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RESUMO

Este estudo avaliou a atividade antibacteriana de extratos de plantas contra as cepas de Staphylococcus
aureus por meio de testes de Disco-Difusdo e de Concentra¢io Bactericida Minima (CBM). Foi testada
a susceptibilidade de 52 cepas de S. aureus aos extratos hidroetanolicos das plantas: (1) Psidium guajava
var. pomifera; (2) Hymenaea courbaril var. stilbocarpa; (3) Pothomorphe umbellata; (5) Bidens pilosa,
seguindo-se a metodologia baseada nas normas internacionais do CLSI. Na comparagio dos resultados da
acdo dos extratos nas concentragdes preparadas neste modelo experimental, foi observado que: B. pilosa
apresentou menor a¢do; P guajava var. pomifera, P. umbellata, com resultados muito préximos entre si,
apresentaram a¢des medianas; H. courbaril var. stilbocarpa demonstrou a¢do muito superior aos outros
extratos e ao controle com etanol. A agéo in vitro dos extratos testados evidenciou a presenca de principios
ativos antibacterianos. O estudo tornou evidente que os extratos hidroetandlicos das plantas 1, 2, 3 e 5
possuem agdo antibacteriana in vitro contra Staphylococcus aureus MRSA e MSSA.

Palavras-chave. extratos vegetais, agentes antimicrobianos, Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the antibacterial activity of vegetable extracts in the control of the
Staphylococcus aureus strains, using Disk Diffusion and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
tests. The susceptibility of 52 S. aureus strains to the hydroethanolic extracts from the following
plants: (1) Psidium guajava var. pomifera, (2) Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, (3) Pothomorphe
umbellata, (5) Bidens pilosa, was tested by the methodology based on the international standards of CLSI.
By comparing the results from the action of extracts concentrations prepared in this experimental study, it
was found that the B. pilosa showed a minor action; P. guajava var. pomifera, P. umbellata, presented results
very close to each other and revealed median actions; H. courbaril var. stilbocarpa exhibited an action
markedly higher than the other extracts and the control with ethanol. The in vitro effects of the extracts
evidenced the presence of antibacterial active components. This study showed that hydroethanolic extracts
from plants 1, 2, 3 and 5 hold in vitro antibacterial activity on Staphylococcus aureus MRSA and MSSA.
Keywords. vegetable extracts, antimicrobial agents, methicillin resistant Staphylococcus aureus.
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INTRODUCAO

Doencas causadas por estirpes diferentes da
espécie de bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus podem ser classificadas como superficiais,
invasivas ou tdxicas. As infec¢oes hospitalares causadas
por cepas multirresistentes desse agente, membro da
microbiota normal dos seres humanos, tem sido objeto
de preocupacdo. Essas bactérias sdo consideradas
o principal agente causador de infec¢des de feridas
cirirgicas que podem evoluir para bacteremia ou
sepse, com mortalidade elevada; por exemplo, 17,6%
das infec¢des nosocomiais na Santa Casa de Sao Paulo,
em 1981, foram causadas por esse agente'. Algumas
amostras de Staphylococcus aureus resistentes a maioria
das cefalosporinas e penicilinas conhecidas, designadas
Staphylococcus aureus meticilina resistentes (sigla em
inglés, MRSA), s6 podem ser tratadas com sucesso
com o antibiético vancomicina, e ja ha relatos do
aparecimento de cepas com resisténcia intermedidria
a este ultimo (conhecidas como VISA)2 Entre 1981 e
1982 foi registrado um aumento de 46 % para 48,6 % de
cepas resistentes a oxacilina (ORSA) na Santa Casa de
Sao Paulo'. O Staphylococcus aureus MRSA é um micro-
organismo de grande interesse nos estudos de agdo
antibacteriana visando a descoberta de novos agentes
devido as altas taxas de infec¢do hospitalar. A descoberta
de plantas com a¢io antibacteriana é o primeiro passo
para o desenvolvimento de novos principios ativos (PA)
antimicrobianos. Nas tradi¢des populares encontramos
diversas plantas utilizadas no tratamento das varias
doengas, inclusive infeccoes. Esta tradicdo é passada
oralmente de geragdo para geracgdo e sua aplicabilidade
clinica muitas vezes carece dos fundamentos cientificos
para a comprovagdo de sua eficdcia®'*. A descoberta da
presenca dos PA antimicrobianos em plantas poderia
ajudar no tratamento de varios pacientes.

Segundo Gutierrez et al., Psidium guajava
(goiabeira), da familia Mpyrtaceae, foi encontrada
na literatura etnofarmacolégica de diversos paises,
especialmente na América Central e Africa’.
Extratos de plantas dessa espécie sdo utilizados
em preparagdes tradicionais, principalmente em
desordens gastrintestinais (diarréia, dores de estomago,
gastrenterite, indigestdo e disenteria) e condigdes
dermatoldgicas (bolhas, infec¢des e ulceras na pele)*.
Chah et al. relataram a a¢do antibacteriana de extratos de
folha e de raiz de P. guajava contra agentes etiologicos de
infec¢desintestinais: Staphylococcus aureus, Streptococcus
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mutans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis,
Bacillus cereus, Proteus spp, Shigella spp e Escherichia
coli*. Além desse estudo, diversos outros relataram a
acdo antibacteriana contra S. aureus utilizando extratos
aquosos, extratos etandlicos, extratos hidroetandlicos,
extrato metanolico, de folhas, casca do caule e raizes de
P. guajava®. Betoni et al. utilizando extratos etandlicos de
folhas de goiabeira sobre cepas de S. aureus, conseguiram
diminuir sua concentragao inibitéria minima utilizando
associagOes desses extratos com antibidticos®.

Hymenaea L. (jatoba), da familia Caesalpiniaceae,
foi considerado um género predominantemente
neotropical com 16 espécies distribuidas desde o México
até a América do Sul, segundo Dechoum’. Seu principal
uso na medicina popular é contra afec¢oes pulmonares
de modo geral, dores e codlicas estomacais, como
vermifugo e antidiarreico, antifingico, antioxidante,
diurético, expectorante, hepatoprotetor, carminativo,
adstringente, estimulante e energético” . Segundo Lima
et al. a seiva do jatoba apresenta as mesmas propriedades
que o cha elaborado a partir da casca, que além de
fortalecedor do sistema imunolégico, ¢ estimulante e
utilizado pelos indigenas para melhorar o desempenho
sexual®. Pereira et al. descreveram que o 6leo essencial
de H. courbaril apresentou atividade antimicrobiana
contra as bactérias  Salmonella  Thiphimurium,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
haemolyticus®. Outros estudos relataram atividade
antimicrobiana de H. courbaril contra S. aureus utilizando
extratos de casca ou folhas'.

Pothomorphe umbellata (pariparoba) pertence
a familia Piperaceae e sua distribuicdo geografica vai
da América Central até as Antilhas e América do Sul.
Seu uso na medicina popular é difundido por todo
o Brasil. Sdo empregadas suas folhas, caule e raizes.
E considerada diurética, antiepilética, utilizada no
tratamento de doencas do figado, contra febre e afecgdes
das vias respiratdrias, inchacos e inflamag¢des nas
pernas, contra erisipela e filariose'’>. Na Amazonia,
todas as partes da planta, principalmente as folhas,
sao utilizadas sob a forma de cha, suco ou emplastro,
como antiblenorragica, vermifuga e no combate das
inflamagdes internas e externas em machucados ou
queimaduras'!. Sponchiado-Janior!, utilizando o teste
de difusdo em agar, evidenciou que a fragdo acetato
de etila, proveniente do extrato bruto de P umbellata
apresentou efeito antimicrobiano contra Enterococcus
faecalis, agdo comparavel a atividade antimicrobiana do
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hidréxido de calcio. Isobe et al.’? demonstraram que o
alcaléide, N-benzoilmescalina, isolado das partes aéreas
da pariparoba, apresentou atividade antibacteriana
significativa contra o Helicobacter pylori.

O picao-preto (Bidens pilosa L.), da familia
Asteraceae, possui ampla dispersio nos trépicos e
subtrdpicos, desde o nivel do mar até cerca de 3000 m de
altitude. Por onde ocorre é adotada como fitoterapico,
sendo referido o uso das folhas ou da planta inteira, com
exce¢do das raizes’*'®. Seu principal uso é na solucio
de problemas hepaticos (hepatite e ictericia), além de
laringites, dores de cabega e desordens digestivas" .
Segundo revisdo de Taylor'’, no Brasil, Bidens pilosa ¢é
usada tradicionalmente contra febre, malaria, hepatite,
diabetes, dor de garganta, tonsilite, obstrugdes ou outras
desordens do figado, infec¢des urinarias, corrimentos
e infeccoes vaginais. Em infusdes ou decocgbes para
uso interno é usada para tonsilite e faringite".
Externamente é utilizada em feridas, infec¢des fngicas,
ulceras, picadas de insetos, hemorrdidas e erupcdes
da pele. Rabe e van Staden' demonstraram sua
atividade antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae,
Bacillus sp, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas spp,
Staphylococcus aureus e Salmonella spp. Schuch®, em
sua tese de doutorado, descreveu a agdo bactericida de
extratos hidroetanoélicos de Bidens pilosa contra cepas de
Staphylococcus coagulase-positiva.

Referéncias ndo foram encontradas nas bases
de dados estudadas (LILACS, PUBMED, SCIELO e
MEDLINE), nos tltimos dez anos, sobre a a¢do das
plantas citadas contra S. aureus MRSA, fato preocupante,
considerando que estudos cientificos poderiam contribuir
para o conhecimento dos extratos com a¢ao bactericida.

Este estudo teve como objetivo a avaliagdo da
acdo antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus
resistentes e sensiveis a meticilina (MRSA e MSSA)
utilizando extratos hidroetandlicos das plantas:
Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (jatoba), Bidens pilosa
(picao-preto), Psidium guajava var. pomifera (goiabeira)
e Pothomorphe umbellata (pariparoba). Como métodos,
foram realizados os testes de disco-difusio em meio
de cultura solido e teste de Concentracio Bactericida
Minima (CBM) em meio de cultura liquido, utilizando
como referéncia as normas internacionais do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)'. Outro
objetivo foi verificar se os métodos de extragao simples,
passiveis de serem utilizados na cultura popular,
poderiam produzir extratos com agéo in vitro.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Sdao Paulo (FCMSCSP) e no Laboratério
de Quimica do Centro Universitario “Padre Anchieta”
(UniAnchieta) entre 2008 e 2009.

Os testes de sensibilidade antibacteriana foram
realizados em 52 cepas (28 MRSA e 24 MSSA) de
S. aureus coletadas da rotina laboratorial do Laboratério
do Servico de Controle de Infeccoes Hospitalares
(SCIH) da Santa Casa de Sdo Paulo e procedentes das
Unidades de Pediatria. Essas cepas foram coletadas de
2004 a 2007 e mantidas no freezer a -18 °C.

O material testemunha herborizado foi
depositado em acervo comprobatério do Herbario da
Universidade Estadual de Campinas, SP (Unicamp)
sob a seguinte numeragdo: Bidens pilosa registro
n°150348, Pothomorphe umbellata registro n°® 150349;
Psidium guajava var. pomifera registro n°150350;
e Hymenaea courbaril var. stilbocarpa registro
n°150351.

Preparagao dos extratos hidroetandlicos

O material vegetal foi coletado de espécimes de
Hymenaea courbaril (jatoba: casca de galho), Bidens pilosa
(picao-preto: planta toda), Psidium guajava (goiabeira:
casca de galho), Pothomorphe umbellata (pariparoba:
folhas) na época da florada e, ou frutificagao, na regiao
de Jundiai, 23° 11'9" S, 46° 53' 2" W, estado de Sao Paulo,
Brasil. As herbdceas foram coletadas em sacos plasticos
escuros, tomando-se o cuidado de desprezar partes
afetadas por doengas, parasitas e materiais estranhos,
como partes de outras plantas'”'®.

Em até duas horas apos as coletas, o material
vegetal foi colocado para secar a 40 °C, com circulagdo
de ar, em estufa, por sete dias. Apds a secagem foi
submetido a moagem e estabilizacdo no Laboratério do
Centro Universitario “Padre Anchieta” (UniAnchieta),
sendo processado em liquidificador, pesado em balanca
digital de precisao eletronica e colocado em frascos
de vidro com etanol de cereais a 80% (v/v), numa
proporgdo de 1 grama de planta para 4 mL de etanol
(1g:4mL). Apds o processamento da matéria vegetal,
os frascos com extrato foram deixados em repouso por
no minimo oito dias a temperatura ambiente, dentro
de uma caixa de papeldo para evitar a degradagao de
principios ativos (PA) pela luz'”8.
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Apés a extragdo, a amostra foi filtrada em
papel-filtro quantitativo de filtragem média, porosidade
de 6,5 pm e mantida em frascos &mbar'”*%.

Testes preliminares: acao antibacteriana sobre cepa
padrio

Este estudo foi realizado no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Sao Paulo (FCMSCSP). Utilizou-se a cepa
padréo de S. aureus ATCC 25923 (MSSA) da colecio do
Laboratdrio, conservada em freezer a —-18 °C. O teste de
disco-difusao seguiu o método de Kirby-Bauer, segundo
propoe o CLSI'S. Esta etapa foi realizada com a finalidade
de padronizar o método e os extratos que apresentaram
acao antibacteriana nos testes (disco-difusao e dilui¢ao em
caldo) e foram utilizados nos experimentos posteriores.

Teste de disco-difusao

Apos a padronizacio dos testes de disco-difusdo
em cepa padrao de S. aureus ATCC 25923 com extratos
a serem testados, procedeu-se aos testes com as 52 cepas
hospitalares MSSA e MRSA. Os extratos hidroetanolicos
tiveram sua sensibilidade comparada a sensibilidade
dos antibiéticos de referéncia vancomicina, oxacilina e
cefalotina, por meio da medigdo de seus halos de inibicao
de crescimento.

Um indculo foi preparado de 1,5 x 10® UFC/mL
de cepas, 0,5 da escala de MacFarland, para serem testados
em Caldo de Infusdo Cérebro e Coragdo (BHI) e semeados
em placas de Agar Mieller-Hinton (MH). Discos
estéreis de papel filtro impregnados com 10 pL de cada
extrato foram colocados na superficie da placa de MH
previamente semeada e foram distribuidos de maneira
que a distancia de centro a centro nio excedesse 24 mm
para evitar possiveis interagdes com outros extratos.

O experimento de disco-difusdo foi controlado
utilizando-se um disco impregnado com etanol
80% e discos contendo os antibidticos de referéncia:
vancomicina (VAN) 1 pg/mL, oxacilina (OXA) 30 pg/mL
e cefalotina (CFL) 30 pg/mL. As placas foram invertidas
e incubadas em estufa a 37 £ 2 °C, por 24 a 48 h. Apods
esse periodo mediram-se os didmetros dos halos de
inibicao de crescimento bacteriano em milimetros. Estes
experimentos foram feitos em duplicata para assegurar a
veracidade dos dados, como sugere o CLSI *“.

Foi considerado halo de inibi¢do de crescimento
bacteriano,oequivalenteadreasem crescimento detectavel
a olho nu, com no minimo 7 mm. Halos com formacio
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imperfeita, denominados aqui de halos vestigiais, foram
considerados indicativos de possivel acdo antibacteriana.
Todo teste que apresentou crescimento com possivel
margem de davidas foi repetido, como propoe o CLSI*.

Testes de Concentra¢io Bactericida Minima (CBM) -
testes de dilui¢do em caldo

O teste de concentragio bactericida foi realizado
somente com extratos que, no teste de disco-difusdo,
apresentaram halo vestigial ou de 7 mm.

Em 9 tubos de ensaio de 13 x 100 mm esterilizados,
foram preparadas diluigdes seriadas de 1 até 1/256
de extratos em agua salina a 8,0%, 1 mL em cada tubo.
Suspensoes bacterianas de colonias da cepa ATCC 25923
em caldo MH ou BHI (turbidez a 0,5 MacFarland) foram
adicionadas aos tubos com dilui¢des e posteriormente
estes foram incubados em estufa a 37 °C, até 24 ou 48 h
(em duplicatas). O experimento foi controlado por: séries
de diluigdes dos extratos vegetais idénticas a citada e meio
de cultura em caldo estéril; série de diluicoes de alcool de
cereais com suspensoesbacterianasidénticasacitadaacima;
controle negativo s6 com suspensdes bacterianas em caldo.
Todos os tubos, apds 24 h de incubacio (e também 48h em
alguns casos), tiveram uma aliquota de 10 uL plaqueada
em agar MH para a determinacao da CBM, procedimento
sugerido por CLSI'®. Hindler e Munro" recomendaram o
plaqueamento de aliquotas com até 10 L.

Cada tubo ficou com uma dilui¢do 1:2 de cada
concentragao de extrato e uma diluigdo 1:2 do inéculo, o
que resultou em uma série final de diluicdes com 1/2, 1/4,
1/8,1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 e 1/512.

A CBM ¢ a redugdo de 99,9% do crescimento
bacteriano’®. Nesse estudo, valores menores ouiguaisa trés
coldnias representam 99,9% de morte bacteriana, ou seja,
as diluicoes de extrato com essa inibi¢do apresentaram a
CBM. Contudo, algumas poucas placas que apresentaram
crescimento até cinco UFC, correspondente a inibi¢ao
estimadade 99,84 %,segundoaregradeproporcionalidade
aplicada aos valores da Tabela de Pearson et al. adaptada
por Hindler e Munro®, foram consideradas satisfatorias
aos objetivos deste estudo. As dilui¢des dos extratos em
testes que resultaram em 5 UFC foram denominadas, nao
como CBM, mas sim, concentragdo antibacteriana.

Apés a inoculacdo e incuba¢io, o crescimento
bacteriano que se apresentou confluente foi denominado
“incontavel”; quando as colonias apresentaram-se
individualizadas, mas com numero muito grande, o
crescimento foi denominado “maior que 100 Unidades
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Tabela 1. Dados comparativos da Concentragio Bactericida/antibacteriana Minima (CBM); dos didametros
de halo de inibi¢ao de crescimento; da concentragio etanolica relativa, por diluigio de CBM e do niimero
de colonias desenvolvidas sob a dilui¢ao de 1/8 do extrato estoque (imediatamente abaixo da CBM). Testes

com a cepa de S. aureus ATCC® 25923

Controle Extratos
Dados 01 02 03 05
alcool Psidium Hymenaea  Pothomorphe Bidens
(goiabeira) (jatoba) (pariparoba) (picao-preto)

CBM (mg/ mL) 190,0 23,38 3,33 50 51,75
Halo (mm) - 11 13 * &

[ ] etanol % 20 10 1,25 20 20
gﬂu‘i:;:ll‘;rsnas incontével 0 0 >100 >100

[ ]= concentragio; *= halo vestigial; ----= sem halo

Formadorasde Coldnia (UFC)”; 0 crescimento denominado
“maior que 60 e menor que 150 UFC” foi aplicado quando
foi possivel fazer uma estimativa pelo método de contagem
por quadrantes da placa. A comparacio quanto ao tipo de
crescimento, da forma como foi descrita, foi utilizada como
critério relativo de avaliagdo do crescimento bacteriano,
caso as CBM do extrato e do controle fossem a mesma.

Testes posteriores - A¢do antibacteriana sobre cepas
hospitalares de S. aureus resistentes e sensiveis
Seguindo o método dos testes de disco-difusao e
de concentracdo bactericida minima, citados nos testes
preliminares descritos anteriormente, foram realizados
os testes de sensibilidade antibacteriana em 52 cepas

Tabela 2. Coeficientes das Concentragdes Bactericidas/antibacterianas
Minimas (CBM) de extratos hidroetandlicos de: Psidium guajava var.
pomifera (1); Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (2); Pothomorphe
umbellata (3); Bidens pilosa (5); encontradas em testes com 52 cepas
hospitalares de S. aureus MRSA e MSSA, coletadas na Santa Casa de
Séo Paulo, SP no periodo de 2004 a 2007

Extrato vegetal CBM (mg/mL) % de cepas inibidas
Psidium (1) 46,75 84,6
(goiabeira) 23,38 26,9

53,25 98,1

26,62 86,6
Hymenaea (2) 13,31 53,9
(jatoba)

6,65 32,7

3,33 9,6

50 88,6

Pothpmorphe (3) 25 367
(pariparoba)

12,5 3,8
Bidens pilosa (5) 51,75 92,3
(picao-preto) 25,87 11,5

(28 MRSA e 24 MSSA) de S. aureus coletadas da rotina
laboratorial do Laboratério do Servico de Controle de
Infeccoes Hospitalares (SCIH) da Santa Casa de Sdo Paulo
e procedentes das Unidades de Pediatria. Essas cepas foram
coletadas de 2004 a 2007 e mantidas em freezer a -18 °C.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados como variaveis
qualitativas em termos de frequéncias absoluta e relativa.
Na compara¢ao dos grupos MRSA e MSSA para os
dados de cada extrato, o Teste Qui-quadrado ou o Teste
Exato de Fisher foi utilizado. A comparacio da a¢do
antibacteriana dos extratos em relagdo ao controle foi
feita por meio de intervalos de confianca, utilizando-se
nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS

Resultados dos testes preliminares - suscetibilidade da
cepa ATCC® 25923 de S. aureus aos extratos vegetais

Diversos extratos foram testados, mas s6 os que
constam na Tabela 1 apresentaram ag¢do antibacteriana
observavel pelodiametro doshalosdeinibi¢cdoepela CBM.
A mesma Tabela apresenta também as concentrac¢des
etandlicas relativas a cada dilui¢ido da CBM. O termo
CBM neste estudo indica a atividade antibacteriana e a
bactericida, pois apenas em 12% dos testes houve inibi¢ao
de 99,84% (antibacteriano no critério adotado).

Resultados dos testes posteriores - teste de concentra¢iao
bactericida minima (CBM) para as cepas hospitalares
de S. aureus MRSA e MSSA

Os valores de CBM para cada extrato vegetal
estdo indicados na Tabela 2.
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A Tabela 3 apresenta uma compilagdo dos
resultados dos testes estatisticos.

A Figura 1 apresenta fotos de algumas amostras
nos testes de Disco-difusio e CBM onde as a¢des
antibacterianas das mesmas diluigdes dos extratos
estoque (1/2, 1/4, 1/8 e 1/32) podem ser comparadas.
Observou-se que o controle com etanol apresentou
inibicdo até a diluicdo de 1/4. A inibicdo dos extratos
a uma diluicdo de 1/8 ou menor foi considerada agdo
antibacteriana real do extrato e ndo do etanol.

A agao do controle foi de 0% a partir da diluicao
de 1/8 e, desse modo, ndo houve variabilidade de dados
que viabilizasse um teste de associagio comparando o
extrato e o controle. Alternativamente, foram construidos
intervalos de confianca de 95%, indicando a agdo
antibacteriana dos extratos, com o intuito de verificar se
apresentavam a¢ao similar a do controle. Esses resultados
estdo apresentados na Figura 2.

Resultados dos testes posteriores - teste de disco-difusido
para as cepas S. aureus MRSA e MSSA

Foi detectada uma variacdo nos halos de inibi¢do
compreendida entre zero (cepas resistentes ao extrato)
e 26 mm. Nao houve diferenga significativa entre os
resultados de cepas MRSA e MSSA.

Os halos dos extratos 1, Psidium guajava
var. pomifera (goiabeira), e extrato 2, Hymenaea courbaril
var. stilbocarpa (jatoba), mediram, em sua maioria, entre
8 e 10 mm, com uma tendéncia dos halos do extrato 1

Cepa MRSA DISCO-DIFUSAD
2333382-LC

B

Cepa MRSA|
215177

[Cepa MRSA
| 276007

Cepa MRSA
215177

Figura 1. A) Resultados de uma amostra no teste Disco-difusdo -
Extratos testados: (1) P. guajava var. pomifera, (2) H. courbaril var.
stilbocarpa; (3) P umbellata; (5 e 5') B. pilosa; (9) planta ndo identificada;
(A) etanol 80%; (van) vancomicina, (oxa) oxacilina, (cfl) cefalotina
B) Resultados de amostras no teste CBM - A amostra da esquerda
sdo extratos testados (1) P. guajava var. pomifera, (2) H. courbaril
var. stilbocarpa, (3) P. umbellata, (5) B. pilosa; a amostra da direita
¢é o controle etanol (A): diluicdes de extrato e etanol testadas: (2)
representa a diluigdo 1/2, (4) representa 1/4, (8) representa 1/8, (16)
representa 1/16, (32) representa 1/32

Tabela 3. Frequéncia absoluta de cepas MRSA e MSSA com Concentragio Bactericida/antibacteriana Minima (CBM) de extratos de plantas até
a 4 dilui¢ao e acima dela; resultados do Teste X2 (e graus de liberdade) e Teste Exato de Fisher (*) para comparagio entre os dados das cepas

MRSA e MSSA, com nivel de significAncia p < 0,05

] Thefieg Graus de Conclusio
Extratos vegetais Dilui¢ao MRSA MSSA Total P liberdade MRSA e MSSA
- 0-40 20 18 38
Psidium (1) 81640 9 5 14 46,3 1 iguais
(goiabeira)
Total 29 23 52
0-42 4 3 7
Hymenaea (2) 8640 25 20 45 99,9* iguais
(jatoba)
Total 29 23 52
0-42 17 16 33
Pothomorphe (3) 8e-640 12 7 19 41,6 1 iguais
(pariparoba)
Total 29 23 52
’ 0-42 27 19 46
Bidens (5) 83640 2 4 6 38,7* iguais
(picao-preto)
Total 29 23 52

----= ndo se aplica
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Figura 2. Diagrama dos intervalos de confianga (95%). Frequéncias relativas (em %) de cepas MRSA e MSSA,
inibidas pelas dilui¢es de extratos maiores que 1/4 (1/8 ou maior no teste CBM. Extratos testados: Psidium
guajava (1); Hymenaea coubaril var. stilbocarpa (2); Pothomorphe umbellata (3); e Bidens pilosa (5)

(P. guajava) serem menores para as cepas MSSA; os halos
dos extratos 3, Pothomorphe umbellata (pariparoba), e
extrato 5, Bidens pilosa (picao-preto), mediram, em sua
maioria, entre zero e 7 mm (considerando-se os halos
vestigiais nesta categoria).

Os halos de inibi¢do do crescimento bacteriano
dos controles com antibidticos de referéncia (OXA, VAN,
CFL), em todas as cepas testadas, tiveram seu tamanho
entre as medidas esperadas para o padrio internacional
do CLSI', sem apresentar resisténcia ao antibidtico
vancomicina. Todas as cepas apresentaram halos nulos
ou vestigiais segundo indicou o controle com etanol.

DISCUSSAO

Apesar das CBM de P. umbellata (pariparoba)
(extrato 3) e B. pilosa (picao-preto) (extrato 5) terem
apresentado a mesma concentragdo alcodlica do controle
com etanol (A) (Tabela 1), o nimero de coldnias que
cresceram nas placas desse controle foi nitidamente
maior nas diluicdes maiores (1/8 ou maior) em relacio
as referidas CBM dos extratos citados. Isso comprovou
a a¢do antibacteriana ndo s6 do etanol, mas também dos
extratos vegetais.

O extrato de B. pilosa (picao-preto) (extrato 5)
foi 0 que menor acdo antibacteriana apresentou. Em
concentragdes menores ou iguais a diluicao de 1/4 desse
extrato, o intervalo de confianga das frequéncias relativas
de cepas inibidas apresentou valor muito préximo ao
do controle, ou seja, 4,4% e 0% para o controle com
etanol (A) (Figura 2).

A auséncia de PA antibacteriano em B. pilosa
(picao-preto), que poderia ser uma hipdtese para
a porcentagem pequena de cepas com inibi¢ao as
dilui¢des de extrato menores ou iguais que 1/4, estaria
descartada pelos seguintes motivos: a) nesse experimento

foram observados 11,5 % de cepas com concentracio
bactericida menor do que o controle com etanol; b) foram
observados halos vestigiais de inibicdo de crescimento
bacteriano nos testes de disco-difusdo; ¢) houve um
crescimento diferencial menor de col6nias, comparado
com o controle com etanol, mesmo em diluicdes maiores
(1/8 ou maior) do que a concentragdo bactericida ou
antibacteriana menor.

Além desses motivos, estudos descreveram
a acdo antibacteriana de extratos hidroetanodlicos de
picdo-preto sobre Staphylococcus aureus ou Staphylococcus
coagulase-positiva®.

As CBM descritas para B. pilosa (picao-preto)
(extrato 5) nesse estudo estio apresentadas na Tabela
2. Schuch® relatou em seu estudo com Staphylococcus
coagulase-positiva uma concentragdio de inativagdo
(bactericida) de 30 mg/mL para extratos hidroetanolicos.

O motivo do niimero reduzido de cepas inibidas
com concentracio menor que a CBM (diluicbes maiores
que 1/4) e da presenga de halos de inibigdo vestigiais,
depreende-se da concentragio do extrato estoque utilizado
nos experimentos ter sido muito pequena. Concentragoes
maiores poderiam ser obtidas por meio de métodos de
extracdo mais precisos, como o utilizado por Valdes e
Rego®, que, fracionando o extrato, obtiveram 3 compostos
bacteriostaticos (Acido Lindlico, Acido a-linolénico e
Esqualeno) e 3 compostosantibacterianos (Fenilheptatrina;
n-alcanos; Estigmasterol, -sitosterol, campestrol) obtidos
de extrato de B. pilosa (picao-preto) com éter de petroleo.

Os extratos de casca de P. guajava (goiabeira)
(extrato 1) e folhas de P. umbellata (pariparoba) (extrato
3) tiveram resultados muito préximos (26,9% e 36%,
respectivamente), apresentando intervalos de confianga
que se sobrepdem. Isso foi um indicativo de que seriam
semelhantes em acdo antibacteriana, apesar de nio ser
possivel uma andlise estatistica.
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As CBM descritas para a casca de P guajava
(goiabeira) (extrato 1) neste estudo estdo descritas na
Tabela 2. Gongalves et al.’, para extratos de plantas dessa
espécie, encontraram diametros de halos de inibigao
de crescimento bacteriano que variaram entre 8,25 e
9,25 mm, sob a concentragdo estimada de 96,87 mg/mL.
Neste estudo, os halos de inibi¢ao de P. guajava (extrato 1)
foram de 8-10 mm para a maioria das cepas testadas
sob as referidas CBM. Porém, foram encontradas na
literatura Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM)
de 0,25 mg/mL para extratos hidroetanélicos de casca
de P. guajava (goiabeira) no trabalho de Sanches et al.*!
feito com microdiluigdo. A CIM pode ser feita a partir de
microdilui¢des ou macrodilui¢gées de antibacterianos'®,
porém Hindler e Munro*® afirmaram que a macrodilui¢ao
é preferivel a microdiluicio, pois possibilita um melhor
controle das variaveis técnicas e teste de indculos maiores.
Os experimentos aqui apresentados foram modelados
para macrodilui¢des e devido a turbidez dos inéculos
(que sofreu interferéncia dos extratos testados), optou-se
por um teste mais seguro, o de CBM, no qual ¢ avaliado
o crescimento real de cada tubo, mesmo aqueles com
aparente auséncia de crescimento, ou seja, sem turbidez.

Betoni et al.® conseguiram diminuir a CIM
de 0,52 para 0,13 mg/mL utilizando associagdes de
extrato etanolico de folhas de P. guajava (goiabeira) com
antibidticos. Burkill® revelou a presenca de 20-30% de
taninos na casca da arvore de P. guajava (goiabeira), além
de outros constituintes como flavonoides, 6leos essenciais,
alcoois sesquiterpendides e 4cidos triterpendides,
também referidos por Ilha et al.?. Destes, poderiam ser
antibacterianos alguns taninos, alguns flavonoides (como
a quercetina) e certos dleos essenciais®** .

As CBM descritas para P. umbellata (pariparoba)
(extrato 3) neste estudo estdo apresentadas na Tabela 2.

Duarte et al*® descreveram para extratos de
P marginatum uma “forte inibigdo” com CIM de
0,2 mg/mL, a CIM de Piper aduncum contra S. aureus foi
de 1,8 mg/mL.

Doscompostosquimicospresentesem P. umbellata
(pariparoba), aqueles classificados como dleos essenciais,
taninos, xantonas, fenilpropanoides, flavononas, flavonois
e flavonas tém apresentado compostos da mesma classe
com atividade antimicrobiana®*.

Os intervalos de confian¢a para H. courbaril
(jatoba) (extrato 2) deixaram evidente a superioridade
dessa espécie, em relagdo as outras, segundo o modelo
experimental adotado neste trabalho.

596

As CBM do extrato hidroetandlico de
H. courbaril (jatoba) (extrato 2) observadas neste
experimento estdo na Tabela 2. Souza et al.”, para
CIM de 2,5 mg/mL, encontraram 54,0 % de inibicao de
cepas de Staphylococcus sp por extratos de H. courbaril
(jatoba). Fernandes et al.'® encontraram 63,3 % de
inibicdo das espécies bactérias Gram-positivas com
concentragdes estimadas de 1,25 mg/mL, relatados para
a mesma espécie. Neste estudo os halos de inibicdo de
crescimento bacteriano do extrato 2 (H. courbaril) foram
de 8-10 mm.

Os dados encontrados neste experimento
estavam de acordo com os estudos referidos na
literatura cientifica (a colocag¢do das fontes daria maior
confiabilidade a afirmagéo).

Segundo Fernandes et al.'’, a H. courbaril possui
componentes quimicos como taninos e flavonoides,
que, provavelmente estdo associados a atividade
antimicrobiana. Muitos trabalhos descreveram os efeitos
farmacoldgicos dos flavonoides, principalmente, a
atividade antimicrobiana®.

CONCLUSAO

Os extratos hidroetandlicos de Bidens pilosa
(extrato 5) (picao-preto, planta toda), Psidium guajava
var. pomifera (extrato 1) (goiabeira, casca da arvore),
Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (extrato 2) (jatoba,
casca da arvore) e Pothomorphe umbellata (extrato 3)
(pariparoba, folhas) possuem atividade antibacteriana
ou bactericida contra cepas de Staphylococcus aureus
MRSA e MSSA.

Comparando os extratos, para as concentracdes
preparadas no modelo experimental deste estudo, foi
possivel concluir que: B. pilosa apresentou menor agao; P.
guajava var. pomifera, P. umbellata, obtiveram resultados
muito proximos entre si, com a¢des de cardter mediano; e
H. courbaril var. stilbocarpa mostrou agdo muito superior
aos outros extratos e ao controle com etanol.

A acdo dos extratos dessas plantas nos
experimentos descritos aqui seria uma evidéncia de
que preparagoes simples de extratos hidroetanolicos,
feitos a partir de plantas secas, podem apresentar acao
antibacteriana detectavel in vitro, contudo novos estudos
devem ser realizados para avaliar a seguranca dos extratos
dessas espécies de plantas para uso, segundo as tradigdes
populares, e detectar os principios ativos responsaveis
por tais acOes nesses extratos. Portanto, as plantas das
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espécies Bidens pilosa, Psidium guajava var. pomifera,
Hymenaea courbaril var. stilbocarpa e Pothomorphe
umbellata poderiam ser consideradas objeto de estudo,
com énfase sobre suas potencialidades como fornecedores
de PA antibacterianos.

Este estudo constituiu um indicativo de que a
preservacdo dos ecossistemas naturais e da biodiversidade
brasileira é uma questdo ndo sé de qualidade ambiental,
mas também de manuten¢io e busca da satude, por meio
da descoberta de principios ativos ainda desconhecidos,
mas que estariam presentes na natureza.
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