasileiras, 1937 apud Sponchiado JR EC. Atividade
antibacteriana contra Enterococcus faecalis de uma medicacgao intracanal
contendo ativos fitoterapicos de Pothomorphe umbellata. Tese de doutorado.
Univ Fed do Amazonas, 2006, 133 p.

Silva GAAB, Bauer L. Contribuicdo ao estudo do dleo essencial de Heckeria
umbellata (L.) Kunth, 1972 apud Sponchiado JREC ———

Freise FW. Plantas medicinais brasileiras. Secretaria da Agricultura,
Industria e Comércio do Estado de Sao Paulo, 1933 apud Sponchiado JR EC—.
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Kijoa et al. (1980) isolaram do extrato hexanico das folhas e raizes de P.
umbellata o sitosterol e uma substancia inédita, o 4-nerolidilcatecol. Bergamo (2003),
em estudo fitoquimico de P. umbellata, isolou onze substancias em 03 fragdes
(hexanica, metandlica e acetato de etila) do extrato bruto: 02 amidas, 05 flavonas ,
02 lignanas, 01 fenilpropandide e o 4-nerolidilcatecol. Na fragdo acetato de etila
foram isoladas 03 substancias de carater acido: amida, C-glicosilflavonas e acido p-
cumarinico.

Pino et al. (2005) identificaram 85 compostos volateis na folha de P. umbellata
de Cuba, sendo os mais proeminentes: o safrol (48.7%), seguido de outros em
menor quantidade como germacreno D (7,9%) e &-cadineno (5,6%), B-cariofileno
(4,6%), biciclogermacreno (3,7%); concluem que a composi¢do desse 6leo é muito
diferente da previamente reportada para as espécies brasileiras e que uma
padronizacgao dos cultivos seria desejavel no caso de produgdo comercial de plantas
para extracao de principios ativos.

Gustafson et al. (1992) detectaram, em estudos in vitro, intensa atividade anti-
HIV de dimeros do 4-nerolidilcatecol extraidos de P. peltata, chamando-os de
peltatois; o 4-nerolidilcatecol isoladamente foi inativo contra o HIV.

Barros et al. (1996) revelaram a atividade antioxidante in vitro de raiz de P.
umbellata em homogenatos de cérebro de rato tratados com extrato hidroalcodlico
bruto de raiz, caule e folhas, segundo eles provavelmente decorrente da presenga
do 4-nerolidilcatecol; sua atividade foi superior a do a-tocoferol. Esse potencial
antioxidante de P. umbellata foi confirmado por Desmarchelier et al. (1997), que em
um estudo comparativo obtiveram como resultado um maior potencial antioxidante
de extratos metandlicos dessa espécie em relacédo P. peltata e ao 4-nerolidilcatecol.

Mongelli et al. (2002) demonstraram que o 4-nerolidilcatecol, extraido de P.
peltata, foi eficaz na eliminagao das larvas do mosquito Aedes aegypti.

Ropke et al. (2002) demonstraram que diferentes formulagbes de 4-
nerolidilcatecol mostraram boa penetracdo percutdnea na absorgcdo desse
composto, comparadas com o extrato etandlico de P. umbellata incorporado a um
gel.

Ropke et al. (2003), em tecido cuténeo de ratos utilizando irradiagéo ultravioleta,
demonstraram a eficacia da protecdo antioxidativa de um gel a base de P.
umbellata, contendo 0,1% de 4-nerolidilcatecol.
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Ropke et al. (2006) estudaram o efeito do extrato etandlico de P. umbellata em
matrizes de metaloproteninas, encontradas em casos de cancer de pele. A inibigdo
in vitro dessas proteinas foi medida na presenca de concentra¢des diferentes do
extrato de P. umbellata e na presenca de seu principio isolado 4-nerolidilcatecol. O
efeito inibitério do extrato de P. umbellata foi maior do que o apresentado pelo
principio ativo isolado. Em outro estudo, foi demonstrada por Mongelli et al. (1999) a
citotoxicidade do 4-nerolidilcatecol como composto bioativo antitumoral, extraido das
folhas de P. peltata.

Barros et al. (2005) em seu estudo de toxicidade revelam que doses orais
simples de 1,2 e 5 g/Kg por massa corporal ndo induziu mortalidade ou efeitos
toxicos em rato e ratazanas. Similarmente, nos testes de toxicidade subcrénica em
ratazanas, dose de 500 mg/Kg, 5 dias por semana durante 40 dias, demonstraram
que o extrato é in6cuo. Segundo os autores, “os dados de toxicidade aguda e
subcrbnica dos testes indicam haver baixa toxicidade e auséncia de atividade
mutagénica do extrato etandlico cru de Pothomorphe umbellata L. Miq”.

Pilla (2005) avaliou a atividade antifungica de extratos de Pothomorphe
umbellata contra Candida albicans, C. crusei e C. parapsiosis e concluiu que foram
ativos contra essas especies.

Amorim et al. (1988) relataram que extratos etandlicos de folhas de P. umbellata
foram administrados por 4 dias em ratos infectados com Plamodium berghei. Em
doses orais de 250 e 1250 mg/Kg ou subcuténeas de 100 e 500 mg/Kg, P. umbellata
evidenciou uma forte atividade antimalarica, apresentando significante reducgéo
dose-dependente nos niveis de parasitemia. Ferreira-da-Cruz et al. (2000)
rediscutiram tal trabalho, alegando nao ser possivel uma conclusdo definitiva sobre
esta atividade e propondo a necessidade de estudo dos aspectos da interacdo
hospedeiro/parasita para se padronizar um modelo que melhore o screening para
compostos antimalaricos.

Sponchiado-Junior (2006) utilizando o teste de difusdo em agar evidenciou que
a fracdo acetato de etila, proveniente de extrato bruto de P. umbellata apresentou
efeito antimicrobiano frente ao Enterococcus faecalis e foi eficaz apos 7, 14 e 28
dias de tratamento em 18 dentes extraidos, comparavel a atividade antimicrobiana
do hidréxido de calcio (muito utilizado em tratamentos endoddénticos) em 18 dentres.

Isobe et al. (2002), em seu estudo, demonstraram que o alcaldide, N-

benzoilmescalina, isolado das partes aéreas da Pariparoba, mostrou atividade
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antibacteriana significativa contra o Helicobacter pylori. Uma vez que essa espécie
apresenta agao antibacteriana, e na nossa pesquisa ndo encontramos referéncia
sobre sua agao sobre Staphylococcus aureus, seria de interesse, na busca de novas
substancias ativas, estudarem a sua acado sobre cepas MRSA dessa espécie, uma
vez que sao uma importante causa de infecgbes intra-hospitalares e que ja tém

apresentado resisténcia a outros antibidticos.

1.1.6.2- Piper sp

Segundo Guimaraes e Giordano (2004), o género Piper (familia Piperaceae) é
formado por arbustos, subarbustos ou arvoretas, geralmente variando entre 1-10 m
de altura, possuem folhas alternas, com formas e tamanhos variaveis. Suas espigas
estdo opostas as folhas e sdo pedunculadas (Foto 5 e Fig. 1). Possuem flores
aperiantadas, com 2-5 estames; ovario de forma variavel, glabro ou apresentando
tricomas; 3 estigmas, raramente 2-4, sésseis ou nao, persistentes no fruto. Fruto tipo
drupas de forma variavel, com pericarpo pouco espessado. Os mesmos autores
referem-se ainda que esse Género tem larga distribuicdo pelas regides tropicais e
temperadas dos dois hemisférios. No Brasil, ocorrem cerca de 266 espécies.

Fernandes (2006), em sua revisao, afirma que o género Piper tem 700 espécies
distribuidas em ambos os hemisférios. As plantas desse género sdo geralmente
arbustos e arvoretas. Possuem importancia comercial, econdmica e medicinal: Piper
nigrum sao a fonte da pimenta-do-reino branca e da pimenta preta, que apresentam
propriedades inseticidas, sdo toxicas para a mosca doméstica, o0 mosquito culex e o
gorgulho-do-caupi (Parmar et al., 1997).

Pereira et al. (2007) relatou em seu estudo que Piper marginatum Jacq., foi o
taxon que apresentou a maior versatilidade quanto aos seus usos medicinais, sendo
empregada para o tratamento de 18 enfermidades numa comunidade quilombola da
Amazobnia Oriental.

Alguns dos estudos com Piper revelaram: propriedade analgésica e
antiinflamatoria (Mujundar et al., 1990); atividade citotoxica de extratos de folhas e
caules de Piper arborescens devido a presencga de alcaldides piridénicos (Wu et al.,
1990); neolignanas puberulinas isoladas de Piper puberulum apresentaram atividade
inibitoria sobre um fator de coagulagao (Chen et al., 1995); diidrochalconas extraidas
de folhas de Piper aduncum apresentaram atividade citotdxica e antibacteriana

(Ojarla et al., 1994); atividade analgésica foi observada com extratos de
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inflorescéncias de Piper aduncum (Kaplan et al., 1996); efeitos hipotensores de
extratos de Piper tuberculatum e Piper marginatum em ratos, através de agéao
relaxante sobre a musculatura lisa vascular (Araujo, 1996; Santos et al., 1996);
atividade leishmanicida de extratos de Piper arboreum e P. umbellata, com inibigao

de 76 e 83%, respectivamente (Kaplan et al., 1996b).
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FOTO 5 e FIGURA 1 — Foto do arbusto e galho com folhas da planta utilizada no
experimento e desenhos de sua inflorescéncia com detalhes das flores (Fiper sp).

A analise por cromatografia permitiu identificar 16 compostos para o caule, 18
para a inflorescéncia e 29 para as folhas de P. marginatum. As folhas e
infloreséncias mostraram alto percentual de sesquiterpenos, enquanto, que o caule
mostrou grande quantidade de fenilpropandides. Os componentes majoritarios nas
folhas, inflorescéncia e caule foram respectivamente, (Z) - azaroneno (30.48%),
Patchoulol (23.38%) e (E)—azaroneno (32,85%) (de Oliveira et al., 2006).

Autran et al. (2007) relataram atividade larvicida sobre Aédes aegypti, com
valores de CLsg de 23,9 ppm e CL1go de 29 ppm obtidos para o dleo essencial das
folhas do P. marginatum, considerando-o “de alto interesse que pode contribuir para

a obtencdo de compostos que possam vir a substituir...” um produto larvicida de
referéncia.

Luize et al. (2005) relataram efeito inibitorio de extratos de Piper regnellii sobre o
crescimento de Leishmania amazonensis (formas Promastigota e Amastigota) e
Trypanosoma cruzi (forma Epimastigota), obtendo uma inibicdo de 75% sob

concentragao de 1000 ug/mL e de 25% sob concentragao de 500 pg/mL.
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Silva e Bastos (2007), em seu estudo, observaram que 6leos essenciais de
Piper callosum, Piper marginatum var. anisatum e Piper enckea, nas concentragcoes
de 0,75 yL/mL e 1 yL/mL, inibiram em 100% o crescimento de trés fungos: Crinipellis
perniciosa, Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici . Quanto a germinagao
de basididsporos de C. perniciosa, o 6leo de Piper dilatatum foi o mais eficiente a
0,4uL/mL seguido pelos oleos de P. callosum e P. marginatum var. anisatum a
0,5uL/mL.

Ristori et al. (2002) relatam em seu experimento que Piper nigrum (pimenta
moida e 6leo essencial), nao apresentam efeito inibitério sobre Salmonella rubislaw .

Holetz et al. (2002) relataram que extratos Piper regnelli apresenta boa
atividade contra Staphylococus aureus e Bacillus subtilis, com CIM de 7,8 ug/mL e
15,6 ug/mL, respectivamente. Extrato de Piper marginatum obtido a partir da
Colecado de Germoplasmas do CPQBA apresentou forte inibicdo contra
Staphylococcus aureus, com CIM de 0,2 mg/mL, a CIM de Piper aduncum contra a
mesma bactéria foi de 1,8 mg/mL (Duarte et al., 2004).

Muitas espécies do género Piper apresentam potencial para fornecimento de PA
antibacterianos. Estudos visando elucidar a agao antibacteriana de espécies desse

género, contra S. aureus MRSA, seriam valiosos.

1.1.7- O PICAO-PRETO (Bidens pilosa)

A 4 |
FOTO 4 — Fotos do arburto, galho com flores e frutos de Bidens pifosa (diponiveis em:
www.rain-tree.com/ pics/ picao-preto; www.rbgsyd.nsw.gov.au).

O picao-preto (Bidens pilosa L.), erva ereta, anual ramificada, da familia
Asteraceae, possui altura entre 30 -100 cm, com flores amarelas diminutas, reunidas

em capitulos terminais; folhnas compostas pinadas, com foliolos de formato, tamanho

41



e numeros variados; os frutos s&o alongados de cor preta com ganchos aderentes
nas extremidades (Foto 4) (Abajo et al., 2004; Lorenzi e Matos, 2002). Esta planta
tem ampla dispersao nos trépicos e subtropicos, desde o nivel do mar até cerca de
3000 m de altitude (Ballard, 1986). Por onde ocorre ela é adotada como fitoterapico,
sendo preferido o uso das folhas (Vasques et al., 1986), principalmente na solugéo
de problemas hepaticos (hepatite e ictericia), além de laringites, dores de cabeca e
desordens digestivas (Abajo et al., 2004). Contudo, na medicina popular, a planta é
utilizada inteira, exceto as raizes.

Segundo revisdo de Taylor (2005), no Brasil, Bidens pilosa € usado
tradicionalmente contra febre, malaria, hepatite, diabetes, dor de garganta, tonsilite,
obstru¢gdes ou outras desordens do figado, infec¢gdes urinarias, corrimentos e
infeccbes vaginais. Em infusdes ou decocg¢des para uso interno é usada para
tonsilite e faringite; externamente é usada para feridas, infecgdes fungicas, ulceras,
picadas de insetos, hemorrdidas e erupgdes da pele. Os herbalistas brasileiros
também reportam o uso de picao-preto para normalizar os niveis de insulina e
bilirrubina no sangue.

Por tratar-se de uma planta amplamente utilizada e conhecida, inUmeros
estudos quimicos ja foram realizados (Chang-Jung et al., 2001), destacando-se
aqueles sobre atividades antioxidantes (Kusano et al., 2003). Entre estes estudos
incluem-se os que realizaram isolamento de componentes principais a partir de
extratos e a principal substancia quimica encontrada € um composto fendlico
conhecido como quercetina (Hoffmann e Holzl, 1989). Compostos polifendlicos tém
demonstrado atividade antiinflamatodria e antioxidante em modelos bioldgicos (Rice-
Evans et al., 1996). A propria quercetina, em virtude de sua capacidade antioxidante,
demonstrou anti-carcinogenicidade em estudos animais. In vitro, promoveu protegéo
ao DNA de linfécitos humanos em tratamento com perdxido de hidrogénio através do
teste do cometa (Duthie et al., 1997). Contudo, Bidens pilosa possui outras
substancias ja definidas quimicamente, mas com efeitos ainda néo relatados (Abajo
et al., 2004). Taylor (2005), em sua revisao, se refere a presenca de flavondides,
terpenos, fenilpropandides, lipidios e benzendides e lista 48 compostos quimicos
que estao presentes em Bidens pilosa.

Oliveira et al. (2004) confirmaram propriedade antimalarica in vitro do extrato
etandlico, por possuir atividade contra Plasmodium falciparum, sendo esta atividade

relacionada a presencga de poliacetileno e flavondides.
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Taylor (2005) apresenta uma série de estudos de atividade bioldgica e clinica de
Bidens pilosa realizados por Chin et al. (1995, 1996). O estudo de 1996, com
ratazanas, demonstrou a capacidade dos extratos dessa planta em proteger o figado
de lesdes provocadas por toxinas. Outro estudo, o mesmo grupo de pesquisadores,
em 1995, demonstraram a acao anti-inflamatéria em animais.

Dimo et al. (1998, 1999, 2001, 2002, 2003), utilizando extratos de folhas,
documentaram que o picao-preto provocou diminuicdo da hipertensao e niveis de
triglicérides em ratazanas nutridas com dieta rica em frutose. Em ratos com
hipertensdo induzida por dieta rica em sal, os extratos reduziram a pressao
significantemente sem alterar os batimentos cardiacos ou o volume de urina. Outro
estudo relata uma atividade relaxante sobre musculo liso (Nguelefack et al., 2005).

Alvarez et al. (1999) comprovaram atividade gastrica anti-secretéria do extrato
etanalico.

Pesquisadores confirmaram a atividade antiinflamatéria em camundongos e
atribuiram isso a uma atividade imunomodulatéria. Em estudo prévio, o extrato da
planta reduziu a quantidade de células sanguineas humanas com atividade proé-
inflamatdrias, posteriormente, outros pesquisadores demonstraram que o extrato de
picao-preto inibiu a sintese de prostaglandina e a atividade da enzima cicloxigenase,
compostos ligados a processos inflamatérios (Jager et al., 1996; Pereira et al., 1999;
Chiang et al., 2005; Chang et al., 2005, Yoshida et al., 2006). Estudos in vivo em
ratazanas e camundongos demonstraram que Bidens pilosa possui atividade
hipoglicemiante, provavelmente ligada a um grupo de compostos glicosidicos
produzidos nas partes aéreas da planta (Perez et al., 1984; Alarcon-Aguilar et al.,
1998, 2002; Ubillas, 2000; Chang et al., 2005).

O uso tradicional de Bidens pilosa contra picada de cobra e malaria levou
pesquisadores a estudarem esses efeitos. Estudos comprovaram a redugao de 43-
66% de protozoarios da malaria e 90% in vitro. Outro estudo comprovou que

extratos de picdo-preto podem ter agao protetora contra infecgdes letais produzidas

Chin HW, Lin CC, Tang KS. Anti-inflammatory activity of Taiwan folk medicine
‘ham-hong-chho’ in rats, 1995 apud Taylor L. The Healing Power of Rainforest
Herbs: Bidens pilosa. Atualizacdo em 2005. Disponivel em www.rain-tree.com;
acesso em fevereiro de 2007.

Chin HW, Lin CC, Tang KS. The hepatoprotective effects of Taiwan folk
medicine ‘ham-hong-chho’ in rats, 1996 apud Taylor L .
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por neurotoxinas de veneno de cobra em camundongos (Oliveira et al., 2004;
Andrade-Neto et al., 2004; Krettli et al., 2001, 2001b; Brandao et al., 1997).

Estudos in vifro revelaram atividade anti-tumor e atividade anti-leucémica,
inibicdo do crescimento de células de leucemia in vitro abaixo de 200 mcg por mL
(Gupta et al., 1996; Alvarez et al., 1996; Sudararajan et al., 2006; Chang et al.,
2001).

Estudos especificos de toxicologia, citados por Taylor (2005), revela que nao ha
toxicidade quando a dosagem é de 1 g/Kg de massa de camundongo, contudo,
alerta para o fato de que, devido a presenca de alguns compostos quimicos
secundarios e de suas agdes bioldgicas comprovadas em estudos, deve ser usado
com cautela ou evitados nas seguintes situagdes: gestagao, uso conjunto com anti-
coagulantes como Warfarina®, em caso de hipersensibilidade a cafeina, uso
conjunto com medicamentos hipoglicemiantes ou hipotensores.

Extratos de folha apresentaram atividade antibacteriana contra Mycobacterium
tuberculosis e M. smegmatis (van Puyvelde et al., 1994). As atividades
antimicrobianas dessa planta tém sido atribuidas a compostos quimicos conhecidos
como poliacetilenos, que inclui a fenilheptatriina, que em estudo in vitro apresentou
forte atividade contra numerosos virus, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae,
causadores de enfermidades em animais e humanos (Geissberger, 1991; Hudson et
al., 1982, 1986; Bondarenko et al., 1985; Arnoson, 1980).

Taylor (2005) cita que Sarg et al. (1991) e Desta (1993) relataram atividade
antimicrobiana contra varios patdogenos. Segundo o mesmo autor, Rabe e van
Staden (1997), em outro estudo in vitro, demonstraram atividade antibacteriana
contra Klebsiella pneumonia, Bacillus, Neisseria gonorrhea, Pseudomonas,
Staphylococcus aureus e Salmonella. Schuch (2007), em sua tese de doutorado,

descreve a acao bactericida de extratos hidroetandlicos de Bidens pilosa sobre

Sarg TM, Ateva AM, Farrag NM, Abbas FA. Constituents and biological
activity of Bidens pilosa | grown in Egypt, 1991 apud Taylor L. The Healing Power
of Rainforest Herbs: Bidens pilosa. Atualizagao em 2005. Disponivel em www.rain-
tree.com; acesso em fevereiro de 2007.

Desta B. Ethiopian traditional herbal drugs. Part Il: Antimicrobial activity of 63
medicinal plants, 1993 apud Taylor L

Rabe T, van Staden J. Antibacterial activity of South African plants used for
medicinal purpose, 1997 apud Taylor L
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cepas de Staphylococcus coagulase positivo, na forma de indice de inativagéao
(reducdo de coldnias para 0,01X10° UFC/mL), em concentragdes de 30 mg/mL. O
extrato aquoso de folhas de Bidens pilosa também apresentou atividade contra
Candida albicans (Rojas et al., 2006; Khan et al., 2001; Chariandy et al., 1999; Boily,
1986).

Bidens pilosa possui muitas evidéncias que podem justificar seu uso popular e
que abrem novas perspectivas de uso dessa planta e de seus principios ativos para
o tratamento de enfermidades. Frente aos resultados de acdo antibacteriana
promissores, consideramos o estudo da ag¢ao bactericida sobre S. aureus resistente
a meticilina, ndo descrito ainda na literatura, como uma possibilidade de encontrar

novos principios ativos para a produgao de antimicrobianos.
2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVOS GERAIS

2.1.1- Realizar novas pesquisas que contribuam para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos, fitoterapicos ou n&o, que possam ser uma alternativa aqueles aos
quais diversas cepas de bactérias estdo se tornando resistentes e contribuir com
conhecimentos para o desenvolvimento de medicamentos com agdo comprovada e
de precgo acessivel a populagéao;

2.1.2- Desenvolver conhecimentos sobre as plantas em estudo, visando esclarecer
comunidades que fazem uso dessas plantas de forma tradicional sobre suas reais
propriedades medicinais e sua seguranga toxicoldgica;

2.1.3- Desenvolver um estudo que possibilite o conhecimento do potencial da
biodiversidade brasileira e estimule novos estudos que promovam o reconhecimento

da fitoterapia como um 6timo aliado da medicina.

2.2- OBJETIVO ESPECIFICO

Ampliar os estudos cientificos sobre H. courbaril, B. pilosa, P. guajava, S.
oleraceus, Pothomorphe umbellata, Piper sp e Musa sp, no sentido de contribuir
para a validagdo de suas pretensas propriedades antimicrobianas, preconizadas

pelo uso popular;
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2.3- PERGUNTAS

2.3.1- Extratos hidroetandlicos, ou diluicdes, de Hymenaea courbaril var.
stilbocarpa (jatoba), Bidens pilosa (picao-preto), Psidium guajava var.
pomifera (goiabeira), Sonchus oleraceus (serralha), Pothomorphe
umbellata (paribaroba), Piper sp (pariparoba) e Musa sp (bananeira) tém
acao antibacteriana sobre cepas de S. aureus MRSA e MSSA?

2.3.2- Quais sao as Concentragbes Inibitérias Minimas (CIM) e as
Concentragdes Bactericidas Minimas (CBM) para os extratos
hidroetandlicos de cada uma dessas plantas?

2.3.3- Testes in vitro de preparacfes tradicionais dessas plantas apresentam

resultados que podem justificar a validade de sua eficacia in vivo?

3- METODO

O médodo seguiu as seguintes etapas:

13- Preparagao de extratos: Foi coletado material vegetal, feita a identificado de
plantas e producao de extratos hidroetandlicos de: H. courbaril var. stilbocarpa
(casca da arvore de jatoba), B. pilosa (planta toda de picao-preto), P. guajava
(casca da arvore de goiabeira), Pothomorphe umbellata (folhas de pariparoba) e
Piper sp (folhas de pariparoba);

22- Testes Preliminares : Avaliou a acao antibacteriana sobre a cepa de S.
aureus 25923, padrao American Type Culture Collection® (ATCC®). Para os
testes de sensibilidade antibacteriana foi utilizado o protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Intitute (CSLI, 2007) para dois tipos de teste:

a-_Teste de Disco-Difusdo em meio sdlido, onde discos impregnados com 0s

extratos hidroetandlicos tiveram sua sensibilidade comparanda a
sensibilidade dos antibidticos de referéncia Vancomicina, Oxacilina e
Cefalotina, através da medicao de seus halos de inibicao de crescimento;

b- Teste de Concentracdo Bactericida/ Inibitéria Minima (CBM/ CIM) dos

extratos que apresentaram halo vestigial ou de 7 mm no teste anterior. Foi
feito em tubos de ensaio com meio de cultura liquido Mueller-Hinton (MH) ou
Caldo Infusdo Cérebro Coragao (sigla em inglés, BHI), inoculados com S.
aureus e com dilui¢cdes (de 1/2 até 1/256) dos extratos referidos;
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32- Testes sobre cepas hospitalares: Avaliou a agao antibacteriana sobre 52
cepas de S. aureus, 28 resistentes (MRSA) e 24 sensiveis (MSSA) ao antibiético
Meticilina, da mesma forma como nos testes preliminares;

42- Analise estatistica: comparacao de resultados entre MRSA e MSSA e

comparacao de resultados entre extratos.

3.1- PREPARAGAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS

3.1.1- COLETA E IDENTIFICACAO

O material vegetal foi coletado de plantas de Hymenaea courbaril (Jatoba: casca
de galho), Bidens pilosa (Picdo-preto: planta toda), Psidium guajava (Goiabeira:
casca de galho), Pothomorphe umbellata e Piper sp (Paribarobas: folhas), Sonchus
oleraceus (Serralha: planta toda) e Musa sp (Bananeira: frutos e inflorescéncia), na
época de florada e/ ou frutificacdo. As herbaceas foram coletadas em sacos
plasticos escuros, tomando-se o cuidado em desprezar partes afetadas por doencas,
parasitas e materiais estranhos, tais como partes de outras plantas.

A coleta da maioria das plantas, com excegdo da casca de jatoba e das
pariparobas, foi feita numa chacara do bairro do Rio Acima em Jundiai, SP, onde foi
medida a temperatura local com termémetro de mercurio (fabricante Incoterm®). O
material vegetal das pariparobas, do jatoba e da goiabeira sempre foi retirado das
mesmas plantas ou de plantas idénticas presentes na regido de Jundiai.

Inicialmente P. umbellata foi coletada na mesma chacara citada e depois
passou a ser coletada do campus central do Centro Universitario “Padre Anchieta”
(UniAnchieta); a planta Piper sp foi coletada em canteiro, no bairro Jardim do Lago,
Jundiai; a casca de Jatoba foi coletada numa chacara do Bairro do Engordadouro,
Jundiai.

Em cada coleta anotou-se a umidade relativa do ar e a temperatura em Jundiai
na hora ou nas horas proximas da coleta,

(fonte:http://br.weather.com/weather/local/BRXX2337). Esse procedimento objetivou

evitar a colheita ou uso de material quando a umidade intensa e o excesso de calor
pudessem comprometer a qualidade do material vegetal ou o teor de principios
ativos. O excesso de umidade promove o crescimento de fungos e o calor excessivo

provoca a perda de compostos volateis (de Oliveira et al., 2005). Foram coletados,
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também, trés espécimes de cada uma das espécies, como material testemunha,
para identificacao botanica (Falkenberg et al., 2003).

A identificagao botéanica foi realizada tomando-se como referéncia a descricdo
da literatura botanica (Aranha et al. 1972; Lorenzi e Matos, 2002; Von Martius et al.,
1884; Lorenzi, 2002; Barroso et al. 2002; Guimaraes e Giordano, 2004; Lawrence,
1951; Joly, 2002) e dados coletados na internet em sites apropriados (www.rain-

tree.com; www.botanicus.org; http://florabrasiliensis.cria.org.br), comparagdo com

material herborizado de colegbes e consultas a especialistas. O material herborizado
foi depositado em acervo comprobatoério do Herbario da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp), SP, sob a seguinte numeracgao: Bidens pilosa coleta 002A
registro n® 150348, Pothomorphe umbellata coleta 004A, registro n° 150349; Psidium
guajava var. pomifera coleta 003A, registro n° 150350; Hymenaea courbaril var.
stilbocarpa coleta 001A, registro n°® 150351. A planta preliminarmente identificada
como Piper sp, coleta 005A, foi enviada a um especialista em piperaceas e se
encontra, no presente, em processo de identificagdo botanica.

Em até 2 horas apds as coletas, quando foram produzidos os extratos com
plantas frescas, o material vegetal foi submetido a moagem e estabilizagcdo no
laboratério do UniAnchieta, sendo processado em liquidificador, pesados em
balanca digital de precisdo eletrénica (fabricante Shimadzu®, tipo BL-3200H) e
colocados em frascos de vidro com alcool de cereais (Emfal®) etanol 92,8°GL. O
material que se destinava a produgdo de extratos com plantas secas, em até 2
horas apos a coleta, foi colocado para secar a 40° C, com circulacdo de ar, em
estufa Spencer® Scientific, por 7 dias. O procedimento para moagem foi semelhante
ao descrito acima, utilizando-se, porém, etanol a 80%, numa propor¢céo de 1g de
planta para 4 mL de etanol (1g : 4mL) (Falkenberg et al., 2003; Schulz et al., 2002).

A estabilizagcdo em etanol é proposta por de Oliveira et al. (1998). Esse
procedimento é necessario, pois objetiva impedir a agdo enzimatica que pode
provocar a alteracdo dos compostos quimicos originalmente presentes no vegetal.
Além disso, as concentracdes alcodlicas altas auxiliam a manter os extratos estéreis,
livre da agédo de fungos e bactérias decompositores. A moagem de todo o material
vegetal teve o objetivo de aumentar sua area de contato com o liquido extrator e foi

feita com um processador de alimentos, como propuseram Falkenberg et al. (2003).
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3.1.2 - EXTRACAO

Apés a moagem da matéria vegetal, esta foi deixada em repouso por no minimo
8 dias a temperatura ambiente, dentro de uma caixa de papelao para evitar a
degradagao de principios ativos (PA) pela luz. Optou-se pelo emprego de alcool
92,8° GL ou 80%, pois, como cita Falkenberg et al. (2003), “todos os constituintes de
interesse para a analise fitoquimica apresentam alguma polaridade em misturas
etandlicas a 80%, de tal forma que estas costumam ser empregadas com
frequéncia”. Outro motivo foi que esse processo extrativo simples é passivel de ser
utilizado por qualquer pessoa leiga, uma vez que um de nossos objetivos € averiguar
a eficacia dos usos populares das plantas estudadas. Assim, acreditamos ser a
opgao que atende a ambos objetivos: extracdo eficiente e teste de hipdtese. A
reducdo drastica do tamanho de particulas e o consequente rompimento das células
favorecem a rapida dissolugdo das substancias, reduzindo o tempo de extracao
(Falkenberg et al., 2003).

PROCESSAMENTO

|

MATERIAL

EXTRACAO
VEGETAL POR 8 DIAS
SECO

planta : alcool
19 . 4mL

FILTRAGEM EM
PAPEL

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DO METODO DE PRODUCAQ DE EXTRATOS
VEGETAIS

Apos a extragdo a amostra foi filtrada em papel-filtro quantitativo de filtragem
média, porosidade de 6,5 micras, referéncia 3550 (fabricante Nalgon®) e mantida

em frascos cor ambar (Fig. 2).
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Paralelamente a extracdo, foi determinado o peso seco de cada uma das
amostras de planta fresca: 50 g de cada uma delas foram submetidos a secagem
em estufa com controle eletrénico, a 60° C, por cerca de 24 h. Em seguida,
permaneceram por 20 min. em dessecador com silica gel antes da pesagem, e esse
processo foi repetido até que se obtivessem trés pesagens semelhantes. Quando
trabalhamos com o material previamente seco esse procedimento nao foi
realizado.

Apos isso, foi determinada a concentragdo de cada extrato da seguinte forma:
mediu-se o0 volume de extrato antes da filtragem e, com o resultado, aplicou-se a
seguinte formula: massa vegetal/ volume total, encontrando-se a concentragdo em

g/mL.

3.2 - TESTES PRELIMINARES: AGAO ANTIBACTERIANA SOBRE CEPAS
PADRAO

Este estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Servigo de Controle
de Infecgédo Hospitalar (SCIH) e da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa
de S&o Paulo (FCMSCSP). Foi utilizada a cepa padrao de S. aureus 25923 (ATCC)
da colec¢ao do laboratério, conservada em freezer a -18°C. O teste de disco-difusao
seguiu o0 método de Kirby-Bauer, segundo propde o CLSI (2007). Com a finalidade
de se padronizar o método, selecionando os extratos e concentragdes desses que
apresentassem acdo, ou pelo menos indicios de acdo antibacteriana detectaveis a

olho nu.

3.2.1 - TESTES DE DISCO-DIFUSAO

3.2.1.1 - Preparacgao da ressuspensao bacteriana com S. aureus

1°- Colbnias, bem isoladas foram selecionadas da placa de agar sangue, semeada
previamente de 24 a 48 h, a partir de cepas da colegdo do Laboratéiro de
Microbiologia da FCMSCSP, mantidas em freezer a -18°C. A superficie de cada
coldnia foi tocada com uma alga esterilizada, e os microrganismos transferidos para

um tubo contendo 4 — 5 mL de meio de cultura BHI estéril.

Kirby-Bauer apud CLSI. Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance
Standards for antimicrobial Disk Susceptibility Tests: approved standard. CSLI
Publication M2-A5. Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007.
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2°- Ajustou-se a turbidez da cultura com solu¢do de modo a obter uma turbidez
Optica comparavel a da solucdo padrdo da escala 0,5 de McFarland, que
corresponde a uma suspensao com aproximadamente 1 a 2 x 10 UFC / mL. Esta
etapa foi executada a olho nu, com luz suficiente para comparar o inéculo do tubo ao
da solugdo padrao 0,5 de McFarland, utilizando-se um cartdo branco com linhas
contrastantes pretas como fundo.

3.2.1.2 - Inoculagao das placas de meio de cultura sélido com a suspensao
bacteriana de S. aureus

1°- Mergulhou-se um swab de algod&o estéril na ressuspenséo bacteriana, até 15
minutos apos o ajuste da turbidez a escala 0,5 de McFarland, girando-o varias vezes
e apertando firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido,

para retirar o excesso de inéculo do swab.

2°- Como passo inicial, passou-se o swab na margem e posteriormente em toda a
superficie seca e estéril da placa de agar Mieller-Hinton (MH) de 150 mm (fabricante
Probac do Brasil®). Repetiu-se o procedimento esfregando outras duas vezes,
girando a placa aproximadamente a 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo
uniforme do in6culo. Foram feitas duplicatas de cada placa.

3.2.1.3 - Impregnagao dos discos com extratos vegetais e aplicacao dos
mesmos as placas de agar inoculadas

1°- Os discos estéreis de papel filtro @ 6 mm (fabricante Sensibiodisc® - Cecon)
foram dispostos em placa de Petri estéril, proximo a chama do bico de Bunsen, de
forma que houvesse uma distancia minima segura de forma a evitar contaminagao
entre os extratos. Cada disco foi impregnado com 10 yL de extrato, cada um
recebeu um dos extratos citados no item 2.3.1.

2°- Cada um dos discos antimicrobianos foi colocado na superficie na placa
semeada em até 10 min da sua impregnagao, sendo pressionado contra o agar, de
maneira a assegurar contato por igual. Os discos foram distribuidos de maneira que
a distadncia de centro para centro ndo excedesse 24 mm. Foram colocados 13
discos, no maximo. O controle foi feito com disco impregnado com etanol 80% (v/v) e

discos contendo os antibioticos de referéncia: Vancomicina (VAN) 1 pg/mL
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(fabricante Sensidisc® DME), Oxacilina (OXA) 30 pg/mL (fabricante Sensidisc®
DME) e Cefalotina (CFL) 30 ug/mL (fabricante Sensifar® Cefar).

3°- As placas foram invertidas e incubadas em estufa a 37° C, até 24h ou 48h
(dependendo da necessidade de se esclarecer certas duvidas quanto ao

crescimento).

3.2.1.4 - Leitura das placas-teste inoculadas e incubadas

Apos 18-24h de incubacdo, e 48 h (quando necessario), examinou-se cada
placa. Os diametros dos halos de inibicdo total (julgadas a olho nu) foram
mensurados, incluindo o didmetro do disco, medidos em milimetros usando uma
régua encostada na parte de tras da placa de Petri invertida sobre fundo negro, com
iluminagao refletida. Também, sob luz transmitida (colocando a placa na contraluz)
verificou-se se havia crescimento discreto de colbnias resistentes.

O halo de inibicado foi considerado a area sem crescimento detectavel a olho nu
com no minimo 7 mm, porém os halos menores ou com formacdo imperfeita,
denominados aqui de halos vestigiais, foram considerados como indicativos de
possivel acdo antibacteriana. Nos casos duvidosos repetiu-se o experimento (Fig. 3).

plagueamento discos com
amostras
_— -

inaculo
0.5 Mac
Farland incubacao
@ 37°C - 24h
»

&
@ halo de inibic&o

FIGURA 3-FLUXOGRAMA TESTE DISCO-DIFUSAQ
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3.22 - TESTES DE CONCENTRAGCAO BACTERICIDA/ INIBITORIA MiNIMA
(CBM/CIM) - TESTES DE DILUICAO EM CALDO

3.2.2.1- Preparacao de diluicoes de extratos vegetais

Em 9 tubos de ensaio esterilizados, de 13 x 100 mm foram preparadas
volumetricamente 1 mL das diluicbes de 1 até 1/256 de extratos em agua salina a
8%. Foi usada uma unica pipeta e ponteira para se medir todas as diluicbes do
mesmo extrato, sempre da maior para menor concentracdo, a cada novo extrato
procedia-se a limpeza da pipeta com alcool 70% (v/v) antes de se usar nova
ponteira.

3.2.2.2- Preparacgao da ressuspensao bacteriana de S. aureus
Foram ressuspendidas as colbnias de S. aureus cultivadas em agar sangue
diretamente em caldo MH ou BHI (fabricante Oxoid Brasil®) até alcancgar a turbidez

de uma solucdo padrao 0,5 de McFarland, como foi descrito no item 3.2.1.1.

3.2.2.3 - Semeadura da ressuspensao de S. aureus nos tubos de ensaio (Fig. 4)

Acrescentou-se em duplicata, com a mesma pipeta e ponteira, 1mL de inéculo
bacteriano ajustado a escala 0,5 de McFarland a cada tubo contendo 1mL de extrato
na série de diluicbes (e a um tubo de controle positivo contendo apenas caldo) até
15 minutos apods o ajuste do inéculo, homogenizando a seguir. Isso resultou numa
diluicdo 1:2 de cada concentragdo de antimicrobiano e uma diluigdo 1:2 do inéculo,
ficando a série de diluigdes com 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512.
O experimento foi controlado por uma sequéncia de diluigdes com extrato vegetal e
meio de cultura em caldo estéril e outra com as mesmas diluicdes e concentragdes
de alcool de cereais e meio de cultura em caldo semeado, além do controle negativo
somente com caldo inoculado. Apdés a padronizacdo do método dispensou-se a
duplicata de tubos e a série de diluicoes foi limitada aos valores mais préximos da

menor concentracio apresentada.
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FIGURAL- FLUXOGRAMA DO TESTE CBMICIM

3.2.2.4 - Determinagao dos pontos finais da CBM/CIM

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é a menor concentragcdo de agente
antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do microrganismo; isso é
observado nos tubos a olho nu. A quantidade de crescimento nos tubos contendo o
extrato foi comparada com a quantidade de crescimento nos tubos controle (sem
extrato).

A CBM é a reducido de 99,9% do crescimento bacteriano. No nosso estudo,
valores menores ou iguais a 3 colbnias, representam 99,9% de morte bacteriana.
Todos os tubos, apds 24h de incubagao (e também 48h em alguns casos), tiveram
uma aliquota de 10 uL plagueada em agar MH para a determinagao da CBM. Hindler
e Munro (2004) recomendam o plagueamento de aliquotas com até 10 pL, nunca
menos. Os tubos controle com alcool também foram plaqueados dessa forma.

O numero de rejeicdo de 3 coldnias, referente a 0,75 x10° UFC/mL (99,9% de
morte), foi encontrado como valor proporcional de 4 coldnias, referente a 1x10°
UFC/mL, valor constante na tabela de Pearson et al. adaptada por Hindler € Munro
(2004). O menor plagueamento que demonstrou um crescimento igual ou inferior ao
determinado apresenta 99,9% de redugéao e, portanto, € a CBM do agente testado,
contudo, aquelas placas que apresentaram crescimento até 5 UFC, correspondente
valores da tabela citada, foi considerado como satisfatério, porém ndo denominado
bactericida, mas antibacteriano.
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3.2.3 - CRITERIOS DE AVALIACAO

Foram aceitos como antibacterianos os extratos que, nos experimentos do item
3.2.1, apresentaram halo de inibicdo de crescimento bacteriano vestigial (comparado
com o controle, ver Fig. 7 no Anexo 5) ou minimo de 7 mm, com CBM suficiente para
eliminar pelo menos 99,84% das bactérias testadas nos experimentos do item 3.2.2.
Nos experimentos onde houve duvidas sobre a real agdo antibacteriana do extrato,
realizamos repeticoes e, caso nao se comprovasse a referida agao, o resultado foi

considerado como negativo.

3.3- ACAO ANTIBACTERIANA SOBRE CEPAS HOSPITALARES DE S. aureus
RESISTENTES E SENSIVEIS

Seguindo o método dos itens 3.2.1 e 3.2.2, foram realizados os testes de
sensibilidade antibacteriana em 52 cepas (28 MRSA e 24 MSSA) de S. aureus
coletadas da rotina laboratorial do Laboratério do Servigco de Controle de Infeccbes
Hospitalares (SCIH) da Santa Casa de Sao Paulo e procedentes das seguintes
unidades: Unidade de Pediatria, Ambulatério de Pediatria, UTlI de pediatria,
Enfermarias de Pediatria, Enfermaria Bercario, Unidades Infantis de Tratamento
Semi-intensivo. Essas cepas foram coletadas de 2004 a 2007 e mantidas em freezer
a -18°C. Seguiram-se os mesmos critérios de avaliagdo apresentados no item 3.2.3.

3.4— ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como variaveis qualitativas em termos de
frequéncias absoluta e relativa, na forma de tabelas e graficos. Para comparar os
grupos MRSA e MSSA, para os dados de cada extrato foi utilizado o Teste Qui-
quadrado ou o Teste Exato de Fisher. A comparagao da acao antibacteriana dos
extratos em relagdo ao controle foi feita através de intervalos de confianga,

utilizando-se um nivel de significancia de 5%.

4 - RESULTADOS

4.1 — SELECAO DE PLANTAS E PADRONIZACAO DAS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS
A partir dos testes preliminares de disco-difusdo com extratos de plantas

frescas, padronizamos a concentracado dos extratos a partir do teste 5b, utilizando-se
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plantas secas em concentragao que pelo menos fosse o dobro da inicial praticada no

teste 2, como apresentado na Tabela 1.

As plantas dos géneros Musa e Sonchus, integrantes da lista inicial de

provaveis extratos a serem testados, foram excluidas dos experimentos por nao

apresentarem acéo aparente pelo teste de disco-difusdo, apesar de nao terem sido

feitos os testes de concentragdo bactericida minima. A numeragao original de

referéncia foi mantida até o final dos experimentos.

TABELA 1 — Comparagdo do didmetro dos halos de inibicgdo de crescimento e
concentracdes dos extratos de plantas nos testes preliminares com cepa ATCC® 25923 de
S. aureus.
Plantas frescas Plantas  secas
Teste 2 Teste 4 Teste 5b
Extrato [lJo/mL Halo [1g/mL Halo [lJg/mL  Halo
menor menor menor
mm mm mm
01 Psidium 0,066 g 0,167 11 0,187 11
casca
(goiabeira)
02 Hymenaea 0,165 11 0,252 11 0,213 13
casca
(jatoba)
03 Pothomorphe | 0,028 g 0,06 g 0,200  -—-
folhas
(pariparoba)
04 Sonchus 0,033 -—-- 0,047 - 0,160 -
planta
(serralha)
05 Bidens 0,047 8 0,068 il 0,207 il
planta
(picdo-preto)
06 Musa casca nt - 0,044 -—--- 0,320 -
verde
(bananeira)
07 Musa casca 0,023 - 0,067 -—-- 0,390 -
madura
(bananeira)
08 Musa 0,008 - 0,030 - 0,154 -
inflorescéncia
(bananeira)
09 Piper nt - 0,046  -—--- 0,188 15
folhas
(pariparoba)
[ ]: concentragao; *: halo vestigial; nt: teste ndo realizado; ----: sem halo; realce: extratos

selecionados para os testes.
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4.2 - RESULTADOS DA SUSCETIBILIDADE DA CEPA ATCC® 25923 DE S.

aureus AOS EXTRATOS VEGETAIS

Dos extratos testados nas concentracdes citadas na Tabela 1, somente os que

constam na Tabela 2 apresentaram acao antibacteriana observavel pelo didmetro

dos halos de inibicado e pela CBM. Indicamos ai também as concentragcdes

etandlicas relativas a cada diluicdo da CBM. Aqui nos referiremos a CBM para

indicar acao antibacteriana e bactericida, e como referéncia ao protocolo padrao

utilizado como modelo para a modelagem de nosso estudo.

TABELA 2 — Tabela comparativa dos diametros de halo de inibicdo de crescimento, CBM,

concentragao etandlica relativa por diluigdo de CBM e numero de colénias desenvolvidas
com a diluicdo de 1/8, imediatamente abaixo da CBM, nos testes com a cepa de S. aureus

ATCC® 25923.
Extratos
Controle 01 02 03 05 09
alcool Psidium  Hymenaea Pothomorphe Bidens Piper
(goiabeira)  (jatoba) (pariparoba) (picao- (pariparoba)
preto)
CBM 190,0 23,38 3,33 50 51,75 47
(mg/
mL)

Halo -—-- 11 13 * * 15

(mm)

[1 20 10 1,25 20 20 20
etanol
%

N° de >60
colbénias >100 >100 <150
diluicdo incontavel 0 0 (teste 10) (teste (teste 8)

1/8 13b)
[ ]: concentragao; *: halo vestigial; ----: sem halo.
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4.3 — RESULTADOS DA SUSCETIBILIDADE DAS CEPAS HOSPITALARES DE S.
aureus AOS EXTRATOS VEGETAIS

Considerou-se como incontavel quando o crescimento bacteriano apresentou-se
confluente; maior que 100, quando o numero é grande, mas as colbnias
apresentaram-se individualizadas; maior que 60 e menor que 150, quando foi
possivel fazer uma estimativa pelo método de contagem por quadrantes da placa.

4.3.1 — RESULTADOS DOS TESTES DE CONCENTRACAO BACTERICIDA
MINIMA (CBM) PARA AS CEPAS HOSPITALARES DE S. aureus MRSA e MSSA
Devido a formagdo de precipitado e ou ao fato de os extratos vegetais
apresentarem cor intensa, isso prejudicou a observagao e confirmagao da CIM. Por
esse motivo optamos por desconsiderar a CIM e utilizar somente os valores da
Concentragao Bactericida Minima (CBM). Foram testadas ao todo 52 cepas e a
Tabela 6, de resultados que apresenta as diluigdes em que se observou a agao
bactericida ou antibacteriana esta apresentada no Anexo 1. Os valores de CBM para

cada extrato vegetal estao indicados na Tabela 3.

TABELA 3 — Concentragbes Bactericidas Minimas (CBM) de extratos hidroetandlicos de
Psidium gquajava var. pomifera, Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, Pothomorphe
umbellata, Bidens pilosa e Piper sp, encontradas em testes com 52 cepas hospitalares de
S. aureus MRSA e MSSA, coletadas na Santa Casa de Sao Paulo.

Extrato vegetal CBM (mg/mL) % de cepas
Psidium (goiabeira) 46,75 84,6
23,38 26,9
Hymenaea (jatoba) 53,25 98,1
26,62 86,6
13,31 53,9
6,65 32,7
3,33 9,6
Pothomorphe 50 88,6
(pariparoba) 25 36,7
12,5 3,8
Bidens pilosa 51,75 92,3
(picdo-preto) 25,87 11,5
Piper sp (pariparoba) 47 98,1
23,5 40,4
11,75 21,2
5,87 7,7

Os testes estatisticos realizados para comparar a diferenca entre os resultados
das cepas MRSA e MSSA estao apresentados no Anexo 3, na mesma planilha do
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programa de computador que o realizou. A Tabela 4 apresenta uma compilagado dos
resultados dos testes estatisticos.

Os gréficos a seguir (Fig. 6) indicam as frequéncias relativas de cepas inibidas
as concentracdes bactericidas ou antibacterianas minimas, na diluicdo dos extratos
até Y4 e menores que 4; optamos por essa disposi¢ao, pois o0 controle com etanol
apresentou inibicdo até essa diluicdo, logo, a inibigdo dos extratos a uma diluicdo
menor do que essa marca foi considerada como acao antibacteriana real do extrato.

A agao do controle € de 0% a partir da diluicado de 1/8 e dessa forma nao ha
variabilidade de dados que viabilize um teste de associacdo comparando o extrato e
o controle. Alternativamente, construimos intervalos de confianca de 95% da agao
antibacteriana dos extratos com o intuito de verificar se eles tém acéo similar ao
controle. Esses resultados estdo apresentados na Figura 5 na forma de um

diagrama e no Anexo 4 encontram-se os calculos feitos pelo programa Epi Info.

TABELA 4 — Frequéncia absoluta de cepas MRSA e MSSA com CBM de extratos de plantas
até a 42 diluicdo e acima dela; resultados do Teste X* (e graus de liberdade) e Teste Exato
de Fisher (*) para comparagao entre os dados das cepas MRSA e MSSA, nivel de
significancia p < 0,05.

Extratos Diluicao | MRSA | MSSA | Total P Graus de | Conclusao

vegetais liberdade | MRSA e
MSSA
Psidium 0-42 20 18 38
goiabeira 82-642 |9 5 14 46,3 1 iguais
Total 29 23 52
Hymenaea  0-42 4 3 7
jatoba 82-642 | 25 20 45 99,9* - iguais

Total 29 23 52

Pothomorphe 0-42 17 16 33
pariparoba  82-642 | 12 7 19 41,6 1 iguais
Total 29 23 52

Bidens 0-42 27 19 46
picao-preto  8%-64% |2 4 6 38,7* - iguais
Total 29 23 52

Piper 0-42 16 15 31
pariparoba  8%-642 | 13 8 21 46,3 1 iguais
Total 29 23 52

----: n&o se aplica.

A Foto 6 apresenta as imagens de alguns experimentos que ilustram a agao
antibacteriana dos extratos vegetais em comparagao ao controle com etanol e

também o tamanho dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano dos extratos
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vegetais em comparagdo com os antibioticos de referéncia e com o controle de

etanol.
44 115 234
Bidens | f |
picdo-preto o s “
Psidium | i {
goiabeira
236 3% 51
Pothomorphe | I I
pariparoba
27 40 549
Piper | | |
pariparoba
742 86,5 944
Hymenaea | I |
jatoba

FIGURA 5-Diagrama dos intervalos de confianca (95%) das freqléncias relativas de cepas inibidas em diluicées menores
que 114, dos extratos de Bidens pilosa, Psidium guajava var. pomifera, Pothomorphe umbellata, Piper sp e Hymenaea
courbaril var. stilbocarpa.

60



2/5177JICBM EXTRATO 2
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216 Gad

FOTO 6- Resultados de alguns testes (CBM e Disco-difuséo). Extratos (1) P. guajva var.
pomifera, (2) H. courbaril var. stilbocarpa, (3) P. umbeliata, (5) B. pilosa, (9) Fiper sp, (A)
etanol, (van) vancomicina, (oxa) oxacilina, {cfl) cefalotina; CBM dilui¢cdes: (2) Y%, {4) %4, (8) 1/8,

(16) 1418, (32)1/32.
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Freqiiéncia de cepas inibidas por
concentragoes do Controle Etanol
00%

CBM
wde r 3 1900 mgimL
{diluig&o <1/4)
e <150,0 mgdmL
(diluigdo =144)

Freqiiéncia de cepas inibidas por
concentracoes do Controle Extrato 5

CBM
wderasl 7 ma/mbL
{diluigdo <1/4)
o 2517 mgimb
(diluigdo =144)

Freqiiéncia de cepas inibidas por
concentracoes do Controle Extrato 1

CBM
=de 9354467 ma/mL
(diluigdo <1443
o <46 7 mg/mL
{diluigdo =1/4)

Freqiiéncia de cepas inibidas por
concentragoes do Controle Extrato 3

CBM
wde ras00ma/mL
(diluigdo <1/4)
o <500 rmgfmbL
[diluigdn =1/4)

Freqiiéncia de cepas inibidas por
concentracoes do Controle Extrato 9

CcBM
wde 940 3 47 0 ma‘mL
(diluigdo <1/4)
8 <47 0 mgfml
[diluigdo =144)

Freqiiéncia de cepas inibidas por
concentracoes do Controle Extrato 2

CEM

wde 1065 453 2 mofmL
(diluigdn <1/4)
o <532 mg/mL
(diluigdo =1/4)

FIGURA 6 — Graficos das porcentagens de cepas de S. aureus sensiveis as diluigbes dos extratos
vegetais e do controle com etanol, menores e iguais que ¥ e maiores que %, nos testes de CBM.
r: resistente; 1: Psidium guajava var. pomifera (goiabeira); 2: Hymenaea courbaril var.

stilbocarpa (jatoba); 3: Pothomorphe umbellata (pariparoba); 5: Bidens pilosa (picao -
-preto); 9: Piper sp (pariparoba).

4.3.2 - RESULTADOS DOS TESTES DE DISCO — DIFUSAO PARA AS CEPAS
HOSPITALARES DE S. aureus MRSA e MSSA

Foram testadas ao todo 52 cepas e a Tabela 7, de resultados que apresenta o
tamanho dos halos de inibicdo para cada extrato esta apresentada no Anexo 2.
Abaixo apresentamos na Tabela 5 os didmetros de halos de inibigdo na forma de
intervalos que vao desde 0 (resistente ao extrato) até 26 mm.

O tamanho dos halos dos extratos de Psidium guajava var. pomifera (goiabeira)
e Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (jatoba) mediram em sua maioria entre 8 e 10
mm, com uma tendéncia dos halos do extrato de goiabeira serem menores para as
cepas MSSA; os halos dos extratos Pothomorphe umbellata (pariparoba) e Bidens

pilosa (picao-preto) mediram em sua maioria entre 0 e 7 mm (considerando-se 0s
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halos vestigiais nesta categoria); os halos com maior medida foram aqueles do

extrato de Piper sp (pariparoba), com a maioria medindo entre 20 e 26 mm.

TABELA 5 — Frequéncias absolutas (e relativas) de tamanhos (mm) de halos de inibigéo
para cada extrato vegetal testado nas cepas MRSA e cepas MSSA do departamento de
microbiologia da FCMSCSP.

MRSA Intervalos de tamanho de halo de inibigdo
Extratos 0-7 8-10 11-13 | 14-16 | 17-19 20-26 total
Psidium
goiabeira 5 (17%) 22 (76%) 1 0 0 1 29
Hymenaea
jatoba 0 24 (83%) 5 0 0 0 29
Pothomorphe
pariparoba |21 (72%) 7 1 0 0 0 29
Bidens
picdo-preto | 24 (83%) 3 1 1 0 0 29
Piper
pariparoba 1 0 2 2 6 18 (62%) 29
Controle
Alcool 29 0 0 0 0 0 29
MSSA Intervalos de tamanho de halo de inibigao
Extratos 0-7 8-10 11-13 | 14-16 | 17-19 20-26 total
Psidium
goiabeira 8 (34%) 14 (60%) 1 0 0 0 23
Hymenaea
jatoba 0 20 (87%) 3 0 0 0 23
Pothomorphe
pariparoba | 17 (74%) 4 2 0 0 0 23
Bidens
picao-preto | 19 (83%) 4 0 0 0 0 23
Piper
pariparoba 0 0 0 5 3 15 (65%) 23
Controle
Alcool 23 0 0 0 0 0 23

Os halos de inibicdo de crescimento bacteriano dos controles com antibiéticos
de referéncia tiveram seu tamanho entre as medidas esperadas para o padrao
internacional do CLSI (2007), sendo que nenhuma das cepas apresentou resisténcia
ao antibiético Vancomicina. Para o controle com etanol, nenhuma das cepas
apresentou halos de inibicdo mensuravel, sendo os halos somente nulos ou

vestigiais.

5- DISCUSSAO

Apesar das CBM de Pothomorphe umbellata (pariparoba), Bidens pilosa (picao-
preto) e Piper sp (pariparoba) apresentarem a mesma concentragdo alcodlica do
controle com etanol (Tabela 2), o numero de colbénias que cresceram nas placas
desse controle é nitidamente maior nas diluicbes menores que as das referidas CBM
dos extratos citados. Isso comprova a acdo antibacteriana ndo somente do etanaol,
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mas também dos extratos vegetais. Esse fato fica bem ilustrado nas imagens da
Foto 6, quando comparamos o crescimento na placa do controle com etanol e as
placas de cada extrato vegetal na diluicao de 1/8.

O extrato de Bidens pilosa (planta toda de picdo-preto) foi 0 que menor agao
antibacteriana apresentou. Em concentracbes menores que a diluicdo de 4 desse
extrato vegetal, o intervalo de confianga das frequéncias relativas de cepas inibidas
apresentou valor muito proximo ao do controle, ou seja, 4,4% para o extrato de B.
pilosa e 0% para o controle (Fig. 5). Se in vitro a concentragdo desse extrato foi
pouco eficiente na agdo antibacteriana, essa mesma concentragdo teria alguma
acgao in vivo, quando em preparacgdes tradicionais? Acreditamos ser pouco provavel,
devido aos proprios mecanismos de absorcao, distribuicdo e de metabolizacdo no
figado dos organismos humanos produzirem consideraveis perdas de PA. Novos
estudos devem ser realizados para comprovar tal suposicao.

A auséncia de PA antibacteriano, que poderia ser uma hipotese para a
porcentagem pequena de cepas com inibicdo as diluicbes de extrato menores que 74
(Fig. 6), estaria descartada por alguns motivos que exporemos a seguir:

- no nosso experimento observamos 11,5% de cepas com concentracédo bactericida
menor do que o controle;

- foram observados halos vestigiais de inibigdo de crescimento bacteriano nos testes
de disco-difusédo (Fig. 7 no Anexo 5);

- houve um crescimento diferencial menor de col6nias, comparado com o controle,
mesmo em diluigdes menores do que a concentragao antibacteriana menor (Foto 6).

Além desses motivos, estudos descrevem a acgao antibacteriana de extratos
hidroetandlicos de Bidens pilosa sobre Staphylococcus aureus ou Staphylococcus
coagulase positivo (Rabe e van Staden, 1997 apud Taylor, 2005; Schuch, 2007).

As concentragdes bactericidas minimas (CBM) descritas para B. pilosa em
nosso estudo estdo apresentadas na Tabela 3. Schuch (2007), relata em seu estudo
com Staphylococcus coagulase positivo uma concentracdo de inativagéo

(bactericida) de 30 mg/mL para extratos hidroetandlicos.

Rabe T, van Staden J. Antibacterial activity of South African plants used for
medicinal purposes. 1997 apud Schuch LFD. Plantas medicinais em atencao
primaria veterinaria: atividade antimicrobiana frente a bactérias relacionadas com
mastite bovina e com dermatofitos. Tese de Doutorado, UFRGS, 2007, 256 p.
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O motivo do numero reduzido de cepas inibidas com concentragdo menor que a
CBM e da presenga de halos de inibigao vestigiais, pode ser o fato da concentragéo
praticada em nosso estudo ter sido menor. Concentragdes maiores poderiam ser
obtidas através de métodos de extragdo mais precisos e seria bem possivel a
extragdo de PA para utiliza-los como matéria-prima no desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos. Da Silva (2007) reproduz uma tabela de Valdes e Rego
(2001) que apresenta 3 compostos bacteriostaticos (Acido Lindlico, Acido a-
linolénico e Esqualeno) e 3 compostos antibacterianos (Fenilheptatrina; n-alcanos;
Estigmasterol, B-sitosterol, campestrol) obtidos de extrato com éter de petroleo.

Os extratos de Psidium gquajava var. pomifera (casca de goiabeira),
Pothomorphe umbellata (folhas de pariparoba) e de Piper sp (folhas de pariparoba)
tiveram resultados muito préximos (26,9%; 36% e 40%, respectivamente),
apresentando intervalos de confianga que se sobrepdem. Isso € um bom indicativo
de que estatisticamente seriam semelhantes em ag¢ao antibacteriana; apesar de nao
ser possivel uma analise estatistica.

Um fato digno de nota é a variagdo do tamanho do halo de inibigdo de
crescimento bacteriano de Piper sp nos teste de disco-difusao: @ 20-26 mm deste,
contra @ 0-7 mm de P. umbellata e @ 8-10 mm de P. guajava (Tabela 5). A julgar
pela porcentagem de cepas inibidas pelo extrato de Piper sp as diluicbes maiores
que 7 (Fig. 6) ser a maior das trés e de apresentar os maiores halos de inibicao,
poderia se supor dai a sua superioridade em relagdo aos extratos de Pothomorphe
umbellata e Psidium guajava var. pomifera. Contudo, pudemos notar que tamanho
de halo nao significa melhor agdo bactericida, ja que os halos de Hymenaea
courbaril apresentaram @ 8-10 mm, porém sua ag¢ao bactericida foi muito superior a
de Piper sp.

Outra questdo que se nos apresenta é se existe real agao in vivo das
preparagdes tradicionais dessas plantas. SO seria possivel uma acao se ficasse
provado em novos estudos que a farmacocinética e a farmacodinamica desses
extratos, da forma como foram preparados, pudessem garantir uma concentragéao

minima de ag&o nos tecidos vivos e auséncia de toxicidade.

Valdes HAL, Rego HPL. Bidens pilosa Linné, 2001 apud da Silva AJ. Bidens
pilosa L. Trabalho de Conclus&o de Curso de Fitomedicina da Fund Herbarium,
2001, p. 5.
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A julgar por alguns estudos com essas plantas utilizando modelos animais,
podemos ter uma idéia de sua agéo farmacoldgica: Lutterodt (1992) obteve 65% de
inibicdo da taxa de propulsdo em intestino de ratazanas a uma dosagem de 0,2
mg/Kg utilizando extratos aquosos de folhas de P. guajava, a CBM dessa planta em
nosso estudo foi de 23,38 mg/mL; Amorim et al. (1988) aplicando doses orais de 250
e 1250 mg/Kg ou subcutaneas de 100 e 500 mg/Kg em ratos infectados, observou
que P. umbellata evidenciou uma forte atividade antimalarica. Em nosso estudo a
CBM dessa planta foi de 50 mg/mL; Souccar e Lapa (1997), tratando previamente
ratazanas com extratos de Piper marginatum com 50 e 100 mg/mL observaram
reducao de 40 e 70% no edema produzido por carregenina em suas patas; a CBM
de Piper sp, em nosso estudo, foi de 47 mg/mL. Por comparacao, acreditamos,
portanto, ser bem provavel que as concentragdes praticadas em nosso estudo
apresentem alguma acao farmacoldgica detectavel em estudos futuros.

As CBM descritas para P. guajava var. pomifera em nosso estudo estdo
descrtitas na Tabela 3.

Gongalves et al. (2008) encontrou diametros de halos de inibicdo de
crescimento bacteriano que variaram entre 8,25 - 9,25 mm, sob a concentracdo
estimada de 96,87 mg/mL. Em nosso estudo os halos de inibicdo de crescimento
bacteriano foram de 8-10 mm para a maioria das cepas testadas sob as referidas
CBM. Porém, na literatura encontramos CIM de 0,25 mg/mL para extratos etanol e
agua de casca de P. guajava nos trabalhos de Sanches et al. (2005) feito com
microdiluicdo, Hindler e Munro (2004) afirmam que a macrodiluigdo é preferivel a
microdiluicdo, pois possibilita um melhor controle das variaveis técnicas e teste de
in6culos maiores; Betoni et al. (2006) conseguiram diminuir a concentragao inibitoria
minima de 0,52 para 0,13 mg/mL utilizando associagdes de extrato etandlico de
folhas com antibidticos. Isso poderia defender a tese de que a fitoterapia pode ser
um bom aliado das terapias convencionais. Além disso, o uso de extratos de plantas
associados com antibiodticos, poderia ser uma opg¢ao de baixo custo e pouco risco de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, uma vez que no fitoterapico ha a
presenga de um grupo de fitocompostos que tém acgéo conjunta; em detrimento de
antibidticos que apresentam um unico farmaco.

Os estudos de toxicidade aguda, apresentados na revisdo de literatura,

sinalizam haver uma aparente seguranga no uso de extratos de P. guajava em
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concentragdes semelhantes as utilizadas em nosso estudo. A DLsy descrita foi de 5
g/Kg e os extratos de folhas ndo apresentaram disturbios na diviséo celular (Jaiarj et
al., 1999; Martinez et al., 2001; Manosroi et al., 2006).

Um provavel mecanismo de agdo que poderia justificar a agcao antibacteriana
observada em nosso estudo €& apresentado nos estudos de Razak et al. (2006),
onde extratos aquosos de folhas de P. guajava na concentracédo de 1 mg/mL,
reduziu a propriedade hidrofébica da superficie celular de Streptococcus sanguinis,
Streptococcus mitis. A justificativa so seria valida se o mecanismo de aderéncia
entre as bactérias de S. aureus, proposto por Arciola et al. (2001), for semelhante ao
mecanismo de aderéncia de Streptococcus sp as superficies.

Burkill (1997), citado por Gutierrez et al. (2008), revela a presenca de 20-30%
de taninos na casca da arvore de P. guajava, além de outros constituintes como
flavonoides, 6leos essenciais, alcoois sesquiterpendides e acidos triterpendides
referidos por llha et al. (2008). Destes, podem ser antibacterianos alguns taninos,
alguns flavondides (como a quercetina) e certos 6leos essenciais (Santos e Mello,
Zuanazzi e Montanha, Spitzer in Simdes et al., 2003).

As CBM descritas para Pothomorphe umbellata e Piper sp, em nosso estudo,
estao apresentadas na Tabela 3. A eliminacdo da maioria das cepas foi semelhante
para os extratos vegetais dessas espécies, apresentando valores de CBM muito
préximos, porém Piper sp apresenta uma tendéncia em ter mais cepas inibidas a
CBM menores.

As espécies Piper sp e P. umbellata pertencem a mesma familia. Os didametros
dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano para Piper sp, ja referidos acima,
foram sensivelmente maiores (20-26 mm) do que P. umbellata (0-7 mm), isso pode
evidenciar a diferenga bioquimica entre essas duas espécies. Esse fato inspira
cuidado, pois, popularmente, essas espécies sdo conhecidas pelos mesmos nomes
vernaculares (Capeba, Pariparoba etc.) e, por isso, sdo passiveis de serem
confundidas por leigos.

Duarte et al. (2004) descrevem para extratos de P. marginatum uma “forte

inibicdo” com CIM de 0,2 mg/mL, a CIM de Piper aduncum contra a mesma bactéria

Burkill HM. The useful plants of West Tropical Africa, 1997 apud Gutierrez RM,
Mitchel S, Solis RV. Psidium guajava: A review of its traditional uses,
phytochemistry and pharmacology. J Ethnoph., 2008; 117: 1-27.
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foi de 1,8 mg/mL, dados semelhantes aos encontrados para as espécies de nosso
estudo.

Quanto a seguranga toxicologica do extrato de P. umbellata, € notavel que
doses orais simples de 1,2 e 5 g/lKg por massa corporal ndo tenha induzido
mortalidade em roedores, nem 500 mg/Kg por um periodo longo (Barros et al.,
2005). Podemos supor, portanto, que dosagens semelhantes as do nosso
experimento possuem uma relativa seguranga. Quanto a Piper sp, enquanto n&o
tivermos a identificacao correta da espécie, ndo sera possivel obter dados de outros
estudos toxicologicos.

Dos compostos quimicos presentes em P. umbellata, aqueles classificados
como 6leos essenciais, taninos, xantonas, fenilpropandides, flavononas, flavonois e
flavonas tém apresentado compostos da mesma classe com atividade
antimicrobiana (Santos e Mello, Kuster e Rocha, Simbes e Spitzer, Zuanazzi e
Montanha, Carvalho et al. in Simdes et al., 2003; Fascinelli et al., 1999). Em Piper
sp, foram encontrados alguns compostos pertencentes aos grupos citados para P.
umbellata como: fenilpropanoides e flavondides em P. marginatum (de Oliveira et al.,
2006; Reigada et al., 2004); além desses, diidrochalconas extraidas de folhas de
Piper aduncum apresentaram também atividade antibacteriana (Ojarla et al., 1994).

Os intervalos de confianga para Hymenaea courbaril var. stilbocarpa deixam
evidentes a superioridade dessa espécie, em relagao as outras, como fornecedora
de principios ativos antibacterianos. A¢des in vivo das preparacgdes tradicionais, a
julgar pelas CBM encontradas em nosso estudo, seriam provaveis, mas isso
somente seria comprovado se novos estudos esclarecedores sobre a
farmacocinética e a farmacodindmica desse extrato, da forma como foi preparado,
pudesse garantir uma dosagem minima de agao nos tecidos vivos e auséncia de
toxicidade.

A CLsp é a concentragao letal para 50% das larvas de Artemia salina, um teste
muito utilizado ultimamente nos estudos prévios de toxicidade, Pereira et al. (2007)
encontraram CLsp de 8,83 ug/mL utilizando o 6leo da resina do jatoba, uma dosagem
relativamente toxica. Contudo, em nossos estudos utilizamos extratos da casca da
arvore; essa pode apresentar componentes quimicos diferenciados.

Caramori et al. (2004) propdéem que novos estudos devem ser feitos para avaliar
a toxicidade das sementes de jatoba devido a sua alta concentracdo de taninos. E

provavel a presenca desse composto na casca da arvore, pois ao adicionarmos o
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extrato de H. courbaril ao meio de cultura BHI, rico em proteinas, imediatamente
ocorria a deposicao de precipitado. Santos e Mello (in Simbdes et al., 2003)
descrevem um teste muito semelhante para identificar a presenga de taninos num
extrato, mas esse teste ndo € especifico, pois alguns polifendis podem apresentar
uma reagao positiva ao se encontrarem em altas concentracdes.

Considerando a alta produgdo, e provavel uso, de seiva do jatoba por
comunidades tradicionais apresentadas por Lima (2007) e, também, segundo o
mesmo autor, que a seiva apresenta as mesmas propriedades que o cha elaborado
a partir da casca, possivelmente, os niveis de toxicidade da casca do jatoba seriam
muito baixos ou inexistentes; uma vez que uma planta toxica jamais teria seu uso
tao difundido a ponto de uma producéao de seiva chegar a 500 a 1.100 litros de seiva
de jatoba/ ano. Novos estudos de toxicidade aguda e crénica para H. courbaril var.
stilbocarpa sdo necessarios e urgentes para convalidar as propriedades medicinais
preconizadas pela cultura popular e garantir a seguranga das pessoas que fazem
uso dessa planta.

As CBM do extrato hidroetandlico de H. coubaril var. stilbocarpa observadas em
nosso experimento estdo na Tabela 3.

De Souza et al. (2004) citado por Fernandes et al. (2005) para CIM de 2,5
mg/mL, encontrou 54,0% de inibigdo de cepas de Staphylococcus sp por extratos de
jatoba. Fernandes et al. (2005) encontrou 63,3% de inibicdo das espécies bactérias
Gram-positivas com concentragcbes estimadas de 1,25 mg/mL. Verpoorte e Dihal
(1987) com S. aureus obteve halos de inibicdo de crescimento bacteriano com
diametros maiores 15 mm sob concentracées de 50 mg/mL e 5 mg/mL. Em nossos
estudos os halos foram de 8-10 mm como referido acima. Os dados encontrados em
nosso experimento estdo de acordo com os estudos referidos aqui.

Segundo Fernandes et al. (2005) H. courbaril possui componentes quimicos
como taninos e flavonoides, cujos compostos a atividade antimicrobiana

provavelmente esteja associada. Muitos trabalhos descrevem os efeitos

de Souza GC, Haas AP, von Poser GL, Schapoval EE, Elisabetsky E.
Ethnopharmacological studies of antimicrobial remedies in the south of Brazil, 2004
apud Fernandes TT, dos Santos ATF, Pimenta FC. Atividade Antimicrobiana das
Plantas Plathymenia reticulata, Hymenaea courbaril e Guazuma ulmifolia. Ver. Pat.
Trop., 2005; 34 (2), p. 113-22.
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farmacoloégicos dos flavondides, principalmente a atividade antimicrobiana
(Middleton et al.,2000; Fukai et al., 2002; Erasto et al., 2004).

Atualmente o combate as bactérias resistentes parece ser uma luta ingrata, pois
sempre 0Ss microrganismos terminam por adquirir resisténcia aos novos
antimicrobianos descobertos. Esse fato é capital, pois o trabalho aqui apresentado
daria inicio a descoberta de PA ao qual, provavelmente, alguma cepa de um
microrganismo ja apresentaria resisténcia prévia. Bastaria um novo medicamento,
fitoterapico ou ndo, comecgar a ser utilizado em grande escala, e de maneira
incorreta e abusiva, que as cepas resistentes seriam selecionadas, aumentando sua
incidéncia. Dentro desse escopo, € notavel na literatura cientifica que extratos brutos
de plantas com PA antibacterianos, como Bidens pilosa, Psidium guajava e
Hymenaea courbaril ou mesmos alguns PA isolados desses extratos, apresentem
agao sobre o sistema imunologico, seja como estimuladores ou como moduladores
(Pereira et al., 1999; Seo et al., 2005; Rosario, 2006).

Chama nossa atencgao o fato de que talvez fosse necessario mudar o paradigma
anterior, o da busca de novos antimicrobianos, e resgatar idéias que poderiam ter
sido pouco consideradas, como as descritas Hutzer (in Lacaz, 1969): “Quando o
homem torna-se doente... a medicina utiliza-se de algumas forgcas fundamentais
para fazer que a moléstia seja vencida... assegurar e reforcar os mecanismos de
resisténcia do hospedeiro...”, ou seja, adotarmos um novo paradigma: a busca de
antimicrobianos que também estimulem a imunidade do organismo humano ou a
busca de PA que melhorem a imunidade do ser humano contra microrganismos
patogénicos.

Devido a auséncia de formagcao de halo de inibicdo bacteriana nos testes do
item 3.2.1 para os extratos de Musa sp e Sonchus oleraceus e sua consequente
exclusdo dos testes posteriores, ndo se pode afirmar da auséncia de acgao
antibacteriana desses extratos vegetais. Outros estudos devem ser realizados para

essa comprovagao.

70



6- CONCLUSOES

Os extratos hidroetandlicos de Bidens pilosa (picao-preto, planta toda), Psidium
guajava var. pomifera (goiabeira, casca da arvore), Hymenaea courbaril var.
stilbocarpa (jatoba, casca da arvore), Pothomorphe umbellata (pariparoba, folhas) e
Piper sp (pariparoba, folhas) possuem atividade antibacteriana ou bactericida contra
cepas de Staphylococcus aureus MRSA e MSSA.

Outros estudos devem ser realizados para comprovar a auséncia de acgao
antibacteriana dos extratos vegatais de Musa sp (bananeira: casca do fruto verde;
casca do fruto madura; inflorescéncia) e Sonchus oleraceus (serralha, planta toda).

Comparando os extratos, para as concentracées preparadas em nosso modelo
experimental, podemos considerar que: B. pilosa apresentou menor acao; P.
guajava var. pomifera, P. umbellata e Piper sp, com resultados muito proximos entre
si, tém acdes de carater mediano; H. courbaril var. stilbocarpa agao muito superior
aos outros extratos e ao controle com etanol.

Todas as plantas de nosso estudo podem ser consideradas como potenciais
fornecedores de P.A. antibacterianos para futuros estudos de desenvolvimento de
novos antimicrobianos e ou fitoterapicos.

A acdo dos extratos dessas plantas em nossos experimentos, com exceg¢ao de
B. pilosa, poderia fundamentar o uso de preparagdes tradicionais delas, desde que
se comprovasse que a farmacocinética e farmacodindmica desses extratos
possibilitam concentragdes ativas e seguras aos tecidos humanos. Portanto, novos
estudos devem ser realizados para avaliar a seguranga dos extratos dessas plantas
para uso segundo as tradigdes populares.

Nosso estudo € um &étimo indicativo de que a preservacdo dos ecossistemas
naturais e da biodiversidade brasileira € uma questdo ndo s6 de sobrevivéncia e
qualidade ambiental, mas também de manutencdo e busca da saude organica,
através da descoberta de P.A. ainda desconhecidos ao ser humano, mas que estao

presentes nas plantas em geral.
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7- ANEXOS
ANEXO 1

TABELA 6 — Fracao de diluicdo dos extratos e do controle com alcool que caracterizou a
Concentragao Bactericida Minima (CBM) para cada cepa de S. aureus testada com os
extratos vegetais de (1) Psidium guajava var pomifera (goiabeira), (2) Hymenaea courbaril
var. stilbocarpa (jatoba), (3) Pothomorphe umbellata (pariparoba), (5) Bidens pilosa (picao-

preto), (9) Piper sp (pariparoba).

FRACAO DA CBM
EXTRATOS CONTROLE

CEPAS 1 2 3 5 9 etanol
1 213534 R 4 82 4 4 4 4
2 213673 -AR 8@ 16 4 42 4 4
3 214667 R 8 64 8 4 8 4
4 214683 R 82 64 82 437 42 42
5 216007 R 8 32 8* 4 16* 4
6 LC2333382 R 8 16 8* 4 8* 4
7 213673-B R 8 16 8* 42 16* 4
8 215177 R 4* 8 4* 4 4* 42
9 215943 R 4* 32 4* 4 162 -—--
10 | 215961 R 8* 8 8* 4? 16* 4
11 | 216186 R 4* 322 16* 4 32* 2
12 | 219404 R 2* 4 - 4 4* 4
13 | 219666 R 8* 8 4* 4* 32* 4
14 | LC2274719 R 2* 16 2* 4* 4* 4
15 | LC2320476 R 4* 32 8 4* 16* 4
16 | LC2400952 R 4* 16 - 8* 16* 4
17 | 186500 R 4 42 2 2 4 2
18 [ 187720 R 2 8 4 4 4 42
19 | 178112 R 2 16 4 4 4 4
20 | 182513 R 2 8 42 4 4 4
21 | 33511 R 4 4 4 4 4 2
22 | 182426 R 4 32 4 ---? 8 4
23 | 186744 R 47? 327 87 47? 327 47?
24 | 33591 R 2 8 42 4 4 42
25 |851R 42 16 8 4 82 4
26 | ATCCOXAR 4 8@ 4 4 4 4
27 | 2491218 R 4 8 8 4 4 4
28 | 2263288 R 4 27 16 4 4 4
29 | 2326668 R 8 8 8 8 8 4
30 | 2264152 R 4 162 4 4 4 4
31 | 187665 S 4 32 8 8@ 8 4
32 | ATCC 8 642 4 4 4 4

25923 S
33 [213888 S 4 162 4 42 42 4
34 |216083 S 42 32 8* 47? 4* 4
35 |ATTC 8ar* 322 8a* 4 328 4

25923-B S
36 | 215553 S 8a* 8 4* 2 2* 4
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FRACAO DA CBM
EXTRATOS CONTROLE
CEPAS 1 2 3 5 9 etanol

37 | 215936 S 2@ 4 2" 4 4* --?
38 | 182463 S 82 47? 8 8 8 4
39 | 182532 S 4 32 8 8 16 4
40 | 184243 S 4 8 4 4 8 4
41 | 186037 S 4 8 4 4 4 4
42 | 186529 S 4 8 4 4 4 4
43 | 182518 S 2 82 4 4 4 2
44 | 169900 S 4 8 4 4 4 4
45 170173 S 4 32 8 4 8 4
46 | 170883 S 4 16 4 4 4 -
47 1171241 S 4 64 4 4 4 4
48 | 171249 S 8 64 2 8 8 4
49 | 29213 S 4 16 8 4 8 4
50 | 846 S 4 8 4 4 4 2
51 | 853 S 4 32 4 2 4 4
52 | 858 S 4 16 4 4 4 4
53 | ATCC OXA S 4 4 4 4 4 4

8. 99,84% de inibigéo; ----: resistente; ?: dados questionaveis (presenga de contaminantes); *: troca de extrato;

Fracbes da CBM: 2=1/2, 4=1/4, 8=1/8, 16=1/16, 32=1/32, 64=1/64; A: 1° teste; B: 2° teste; S: sensivel a oxacilina
(MSSA); R: resistente a oxacilina (MRSA).

ANEXO 2

TABELA 7 — Comparagao entre os diametros dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano de S. aureus, nos testes de Disco-difusdo em agar com os extratos
hidroetandlicos das plantas (1) Psidium guajava var pomifera (goiabeira), (2) Hymenaea
courbaril var. stilbocarpa (jatoba), (3) Pothomorphe umbellata (pariparoba), (5) Bidens pilosa
(picao-preto), (9) Piper sp (pariparoba), do controle com etanol e dos antibiéticos de
referéncia apresentados (menor halo medido).

Extrato Controle
CEPAS 1 2 3 9 |OXA VAN CFL | etanol
80%

1 213534 R * 8 — 12 | - 18 7
2 | 213673R SC sC sC SC SC | scC sc sc sc
3 | 214667 R 8 10 * 7 9 15 25 *

4 | 214683 R 23 12 * 16 18 | ---- 24 19
5 | 216007 R * 9 * - 251 10 18 30
6 |LC2333382R| 8 10 * — 25| 21 8
7 | 213673-BR * 12 * 11 | - 19 9 *

8 | 215177 R 10 10 9 - 16 | ---- 25 8
9 |215943R 7 10 * 18 * 17 26
10 | 215961 R 8 10 * - 22 * 17 31
11 | 216186 R 8 10 9 23 | - 18 * *




Extrato Controle
CEPAS 1 2 3 5 9 | OXA VAN CFL | etanol
80%

12 | 219404 R 10 11 * 11 25| -—-- 20 9 -=m-
13 | 219666 R 10 9 * * 18 | - 22 10 S
14 | LC2274719R | 9 10 * * 25 * 19 30 *
15 |[LC2320476 R | 9 11 * 9 23 * 17 23 *
16 | LC2400952R | 10 9 7 7 20| --—-- 17 23 *
17 | 186500 R 8 8 * * 16 * 18 23 -—-=
18 | 187720R * 8 * * 20 * 18 23
19 | 178112R 9 9 * 10 17 | ---- 20 27 -
20 | 182513R 9 10 - N EEE 20 29
21 | 33511R 9 10 9 8 22 * 21 * —
22 | 182426 R 8 11 11 * 26 * 25 35 N
23 | 186744 R 9 10 7 7 21| --—- 23 24 S
24 | 33591R 8 9 10 21| - 17 * N
25 | 851R 8 9 * * 25 * 27 31 e
26 |ATCCOXAR | 11 9 8 7 23 - 17 * ———
27 [ 2491218R [ 10 10 8 * 19 | 20 *
28 | 2263288 R 9 9 * * 19 | - 20 * S
29 | 2326668 R 10 9 8 * 22| - 20 — ===
30 | 2264152 R 8 9 * - 25 * 17 24 S
31 | ATCC 11 13 -—-- * 15| 22 21 35 -

25923 S
32 | 213888 S * 9 * 14 | 14 17 31 *
33 | 216083 S * 9 S - 25| 22 21 37 S
34 | ATTC 8 10 * * 21| 28 20 40 *

25923-B S
35 | 215553 S * 10 * 14 | 22 25 38
36 | 215936 S * 9 S 14| 21 26 37 S
37 | 187665 S 9 9 10 8§ 18| 19 17 30 *
38 | 182463 S * 10 10 * 23| 13 23 35 S
39 | 182532 S 8 10 11 * 23| 13 26 37 S
40 | 184243 S 9 9 9 8 21 20 17 27 *
41 | 186037 S 8 9 * 20| 17 17 25 *
42 | 186529 S 8 9 * * 21| 18 19 28
43 | 182518 S - 9 * * 21 21 25 37 -
44 | 169900 S 9 8 * * 21| 15 20 30
45 | 170173 S 7 10 * 8 20| 19 22 32 S
46 | 170883 S 10 11 * * 19 ] 19 21 43 S
47 [ 1712418 9 11 10 10 23| 26 24 52
48 [ 171249'S 9 10 13 * 20| 16 22 33
49 |29213S 8 9 * * 18 | 22 16 36 *
50 |846S 8 8 * * 16 | 17 18 30 *
51 |[853S 8 8 * 21 16 17 27 -
52 | 858S * 8 * 24 | 17 19 31 ——
53 | ATCCOXAS | 9 8 * * 26| 23 16 35 S
OXA - oxacilina; VAN — vancomicina; CFL — cefalotina; * - halo vestigial; ---- sem halo; sc: sem crescimento.

dados em vermelho: MRSA; dados em preto: MSSA; S: sensivel a oxacilina (MSSA); R: resistente a oxacilina
(MRSA).
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ANEXO 3
Teste Qui-quadrado e Teste Exato de Fisher, comparacao entre CBM das cepas
MRSA e MSSA. Planilhas do programa SPSS para testes estatisticos.
Frequency Table
Psidium guajava var. pomifera

Frequency | Percent Valid Percent Cumulative Percent

0 a 4a. diluicao 38 73,1 73,1 73,1
Valid | 8a a 64a diluigdo 14 26,9 26,9 100,0
Total 52 100,0 100,0

Hymenaea courbaril var. stilbocarpa

Frequency | Percent Valid Percent Cumulative Percent

0 a 4a diluigao 7 13,5 13,5 13,5
Valid | 8a a 64a diluigdo 45 86,5 86,5 100,0
Total 52 100,0 100,0

Pothomorphe umbellata

Frequency Percent Valid Percent | Cumulative Percent

0 a 4a diluicao 33 63,5 63,5 63,5
Valid | 8a a 64a diluigdo 19 36,5 36,5 100,0
Total 52 100,0 100,0

Bidens pilosa

Frequency | Percent Valid Percent Cumulative Percent

0 a 4a diluigao 46 88,5 88,5 88,5
Valid | 8a a 64a diluigdo 6 11,5 11,5 100,0
Total 52 100,0 100,0
Piper sp

Frequency Percent Valid Percent | Cumulative Percent

0 a 4a diluicao 31 59,6 59,6 59,6
Valid | 8a a 64a diluigdo 21 40,4 40,4 100,0
Total 52 100,0 100,0

Controle (alcool)
Frequency |Percent Valid Percent Cumulative Percent

Valid 0 a 4a diluicdo 52 100,0 100,0 100,0
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Crosstabs

Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N |Percent
Extrato 1 * Grupo 52| 100,0% | O ,0% 52| 100,0%

Psidium guajava var. pomifera * Grupo Crosstabulation

Grupo
Total
MRSA MSSA
Count 2 1
0 a 4a. diluigio 0" 0 8 38
% within Grupo | 69,0%  78,3% | 73,1%
Extrato 1
Count 14
8a a 64a diluigio o o S
% within Grupo | 31,0% | 21,7% | 26,9%
Total Count 29 23 52
% within Grupo | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value |df  Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square | ,563(b) | 1 ,453
N of Valid Cases 52

a Computed only for a 2x2 table

Hymenaea courbaril var. stilbocarpa * Grupo Crosstabulation

Grupo
Total
MRSA MSSA
0 a4a diluigao | o™ 4 3 !
% within Grupo | 13,8%  13,0% | 13,5%
Extrato 2
Count 25 20 45

8a a 64a diluicao
% within Grupo | 86,2%  87,0% | 86,5%

Count 29 23 52

Total
% within Grupo | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Fisher's Exact Test 1,000 ,632
N of Valid Cases 52

a Computed only for a 2x2 table

b 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,10.
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Pothomorphe umbellata * Grupo Crosstabulation

Grupo
Total
MRSA MSSA
0 a4a diluigao | o™ 17 16 33
% within Grupo | 58,6%  69,6% | 63,5%
Extrato 3
8a a 64a diluigao oM 12 ! 19
% within Grupo | 41,4%  30,4% | 36,5%
Count 29 23 52
Total
% within Grupo | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value |df  Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square | ,663(b) | 1 416
N of Valid Cases 52

a Computed only for a 2x2 table

Bidens pilosa * Grupo Crosstabulation

Grupo
Total
MRSA MSSA
0 a 4a diluigio Count 27 19 46
% within Grupo | 93,1%  82,6% | 88,5%
Extrato 5
8a a 64a diluigao oM 2 4 6
% within Grupo 6,9%  17,4%| 11,5%
Count 29 23 52
Total
% within Grupo | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Fisher's Exact Test ,387 ,229
N of Valid Cases 52

a Computed only for a 2x2 table

b 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,65.

77



Piper sp * Grupo Crosstabulation

Grupo
Total
MRSA MSSA
Count 1 1 1
0 a 4a diluigio 0" 6 > 3
0, H 1 o, 0, o)
Extrato 9 % within Grupo | 55,2% 65,2% | 59,6%
Count 1 21
8a a 64a diluigio o 3 8
% within Grupo | 44,8% 34,8% | 40,4%
Total Count 29 23 52
% within Grupo | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided) Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square | ,538(b) | 1 ,463
N of Valid Cases 52

a Computed only for a 2x2 table

Crosstabs

Warnings

No measures of association are computed for the crosstabulation of Controle (alcool) * Grupo. At least one
variable in each 2-way table upon which measures of association are computed is a constant.

Controle (alcool) * Grupo Crosstabulation

Grupo
Total
MRSA MSSA
Count 29 23 52
Controle (4lcool) 0 a 4a diluigio oo
% within Grupo | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Total Count 29 23 52
% within Grupo | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value
Pearson Chi-Square (a)
N of Valid Cases 52

a No statistics are computed because Controle (alcool) is a constant.
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ANEXO 4

Resultados da agao antibacteriana em limites de confianga; planilhas do programa
utilizado:

Epi Info

Results

FREQ Controle, E1, E2, E3, E5 e E9.

Controle

Forward

Controle_categ Frequency Percent Cum Percent
1 521100,0% 100,0%
Total 521100,0% 100,0%

95% Conf Limits
1 93,2% 0,0%

Psidium guajava var. pomifera E1
Back Forward Current Procedure
E1_categorizado Frequency Percent Cum Percent

1 38 73,1% 73,1%
2 14| 26,9% 100,0%
Total 52 100,0% 100,0%

95% Conf Limits
159,0% 84,4%
2 15,6% 41,0%

Hymenaea courbaril var. stilbocarpa E2
Back Forward Current Procedure
E2_categorizado Frequency Percent Cum Percent

1 7 13,5% 13,5%
2 45 86,5% 100,0%
Total 52 100,0% 100,0%

95% Conf Limits
156% 25,8%
274,2% 94,4%
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Pothomorphe umbellata E3
Back Forward Current Procedure
E3_categorizado Frequency Percent Cum Percent

1 33 63,5% 63,5%
2 19 36,5% 100,0%
Total 52 100,0% 100,0%

95% Conf Limits
149,0% 76,4%
2 23,6% 51,0%

Bidens pilosa E5
Back Forward Current Procedure
E5_categ Frequency Percent Cum Percent

1 46 88,5% 88,5%
2 6 11,5% 100,0%
Total 52 100,0% 100,0%

95% Conf Limits
176,6% 95,6%
244% 23,4%

Piper sp E9
Back Forward Current Procedure
E9 categ Frequency Percent Cum Percent

1 31 59,6% 59,6%
2 21 40,4% 100,0%
Total 52 100,0% 100,0%

95% Conf Limits
1451% 73,0%
2 27,0% 54,9%
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ANEXO 5

CONTROLE HALO VESTIGIAL HALO VESTIGIAL  HALO DEFINIDO

FIGURAT -Demonstragao de recortes das imagens do experimento com a
cepade S aureus n® 215943, onde foram considerados os halos de inibicao
de crescimento bacteriano como vestigiais para os extratos 5 ( Bidens
pilosa) e 3 (Fothomorphe umbeliata). O disco branco fol impregnado com
etanol 80% (viv) e o extrato 2 € o de Hymenaea courbaril var. stilbocarpa.
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RESUMO

A resisténcia em certas cepas de bactérias reduz a vida utii de muitos
antibidticos, as Gram-positivas Staphylococcus aureus resistentes a maioria das
cefalosporinas e penicilinas conhecidas, designadas de meticilina resistentes
(MRSA), s6 tém como alternativa vancomicina, e ja apresentaram resisténcia a ela.
Esse estudo visava apresentar alternativas para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos e encontrar evidéncias da validade dos usos populares dessas
plantas. Em 52 cepas MRSA e MSSA, coletadas da rotina do laboratério de
microbiologia (SCIH) da Santa Casa de Sao Paulo, realizamos os testes de Disco-
Difusdo em meio solido e teste de Concentracdo Bactericida Minima (CBM), em
meio de cultura liquido, de extratos hidroetandlicos das plantas: (1) Psidium guajava
var. pomifera (Goiabeira), (2) Hymenaea courbaril var. stilbocarpa. (Jatoba), (3)
Pothomorphe umbellata (Paribaroba), (5) Bidens pilosa (Picao-preto) e (9) Piper sp
(Pariparoba); baseando nosso protocolo nas normas internacionais do CLSI. Das 52
cepas testadas com extrato 1 (CBM 46,77 — 23,38 mg/mL): 26,9% era sensivel a
diluicdo maior que %, com halos de inibicdo de 8-10 mm; para o extrato 2 (CBM
53,25 - 3,33 mg/mL) foram: 86,5% das cepas sensiveis a diluigdo maior que %, com
halos de 8-10 mm; das cepas testadas com o extrato 3 (CBM 50 — 12,5 mg/mL):
36% foi sensivel a diluicdo maior que %, com halos de 0-7 mm; das cepas testadas
com o extrato 5 (CBM 51,75 — 25,87 mg/mL): 11,5% foi sensivel a diluicdo maior que
Ya, com halos de 0-7 mm; das cepas testadas com o extrato 9 (CBM 47,0 — 5,87
mg/mL): 40% foi sensivel a diluigdo maior que %4, com halos de 20-26 mm.
Comparando os resultados dos extratos por seus intervalos de confianga (95%),
para as concentragcdes preparadas em nosso modelo experimental, podemos
considerar que: B. pilosa apresentou menor agéo; P. guajava var. pomifera, P.
umbellata e Piper sp, com resultados muito préximos entre si, tém acdes de carater
mediano; H. courbaril var. stilbocarpa agao muito superior aos outros extratos e ao
controle com etanol. A agao dos extratos dessas plantas em nossos experimentos,
com excecao de B. pilosa, poderia fundamentar o uso de preparacdes tradicionais
com essas plantas, desde que ficasse comprovada que a farmacocinética e
farmacodindmica desses extratos possibilitassem dosagens ativas e seguras aos
tecidos humanos, por isso, novos estudos devem avaliar a seguranga dos extratos
dessas plantas para uso segundo as tradigdes populares. Podemos concluir,
portanto, que extratos hidroetandlicos das plantas 1, 2, 3, 5 e 9 possuem acéao
antibacteriana in vitro contra MRSA e MSSA.

Palavras-chave: Extratos vegetais, agentes antimicrobianos, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina.

97



ABSTRACT

The resistence in certain cepas of bacteria reduces the useful life of many antibiotics,
the Gram-positive Staphylococcus aureus resistant to the majority of the known
cefalosporins and known penicilins, assigned of meticilin resistant (MRSA), it only
has a alternative vancomicin, and already it had presented resistence. This study it
aimed at to present alternatives for the antimicrobials development agent and to find
evidences of the validity of the popular uses of these plants. In 52 cepas MRSA,
collected of the routine of the microbiology laboratory (IHCS) of Santa Casa of Séo
Paulo, we carry through the tests of Disc-Diffusion in solid culture mid and test of
Minimun Bactericidal Concentration (MBC), in liquid culture mid, of hidroetandlics
extract of the plants: (1) Psidium guajava var. pomifera (Goiabeira), (2) Hymenaea
courbaril var. stilbocarpa (Jatoba), (3) Pothomorphe umbellata (Pariparoba), (5)
Bidens pilosa (Picao-preto) e (9) Piper sp (Pariparoba); following the international
norms of the CLSI. From the 52 cepas tested with extract 1 (MBC 46,77 — 23,38
mg/mL): 26,9% was sensible to dilution greater than 74, inhibition circle of 8-10 mm;
for extract 2 (MBC 53,25 — 3,33 mg/mL) had been: 86,5% cepas sensible to dilution
greater than 4, inhibition circle of 8-10 mm; of cepas tested with extract 3 (MBC 50 —
12,5 mg/mL): 36% sensible to dilution greater than %, inhibition circle of 0-7 mm; of
cepas tested with extract 5 (MBC 51,75 — 25,87 mg/mL): 11,5% sensible to dilution
greater than 74, inhibition circle of 0-7 mm; of cepas tested with extract 9 (MBC 47,0 —
5,87 mg/mL): 40% sensible to dilution greater than %, inhibition circle of 20-26 mm.
Comparing the results from extract whit your confidence interval (95%), we consider
that: B. pilosa show low actition; P. guajava var. pomifera, P. umbellata and Piper sp,
show adjacent results, whit médium character action; H. courbaril var. stilbocarpa
show verry greater action than extracts 1, 3, 5 and 9 and etanol control. These
results, except from B. pilosa, could to establish the uses praised for the popular
culture, only whether stay confirmed that pharmacocynetic and pharmacodynamic
these extract to make possible active and secure dosages in humam tissue. After
complemetary studies to have to evaluate the security these extracts from uses
praised for the popular culture. We can conclude, therefore, that hidroetandlics
extracts of plants 1, 2, 3, 5 and 9 possess antibacterial action in vitro against
Staphylococcus aureus MRSA and MSSA.

Key words: Plant extracts, anti-bacterial agents, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus.
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