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RESUMO

Atualmente, S. aureus meticilina resistente (MRSA) é o mais importante
patdgeno nosocomial, devido a sua multirresisténcia aos antimicrobianos
disponiveis, o que direciona esforcos na busca de novas alternativas terapéuticas.
Neste estudo foi avaliada a acdo antimicrobiana de extratos vegetais contra isolados
MRSA do ambiente aéreo, identificados previamente. Os extratos de Annona
crassiflora, Bidens pilosa, Eugenia pyriformis, Heliconia rostrata e Plinia cauliflora
foram obtidos por maceragédo em &lcool etilico a 70%, submetidos a rota evaporador
e liofilizados. Estes foram testados quanto a ag¢do antimicrobiana pela técnica de
difusdo em agar. Posteriormente, realizou-se a concentracao inibitoria minima (CIM)
pela técnica de microdiluicdo em caldo. Testes de toxicidade em cultura celular e
andlise fitoquimica dos extratos complementaram a analise, onde a maioria dos
extratos apresentou baixa toxicidade, presenca de alcaldides, flavonoides, taninos e
saponinas. Os extratos da folha, casca do fruto e caule de Plinia cauliflora, caule e
folha de Eugenia pyriformis, caule, polpa, casca do fruto e folha de Annona
crassiflora e flor, caule e folha de Bidens pilosa foram efetivos contra as amostras
multirresistentes analisadas, sendo que o extrato de Bidens pilosa folha apresentou

a melhor atividade antibacteriana in vitro por ambos os métodos avaliados.

Palavras chave: Extratos Vegetais. Produtos com Agao Antimicrobiana. MRSA.

Testes de Toxicidade. Testes de Sensibilidade Microbiana.



ABSTRACT

Currently S. aureus methicillin resistant (MRSA) is the most important nosocomial
pathogen due to multidrug resistance to available antimicrobials, which directs efforts
in the search for new therapies. In this study we evaluated the in vitro antimicrobial
activity of plant extracts against ambient aerial isolates of MRSA previously identified.
The hydroethanolic extracts of Annona crassiflora, Bidens pilosa, Eugenia pyriformis,
Heliconia rostrata and Plinia cauliflora were obtained by steeping in ethyl alcohol,
70%, evaporated and lyophilized. The antimicrobial activity was evaluated by agar
diffusion and determination of minimum inhibitory concentration (MIC) by
microdilution broth. Toxicity testing in cell culture and phytochemical analysis
complemented the analysis where most of the extracts showed low toxicity, presence
of alkaloids, flavonoids, tannins and saponins. The extracts of leaf, stem and fruit rind
of Plinia cauliflora, stem and leaf of Eugenia pyriformis, stem, pulp, fruit rind and leaf
of Annona crassiflora and flower, stem and leaf of Bidens pilosa were effective
against multidrug-resistant samples analyzed being that the leaf extract of Bidens
pilosa showed the best in vitro anti-MRSA activity by both methods evaluated.

Keys words: Plant Extracts. Products with Antimicrobial Action. MRSA. Toxicity
Tests. Microbial Sensitivity Tests.
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1 INTRODUCAO

Os Staphylococcus aureus sédo encontrados colonizando a microbiota natural,
principalmente da pele, podendo tornar-se patogénico em condi¢des como a quebra
da barreira cutanea ou diminuicdo da imunidade. Os traumas que comprometem a
integridade da barreira cutdnea constituem-se na principal causa de mudanca de
comportamento desse microrganismo para agente etiolégico mais comum de
infeccdes cutaneas. E responséavel por uma grande variedade de infecgbes, como
infeccbes na pele e no subcutadneo, infeccdes pos-cirurgias, osteomielites,
pneumonias, abscessos, endocardites e bacteremia. Além disso, € uma das causas
mais comuns de infecgBes nosocomiais, bem como de infec¢gdes comunitarias que

podem apresentar altos indices de morbidade e mortalidade (GELATTI et al; 2009)

A partir da década de 40 houve um grande aumento na incidéncia de infeccbes
associadas ao ambiente hospitalar, causada por linhagens de Staphylococcus
aureus resistentes, algumas apresentando resisténcia a mais de 20 compostos
antimicrobianos, incluindo anti-sépticos e desinfetantes (LYON; SKURRAY, 1987,
PEARCE et al; 1999)

Os Staphylococcus aureus possuem trés mecanismos de resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos, clinicamente significativos. O primeiro € a inativacdo da
penicilina através da hidrélise do anel B-lactamico pela penicilinase ou B-lactamase.
O segundo mecanismo é igualmente efetivo contra penicilinas B-lactamase sensiveis
e resistentes tais como a oxacilina e a meticilina, pois envolve a baixa afinidade a
substancia PBPs (Penicilin binding protein), uma vez que o antibiotico dificilmente se
ligara a essa proteina. O Gltimo mecanismo é a tolerancia desse microrganismo aos
efeitos antibacterianos dos antibioticos B-lactamicos por hiperproducdo de [-
lactamase (SABATH, 1982; NETO et al., 2000).

Em poucos anos foram relatadas as primeiras linhagens penicilina resistente de
S. aureus e em 1946 foi estimado que 60% das linhagens isoladas em hospitais do
Reino Unido eram resistentes a esse antimicrobiano (LYON; SKURRAY, 1987). A
sucessiva introducéo da estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e dos macrolideos,
também conseguiu combater com sucesso 0s microrganismos resistentes (PLORDE;

SHERIS, 1974), porém as linhagens, além de serem resistentes as penicilinas, pela
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producdo da [-lactamase (penicilinase), adquiriram resisténcia a esses novos
antibioticos.

O emprego da meticilina e outras penicilinas sintéticas como a oxacilina,
iniciado em 1959, representou etapa significativa na terapia antiestafilococica em
ambito mundial. Contudo, a identificacdo de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA — Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) foi
registrada em 1962, espalhando-se rapidamente pelo mundo nos anos
subsequentes. A partir da década de 1980, as ocorréncias de infec¢cdes por MRSA
aumentaram consideravelmente em varios paises, sendo alguns destes detectados
na Austrélia (surgimento em 1985 e disseminacdo entre 1994-1997), na Bélgica e
em Manitoba (surgimento em 1993). Em 1994, Espanha, Franca e Itdlia eram
considerados os paises com maiores indices de infeccdo por MRSA. Ainda hoje, se
observa numero crescente de estudos relacionados a epidemiologia deste
microrganismo em centros que comportam pacientes imunocomprometidos, que
sofreram intervencdo cirdrgica, que foram transplantados ou que séo portadores de
gueimaduras graves ressaltando a necessidade de desenvolvimento de farmacos
que sejam eficazes no tratamento dessas infeccées (MASUNARI; TAVARES, 2006)

A crescente incidéncia de resistencia a oxacilina pelos Staphylococcus aureus
tornou-se um sério problema clinico e terapéutico. MRSA hospitalar (HA-MRSA) séo
geralmente resistentes a muitos agentes antimicrobianos, como as quinolonas,
aminoglicosideos, tetraciclinas, e macrolideos, dificultando o tratamento e
prolongando a permanéncia do paciente no hospital (AIRES et al., 2004). A
resisténcia a meticilina é determinada em estafilococos pelo SCCmec (cassete
cromossOmico estafilocécico MEC) que transporta o gene mecA, que codifica o PBP
2A ou 2 ', que por sua vez confere resisténcia cruzada a todos os antibidticos -
lactamicos (DEURENBERG et al., 2007).

Além da vasta resisténcia aos mais diversos antibioticos, o S. aureus pode
ainda apresentar resisténcia a ions metélicos, como arsenato, cadmio e mercurio, e
abiocinas, tais como acriflavina, cloreto de benzalcdnio, cetrimida e clorexidina. A
selecdo e manutencdo destas marcas de resisténcia se explicam pela presenca
desses agentes como poluentes urbanos ou industriais, ou ainda través do uso

hospitalar como antisséptico (MAIA et al., 2008).
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O aumento da prevaléncia de infecgbes hospitalares causadas por MRSA
durante as duas Uultimas décadas em todo o mundo tem sido associado com a
ocorréncia disseminada de linhagens especificas de MRSA internacionais (AIRES
et al.,2004). Com base nas técnicas de genotipagem de eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE), SCCmec datilografia e digitagdo de sequéncia multilocus ,
véarios clones HA-MRSA pandémicos foram identificados, incluindo o clone ibérico
(USA500; ST247-SCCmeclA), o clone epidémico brasileiro- BEC (ST239-
SCCmeclllA), o clone New York / Japdo (USA100; ST5-SCCmecll), o clone
pediatrico (USA800; ST5-SCCmeclV ou SCCmecVlI), e o clone EMRSA-16 (USA200;
ST36-SCCmecll) (AIRES et al., 2004; DEURENBERG et al., 2007; McDOUGAL et
al., 2003). Estudos realizados no Brasil mostraram o predominio do BEC, um clone
multirresistente descrito primeiramente no Brasil em 1992, que foi responsavel de
70-80% do total de isolados MRSA em hospitais brasileiros (TEIXEIRA et al., 1995;
DOS SANTOS SOARES et al., 2000)

O MRSA, que foi considerado anteriormente um patdgeno exclusivamente
hospitalar (HA-MRSA), foi isolado de individuos na comunidade sem fatores de risco
identificados e nenhuma relacdo epidemiolégica para o MRSA comunidade-
associado (CA-MRSA) em 1990 (REMONATTO et al., 2007). Além disso, durante os
anos mais recentes, 0 MRSA comunitario (MRSA-CO) também aumentou; e medidas
de controle dos antimicrobianos para reduzir a incidéncia de 59% de MRSA-CO nas
infeccbes de pele e partes moles foram relatadas pelos servicos de emergéncia em
11 cidades dos EUA (MORAN et al., 2006) fazendo do MRSA o agente isolado com
maior frequéncia neste tipo de patologia. Esses dados, junto com o risco de
desenvolvimento de S. aureus resistente a glicopeptideos, tornam essencial a
necessidade de instituicdo de medidas eficazes em nivel mundial para a prevencao

da transmissdo de MRSA, tanto nos hospitais como na comunidade.

A gestado das infecgOes hospitalares e da comunidade tornou-se cada vez mais
dificil porque ambos HA-MRSA e CA-MRSA foram isolados tanto no hospital quanto
na comunidade. A maioria dos profissionais de saude colonizados sédo portadores
transitorios, mas podem se tornar portadores persistentes, especialmente quando
tém lesdes de pele. Assim, a identificacdo e o tratamento de colonizados pode
reduzir a incidéncia de MRSA, quando nao identificados pacientes colonizados,
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estes podem atuar como um reservatorio em situacdo endémica (BEN-DAVID et al.,
2008).

Embora a dimensdo exata da doenca relacionada ao MRSA permaneca
desconhecida, existe consenso entre a maioria dos infectologistas que as infec¢des
por MRSA sdo um problema importante clinico e de saude publica (CIMOLAI, 2007,
STRUELENS et al., 2009).

Na América Latina, apesar da variabilidade entre os paises significar que 0s
dados sobre a incidéncia de MRSA em determinados hospitais podem nao ser
representativos da situacdo nacional, em geral é aceito que a prevaléncia de
infeccdes por MRSA na regido seja provavelmente alta (GUZMAN- BLANCO et al.,
2009). No entanto, apesar dos dados epidemiolégicos e microbioldgicos publicados,
nao se chegou a conclusédo de qual é a melhor abordagem para a prevencao e o
controle da endemia de MRSA (RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2010).

Muitas linhagens de MRSA apresentaram-se sensiveis apenas ao tratamento com
vancomicina, mostrando-se resistentes aos aminoglicosideos, [(-lactamicos,
macrolideos, tetraciclinas, quinolonas e outros quimioterapicos. Recentemente,
entretanto, foi isolado tanto em laboratério como em clinica linhagens mutantes com
sensibilidade reduzida & vancomicina. Obteve-se, inclusive, a transferéncia em
laboratorio de plasmidio R, com determinante de resisténcia a vancomicina, para S.
aureus, no qual felizmente o plasmidio ndo se estabilizou. Esses dados antecipam
0S gravissimos problemas que poderdo trazer essas linhagens multirresistentes,
caso nao surjam novos antimicrobianos ou terapias alternativas para combaté-los
(COHEN, 1976).

1.1 Novos agentes antimicrobianos

O estudo de agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto
crucial em varios setores do campo farmacéutico e cosmético. Além disso, a
utilizacdo dos dados de estudos desta natureza como primeiro passo na descoberta
da atividade farmacoldgica de novos agentes provenientes de plantas é de extrema
importancia, principalmente em um pais como o Brasil que oferece uma imensa

biodiversidade. Desta forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no
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desenvolvimento do campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias
mais eficazes e menos téxicas na corrida contra a resisténcia e o surgimento de
microrganismos patogénicos (MENG et al., 2000; HO et al., 2001; MICHELIN et al.,
2005; LEITAO et al., 2006; LIMA et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2007;
SAUDE-GUIMARAES ; FARIA, 2007)

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e éleos
essenciais produzidos pelas plantas como uma consequéncia do metabolismo
secundario sdo reconhecidas empiricamente ha séculos e foram comprovadas
cientificamente apenas. A atividade antimicrobiana tem sido atribuida a pequenos
terpenoides e compostos fendlicos como timol, carvona, carvacrol, mentol e
muuroleno, que também na forma pura exibem atividade antibacteriana ou
antifingica. Apesar dos mecanismos de acdo estarem pobremente caracterizados,
esta parece estar associada ao carater lipofilico dos compostos, havendo um
acumulo em membranas e perda de energia pelas células (SIKKEMA; DE BONT,
POOLMAN, 1995)

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o
crescimento do microrganismo teste; esse valor é conhecido como Concentracéo
Minima Inibitoria (CMI). Um aspecto bastante relevante na determinacdo da CMI de

extratos vegetais € a preocupacdo em relacdo aos aspectos toxicoldgicos,

microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas combinacdes
(PINTO et al., 2003).

Atualmente, existem varios meétodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifingica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusédo
em &gar, método de macro diluicho e micro diluicdo. Para determinar a
CMI(Concentracdo Minima Inibitéria) ou a CMB (Concentracdo Minima Bactericida)
de extratos ativos de plantas, tem-se utilizado um método sensivel de microdiluicéo
desenvolvido por Eloff em 1998. As variacfes referentes a determinagéo da CMI de
extratos de plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles podemos citar
a técnica aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a
época da coleta, se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou

secas e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo existe método padronizado para
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expressar os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL et
al., 2004).

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e Oleos essenciais
de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba,
india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicéo
na utilizacdo de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifingico. No
Brasil, Santos et al.(1996) isolaram e determinaram a estrutura de uma nova
acetogeninase, uma substancia protoétipo , a partir do extrato etandlico de sementes
de Annona crassiflora Mart.(marolo) (Figura 01), que foi denominada crassiflorina ou
araticulin . A mesma acetogeninase foi também isolada nos EUA, a partir da espécie
Annona bullata, e na Franca, a partir da espécie Annona cherimolia, que nestes
paises recebeu o nome de bulatacina e cherimolina-2, respectivamente (CORTES et
al., 1993). Muitos tém sido os trabalhos que procuram elucidar as acdes biologicas
das acetogeninases: Rupprechet et al. (1990) e Zafra-Polo et al. (1998) atribuem-
lhes atividades citotdxica, antimitdtica, antimicrobiana e antimalarica; Morre et al
(1995) e Oberlies et al (1997) relataram a atividade antitumoral em testes in vitro e in
vivo em diferentes linhagens de células neoplasicas, sendo que algumas
acetogeninases foram efetivas na inativagdo de linhagens de células
multirresistentes a algumas drogas sem causar toxicidade em outras células
humanas. Mais recentemente, Yuan et al (2003) pesquisaram os efeitos bioldgicos
da annonacin, uma acetogeninase isolada a partir de sementes da espécie Annona
reticulata. Neste estudo, eles verificaram que esta acetogeninase foi capaz de
induzir a transcricdo de p21 e bloquear o ciclo celular de células neoplasicas na fase
G1. Alem disso, a annonacin foi significativamente mais citotéxica as células

neoplasicas que se encontravam na fase S.

Figura 01 Annona crassiflora Mart .(Marolo)
Fonte:http://lulussweetsecrets.blogspot.com.br/2011/04/marolo-
candies-and-ice-cream.html
acesso em 5/7/2012
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Bidens pilosa , popularmente chamada de picdo preto (Figura 02), é
amplamente utilizada na medicina tradicional como anti-gripal, controle da diabetes
e tratamento da gastroenterite (CHANG et al., 2001). A planta é anual, ereta, com
ramificacbes herbaceas que crescem até 1,5 m de altura, minuciosamente peludas
nas hastes. As folhas sdo opostas, com dentes simples e ovais, compostas de
quatro a sete folhas lanceoladas (MORTON, 1962; GEISSBERGER;SEQUIN, 1991).
E amplamente distribuida nas regides subtropicais e tropicais do mundo (DEBA et
al., 2008). No Brasil, Bidens pilosa € encontrada em praticamente todo o territorio,
com maior concentracdo nas areas agricolas da regido Centro-Sul, onde se constitui
numa das mais importantes plantas infestantes (KISSMANN; GROTH, 1992).
Extensas pesquisas nas ultimas décadas tém mostrado que Bidens pilosa possui
atividades antiviral (CHIANG et al., 2003.), antifungica (MOTSEI et al., 2003.; DEBA
et al., 2008) e antibacteriana (GEISSBERGER;SEQUIAN, 1991;KHAN et al., 2001,
ROJAS et al., 2006). Bidens pilosa L. € utilizada na forma de cha (infusdo), sendo
utilizadas todas as partes da planta, com muitas indicagbes, mas as mais comuns

sao antisséptico bucal e anti-ictérica (ROJAS et al., 2006) .

Figura 02 Bidens pilosa L. (picédo preto)
Fonte: http://afloresta.com.br/picao
Acesso em 15/07/2012

Estudo recente realizado sobre a composicédo quimica do 6leo essencial das flores
e frutos de Eugénia pyriformis (uvaia) detectou a presengca constante dos
monoterpenos terpinen-4-ol e alfa-terpineol embora em pequenas quantidades (1,3 e
5,4 %, respectivamente) no Oleo essencial da fruta (Figura 03). Outros dois
componentes importantes para o referido 6leo foram limoneno (12,4 %) e oxido de
cariofileno (16,2 %) por ndo serem comumente encontrados em espécies de
Myrtaceae (STIEVEN et al., 2009)
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Figura03 Eugénia pyriformis Cambess (uvaia)
Fonte:http://familiabelle.blogspot.com.br/p/agrofloresta-e-
frutas-nativas.html _acesso em 5/7/2012

O género Heliconia é muito pouco estudado e ainda ndo é certo o niumero de
espécies existentes, porém estima-se que haja entre 150 a 250 espécies (Marques
et al. 2004) .A utilizacdo de percolados etandlicos de rizomas secos de Heliconia
rostrata (Figura 04), para verificar potencial inibitorio frente ao veneno de Bothrops
asper mostrou que a espécie vegetal tem atividade anticoagulante significativa
(ESTRADA et al; 2009)

Figura 0 4 Heliconia rostrata ( papagaio)
Fonte:http://www.hear.org/starr/images/image/?q=071024-
0406&o0=plants em 5/7/2012

A espécie Plinia cauliflora Berg., (Figura 05), conhecida popularmente como
jabuticaba paulista, jabuticaba assu (ASCHERI et al., 2006) ou jabuticaba ponhem
(BRUNINI et al., 2004), € uma planta nativa do Brasil, da Mata Atlantica, que vegeta
diversos solos, podendo ser encontrada desde o Para ao Rio Grande do Sul (AGRA
et al., 2007). Os estudos fitoquimicos da jabuticaba encontrados na literatura sdo
poucos, estando reportada a presenca de acido ascoérbico, taninos e glicosideos
cianidinicos e peonidinicos (REYNERTSON; 2006). Macedo-Costa (2008) observou
resultados positivos do extrato do caule de Plinia cauliflora Berg. sobre cepas de

Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
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oralis, Streptococcus salivarius e Lactobacillus casei. Diante destes resultados téo
promissores faz-se necessario desenvolver mais pesquisas com este enfoque para a
validacdo da atividade biolégica dos extratos acima citados e para o
desenvolvimento posterior de protétipos farmacéuticos eficazes e farmacos

financeiramente viaveis e eficazes.

Figura05 Plinia cauliflora ( jaboticabeira)
Fonte:http://www.plant-care.com/1594-jaboticaba.html
acesso em 5/7/2012
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo:

 Avaliar a acdo antibacteriana de extratos hidroetanolicos de Annona
crassiflora, Bidens pilosa, Eugenia pyriformis, Heliconia rostrata e Plinia
cauliflora contra isolados de Staphylococcus aureus oxacilina resistentes, de
origens ambientais (Clinica Odontologica) previamente caracterizados e

genotipados;

» Determinar a concentracdo inibitoria minima dos extratos analisados frente a

isolados de Staphylococcus aureus oxacilina resistentes;
» Determinar a toxicidade dos extratos frente a cultura celular destes extratos;

» Determinar a presenca de compostos quimicos com carater antimicrobiano

pré definido pela literatura.
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3 MATERIAL E METODOS

A obtenc¢éo dos isolados ORSA foi realizada no ano de 2008 pelo Laboratorio
de Pesquisas em Genética e Biologia Molecular (UNIFENAS). A pesquisa foi
realizada nos anos de 2011 e 2012 no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia

Basicas( UNIFAL-MG) , e as etapas sao divididas a seguir

3.1 Obtencéo das cepas ORSA

Foram utilizadas 60 amostras ORSA isoladas, caracterizadas e mantidas no
Laboratério de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular da Universidade José do
Rosario Velano em Alfenas-MG provenientes de ambiente aéreo de clinica
odontoldgica. Estes espécimes provenientes do ambiente aéreo foram coletados por
meio de placas de Petri (90 mm = 15 mm), contendo 20 mL de agar Manitol salgado
(Merck) (Figura 06), expostas por 2 horas em dois turnos de trabalho, a partir de 2
horas apd6s o inicio de cada turno, estrategicamente dispostas nas Clinicas
Odontoldgicas. Logo apés as coletas, essas placas foram conduzidas ao Laboratoério
de Genética e Biologia Molecular, onde foram incubadas a 35°C por 48 horas.
Colbnias indicativas de fermentacdo do manitol por Staphylococcos (i.e., presenca
de halo amarelo em torno das colénias) foram cultivadas em agar BHI (Merck) a
35°C por 24 horas. A identidade da espécie S. aureus foi obtida empregando-se os
métodos de microbiologia classica, sendo estes a coloragdo de Gram e testes de
catalase, coagulase (Coagu-Plasma, Laborclin Produtos para Laboratérios Ltda.) e

Dnase (Difco).

L ¥

Figura 06 Crescimento de Staphylococcus aureus em Manitol
Salt Agar; a presenca de halo dourado indica
crescimento de Staphylococcus patogénico. Fonte: Do
autor
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Foi realizado teste confirmatério adicional para avaliacdo da resisténcia a
oxacilina, sugestivo da presenca do gene mecA, através da triagem em meio de
cultura MHA suplementado com 684 mM NaCl (4% m/v) e oxacillin (6 pg.mL™)
conforme metodologia descrita previamente (NCCLS document M7-A6). Um in6culo
foi preparado a partir de uma suspensao de cada uma das colonias bacterianas
conforme a escala 0,5 de McFarland de S. aureus recém-cultivadas em agar BHI a
35 T por 18-24 horas. Com o auxilio de um alca (volume de 1 pL) cada inoculo
bacteriano foi semeado sobre ambos os meios de cultura agar Mueller-Hinton
adicionado de oxacilina-NaCl e &gar Mueller Hinton sem oxacilin-NaCl (controle
experimental), numa &rea de 10-15 mm de didmetro. Essas placas foram incubadas
invertidas a 35C por 24 horas e, posteriormente, e xaminadas quanto a presenca de
pequenas colbnias (>1 colénia) ou um ténue crescimento bacteriano, indicativos de
resisténcia a oxacilina. A linhagem padréo de Staphylococcus aureus ATCC® 25923
sensivel a oxacilina foi também usada a fim de assegurar a reprodutibilidade e

precisao do teste de susceptibilidade de diluicdo em agar.

3.2 Confirmacao dos espécimes de ORSA

Os sessenta isolados de Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes foram
inoculados em meio especifico agar Vogel Johnson (com telurito de potassio) (Figura
07) permanecendo em estufa por 48 horas onde foram observados aspectos
morfolégicos caracteristicos (colénias negras). Para nova confirmacdo do
isolamento, as amostras foram submetidas a testes bioquimicos e de coloracao

sendo estes método de Gram, catalase, Dnase e coagulase.

Figura07  Crescimento de Staphylococcus aureus em agar Vogel Jonhson;
o crescimento de colbnias negras indica consumo metabdlico de
telurito de potassio indicativo de Staphylococcus patogénico
Fonte : Do autor
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3.3 Antibiograma dos isolados ORSA

Para avaliagéo e confirmacéo do perfil de resisténcia dos sessenta isolados
sde ORSA, foi realizado o antibiograma utilizando os seguintes discos da marca
“Sensidisc” com antibiéticos utilizados na pratica clinica: Amoxicilina com acido
clavulanico (30), Azitromicina (15), Ciprofloxacino (05), Clindamicina (02), Doxicilina
(30), Norfloxacin (10), Oxacilina (10), Vancomicina (30) e Linezolida (30). Uma
suspensao de cada isolado foi preparada em solucédo salina (NaCl 0,9 ou 150 mM)
com turvacao correspondente ao tubo 0,5 da Escala de Mac Farland e inoculadas
em agar Mueller-Hinton com auxilio de swab. Posteriormente foram inseridos os
discos de antibidticos na superficie do meio de cultura. As placas foram incubadas
por 18 horas em estufa a 37°C e realizou-se leitura manual dos diametros dos halos
de inibicdo do crescimento bacteriano em volta dos discos, conforme método de
Bauer e Kirby, (1966)

3.4 Obtencéo dos extratos vegetais

Foi realizada a coleta de amostras do fruto, caule e folha de Annona
crassiflora (marolo) no municipio de Alterosa-MG, no distrito de Divino Espirito Santo
situado a latitude sul -21°8’ 50.18”S e longitude oeste -46°5' 13.06"W no més de
marco de 2011. A coleta das amostras de caule, folhas e frutos de exemplares
adultos de Eugenia pyriformis (uvaia) foi realizada na zona rural do municipio de
Alfenas — MG (21° 25’ 44” S e 45° 56’ 49” W) em janeiro de 2011. Amostras de folha,
caule e fruto de exemplares adultos de Plinia cauliflora (jabuticaba) foram coletadas
na cidade de Alfenas-MG (2125 '44"S, 45%6 '49" W) em janeiro de 2011. A coleta
das folhas, flores, pseudocaule e rizoma de Heliconia rostrata (papagaio de jardim)
foram realizados na Chacara Cabo Verde, municipio de Areado-MG, latitude de 21°
24'39,44” S e longitude de 46° 08 53,81"W. em janeiro de 2011. A coleta de
exemplares de Bidens pilosa (picdo preto) foi realizada no Bairro Jatoba na cidade
de Pouso Alegre-MG (22?27 '75"S, 1845 '90" W) em janeiro de 2011.
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3.5 Cadastramento da planta

ApoOs a coleta de cada planta, estas foram identificadas, cadastradas e
arquivadas pelo Prof. Dr. Marcelo Polo no Herbario UALF da Universidade Federal
de Alfenas, recebendo os niumeros do tombo da exsicata 1636 (Heliconia rostrata),
1401 (Annona crassiflora), 1637 (Plinia cauliflora), 1745 (Bidens pilosa) e 1459

(Eugenia pyriformis).

3.6 Preparo dos extratos das plantas

As partes das plantas (folhas, flor, raizes e caules) foram limpas e cortadas
manualmente. Prepararam-se extratos hidroetandlicos na propor¢cdo de 20%
peso/volume utilizando-se alcool etilico a 70%. Os extratos preparados foram
macerados por sete dias e mantidos ao abrigo da luz, com agitacdo diaria. Apés
maceracao, passaram por filtracdo em filtro de “nylon” e apos, em filtro de papel.
Posteriormente, os extratos foram submetidos a concentracdo em rota-evaporador a
pressdo negativa de 500 mmHg e 60 °C. Apds a concentracdo, os mesmos foram
distribuidos em frascos com 5 mL, congelados e liofilizados. No momento do uso

foram pesados e preparadas solu¢cfes aquosas na concentracado de 100mg/mL.

3.7 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extra  tos

Os testes microbiologicos foram realizados no Laboratdério de Microbiologia,
da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). A acdo antimicrobiana foi
avaliada por difusdo em agar segundo metodologia de Silva et al, 2010. Preparou-se
uma suspensao bacteriana em soro fisiologico (solucdo de NaCl a 0,9%) com
turvacao correspondente ao tubo 0,5 da Escala de Mac Farland e inoculada na
superficie do meio de cultura agar Mueller Hinton com auxilio de swab. Quarenta
microlitros dos extratos foram colocados nos poc¢os de 4 mm de diametro feitos na

placa de meio de cultura. As placas foram incubadas a 37°C por 18 horas. Apos a
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incubagéao, realizou-se a leitura dos diametros dos halos de inibi¢do do crescimento
microbiano, utilizando como controle positivo, solugcdo de clorexidina a 0,12% e

como controle negativo, agua destilada.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Todos os extratos foram
submetidos ao teste de determinacdo do concentracao inibitéria minima (CIM) pela
técnica de micro diluicho em caldo conforme metodologia proposta no documento
M7A3 (CLSI, 2008). Para tanto os extratos foram diluidos no caldo Mueller Hinton
em microplaca, a partir da concentracdo de 50 mg/mL até 0,39 mg/mL. Apés 24
horas de incubacdo a 37°C foi realizada a leitura visual, observando a inibicdo ou
crescimento bacteriano pela turvacdo do meio de cultura. Foi inserida aos testes

para efeito comparativo a cepa padrao S. aureus (ATCC 6538).

3.8 Avaliacao da Atividade citotoxica dos extratos sobre cultura celular

A citotoxicidade foi avaliada através do método que se baseia na medida
da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, a qual quando ativa, € capaz de
metabolizar o reagente MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) em um composto colorido denominado formazan. Neste teste foram
semeadas 1x10* células (derivadas de larvas de mosquito Aedes albopictus) por
poco, em placas de 96 pogos contendo meio de cultura L-15, acrescido de 10% de
soro fetal bovino e antibioticos. Apds 24 h de incubacédo a temperatura ambiente, o
meio de cultivo foi removido e adicionado a cultura 0,1 mL de meio L-15 contendo
1% de soro fetal bovino com diluicbes decrescentes dos extratos (5mg/mL a 0, 039
mg/mL). As microplacas foram incubadas a temperatura ambiente por 48h. Apds
esse periodo acrescentou-se 10 pL de MTT a uma concentragcdo de 5mg/mL e
incubou-se por 4 h a temperatura ambiente para a incorporacdo do MTT e formacao
dos cristais de formazan. Posteriormente houve remocdo cuidadosa do meio de
cultura e solubilizagcdo dos cristais de formazan pela adicdo de 100 pL de dimetil
sulfoxido (DMSO). A analise espectrofotométrica foi realizada em um leitor de
microplacas com comprimento de onda de 600 nm. A porcentagem de citotoxicidade
foi calculada utilizando a formula [(A-B) / Ax100], onde A e B sao valores das
densidades Opticas das células controle e tratadas, respectivamente. A concentracao

citotoxica para 50% das celulas (CCsp) foi estimada a partir de curvas de
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concentragéo-efeito apos analise de regresséo linear. (ARAUJO, et. al., 2008). Os
testes foram realizados em duplicata juntamente com o controle da viabilidade

celular.

3.9 Avaliagéo do perfil fitoquimico dos extratos

Na triagem fitoquimica foram pesquisados a presenca de alcaloides pelas
reacoes com reativo de Mayer, reativo de Dragendoff, reativo de Bouchardat e
reativo de Bertrand. Para antraquinonas foi empregada a reacdo de Borntrager
direta. Com flavondides foi empregada a Reacéo de Shinoda e a reagdo com cloreto
férrico. Para determinar taninos utilizaram-se as reagfes com cloreto férrico e
acetato de cobre e precipitacdo de proteinas e alcaldides. Saponinas foram
determinadas pela agitacao do extrato aguoso com formacao de espuma Rersistente
(COSTA,1982).

3.10 Analise estatistica dos resultados

Os testes de difusdo em &gar foram feitos em triplicata e os dados foram
tratados estatisticamente pela andlise de variancia (ANAVA) e teste de Scott-Knott
em software Sisvar Versao 5.3 DEX-UFLA a 5% de significancia (As médias foram

consideradas estatisticamente diferentes com valores de p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Confirmagéo dos espécimes de ORSA

As amostras de Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes foram
submetidas a inoculacdo em meio especifico de agar Vogel Johnson para novo
isolamento, e as amostras foram submetidas a testes para identificacdo de
Staphylococcus aureus. Todos os isolados selecionados apresentaram-se positivos
para todos os testes (Método de Gram, catalase, manitol, DNAse e coagulase)
confirmando sua identificagcdo anterior. As amostras de ORSA analisadas neste
experimento sdo provenientes do ambiente aéreo de clinica odontoldgica, onde a
veiculacdo de patdgenos € intensa devido a instrumentagdo utilizada, desde
instrumentos de alta rotacdo até ar condicionado. Estes fatores tornam o ambiente
clinico odontolégico tdo propenso a contaminagfes cruzadas quanto o ambiente
hospitalar. A dispersdo de goticulas contendo microrganismos torna a disseminacao
destes patdégenos maior neste ambiente, reforcado pela alta rotatividade de
pacientes e profissionais que podem atuar como veiculadores de patégenos clinicos
para a populacdo, como também responsaveis por trazer microrganismos para o
ambiente clinico. (POWELL et al. , 2008; WALLIN et al. ,2008). Nos Estados
Unidos, ORSA é responsavel por aproximadamente 25% das infec¢gdes nosocomiais,
e relatérios de infec¢cdes por ORSA adquiridos na comunidade estdo aumentando
(WALLIN et al.,, 2008) Em algumas instituicbes medicas, como hospitais da cidade
de Nova York, MRSA € responsavel por aproximadamente 29% das infeccdes
nosocomiais e 50% das mortes associadas (RUBIN et al.,1999). Similarmente, a alta
prevaléncia de MRSA em Shiraz e outras partes do Ira foram relatados
(FOLAHZADEH et al. , 2009; JAPONI et al., 2004). Estes dados demonstram o quao
importante sdo os isolados utilizados nesta pesquisa € 0 quao necessario sao

resultados satisfatérios com protétipos farmacéuticos contra estes isolados.



27

4.2 Resisténcia

Com os isolados devidamente caracterizados foi realizado o teste de
antibiograma (Apéndice F). Destes, todos os sessenta (100%) isolados mostraram
indices de resisténcia e/ou intermediarios a um ou mais antibiéticos, e nenhum
isolado mostrou susceptibilidade microbiana a todos os antibiéticos (Figura 08). A
resisténcia a multiplas drogas por estirpes de ORSA e sua intrinseca resisténcia a
B-lactamicos torna dificil e caro para o tratamento, o que justifica atribuiveis taxas de
mortalidade por bacteremia causada por S. aureus no mundo desenvolvido ter
subido até 30% (DAS et al. , 2007; KAECH et al. ,2006; POWELL et al. , 2008) Neste
estudo, a andlise por antibiograma revelou a resisténcia intrinseca de isolados
ORSA contra oxacilina (B lactamico), mas tambem revelou uma alta porcentagem de
resisténcia contra azitromicina ( macrolideo) (53,3 %), e maior porcentagem de
resultados intermediarios a ciprofloxacina (quinolona)(56,8%) e a clindamicina
(lincosamida)(58,4%). Uma maior porcentagem das amostras analisadas
apresentou-se sensiveis contra amoxacilina com acido clavulanico (B lactamico
associado a inibidor de B lactamase)(60%), doxiciclina (tetraciclinas)(83,4%),
norfloxacina (fluoroquinolonas)(76,6%), vancomicina (glicopeptideo)(60%) e
linezolida (oxazolidinonas)(91,7%), porém ndo foi observada em nenhum dos
antibiéticos empregados com excecao da oxacilina uma unaniminidade de resultado.
A auséncia deste padrao reforca as afirmativas de infectologistas que alertam sobre
o risco de erro da terapia antimicrobiana quando aplicada contra isolados
multirresistentes, fato que pode ocorrer no tratamento de infeccbes de carater
odontoldgico, jA& que na maioria dos casos as clinicas odontolégicas adotam
protocolos de tratamento fixos que podem ser ineficazes contra cepas resistentes
(GELATTI et al. ,2009).
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Figura08  Antibiograma de cepas de Staphylococcus aureus
Oxacilina resistentes. Fonte: Do autor.

4.3 Determinacado da atividade antimicrobiana de ext  ratos vegetais

Apos a leitura dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano,
em volta dos pocos (Figura 09), estes foram devidamente avaliados pela presenca
ou auséncia de halo de inibicao frente aos sessenta isolados de Staphylococcus
aureus Oxacilina Resistentes. Todos os extratos de Heliconia rostrata, de semente
de Annona crassiflora, caule e raiz de Bidens pilosa ndo apresentaram atividade
antibacteriana contra as amostras de ORSA analisadas. Os extratos da folha, casca
do fruto e caule de Plinia cauliflora, do caule e folha de Eugenia pyriformis, caule,
polpa, casca do fruto e folha de Annona crassiflora e flor, flor e folha de Bidens pilosa
foram efetivos contra as amostras multirresistentes analisadas, ou seja,

apresentaram halos de inibicdo do crescimento bacteriano (Apéndice A).

Figura09  Determinagcdo da atividade antimicrobiana
de extratos vegetais segundo metodologia
de Silva et al 2010 . Fonte : Do autor

Espécies de Staphylococcus tém sido reconhecidas como tendo resisténcia

antimicrobiana crescente e preocupante. Para pacientes, a resisténcia aos
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antibiéticos aumenta a morbidade e a mortalidade, enquanto que para as instituicoes
de saude significa aumento de custos. No que diz respeito a importancia clinica
crescente dada a infeccbes nosocomiais e comunidades associadas e o
desenvolvimento progressivo de resisténcia a antimicrobianos, um grande nuamero
de pesquisas cientificas enfatizando as propriedades antibacterianas de produtos de
plantas tem sido realizadas (COUTINHO et al, 2008) . Mattana et al. observou S.
aureus resistente a Oxacilina altamente susceptiveis a extratos de acetato de etila
e etanodlico de Acacia aroma , pelo método de difusdo em agar( MATTANA et al
2010). Ele também observou que extratos etanolicos apresentavam maior grau de
atividade antimicrobiana, comparado a extratos tendo como solvente apenas a agua.
Os extratos utilizados nesta pesquisa foram submetidos a maceracdo por alcool
etilico a 70% e foi observado um 6timo desempenho antimicrobiano nos testes por
difusdo em 4&gar, confirmando a afirmativa descrita por Mattana et al. (2010)
provavelmente devido ao alcool extrair maior nimeros de substancias polares e
apolares. Mandal et al., (2011) também observou atividade anti MRSA em extratos
etandlicos de plantas indianas (Cuminum zeylanicum, Syzygium aromaticum,
Cinnamomum cyminum) que apresentaram halos de inibicdo que abrangeram de 22-
27 mm, 19-23 mm e 9-15 mm, respectivamente. Salvagnini et al. (2008), observou,
através das técnicas de “template” e difusdo em disco atividade de Myrtus
communis para as linhagens de Staphylococcus aureus obtendo-se resultados de
halos de inibicdo de 15 e 12 mm, respectivamente, segundo a técnica. Coutinho et
al., (2008) avaliou a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de Hyptis
martiusii Benth contra cepas S. aureus e S. aureus resistentes a meticila in vitro. Os
diametros das zonas de inibicdo variaram de 13 - 20 mm. Com base nestas
afirmacdes a maioria dos extratos analisados nesta pesquisa foi efetivo contra as
cepas MRSA, pois a faixa média de inibi¢cdo variou entre 8,68 e 16,7 e assim como
os trabalhos descritos anteriormente, propde novos protétipos antimicrobianos
eficazes e naturais. Embora a solubilidade dos bioativos constituintes para cada
extrato testado apresente-se como um fator preponderante nos testes de triagem
antibacteriana pelo método de difusdo em agar, os valores de halos de inibicdo
apresentados sao concordantes com os da literatura.

Dos extratos avaliados pela técnica de difusdo em agar, o extrato de Bidens
pilosa folha apresentou a maior média de halos de inibigcdo de crescimento (16,7mm,

com p<0,05) contra os isolados de ORSA utilizadas no experimento (n=60), seguido
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por Bidens pilosa flor (14,1mm), P. cauliflora folha (13,4 mm) e E. pyriformis folha
(13,3 mm), que, estatisticamente, apresentaram entre si a mesma média de halos
(p>0,05). Apenas Bidens pilosa folha apresentou-se estatisticamente, superior em
efetividade inibitéria contra os isolados ambientais, que o controle positivo, a
clorexidina 0,12%, que apresentou média de halos de 15,35 mm.

Na comparacao da atividade dos extratos contra S. aureus (ATCC 6538) e os
isolados, pela técnica de difusdo em agar, a média geral dos halos produzidos pelos
extratos avaliados frente a cepa padrdo (11mm), foi superior que contra ORSA
(7mm), portanto a cepa padrdo (ATCC) mostrou-se mais sensivel aos extratos que
os isolados (p<0,05). O extrato mais ativo, tanto para S. aureus (ATCC), como para
os isolados, foi o de Bidens pilosa folha, entretanto, a média dos halos de inibicdo
formados por este extrato frente a ATCC (26,3 mm) foi estatisticamente superior
(p<0,05) a média produzida frente aos isolados (16,7 mm).

O diametro médio dos halos produzidos pelos extratos de Bidens pilosa folha
(26,3mm), Bidens pilosa flor (22 mm) e Anonna crassiflora casca do fruto (18 mm)
frente a cepa padrdo (ATCC), foram estatisticamente superiores (p<0,05) a média
produzida pelo controle positivo (16,3 mm), a clorexidina 0,12%.

Dos extratos que apresentaram alguma atividade inibitoria contra os isolados
ORSA, os de Anonna crassiflora caule, Anonna crassiflora polpa, Plinia cauliflora
Caule e Anonna crassiflora folna com médias de halos de 8,68; 8,87; 10,37 e 10.38
mm respectivamente foram estatisticamente, de forma igual, os menos ativos, dados
contrastantes para com os S. aureus ATCC, onde os extratos de Eugenia pyriformis
caule, Anonna crassiflora caule, Eugenia pyriformis folha e Anonna crassiflora folha
foram igualmente os menos ativos, com média de halos de 11,3; 12; 12 e 12

respectivamente.

Os estudos atuais de atividade biologica envolvendo Annona crassiflora
utiizam apenas a folha para avaliacdo. Lage, (2011) observou atividade
antimicrobiana em extrato de folha de Annona crassiflora, além da atividade em suas
fracbes. Ele observou que o extrato etandlico, hidroalcéolico e o precipitado da
fracdo hidroalcéolica apresentaram atividade contra as bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus cereus), Gram-negativas (Escherichia coli e
Salmonella typhimurium), e a levedura (Candida albicans). Dentre as substancias

isoladas a norestefalagina e a epicatequina foram as uUnicas que apresentaram
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atividade antimicrobiana e contra apenas a bactéria Staphylococcus aureus. Estudo
realizado para determinar a atividade antimicrobiana de extratos de casca, folha e
fruto de Annona muricata revelou a auséncia de inibicdo frente as cepas padrédo
analisadas incluindo Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2011). Este resultado vem
acrescentar a bibliografia informacdes relevantes sobre Annona crassiflora além de
demonstrar que ndo s6 a folha desta planta apresenta principios ativos com

atividade bioldgica significativa, mas também o fruto e o caule as apresentam.

A difusdo dos bioativos constituintes para cada extrato testado pode
apresentar-se como interferente nos testes de triagem antibacteriana pelo método de
difusdo em &gar. Tal fato pode explicar a auséncia de atividade inibitoria preliminar
pelo método de difusdo em &gar dos extratos da raiz e caule de B. pilosa,
contrastante com achados preliminares de literatura, que relatam possivel atividade
antibacteriana dos extratos das raizes de B. pilosa, inclusive maiores em relacdo aos
extratos exclusivamente de folhas, pelo fato de a raiz ser um 6rgao de sintese de
muitos compostos encontrados na parte aérea das plantas, e estes podem estar em
maior quantidade nas raizes e pelo fato do extrato de caule de B. Pilosa ter
apresentado efeito inibitério na determinacdo da CIM. Em B. pilosa, é na cuticula e
nas células epidérmicas das folhas que estdo localizados os principios ativos mais
consumidos na area medicinal (KVIECINSKI et al., 2008) e na fitoterapia (VASQUES
et al., 1986).

Poucos estudos foram feitos quanto a atividade antimicrobiana de E.
pyriformes. Em estudo recente, Stieven et al.,, (2009) demonstraram a atividade
antimicrobiana de extratos hidroetanolicos de E. pyriformes contra diferentes micro-
organismos pelo método de difusdo em disco. Nesse estudo, foi observado que os
extratos hidroetandlicos da casca e semente inibiram o crescimento de S. aureus
(ATCC 6538) de 16 a 25 horas de incubacao. Adicionalmente, foi demonstrada a
presenca de alcaloides, compostos fendlicos e flavondides em E. pyriformes. Tais

substancias, sao implicadas na atividade antimicrobiana.

Para os extratos de H. rostrata ndo foi observado nenhuma atividade
antimicrobiana pelo método de difusdo. Pode-se atribuir esta auséncia a ja citada
solubilidade dos bioativos constituintes do extrato testado, mas também pode ser
atribuida pela morfo-fisiologia da bactéria além da especificidade de bioativos com
acdo anti-ORSA que pode estar desigualmente distribuidos entre as partes da
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planta. Os estudos com H. rostrata sdo originais, portanto ainda nao existem
parametros bibliogréficos para comparagéo. Esta pesquisa demonstra a auséncia de
atividade antimicrobiana desta planta, ndo impedindo a realizacdo de testes para

avaliacao de outras atividades bioativas.

Macedo Costa (2008) avaliou a atividade antimicrobiana do extrato de folha
de jabuticabeira (Plinia cauliflora) contra cocos positivos orais. Foi obtido halos de
inibicdo variando de 10 a 18 mm de di@metro e apresentou desempenho médio
significativamente inferior em relacéo a clorexidina, na comparacéao do extrato bruto
vs substancia pura e nas concentracoes 1:2 e 1:4. O autor concluiu que o extrato de
folha de Plinia cauliflora produziu uma significante atividade bacteriostatica in vitro
sobre as bactérias do biofilme dental, 0 que sugere a utilizacdo dessa substancia
como meio alternativo e economicamente viavel para o controle de afeccées em

Odontologia.

4.4 Determinagdo da Concentragdo inibitoria Minima  de extratos vegetais

Para a determinagdo da concentracéo inibitéria minima a técnica empregada
neste estudo foi a microdiluicdo (Figura 10). Eloff (1998) citado por Ostrosky et al.
(2008) concluiu que o método de microplacas € barato, tem reprodutibilidade, € 30
vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura, requerem pequena
guantidade de amostra, pode ser usado para grande niamero de amostras e deixa
um registro permanente . Como neste estudo a amostragem € relativamente grande
esta técnica foi adequada. Observou-se que em sua maioria 0s extratos analisados
apresentaram alta concentracao inibitéria, com alguns deles com valores proximos a
maior concentragao de extrato (50mg/ml). As excec¢bes foram os extratos de fruto de
Plinia cauliflora (6,25 mg/ml) e flor e folha de Bidens pilosa (12,5 mg/ml e 6,25mg/ml
respectivamente), que apresentaram concentracfes inibitorias minimas baixas
(Apéndice B) . Silveira et al (2007) determinou a concentracao inibitéria minima de
extratos de gervao (Stachytarpheta cayennensis) contra MRSA que apresentou CIM
variando de 0,4 a 1,6 mg/mL . Os resultados indicam que a planta tem moderada
atividade antibacteriana. Mattana et al., (2010), também avaliou a atividade de

extratos organicos de Acacia aroma contra MRSA. A CIM abrangeu de 2.5 a 10



33

mg/ml, considerado um resultado promissor. No estudo de Mandal et al (2011), foi
avaliado a atividade anti-MRSA de extratos vegetais de Cinnamomum zeylanicum,
Syzygium aromaticum e Cuminum ecyminum . As CIM abrangeram de 64-256, 64-
512 e 128-512 pg/ml, respectivamente. Os valores da CIM para Hyptis martiusii
contra MRSA e MSSA (S. aureus sensiveis a meticilina) desenvolvidos por Coutinho
et al., (2008) variaram de 128 a = 1024 pg/mL . O autor conclui que os extratos s&o
indicados como um agente anti-Staphylococcus, pois, quando comparado com
outros antibiéticos como meticilina e gentamicina, o extrato foi mais efetivo,
demonstrando ser um promissor agente antibacteriano. Desta forma, pode-se
afirmar que trés extratos analisados neste trabalho (casca do fruto de Plinia cauliflora
e flor e folha de Bidens pilosa) apresentam os valores de CIM mais satisfatorios,

podendo afirmar que apresentam boa atividade antibacteriana contra ORSA.

Figura 10 Determinagéo da Concentracao
Inibitéria Minima de extratos de Flor de
Bidens pilosa. Fonte: Do autor

4.5 Avaliacado da Atividade citotoxica dos extratos sobre cultura celular

Quanto a avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos sobre cultura celular
foram verificados que, conforme Apéndice C o0s extratos de caule e flor de H.
rostrata, folha e caule de P.cauliflora, semente de A. crassiflora, folha e raiz de B.
pilosa e caule de Eugenia pyriformis nao apresentaram toxicidade nas
concentracdes testadas sobre a cultura célula. A CCso (Concentracédo citotéxica para
50% das células) variou nos extratos de 1,30 mg/mL a 9,56 mg/mL. A CCy
(Concentracéo citotoxica para 90% das células) variou nos extratos de 2,55 mg/mL a
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19,00 mg/mL. Com estes resultados observou-se que a toxicidade é baixa na
maioria dos extratos (Figura 11).

Como o0s extratos de H. rostrata e o0 extrato de raiz de B. pilosa nédo
apresentaram efeito antimicrobiano este resultado esta restrito ao perfil toxicolégico
das partes das plantas analisadas. Para A. crassiflora foi observado que o extrato de
semente, que apresentou CIM de 50 mg/ml n&o apresentou toxicidade significativa.
Isto revela que este extrato apresenta grande potencial para 0 uso como prototipo
farmacéutico. Este perfil foi observado também para os extratos de folha e caule de
P.cauliflora, caule de Bidens pilosa e caule de Eugenia pyriformis (Figura 12 e 13).

Referente ao extrato de folha de Bidens pilosa observou-se que a auséncia de
toxicidade a torna um protétipo em potencial, devido ao fato de apresentar um valor
de CIM satisfatério (12,5mg/ml). Os demais extratos apresentaram valores de acdo
toxica celular baixos. Isto os caracteriza como bioativos promissores no tratamento
contra ORSA com destaque para o extrato de casca do fruto de P. cauliflora e para o

extrato de flor de Bidens pilosa.

Figura 11 Determinagéo da atividade citotoxica de
extratos vegetais frete cultura celular. Fonte :
Do autor

Figura 13 Células alteradas da linhagem C6/36
Figura 12  Células normais da linhagem pelos extratos vegetais de semente de E.

C6/36 pé tratamento. Fonte: Do pyriformes na concentracdo de 5mg/mL
autor. Fonte: Do autor
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4.6 Avaliacéo fitoquimica dos extratos vegetais

O perfil fitoquimico (Apéndice E) dos extratos de Annona crassiflora apontou a
presenca de alcaldides nos extratos de casca do fruto, polpa e folha. Em 1982,
Leboeuf e colaboradores publicaram uma revisdo sobre a fitoquimica da familia
Annonaceae, onde é relatada a predominancia de alcaloides aporfinicos e
oxoaporfinicos dentre os metabdlitos secundarios isolados de espécies pertencentes
a familia. Foi observado que os extratos de caule e casca do fruto apresentaram
taninos, saponinas foram observadas apenas no extrato de polpa e flavonoéides
apenas no extrato de folha. Além de alcaloides, constituintes como polifenois, 6leos
essenciais, terpenos e substancias aromaticas também sdo encontradas em
representantes da familia. (LEBOEUF et al., 1982). Quanto aos compostos
fendlicos, na familia Annonaceae os de maior ocorréncia sdo os flavonoides
(SIMOES ; SCHENKEL, 2004).

A anadlise farmacognéstica revelou que a maioria dos extratos de B. pilosa
apresentou-se positivos para alcaldides, flavonoides, taninos e saponinas. Este
resultado confirma estudos anteriores que afirmam que o0s principais compostos ja
isolados da planta sdo substancias poliacetilénicas e flavonéides (BRANDAO et al,
1997). Borges et al. (2009) determinou também a presenca de substancias
fendlicas tais como taninos e flavonoides e também apresentou resultado positivo
para saponinas e alcaloides ,também observado nesta pesquisa.

Para os extratos de Eugenia pyriformis foi observado que o extrato de folha
apresentou-se positivo para todas as substancias com exce¢édo de antraguinonas.
Estudos mostram que o género Eugenia tem a presenca de fendis, taninos
hidrolisaveis e condensados (YANG, LEE E YEN, 2000), flavonas (PAINULY;
TANDON, 1983), flavondis, na forma de agliconas e heterosideos, catequinas
(HUSSEIN et al., 2003) e triterpenos livres e também na forma de saponinas (GU et
al., 2001). Para os demais extratos desta planta houve uma predominancia da
presenca de taninos e saponinas confirmando os dados da literatura. Nao foi
observada na literatura pesquisada a presenca de alcal6ides, mas neste trabalho o
extrato da folha apresentou resultado positivo.

A analise revelou a presenca de flavondides taninos e saponinas nos extratos
de Heliconia rostrata. Como o0s estudos com esta planta sdo escassos estes

resultados s&o considerados originais.
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Os extratos de Plinia cauliflora revelaram uma variagcdo da presenca de
constituintes quimicos de acordo com a parte da planta. As folhas obtiveram
resultado positivo para flavonoides, taninos e saponinas. O caule apresentou apenas
taninos e saponinas. Ja a casca do fruto apresentou-se positivo para alcaloides e
saponinas. Souza-Moreira et al (2008) analisou o pefil fitoquimico de folhas de
Plinia cauliflora e os extratos polares apresentaram flavonoides, taninos, alto teor de

fendis totais e de flavonoides totais, resultado semelhante ao deste trabalho.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

Todos os extratos de Heliconia rostrata, semente de Annona crassiflora, caule
e raiz de Bidens pilosa ndo apresentaram atividade antibacteriana contra as
amostras testadas no teste de difusdo em agar, porém foi observada a
atividade do extrato de semente de Annona crassiflora e caule de Bidens

pilosa na determinag&o da CIM em microplaca.

Os extratos da folha, casca do fruto e caule de Plinia cauliflora, do caule e
folna Eugenia pyriformis, caule, polpa, casca do fruto e folha de Annona
crassiflora e flor, caule e folha de Bidens pilosa foram efetivos contra as

amostras.
Quanto a toxicidade a maioria dos extratos demonstrou baixa toxicidade.

Os melhores extratos, por apresentarem baixas CIM e baixo ou nenhum efeito
téxico foram os extratos de casca do fruto de Plinia cauliflora e flor e folha de

Bidens pilosa.

Foram observados, pela andlise fitoquimica nos extratos, auséncia total de
antraquinonas e presenca variavel de alcaloides, flavonodides, taninos e

saponinas.
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APENDICES

Lista de Quadros

Apéndice A — Médias de halos de inibigdo de extratos hidroalcélicos de Anonna crassiflora, Bidens pilosa, Eugénia pyriformis, Heliconia rostrata e Plinia
cauliflora frente a sessenta isolados de Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes (ORSA) e intervalos de inibicdo em mm

Planta Anonna crassiflora Bidens pilosa Eugénia pyriformis
Extrato Casca do Caule | Semente Polpa Folha Raiz  |Caule |Flor Folha Fol ha Caule
fruto
Média de inibicao 12,16 8,68 0 8,86 10,38 0 0 14,10 16,70 13,33 12,03
Intervalo do halo de 6-—-15 5-15 0 6-15 6-14 0 0 8-20 8-23 10-16 9-16
inibicao
Planta Heliconia rostrata Plinia cauliflora Clorexidina Agua
0,12% destilada
Extrato Caule Flor Folha Rizoma Casca do Folha Caule
fruto
Média de inibicédo 0 0 0 0 12,31 13,40 10,36 15,35 0
Intervalo do halo de 0 0 0 0 9-16 6-17 5-15 10 - 26 0
inibicao
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Apéndice B — Valores de Concentragdo Inibitéria Minima de extratos hidroalcdlicos de Anonna crassiflora, Bidens pilosa, Eugénia pyriformis, Heliconia
rostrata e Plinia cauliflora frente a sessenta isolados Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes (ORSA) obtido pelo método de Micro Placas em mg/mL.

Anonna crassiflora

Bidens pilosa

Eugénia pyriformis

Planta
Extrato Casca do Caule | Semente Polpa Folha Raiz |Caule |Flor [olha Fol ha Caule
fruto
CIM 50 25 50 25 25 N 50 12,5 6.25 50 50
Planta Heliconia rostrata Plinia cauliflora
Extrato Caule Flor Folha Rizoma Casca do fruto Folh a Caule
CIM N N N N 6,25 50 50

.N= auséncia de inibicdo na concentragdo maxima utilizada no teste



Apéndice C - Determinacgao da citotoxicidade dos extratos sobre cultura de células da linhagem C6/36 ( em mg/mL).
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Planta

Anonna crassiflora

Bidens pilosa

Eugénia pyriformis

Extrato

Casca do

fruto

Caule

Semente

Polpa

Folha

Raiz

Caule

Flor

Folha

Fol

ha

Caule

CCs

(Concentracgéo citotoxica para

50% das células)

2,06

5,86

NT

2,68

3,86

NT

3,91

2,82

NT

9,56

NT

CCq
Concentragéo citotdxica para

90% das células)

9,38

10,77

NT

5,98

8,03

NT

7,27

5,41

NT

19,0

NT

Planta

Heliconia rostrata

Plinia cauliflora

Extrato

Caule

Flor

Folha

Rizoma

Casca do fruto

Folh

a

Caule

CCs
(Concentragéo citotoxica para

50% das células)

NT

NT

1,40

2,15

1,30

NT

NT

CCoo

Concentragéo citotdxica para
90% das células)

NT

NT

2,60

6,90

2,55

NT

NT

Legenda :

(NT= N&o téxico nas concentracdes utilizadas no experimento). Fonte: O autor
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Apéndice D - Andlise comparativa entre resultados de Concentracao Inibitéria Minima de Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes (ORSA) e
Staphylococcus aureus ATCC 6538, frente aos extratos hidroalcélicos de Anonna crassiflora, Bidens pilosa, Eugénia pyriformis, Heliconia rostrata e Plinia

cauliflora
CIM (mg/ml)** IS
Planta Extrato Staphylococcus Staphylococcus CCs / CCyp Staphylococcus | Staphylococcus
aureus Oxacilina aureus ATCC 6538 (mg/ml)*** aureus Oxacilina aureus ATCC
resistentes resistentes 6538
Casca do fruto 50 6,25 2 06/9.38 0.0412 0.3296
Caule 25 1,56 5,86/10,77 0,2344 3,75641
AnO-nna Semente 50 N NT/ NT NA NA
crassiflora
Polpa 25 12,5 2,68/5,98 0,1072 0,2144
Folha 25 25 3,86/8,03 0,1544 0,1544
Raiz N N NT/NT NA NA
Caule 50 25 3,91/7,27 0,0782 0,1564
Bidens pilosa
Flor 12,5 1,56 2,82/5,41 0,2256 1,807692
Folha 6,25 25 NT/ NT NA NA
Eugénia Folha 50 25 9,56/19,0 0,1912 0,3824
pyriformis Caule 50 25 NT/ NT NA NA
Caule N N NT/ NT NA NA
Heliconia rostrata Flor N N NT/NT NA NA
Folha N N 1,40/2,60 0,014 0,014
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Rizoma N N 2,15/6,90 0,0215 0,0215

Casca do fruto 6,25 25 1,30/2,55 0.208 0.052
Plinia cauliflora Folha 50 50 NT/ NT NA NA
Caule 50 6,25 NT/ NT NA NA

Legenda : N= auséncia de inibigdo na concentragdo maxima utilizada no teste; NT= N&o téxico nas concentragdes utilizadas no experimento.NA = N&o se aplica a esta andlise



Apéndice E - Determinagdo de compostos quimicos dos extratos vegetais de Anonna crassiflora, Bidens pilosa, Eugénia pyriformis, Heliconia rostrata e
Plinia cauliflora por analise fitoquimica

Planta Extrato Alcalbides Antraquinonas Flavonéides Taninos Saponinas
+ - + -
Casca do fruto -
- - - + -
Caule
Anonna crassiflora Semente ) ) ) ) )
+ - - - +
Polpa
+ - + - -
Folha
. - - - + +
Raiz
Caule + - - + +
Bidens pilosa ¥ - T + +
Flor
+ + + +
Folha -
+ - + + +
Folha
Eugénia pyriformis
- - - + +
Caule
Caule - - - + +
Flor - - - - +
Heliconia rostrata
Folha - - + + -
Rizoma - - + - -
Casca do fruto + - - - +
. . Folha - - + + +
Plinia cauliflora
Caule - - - + +

Legenda : + positivo nas reacdes frente ao extrato analisado; - negativo nas reac¢fes frente ao extrato
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Apéndice F - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de sessenta isolados de Staphylococcus
aureus Oxacilina Resistentes (ORSA) obtido pelo método de Disco de Difusdo

Amoxicilin
Codigo | Amostra a/A(E. . Azitromicin Ciprpfloxac Clindamici Doxiclina | Norfloxacin | Oxacilina Vancomici Linezolida
Clavulanic a ina na na
0
AMC AZI CIP CLI DOX NOR OXA VAN LNZ

I.A4.1b G174 S S S R S S
ILA7.4b | 1.A7.4b S S S R S S
ILA7.5a| G281 S S S R S S
LA8.1d | G279 S I S R S S
I”'g4'4 G3 26 S S S R S S
V.A2.1 G4 25 S S S R S S

4a
IV.A13.

G46 S S S R S S

9b
IV'I?'Z G45 S I S I I S R S S
V.A3.la| G531 S R S R S S R R S
V.A;3.2 G538 S I I I R S R S S
V.Ai3.7 G551 S I S I R S R S S
VI.21.8 G6 15 S S S R S S
ViAzl G6 30 S S S R S S

4a
VIALL G6 20 S S S R S S

la
VILAL3. G760 S S S R S S

5C
Vil.BL.2 G731 S S S R S S

Oa




Apéndice F

- Continu.

Perfil

de susceptibilidade antimicrobiana de sessenta

Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes (ORSA) obtido pelo método de Disco de Difusdo
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isolados de

Azitromicin | Ciprofloxac

Clindamici

Amoxicilin
4 a/AC.
Cabdigo | Amostra Clavulanic
(o]
VII.B3.
G755 R
1b
VII.A7 G8 29 _
.2a
VIILA
o G82 R
.6a
VII.AL1
G8 22 S
3.69
IX.Al. GO 165 S
3a
IX.Al.
G9 107 =
10a
IX.A4.
G9 108 S
6b
X.A1.9 G10 19 _
a
X.A10. G10 3 _
1c
X.A13.
10f G105
XI1.A2.
G11 96 S
4b
XI.A4. G11 129 S
6a
XIAT. G11 13 S
la
XI11.A9.
12 14 R
7b G
XIl.A1
121
3.2b G 3 S
XI.LA1| G13 - _
Jda 112
XI.A1 G13- 47 S

2.1c

a ina na Doxiclina | Norfloxacin
R I I S S
R I R R I
R I R S S
R I I S S
- | 0 - 0
R I I S S
R I R I S
R I I S S
R I I S I
I I I R R
I S I S S
R I R S S
I I S I I
R I I S S
S R I S I
R I R S S
R S R S S

Oxacilina

Vancomici

na Linezolida
S S
R S
R s
s s
s s
s s
R s
s S
s S
s S
s S
R s
s s
R s
R S
S S
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Apéndice F - Continu. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de sessenta isolados de
Staphylococcus aureus Oxacilina Resistentes (ORSA) obtido pelo método de Disco de Difusao

Amoxicilin
‘1 AC. Azitromicin | Ciprofloxac | Clindamici L . - Vancomici . .
COdIgO Amostra o (E . p. Doxiclina | Norfloxacin | Oxacilina Linezolida
Clavulanic a ina na na

(o]

XIV.Al1| G14 -
.18d 199

XIV.A2

Gl14-71 S R |
12a

XIV.Al1| G14 -
3.10e 126

XV.A2.| G15-
11a 159

XV.A5.

15-52 R
4a G15-5 S I

XV.A9.

G15 - 40 R I I
8b

XVI.A1| G16 —
.2a 269

XVI.A1| G16 —
4b 258

XVI.A2 | G16 -
.10d 167

XVII.A

1.14a G17 86 S S

XVII.A

G17 115 R R S
9.4a

XVII.A

13.2¢ G17 62 I S

XVIILA

2 14b G18 100 S S I

XVIILA

G18 104 S | |
4.5a

XIX.A2

194
1b G19 43

XIX.Al

G1921
3.2a

I
I
I
I
S
I
S
I
I

XVIILA

1.10d G18 110 S I I - S S S
I
I
I
S

XIXB2c | G19 10
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Apéndice F - Final . Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de sessenta isolados Staphylococcus
aureus Oxacilina Resistentes (ORSA) obtido pelo método de Disco de Difusdo

Amoxicilin
Caddigo | Amostra a/A(E.. Azitromicin | Ciprofloxac | Clindamict | 0, iojina | Norfloxacin| Oxacilina | 2"°MC | | inezolida
Clavulanic a ina na na
o
XX.AL G20 44 S I S S
2.1a
XX.AL G20 12 R S S I S
3.1a
XX.Al
G20 14 R R I R S
3.1c
XX1.BS G211 R S I I S
2a
XXILA
2 10a G2255 S S I S
XXILA
22 4 R
2 13b G 8 S I I S
XXIIL.A
G22 63 R I R I S
3.1a
XXIIL.A
G22 29 R I S I S
4.6a
XXILA
31b G22 64 I S I S

Legenda: AMO/ACL: Amoxicilina com Acido clavulanico(30) ; AZI: Azitromicina(15) ;CIPRO: Ciprofloxacina(05);
CLIN: Clindamicina(02) ; DOXI: Doxicilina (30) ; NOR : Norfloxacin(10) ; OXA: Oxacilina (10); VAN :Vancomicina
(30) ;LIN : Linezolida (30); R : Resistente ; | :Intermediario ; S : Sensivel



Apéndice G — Médias de halos de inibicdo de extratos hidroalcélicos de Anonna crassiflora, Bidens pilosa, Eugénia pyriformis, Heliconia rostrata e Plinia
cauliflora frente a S. aureus (ATCC 6538) e intervalos de inibicio em mm

Planta Anonna crassiflora Bidens pilosa Eugénia pyriformis
Extrato Casca do Caule | Semente Polpa Folha Raiz  |Caule |Flor Folha Fol ha Caule
fruto
Média de inibicdo 18,0 12,0 0 16,0 12,0 0 0 22,0 26,3 12,0 11,3
Intervalo do halo de
L 16 -20 10-14 0 14 -18 10-14 0 0 21-23 | 25-28 11 -13 10-12
inibicdo
Planta Heliconia rostrata Plinia cauliflora Clorexidina Agua
0,12% destilada
Extrato Caule Flor Folha Rizoma Casca do Folha Caule
fruto
Média de inibicao 0 0 0 0 15,3 16,7 13,0 16,3 0
Intervalo do halo de
L 0 0 0 0 15-16 15- 18 12 -15 15-18 0
inibicao




