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RESUMO

Alguns vegetais constituem produtos de importancia econdmica, que podem ser utilizados
como alimentos, cosméticos até medicamentos. E de conhecimento notério o uso de extratos
vegetais com finalidades terapéuticas hd milénios. Este trabalho teve como objetivo principal
analisar a acdo de extratos de vegetais em bactérias produtoras de B-lactamases de espectro
estendido. Trata-de de um estudo do tipo experimental. Os espécimes vegetais, Piper
aduncum L. (Pimenta de macaco), Turnera subulata Sm. (Chanana), Phyllanthus niruri L.
(Quebra pedra) e Stryphnodendron adstringens (Mart. Coville) (Barbatimao) foram coletados
na Area de Protecio Ambiental do Inhamum. Os extratos brutos dos vegetais foram obtidos no
Laboratorio de Quimica da FACID/PI. As cepas bacterianas foram mantidas em repiques
sucessivos em meio de cultura 4gar eosina azul de metileno até utilizacdo nos experimentos. Os
testes de suscetibilidade foram realizados utilizando-se as cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Acinetobacter baumannii, seguindo a técnica de
difusdo em agar. O fracionamento quimico dos extratos brutos fora realizado com a utiliza¢ao
dos solventes Hexano, Butanol e Acetato de Etila. Os extratos também foram utilizados em
dilui¢des seriadas, 1/10, 1/100 e 1/1000. Na andlise dos resultados, evidenciou-se que o extrato
de Quebra pedra e Chanana apresentaram atividade antimicrobiana para as quatro cepas. O
extrato de Chanana foi o que apresentou maior atividade contra P. aeruginosa e E. coli,
enquanto da Pimenta de macaco, para K. pneumoniae, E. coli e A.baumannii e nao contra P.
aeruginosa. O extrato bruto de Barbatimdo nao foi efetivo contra A. baumannii. Esse extrato,
apOs seu fracionamento com Hexano, obteve-se os melhores halos de inibi¢do contra P.
aeruginosa, K. pneumoniae e E.coli. Com relacdo a utilizagdo dos extratos diluidos, a de 1/10
do Barbatimao e Chanana foi a que melhor inibiu o crescimento de P. aeruginosa. Portanto,
como base nos resultados obtidos, evidenciou-se que os extratos de Chanana, Quebra pedra e
Barbatimao, apresentaram potencial antibacteriano sobre K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli
e A. baumannii. Ap6s fracionamento quimico dos extratos brutos, o que apresentou melhor
rendimento foi o Barbatimao, fracionado com hexano, aparentemente isolou compostos com
atividade antibacteriana contra E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae, entretanto, nao teve
acdo sobre A. baumannii. A dilui¢do seriada 1/10 do Barbatimao foi o que apresentou melhor
espectro de acdo sobre 0s micro-organismos testados, principalmente sobre P. aeruginosa.

Palavras-chaves: Extratos vegetais, micro-organismos, teste de suscetibilidade.



ABSTRACT

Some vegetables constitue products of economic importance that can be used with aliments,
cosmetics and medicines. It’s of notorious knowledge the use of vegetable extracts with
therapeutics purpose for millennia. This work had how main goal analyze the vegetable extracts
action in producing bacteria of B-lactamases of extended spectrum. The vegetables specimens,
Piper aduncum L. (Pimenta de macaco),Turnera subulata Sm. (Chanana), Phyllanthus niruri
L. (Quebra pedra) and Stryphnodendron adstringens (Mart. Coville) (Barbatimdo) were
collected in the envimmental protection area Inhamum.The brute extracts of the vegetables
were obtained at the Chemistry laboratory of FACID/PI. The bacterial strains were maintained
in successive shimes with eosin methylene blue agar culture until used in experiments. The
susceptibility tests were realized using the strains of Pseudonomas aeroginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Acinetobacter baumannii, following the diffusion techniques
in agar. The chemical fragmentation of brute extracts was realized with the utilization of the
solvents Hexane, Butanol and ethyl acetate. The extracts also were used in serial dilutions,
1/10, 1/100 and 1/1000.In the analysis of results it was evidenced that the extract of Quebra
pedra and Chanana showed antimicrobial activity to the four strains. The Chanana extract
showed higher activity against P. aeruginosa, K. pneumoniae and E. coli, while the Pimenta de
macaco to K. pneumoniae, E. coli and A. baumannii and don’t against P. aeruginosa. The
Barbatimao brute extract wasn’t efetive against A. baumannii. This extract, after its cracking
with Hexane, there was obtained the best zone of inhibition against P. aeruginosa, K.
pneumoniae and E.coli with relation to the use of diluted extracts, the 1/10 of Barbatimao and
Chanana was the best inhibition of the P. aeruginosa growth. Therefore, with base in the
obtained results, it was evidenced that the Chanana extracts, Quebra pedra and Barbatimao,
showed antibacteriano potencial of K. pneumoniae, P.aeruginosa, E.coli and A.baumannii. And
the Pimenta de macaco and Barbatimdo didn’t show inhibitory activity against P. aeruginosa
and A. baumannii respectively. In relation to the quimical cracking of brute extracts,
Barbatimdo showed the best yeld, when cracked with hexane, that apparently isolated
compounds with antibacteriana activity against E. coli, P. aeruginosa and K. pneumoniae,
however, didn’t have action of A.baumannii. The serial dilution 1/10 of Barbatim&o showed the
best action spectrum of the tested microorganisms, mainly of P. aeruginosa.

Key words: Vegetables extracts, microorganisms, susceptibility.
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1 INTRODUCAO

1.1 Alternativas terapéuticas a resisténcia bacteriana

A utilizacdo de plantas na terapéutica € muito antigo, e estd intimamente relacionado
com a prépria evolucdo do homem. Para serem utilizarem como medicamentos, os homens
antigos usavam de suas proprias experiéncias € da observacdo do uso destas pelos animais
(OLIVEIRA, 2006). Partes da planta como raiz, caule, folha podem fornecer substancias ativas
que serdo empregadas na obten¢do de um medicamento (ROSA et al., 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica como sendo
fitoterapicos, os medicamentos obtidos a partir de vegetais. A fitoterapia sobreviveu no Brasil
devido as raizes profundas na consciéncia popular que reconheceu sua eficicia e legitimidade.
A utilizacdo de produtos oriundos dos vegetais como forma terapéutica € regulamentada pela
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 17, de 24 de fevereiro de 2000 que dispde sobre o
registro de medicamentos fitoterapicos (MARANHAO, 2011).

O Ministério do Meio Ambiente, diz que o Brasil € um dos paises mais rico em
biodiversidade, abrigando cerca de 22% da flora mundial (BRASIL, 2013), portando de uma
infinidade de substincias biologicamente ativas que podem ser obtidas dos vegetais, assim,
despertando um vasto interesse da industria farmacéutica, a setores da agricultura, horticultura,
cosméticos, alimentos e bebidas (FERRARI, 2013).

Segundo Arnous et al. (2005) a procura pelos medicamentos fitoterdpicos vem
aumentando, pois a populagdo acredita nos beneficios do tratamento natural. Por serem de baixo
custo e de fécil acesso, ao contrario do que ocorre com outros medicamentos, as pessoas veem
na fitoterapia um método de cura e prevencao mais acessivel. Apesar dessa grande procura por
esses produtos, sdo necessdrios estudos que comprovem a eficdcia dos fitoterdpicos, assim,
evitando que danos a satide das pessoas possam acontecer (REZENDE; COCCO, 2002).

As plantas podem contribuir na descoberta de novos antibidticos, pois € possivel que
produtos naturais antimicrobianos possam ser biossintetizados para prevenir ou combater o
ataque de micro-organismos patogénicos as plantas. Produtos naturais vegetais também tém
sido apontados como inibidores de bombas de efluxo, conhecidas como “bombas de resisténcia

a multiplos farmacos”, um novo alvo na busca de antibiéticos (GUIMARAES, et al., 2010).
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Mesmo a industria farmacéutica produzindo uma variedade de antibidticos nos tltimos
tempos; tem sido observado um aumento de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos
disponiveis no mercado, propiciando a busca por novas fontes de substancias, com atividades
antimicrobianas (RIBEIRO, 2008).

A inddustria farmacéutica estd produzindo novos antibidticos e modificando alguns ja
existentes, devido a crescente resisténcia adquirida pelos micro-organismos patogénicos. A
presenca da resisténcia bacteriana, principalmente entre patdgenos potencialmente perigosos,
tem levado a um aumento na necessidade de novos farmacos e novas classes de antibiéticos,
tanto para infec¢des adquiridas em hospitais quanto na comunidade (BRITO; CORDEIRO,
2012). De acordo com Padilha et al. (2010) devido a essa resisténcia aos antimicrobianos € de
fundamental importancia a pesquisa por novos agentes antimicrobianos; nesse contexto, tem
ocorrido um crescente interesse em avaliar a atividade antimicrobiana de plantas.

Diversas razoes justificam a necessidade urgente pela descoberta por novos agentes
antibidticos: doengas infecciosas como causa principal de mortalidade do mundo; altas taxas de
resisténcia microbiana, especialmente em ambientes hospitalares; o decréscimo constante
observado no nimero total de novos agentes antimicrobianos aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration); a necessidade de agentes que atuem por mecanismos de acdo diferentes
aos farmacos em uso (PAYNE, et al. 2011; LUZHETSKYY, A. et al, 2007).

As vantagens quanto ao uso de antimicrobianos fitoterdpicos, sdo diversificadas, como
reducgdo dos efeitos colaterais, menos rejei¢ao pelo paciente, baixo custo, uso popular e de facil
acesso por estar disponivel na natureza (GUR et al., 2006; PAREKH e CHANDA, 2007).
Enquanto que as drogas antimicrobianas sintetizadas apresentam muitas desvantagens
(CHANDA, RAKHOLIYA 2011; HABBAL et al. 2011). Vérios trabalhos tém comprovado
que os extratos de plantas in vitro possuem atividade antimicrobiana (DUARTE, 2006). Com
uma estrutura quimica que difere daquela dos antibiéticos derivados de microrganismos, os
antibidticos vegetais podem regular o metabolismo intermedidrio de patégenos, ativando ou
bloqueando reagdes e sintese enzimdtica ou mesmo alterando a estrutura das membranas
(PINHO et al., 2011).

Acredita-se que o uso de produtos naturais ndo apresente riscos 4 satide, porém ao
contrario do que se pensa os produtos naturais podem apresentar varios agravos a saide
incluindo reacdes alérgicas, toxicas, interagdes medicamentosas e efeitos mutagénicos.
Diversos grupos de plantas possuem substincias bioativas de interesse farmacoldgico. No

Brasil, e em outros paises, varios estudos tém sido realizados com o intuito de estabelecer a
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atividade, esclarecer mecanismos de a¢do, ou mesmo, identificar componentes ativos e
investigar os possiveis efeitos toxicos de diferentes espécies vegetais (BELCAVELLO, 2012).

Considerando o elevado tempo e custos empregados para o desenvolvimento de novos
produtos, técnicas corretas que direcionam a sele¢ao das plantas em potencial para a reproducao
dos efeitos desejados, sdo imprescindiveis. Existem quatro tipos de estratégias para a escolha
das espécies a serem estudadas, sendo elas: randomica, etolégica, quimiotaxondmica e
etnobotinica (SANT’ANA, 2002; ALBUQUERQUE, HANAZAKI, 2006).

A estratégia randdomica compreende a pesquisa por plantas que contenham principios
ativos de interesse através de buscas ao acaso, sem critérios especificos. A estratégia etologica
€ baseada em estudos de comportamento animal, tendo como objetivo, analisar a utilizagdo de
metabolitos especializados vegetais, por animais, com a finalidade de combater doengas ou
controld-las. A estratégia quimiotaxondmica baseia-se na selecao de espécies de uma familia
ou gé€nero que ja se tenha um conhecimento sobre o perfil fitoquimico de pelo menos uma
espécie do grupo. E por tdltimo, a estratégia etnobotanica, que se baseia na selecio de espécies
de acordo com os conhecimentos populares de uma comunidade local a respeito dos seus efeitos
terapé€uticos e toxicoldgicos (FERRARI, 2013).

Antibidticos naturais geralmente apresentam estruturas quimicas complexas
importantes para as interacdes especificas e reconhecimento por alvos macromoleculares em
bactérias patogénicas. Neste contexto, nos ultimos 10 anos os pesquisadores t€m voltado
atencdo para fontes naturais ainda pouco exploradas, pois organismos obtidos de novos
ecossistemas podem ser possuidores de novas diversidades quimicas que poderao ser utilizadas
na neutralizacdo de micro-organismos. Uma ampla diversidade de organismos tem sido
explorada nos mais diversos habitats, especialmente em locais de condigdes ambientais
extremas (WALSH, 2003; GONCALVES, 2010).

Grande parte da composicao quimica das espécies vegetais de uso medicinal ainda é
desconhecida pela ciéncia, dados afirmam que cerca de 99% das plantas medicinais endémicas
do Brasil ainda ndo t€m seus principios ativos identificados, o que representa um grande
potencial farmacolégico e econdmico a ser explorado, tornando-se imprescindivel a avaliagdo
destas para determinar suas potencialidades quimicas. Ressaltando em especial os espécimes
da regiao amazdnica, onde a grande maioria nao foram estudadas do ponto de vista quimico e
outras ainda nem foram catalogadas pela ciéncia (FAO, et al, 2012).

Novas estratégias de pesquisa em produtos naturais tém sido realizadas, envolvendo a

busca de substancias oriundas de micro-organismos, a utilizacdo de ferramentas gendmicas,
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aliada aos novos ensaios biolégicos adotados nas triagens, pode acelerar o processo de
descoberta de novos antibidticos, extremamente importantes num cendrio de rédpido
desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias aos agentes terapéuticos disponiveis
(GUIMARAES et al., 2010).

Conforme Ledo (2007), as plantas sintetizam uma enorme variedade de metabdlitos
que sdo geralmente classificados em dois grupos de acordo com as suas func¢des. Os metabdlitos
primdrios que sdo essenciais ao crescimento e desenvolvimento da planta e os metabdlitos
secunddrios, extremamente diversos e varidveis, que desempenham o papel de garantir a
sobrevivéncia da planta em seu habitat natural. Elas também produzem metabdlitos secundérios
que dao origem a compostos como alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas,
glicosideos cardiotonicos, terpenos que por vezes, sdo especificos de determinadas familias,
géneros ou espécies, e cujas fungdes, até pouco tempo, eram desconhecidas (SIMOES et al.,
2004).

A investigacdo sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana tem aumentado
significativamente nos tltimos anos no nosso pais, devido a sua megadiversidade. Apesar dessa
biodiversidade de biomas contendo as mais diversas plantas que podem ser utilizadas como
fitoterdpicos, somente estdo disponiveis dados sobre 44 espécies de plantas pertencentes a 20
familias, com atividade positiva, incluindo espécies nativas e exéticas. O baixo nimero de
registros pode ser consequéncia da disseminagdo restrita dos resultados de pesquisa, geralmente
apresentados em eventos cientificos locais ou regionais. Além disso, a maioria dos estudos sdo
testes isolados com uma ou poucas espécies, geralmente baseados em informagdes
etnofarmacoldgicas, diferentemente de pesquisas que abrangem a flora de uma regido definida,
onde varias familias botanicas sdo estudadas (DUARTE, 2006).

A biodiversidade brasileira contém muitas plantas com propriedades antibidticas.
Porém, essas espécies sofrem exploracao irracional, visto que em sua maioria, para a produgao
de fitoterdpicos, € utilizado o caule e a raiz das plantas, o que pode ser uma séria ameaca as
populacdes (MELO et al., 2008). A exploracdo sustentdvel de plantas medicinais incluiria
medidas como a exploragdo de partes naturalmente renovaveis como folhas e partes de frutos,

que deveriam ser mais amplamente estudados (PINHO et al., 2012).

15



1.2 Antibiéticos 3 -lactamicos

Os antibioticos B-lactdmicos sdo agentes antibacterianos que inibem irreversivelmente
a enzima transpetidase, que catalisa a reacdo de transpeptidacdo entre as cadeias de
peptideoglicano da parede celular bacteriana. Essa enzima leva a formacao de ligacdes cruzadas
entre as cadeias peptidicas da estrutura peptideoglicano, que conferem a parede celular uma
estrutura rigida importante para a protecao da célula bacteriana contra as variacdoes osmoticas
do meio. Este grupo de antibidticos constitui a primeira classe de derivados do metabolismo
fingico e utilizados no tratamento terapéutico de infecgdes causadas por bactérias (SUAREZ,
GUDIOL, 2009; WALSH, 2003).

Os antibidticos podem ser naturais ou sintéticos apresentando a capacidade de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos responsiveis por
promoverem a inibicdo do crescimento microbiano (WALSH, 2003).

O principal mecanismo de resisténcia apresentado pelos micro-organismos em relagao
aos antimicrobianos B-lactimicos € a producdo de enzimas que apresentam grupos nucleofilicos
(geralmente, residuos de serina) capazes de promover a abertura do anel B-lactamico. Neste
caso foi realizada uma modificagdo molecular nos B-lactimicos, mediante a introdugdo de
grupamentos volumosos no carbono a ao carbono carbonilico da cadeia lateral em penicilinas
semissintéticas (meticilina, oxacilinas), que impedem o acesso da enzima ao principio ativo do
antibiético (SUAREZ, GUDIOL, 2009).

Pensando nesta problemética a inddstria farmacéutica produz antibiéticos de origem
natural e seus derivados semissintéticos compreendendo estes a maioria dos antibidticos em
uso clinico e podem ser classificados em [-lactimicos que abrangem as penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas, oxapenina, monobactamicas, e peptidicos ciclicos representados
pelos glicopeptideos e lipodepsipeptideos, estreptograminas, entre outros, tais como as
lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas dentre outros produtos (GUIMARAES et al., 2010).

Para cada nova classe de antimicrobiano utilizada, novas P-lactamases emergem,
sugerindo que as novas drogas tém selecionado novas variantes de B-lactamases, chegando a
cerca de 890 tipos de B-lactamases descritas até o ano de 2010 (MARTINS, 2014).

As bactérias Gram negativas apresentam uma caracteristica marcante, sua complexa
parede celular, que determina maior resisténcia a a¢do de antibidticos, ndo permitindo haver
cruzamento efetivo nesta barreira lipidica. Para ter acesso a célula bacteriana, os antibioticos -

lactamicos passam através da parede celular por canais proteicos, as porinas, internalizadas na
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estrutura lipidica. Assim, antibidticos com maior atividade frente a bactérias Gram negativas
sdo aqueles que apresentam grupos ionizaveis em suas estruturas quimicas (GUIMARAES et

al., 2010).

1.3 Resisténcia bacteriana

A invasdo de bactérias através das barreiras cutinea ou mucosa, alcangando os tecidos
corporais, caracteriza uma infeccao bacteriana. Embora isso possa ocorrer no organismo, ele é
capaz de remover as células invasoras por intermédio do sistema imune, sem manifestar sinais
de doenca (LULLMANN et al., 2008).

A resisténcia a drogas por patdgenos humanos e animais é um dos casos mais bem
documentados de evolucao bioldgica, portanto, assim caracterizando um sério problema, tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (DUARTE, 2006).

Nascimento (2003) mostra o grande potencial de variabilidade da maioria dos agentes
infecciosos e o aparecimento de linhagens de bactérias patog€nicas resistentes a acdo dos
antibidticos. De acordo com Lullmann et al. (2008), certos patogenos desenvolveram
estratégias que aumentaram sua capacidade de infectar o organismo humano.

Rang, Dale e Ritter (2001) demonstraram que a resisténcia a antibidticos é um
fendmeno existente desde que o homem fez uso de antibidticos e destacam que paralelamente
ao desenvolvimento dos medicamentos, as bactérias desenvolveram defesas contra essas
substincias, com o consequente aparecimento de resisténcia a acio destes agentes.

Quando se fala de resisténcia bacteriana esta pode ser entendida como mecanismos
pelos quais as bactérias se adaptaram contra os efeitos danosos ou mortais aos quais estdo sendo
expostas (LIVERMORE, 1995). A producao de B-lactamases é considerada um dos primeiros
e mais efetivos mecanismos de resisténcia bacteriana conhecidos, consistindo em enzimas que
catalisam a hidrdlise do anel beta-lactamico, inativando o antimicrobiano e impedindo, que ele
tenha atividade contra as enzimas responsdveis pela sintese da parede celular (BUSH, 1988;
LIVERMORE, 1995; ROSSOLINI, 2005) (Figura 1). A classe de B-lactamicos mais utilizada
na clinica médica é composta por: penicilinas, cefalosporinas, monobactimicos e
carbapenémicos (MURRAY et al., 2004). Antibidticos como as penicilinas e cefalosporinas
possuem um anel B-lactimico em sua estrutura quimica e as bactérias resistentes a esses
antibidticos, em geral, produzem enzimas especificas, as B-lactamases, que sdo capazes de
degradar hidroliticamente esse anel, tornando o fairmaco inativo (FISHER, 2005). Finalmente,

a modificagdo dos alvos € provavelmente um dos mecanismos mais especificos de resisténcia,
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ocorrendo assim a modificacdo bioquimica do alvo de ligacdo do antibiético (CAUMO, et al.,
2010).

Figura 1 - Mecanismo de hidrélise de antibiético betalactimico por ESBL.
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Fonte: Adaptado por Livermore (1995).

Em decorréncia de tal fato, segundo Wannmacher (2004), a resisténcia bacteriana é
preocupacao mundial, sendo objeto das mais recentes publicacdes sobre antimicrobianos, pois
segundo esta, esses farmacos afetam ndo apenas o usudrio do medicamento, mas todo o
ecossistema onde ele estd inserido, com repercussdes potenciais importantes. Hass et al. (2006)
menciona que as taxas de morbidade e mortalidade desenvolvidas por infec¢des causadas por
patégenos resistentes sdo altas e aumentam substancialmente os custos da assisténcia a satde,
especialmente entre a populagdo mais jovem, idosos e individuos imunocomprometidos.

A resisténcia bacteriana € considerada uma emergéncia, sendo esta resisténcia um
fendmeno natural e que decorre do contato dos micro-organismos com os antibidticos, onde
pode ser verificada que a rdpida evolucdo dessa resisténcia acontece na propor¢ao da utilizacao
dos medicamentos. Charles Darwin ja previu um século antes do aparecimento dos antibiéticos,
que os organismos adaptam-se para sobreviver e os mais fortes prevalecem. A utilizagdo
intensiva exerceu uma pressao seletiva crescente no meio, acelerando o desenvolvimento pelas
bactérias de formas de adaptacdo e resisténcia aos principais antibidticos, que sdo transmitidas
vertical e horizontalmente (DIAS; MONTEIRO, 2010).

O uso dos antibidticos na clinica médica é um problema complexo e desde ha muito
tempo € alvo de estratégias, visando o seu emprego adequado e o controle da evolugdo de
estirpes resistentes. A otimizacdo dos padrdes de prescricdo e a reducdo da ma utilizagao dos
antibidticos sdo incontorndveis, mas a diversidade dos fatores profissionais, culturais, sociais e
econdmicos implicados dificulta a implantacdo dessas medidas, cabendo, no entanto, realizar
estudos de base populacional para avaliacdo dos fatores determinantes e facilitadores da

utilizacdo e ndo utilizagdo dos antibidticos (MARTINS, 2014).
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Nascimento (2003) destaca que a resisténcia aos antibidticos oferece risco de
toxicidade ao organismo humano, pelo fato de serem necessarias a administracdo de altas doses
ao individuo com a finalidade de neutralizar o agente infeccioso. Outra classe de risco citada
pelo autor refere-se as reagdes de hipersensibilidade atribuidas a idiossincrasia ou a
sensibilizacdo do individuo ao antibiético. Segundo Mota et al. (2005), os prejuizos que os
antibidticos podem causar a saide humana incluem efeitos téxicos diretos, indugdo de alergias
e desenvolvimento de resisténcia.

Como consequéncia desse uso indiscriminado dos antibidticos, a descoberta de novos
farmacos com propriedades antibacterianas torna-se cada vez mais relevante, tendo em vista o
rapido e devastador aparecimento da resisténcia aos antibidticos, resultando na falha terapéutica
e, consequentemente, as limitagdes nas opgdes de tratamento. O ambiente hospitalar apresenta
alta resisténcia bacteriana com aparecimento de surtos de micro-organismos multirresistentes,
onde sdo isoladas inimeras amostras clinicas resistentes as mais diversas classes de
antibidticos. Vérios estudos t€m demonstrado que o préprio ambiente hospitalar funciona como
um grande reservatdrio de genes de resisténcia (DANTAS, 2008).

E notdvel que o perfil da resisténcia bacteriana aos antibidticos é varidvel entre as
diversas regides do globo. Por todo o mundo, existem redes de vigilancia epidemioldgica, que
reinem dados referentes a padrdes de susceptibilidade microbiana, sua variagdo regional e
temporal, de forma a orientar as recomendacdes terapéuticas e a decisdo na pratica clinica
(DIAS; MONTEIRO, 2010).

Existem vdrios mecanismos pelos quais as bactérias desenvolvem resisténcia aos
antibidticos, dentre os quais podemos citar as bombas de efluxo, a inativacdo enzimética e a
perda de porinas na membrana plasmatica (ALEKSHUN; LEVY, 2007). Uma rede integrada
de elementos de resisténcia nas bactérias promove protecdo contra agentes quimicos. Em
bactérias gram-negativas existe um envelope celular, que estd incluida uma membrana celular
externa a parede celular, que é composta por uma bicamada de lipopolissacaridio-fosfolipidica
assimétrica e promove uma barreira fisica efetiva para a entrada de moléculas no interior da
célula bacteriana. Em bactérias Gram-positivas, a auséncia da membrana externa resulta num
acréscimo da sensibilidade a muitos antibiéticos (CAUMO et al., 2010).

Os mecanismos enzimaticos (- lactamases), ocasionados pela acdo de enzimas tais
como as cefalosporinases, representam alguns dos mecanismos de resisténcia a diferentes
antimicrobianos, como mostra abaixo descrito (Figura 2) (LIVERMORE, WOODFORD 2000;
RODRIGUES-MARTINEZ et al., 2010).
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Figura 2 - Mecanismos bésicos de resisténcia a antimicrobianos.
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Fonte: (Adaptado de Munoz-Price & Weinstein, N Engl J Med 2008).

Associado a essa resisténcia bacteriana esti o seu genoma, ao ser feito o
sequenciamento deste, foi revelado que um grande nimero de genes de resisténcia se encontra
em quase todas as bactérias. Por exemplo, genes que codificam proteinas de efluxo sdo comuns
a todos os genomas bacterianos. Patdgenos oportunistas, como a Pseudomonas aeruginosa,
normalmente encontrada em vdrios locais apresenta uma colecdo de bombas de efluxo
(PIDDOCK, 2006), essas bombas provavelmente sdo as responsaveis por permitirem ao micro-
organismo uma maior flexibilidade para explorar diversos ambientes e promover sua
patogenicidade, além de modular sua diferenciacdo celular, como a formacdo de biofilmes.
Biofilmes constituem-se em um modo de vida de micro-organismos que se aderem a uma
superficie tais como cateteres e proteses, € produzem uma matriz que os mantém aderidos,
dificultando imensamente a erradicacdo desses micro-organismos com a antibioticoterapia
usual (CAUMO et al., 2010).

Caumo et al. (2010) demonstraram que de fato genes (resistoma) encontrados em
algumas cepas bacterianas sdo responsaveis pela resisténcia que elas apresentam em relacao
aos antimicrobianos. Uma vez que as bactérias apresentam habilidades em mobilizar genes e a
pressao seletiva por causa dos antibidticos facilita a distribuicao desses genes de resisténcia
através das populagdes microbianas. Como resultado, ocorre a expansiao do resistoma mesmo

na auséncia de selecdo continua das espécies mais resistentes. Sendo assim, o cuidado
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permanente com o meio ambiente € passo fundamental no processo de selecdo de clones
multirresistentes que podem chegar mais facilmente ao ambiente hospitalar. Além disso, o uso
indiscriminado de antibidticos em terapias empiricas contribui drasticamente para o aumento

da resisténcia devendo ser evitado pela populacao.

1.4 Bactérias produtoras de beta-lactamase de espectro ampliado

No ano de 1940 foi descrita a primeira B-lactamase por Abraham e Chain antes mesmo
do uso da penicilina para o tratamento de infecgdes bacterianas (BUSH, 1989). Desde entao,
inimeras B-lactamases foram identificadas e varios esquemas de classificacdo foram propostos
para agrupar estas enzimas de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e pela andlise de
suas estruturas moleculares (BUSH, 1989, 2001; LIVERMORE, 1995). As B-lactamases foram
divididas de acordo com suas estruturas primdrias em quatro classes (A a D), segundo Ambler
(1990). De acordo com as diferencas em seus mecanismos cataliticos, estas classes ainda podem
ser denominadas dentro de dois grupos: serina-f-lactamases (classes A, C e D) e metalo-f3-
lactamases (classe B) (AMBLER, 1990; BUSH, 1995; ROSSOLINI, 2005). No ano de 1983,
uma nova classe de enzimas foi denominada de Beta-lactamase de Espectro Estendido (ESBL)
sendo detectada inicialmente em cepas de Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae na
Alemanha (KNOTHE et al., 1983), mas somente em 1985-87 ocorreu na Franca a primeira
grande eclosdo entre os primeiros isolamentos de enterobactérias produtoras de ESBL
(LIVERMORE, 1995; SIROT et al., 1987; PETIT et al., 1990).

As Dbetalactamases hidrolisam o anel betalactimico de antimicrobianos, assim,
constituindo-se um dos mecanismos de resisténcia mais importante. Os dois grupos mais
preocupantes sdo o grupo das betalactamases de aspecto ampliado e os da carbapenemases, que
além de hidrolizar os carbapenémicos, hidrolizam todas as outras classes de betalactamicos. A
acdo hidrolitica destas enzimas € bloqueada pelos inibidores de betalactamase (4acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam) (SOUSA J UNIOR; FERREIRA; CONCEICAO, 2004).

Um dos principais problemas causados por estas enzimas é decorrente do fato de sua
producdo ser induzida durante a terap€utica antimicrobiana. Dessa maneira, quando a amostra
bacteriana € detectada pelo laboratério de microbiologia, ela é aparentemente sensivel as
cefalosporinas de terceira geracao e penicilinas de amplo espectro, porém, durante o tratamento
pode ocorrer inducdo da producdo de grandes quantidades de enzimas e o0 paciente comecar a
evoluir mal, ocorrendo recidiva da infec¢do. Uma nova amostra da bactéria € isolada e esta

poderd se mostrar resistente a um antimicrobiano utilizado para o tratamento para o qual a
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bactéria era inicialmente sensivel, podendo até ser interpretado como erro laboratorial quando
da avaliacdo da primeira amostra (SILVA; SALVINO, 2000).

E de suma importincia avaliar a frequéncia de bactérias produtoras de ESBL para que
se possa estabelecer como rotina no laboratério de microbiologia clinica a inclusdo dos
antibidticos nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos que auxiliam em tal
identificacdo como ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima, cefpodoxima, aztreonam,
tobramicina, ciprofloxacina e os discos que possuem os inibidores associados como
amoxicilina/dcido clavulanico, sulbactam/ampicilina ou ticarcilina/ dcido clavulanico (SOUSA
JUNIOR; FERREIRA; CONCEICAO, 2004).

A ocorréncia de carbapenemases ¢ mais frequentemente em bactérias Gram negativas
fermentadoras da glicose, conhecidas como enterobactérias, predominantes nos géneros
Klebsiella, Serratia, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Samonella, Proteus, Morganella.
Podem ser encontradas também em bactérias Gram negativas nao fermentadoras, como
espécies de Acinetobacter, e de Pseudomonas (ALVES et al., 2013).

As ESBL representam um sério problema na clinica hospitalar. Elas sdo codificadas
por plasmideos, conferindo resisténcia e facilidade de transferéncia, por conjugacdo, entre
diferentes espécies bacterianas. Entretanto, estes plasmideos podem conter genes de resisténcia
a outros tipos de antimicrobianos, diferentes dos B-lactdmicos (SILVA, 2000).

Com a introdu¢do dos primeiros antimicrobianos, a resisténcia bacteriana vem
aumentando amplamente nos ultimos anos no Brasil e no mundo, gerando a necessidade
crescente do conhecimento do perfil de suscetibilidade de bactérias que mais frequentemente
causam infec¢des nos seres humanos e como elas disseminam essa resisténcia (TOSIN, 2001).

Segundo Murray et al. (1995) os betalactimicos sdo os antimicrobianos mais usadas
na clinica médica, contra as bactérias produtoras desta enzima, tendo como representantes as
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos.

As enzimas pertencentes ao grupo das ESBLs sdo mais frequentemente produzidas por
cepas de K. pneumoniae e E. coli, porém podem ser encontradas, com menor prevaléncia, nas
espécies de Enterobactérias como Klebsiella oxytoca, Enterobacter spp., Proteus spp.,
Morganella morganii, Salmonella spp. e Serratia marcescens (THOMSON, 1997;
VERCAUTEREN et. al., 1997).

Para Sader e Jones (2005) € necessdria de maneira imediata a busca por métodos
alternativos para tentar amenizar o desenvolvimento da resisténcia bacteriana, o que se deve

em grande parte a utilizacdo de antimicrobianos de maneira inadequada.
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Determinados tipos de bactérias sdo consideradas como as grandes causadoras de
infeccOes hospitalares e acabaram ganhando grande importancia para a Organizagdo Mundial
de Saudde, visto que o tratamento de patologias causadas por estes micro-organismos estd cada
vez mais dificil, devido ao aparecimento de resisténcia aos fairmacos de dltima geracdo. As
bactérias P. aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, Enterobacter sp., Acinetobacter sp. €
Enterococcus faecalis sdo responsdveis por apresentarem alto grau de resisténcia aos grupos de
antibidticos (PORFTRIO et al., 2009).

Mendes et al. (2005) comenta que na década de 1980 foram relatados casos de faléncia
terapéutica em pacientes que fizeram uso de cefalosporinas de terceira geracdo (ceftriaxona,
cefotaxima e ceftazidima) ou monobactamicos (aztreonam) que eram portadores de infeccdes
por enterobactérias (E. coli e/ou K. peneumoniae) sensiveis a esses betalactamicos pelos criticos
estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Constatou-se a produgao
por essas bactérias de uma betalactamase, posteriormente denominada ESBL, conferindo
resisténcia variada entre esses betalactimicos, permitindo sua propagacdo entre os seres
humanos.

As bactérias Gram negativas sdo consideradas em sua maioria causadoras das
infeccdes nosocomiais, no entanto as que produzem betalactamase conferem a estas o seu
principal mecanismo de combate aos antimicrobianos betalactamicos (NOGUEIRA, 20006).

Pesquisas relevam que as bactérias Gram-negativas mais relacionadas as infecc¢oes
hospitalares sdo: P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Enterobacter spp (GALES et al., 2012; GIRAO et al., 2008; KIFFER et al., 2005; LINCOPAN
et al, 2005; 2006; PAVEZ et al, 2009; ROSSI, 2011; SADER et al., 2001;
THEURETZBACHER, 2012).

Nos quadros sépticos por bactérias Gram negativas de origem intra-hospitalar, que sdo
de dificil tratamento e terapéutica limitada, observam-se, muitas vezes, hemoculturas positivas
para cepas multirresistentes associadas a producdo de beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL) (BLOMBERG et al., 2005).

No final da década de 1980, houve um aumento na incidéncia das bactérias Gram
negativas produtoras de ESBL nas unidades de cuidados intensivos neonatal, especialmente em
paises em desenvolvimento (BRADFORD, 2001), possivelmente relacionado a maior
utilizacdo das cefalosporinas de terceira e quarta geracOes, a necessidade frequente de
procedimentos invasivos € a ndo ado¢do de medidas especificas de controle de infeccao

hospitalar (BLOMBERG, 2005).
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2 PLANTAS MEDICINAIS E SUAS PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

2.1 Barbatimao (Stryphnodendron adstringens (Mart. Coville)

2.1.1 A Familia Leguminosae-Fabaceae

Pertencente a ordem Fabales, sendo representada por arvores, arbustos e ervas, € uma
das maiores e mais importantes familias botanicas, podendo ser usado como produtos
alimentares, medicinais, ornamentais, madeireiros, dentre outros. A familia
Leguminosae/Fabaceae Lindl. Benth, Sub-Familia Mimosoideae Benth, compreende cerca de
80 géneros com aproximadamente 3300 espécies, muitas delas de grande importancia
medicinal, distribuidos por regides temperadas e tropicais (SCALON, 2007; MISSOURI
BOTANICAL GARDEN, 2009).

Essa espécie € descrita por Lorenzi (1992) como uma arvore de dois a seis metros de
altura de tronco, uma planta decidua, pioneira e seletiva, xerdfita e endémica do Cerrado. E
uma espécie perenifélia, com pico de floracao, produgao de folhas novas e queda de folhas entre
julho e outubro. Floresce em meados de setembro, prolongando-se até final de novembro. Seus
frutos requerem um longo periodo de maturagdo, cerca de um ano, alcangando a maturidade na
época seca do ano seguinte a producao da flor, entre julho e setembro.

O nome Stryphnodendron vem do grego e significa madeira dura (stryphnos = duro e
dendron = madeira). As denominagdes do barbatimao, ybatimo ou uabatimd, etimologicamente
tem origem indigena e significam adstringentes (MELO, 1998).

A decoccdo das cascas de Stryphnodendron adstringens € amplamente usada na
maioria das regides do Brasil contra leucorreia, hemorragias, diarreia, hemorroidas, na limpeza
de ferimentos e em gotas no tratamento da conjuntivite (NUNES et al., 2003; MACEDO;
FERREIRA et al., 2004). A presenca de taninos na casca desta planta faz com ela apresente
estas atividades (LORENZI, 2000; LORENZI; MATOS, 2002; SANTOS et al., 2006). De
acordo com Toledo (2002) o extrato que é obtido das cascas de S. adstringens demonstra
atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

Na casca do barbatimao contém 20% de taninos, segundo a Farmacopeia Brasileira
(2010), além desta, existem outras substincias quimicas como alcaloides, flavonoides, terpenos,

estilbenos, esteroides e inibidores de tripsina e de proteases (VASCONCELOS, et al. 2004).
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Taninos sdo os componentes majoritdrios do barbatimao, sendo que estes compostos
tém sido associados com efeitos antimicrobianos. Os taninos vegetais sao classificados em dois
grupos: hidrolisdveis e condensados. Os taninos hidrolisdveis dividem-se em galotaninos e
elagitaninos, que produzem, respectivamente, dcido gilico e 4cido elagico apds hidrélise
(SOARES et al., 2008).

O extrato da casca de barbatimdo possui grande potencial antimicrobiano frente a
infeccoes intra abdominais, infeccdes de faringe, ulceras de decubito, infeccdes intestinais e
conjuntivites. Em cepas de Staphylococcus aureus, isoladas de secre¢des de feridas cronicas de
pacientes ambulatoriais, o extrato de barbatimido apresentou efeito bactericida inibindo o
crescimento deste micro-organismo. O poder do extrato de barbatimdo em combater micro-
organismos patogénicos ja vem sendo estudado e comprovado por diversas pesquisas (JESUS,

2015).

2.2 Quebra Pedra (Phyllanthus niruri L.)

2.2.1 A Familia Phyllanthaceae

A Phyllanthus niruri L. pertencente a familia Phyllanthaceae popularmente conhecido
por quebra-pedra, entretanto, dependendo da regido, pode ter denominacdes diferentes como:
arranca-pedras; arrebenta-pedras; erva-pomba; erva-pombinha; fura-parede; quebra-pedra-
branco; quebra-panela; saide-da-mulher; saudade-da-mulher e saxifraga. (TESKE, 2001).

O P. niruri L., vulgarmente denominado por quebra-pedra é uma planta de pequeno
porte, medindo em média 15 a 59 cm de altura. Caracterizada como erva monoica, com caule
cilindrico liso, possui ramos muito finos, deciduos e avermelhados. Ao invés de folhas,
possuem catafilos espiralados no eixo caulinar com 2-3 mm de comprimentos, finos e densos.
Nos ramos, as folhas sdo simples, alternadas e pecioladas, encontrando-se em lados opostos
(LORENZI, MATOS, 2002).

Estdo presentes nas regides tropicais e subtropicais, ocorrendo em quase todo o
territério nacional podendo ser facilmente encontrada em frestas e rachaduras de muros e
calcadas, esse fécil acesso permite que essa planta seja bem consumida pela populacio
(GARCIA, 2004).

A P. niruri L. tem sido amplamente utilizada na medicina popular, principalmente sob

a forma de extrato aquoso (chd), que pode ser obtido utilizando-se as partes aéreas ou toda a
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planta, incluindo as raizes, com fins de tratamento de célculos renais, infec¢cdes intestinais e
urindrias, diabetes e hepatite (LIONCO et al., 2001).

Cruces et.al (2013), citando Murugaiyah e Chan (2009), investigaram o efeito
antihiperuricémico da P. niruri L.; sobre a inibicdo da xantina, observando que o extrato
metandlico desta planta inibiu moderadamente a xantina oxidase, apresentando concentra¢io
inibitoria (39,39 pg/mL). Em decorréncia destes e outros estudos clinicos fica comprovada a
atividade terap€utica da P. niruri L. em afeccdes do aparelho geniturindrio e também se ressalta
que foram comprovadas suas acdes antivirais na Hepatite B.

Em estudo realizado por Nascimento et al. (2008) com trés espécies de Phyllanthus
(P. niruri, P. amarus e P. tenellus), foi encontrado a presenca de antraquinonas, flavonoides,
taninos e terpenoides, € auséncia de antocianinas € cumarinas nas trés espécies. Ja foram
isolados compostos fendlicos das raizes como dcido gdlico, (-) -epicatequina, (+) -
galocatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina-3-O-galate e (-)-epigalocatequina- 3-O-
galate. Das folhas e caule taninos hidrolisdveis como geranina, corilagina e galoilglicose. Ainda
a presenca de principios amargos, acido ricinoléico e os extratos aquosos mostraram efeito

hipoglicemiante (AITA et al., 2009).

2.3 Chanana (Turnera subulata Sm.)
2.3.1 A Familia Turneraceae

A familia Turneraceae possui 10 géneros e cerca de 190 espécies com ampla
distribuicao nas regides tropicais e subtropicais do mundo, tendo como principal centro de
diversidade a América Tropical (ARBO, 2004). Stevens (2005), afirma que Turneraceae
juntamente com Meleshebiaceae estdo fortemente associadas a Passifloraceae, familias com a
qual compartilham varios caracteres, dentre os quais se destacam: presenca de glandulas
foliares, coleteres, arilo e endosperma persistente, formando assim um grupo parafilético em
Malpighiales.

Espécies de Turnera L. sdo reconhecidas pelo hédbito herbaceo a arbustivo, folhas
simples, com ou sem estipulas, margem serreada e raro inteira, frequentemente providas de
glandulas nectariferas e tricomas (ARBO, 2000, 2005; GONZALEZ; ARBO, 2005).

Engloba doze géneros e cerca de 220 espécies, distribuidas nas Américas e Africa, em

Madagascar e Ilhas Mascarenhas (ARBO 2007, 2009; THULIN et al., 2012).
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Algumas espécies de Turnera t€m revelado vérias atividades bioldgicas, dentre as
quais se destacam as atividades: antimutagénica (WALL et al., 1988), antihiperglicémica
(ALARCON-AGUILARA et al., 1998), afrodisiaca (ARLETTI et al., 1999), antiulcerativa
(GRACIOSO et al., 2000), hipotensiva (VIEIRA et al., 1968), e anti-inflamatéria (ANTONIO;
1998). A T. subulata Sm. é utilizada na forma de cha, contra amenorreia (AGRA et al., 2007,
MORAIS et al., 2005).

Os constituintes quimicos presentes na raiz da Chanana sdo saponinas, flavonoides,
taninos, poli fendis, carboidratos, esteroides e tripertenoides, gomas e mucilagens e possui
caracteristica adstringente, dcido tanico, cafeina, damianina, 6leo essencial, pepsina, principios
amargos e resinas (SILVA et al., 2015).

A prospeccao fitoquimica feita em Turnera ulmifolia realizada por adicdo de reagentes
especificos revelou algumas classes de metabdlicos secundarios como: taninos pirogalicos,
flavonoides e catequinas. Para a atividade antioxidante (RODRIGUES et al., 2014).

Este género € caracterizado pela sua composi¢do abranger terpendides, como mono e
sesquiterpenos, flavonoides, esteroides, benzenoids, alcaloides e lipidios (BARBOSA et al.,

2007).

2.4 Pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.)
2.4.1 A Familia Piperaceae

Piperaceae possui cerca de 2515 espécies, distribuidas em oito géneros (MACHADO,
2007). Compreende ervas, arbustos e arvoretas, frequentemente epifitas ou lianas. O caule é
nodoso, as folhas sdo alternas, simples, com margem inteira, pecioladas, com ou sem estipulas
(GUIMARAES, VALENTE 2001; SOUZA, LORENZI 2005). Espécies dessa familia
encontram-se distribuidas por toda a América. No Brasil ocorrem cinco géneros e cerca de 500
espécies, encontradas principalmente na Mata Atlantica (SOUZA, LORENZI, 2005).

Essa espécie € um arbusto medindo aproximadamente de 2 a 2,5 m de altura, com
folhas de bainha alada; peciolo de 0,5 a 1 cm de comprimento (GUIMARAES; GIORDANO,
2004). Segundo Guimaraes e Giordano (2004), essa planta estd distribuida pelo Continente
Americano e Antilhas. No Brasil, ocorre naturalmente nos estados do Amazonas, Para,

Maranh3io, Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso.

27



Extratos organicos das folhas de P. aduncum apresentam atividades moluscicida,
citotoxica e antibacteriana, para as quais se associou a presenga de dihidrochalconas e derivados
prenilados do 4cido benzoico (ORJALA et al., 1993, 1994).

O p6 das folhas frescas € aplicado diretamente em feridas. No Peru, a decoc¢do das
folhas € usada para o tratamento de diarreias (FERREIRA, 2011).

A fitoquimica do género Piper lista 600 constituintes quimicos, pertencentes a
diferentes classes de componentes bioativos, como alcaloides, amidas e propenilfendis, dentre

outros (FAZOLIN et al., 2006).
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3 ESPECIES BACTERIANAS

3.1 Pseudomonas aeruginosa

Este micro-organismo pertence a familia Pseudomonadaceae (PALLERONI et al.,
1973), caracteriza-se como bastonete Gram negativo reto ou ligeiramente curvo, aerébio estrito,
podendo ser observado como células isoladas, aos pares, ou em cadeias curtas, revelando
mobilidade através de flagelo polar monotriqueo (FERREIRA, 2005).

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aerébio, isolado de solo, dgua, plantas e animais,
incluindo o homem (KONEMAN et al., 2001). E uma das espécies bacterianas nao
fermentadora de lactose, mais prevalente em espécimes clinicas de pacientes hospitalizados
(TSAKRIS et al 2000; KARLOWSKY et al 2005), sendo a principal causadora de pneumonia
nosocomial em hospitais brasileiros (SADER et al., 2001; TORRES et al., 2004).

A P. aeruginosa € uma bactéria altamente oportunista, invasiva, toxigénica, capaz de
causar infeccOes em pacientes com defesas organicas comprometidas e apresenta fatores de
viruléncia capazes de inativar o sistema imune e a acao de muitos antibioticos (KONEMAM,
2001). Infeccdes causadas por P. aeruginosa sao particularmente problematicas devido a
resisténcia intrinseca que elas desenvolvem para mudltiplas classes de antibidticos e sua
habilidade em adquirir resisténcia adaptdvel durante um curso terapéutico (KOLLEF, 2005). O
surgimento de P. aeruginosa multirresistente a drogas tem sido considerado um problema em
ascensao em hospitais em todo o mundo (BRATU et al., 2005; GALLES et al., 2001).

A P. aeruginosa produz biofilme, este € uma associac¢do de bactérias em uma matriz
polimera de polissacarideos, DNA extracelular e proteinas. Seu biofilme permite o
estabelecimento de comunicacao entre bactérias para a coordenacdo de atividade metabdlicas,
producdo de fatores de viruléncia, protege contra o sistema de defesa do hospedeiro, dificulta a
difusdo de antibidticos, além de permitir a troca de material genético (LINCOPAN,
TRABULS]I, 2015).

Para Hauser e Ozer (2011) as principais doengas clinicas relacionadas a P. aeruginosa
sdo: infec¢des oculares, otoldgicas, respiratdrias, do trato urindrio, sanguineas e de pele e
tecidos moles (incluindo as feridas de pacientes com queimaduras).

O tratamento de infec¢des causadas por P. aeruginosa, € dificultado por sua resisténcia
intrinseca a muito antibidticos e, tem-se especulado que parte desta resisténcia seja devido a

estrutura da sua parede celular, juntamente com a formacgao de biofilme, que oferece protecdo
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contra o sistema imune e, a falta de eliminacdo da secrecdo espessa por pacientes com fibrose

cistica (TURANO, 2012).

3.2 Acinetobacter baumannii

O género Acinetobacter € um bacilo Gram negativo, estritamente aerobio, ubiquitdrio,
nao fermentador, imodvel, catalase positiva e oxidase negativa. Ao longo dos tltimos 30 anos o
Acinetobacter spp. sofreu modificacdo taxonOmica significativa. Atualmente, o género
Acinetobacter ¢ membro da familia Moraxellaceae e da ordem Pseudomonadales. Apesar de
estarem identificadas cerca de 31 espécies gendmicas, apenas a 17 foi atribuido nome, devido
a dificil diferenciacao (GODOY, 2012).

A complexa identificac@o das vérias espécies do género Acinetobacter, se deve ao fato
das caracteristicas serem semelhantes. A distincdo entre espécies € realizada, através de
métodos de suscetibilidade aos antibidticos padrdes, fenotipagem e biotipagem, cuja
complexidade e morosidade de alguns, os torna impraticivel por rotina, nos laboratérios de
microbiologia clinica (COELHO, 2012).

O habitat do A. baumannii nao € tipico das outras espécies do Acinetobacter, havendo
pouca evidéncia, que este seja residente no solo, segundo referéncia de Torres, Vazquez, Yagiie,
e Gomez (2010). Com escassa presenga no ambiente e prevaléncia sazonal, seu habitat natural
ainda estd por ser definido (PEREZ, et al., 2007; PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008)
contudo, identificado como frequente colonizador humano em doentes hospitalizados e
ambientes de prestacdo de cuidados de saide (BREIJ, 2012).

A capacidade que o A. baumannii apresenta de causar doenca, recai em trés fatores de
viruléncia: tipo de interacao estabelecida com o doente, persisténcia no ambiente de saude e a
capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia face aos antibioéticos existentes (PEREZ,
et al., 2007).

As espécies de Acinetobacter desempenham um importante papel na colonizacio e
infeccdo de pacientes hospitalizados. Pode ocasionar pneumonia, bacteremia, endocardite,
infec¢des do trato urindrio, meningite, peritonite em pacientes com didlise peritoneal, infecgdes
de pele e ferida, celulite, e casos esporddicos de conjuntivite, otite média, osteomielite e
sinovite. Em pacientes com queimaduras ou imunodeficientes, age como patégeno oportunista,

produzindo sepse (COELHO, 2012).
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A. Baumannii é frequentemente isolado de pacientes de UTI, especialmente daqueles
em unidades de queimados e dos pacientes com fatores predisponentes como diabetes mellitus,
administracao de esteroides adrenal, didlise peritoneal, cancer, alcoolismo e longos periodos de
internacdo (SILVA et al., 2006).

Os carbapenémicos sdo os farmacos de escolha para o tratamento das infec¢des por A.
baumannii, pois tém excelente atividade bactericida e susceptibilidade ainda superior a 90%
em muitas regidoes do mundo (PEREZ et al., 2007). As infeccdes por A. baumannii estao
associadas a alta letalidade.

As opgoes terapéuticas disponiveis incluem tigeciclina, polimixinas, ampicilina/
sulbactam, aminoglicosideos € mesmo a rifampicina, com propostas de associagdes

heterogéneas, porém, com poucos estudos comparativos ou bem controlados (GODOQY, 2012).

3.3 Klebsiella pneumoniae

A familia Enterobacteriaceae é constituida por um grupo grande e heterogéneo de
bactérias Gram negativas. Os principais géneros desta familia sdo Klebsiella, Enterobacter,
Serratia e Hafnia (ROLLINS, JOSEPH, 2000).

O género Klebsiella foi assim designado por Trevisan em 1885, em homenagem a
Edwin Klebs, microbiologista alemdo. Trevisan também foi responsdvel pela descricdo da
espécie Klebsiella pneumoniae (UMED, 2002; MARTINEZ, et al, 2004). Historicamente a
classificacdo das espécies de Klebsiella foi baseada em suas caracteristicas patogé€nicas ou
quanto a sua origem.

K. pneumoniae é um bastonete Gram negativo aerdbio facultativo, mas com melhor
crescimento em condi¢des aerdbias, ndo esporulado e cujo tamanho varia de 0,3 a 1p de
diametro e 0,6 a 6p de comprimento, ¢ imovel, produz colonias grandes e gomosas quando
cultivadas em placas com nutrientes. No dgar MacConkey, produz coldnias réseas, brilhantes,
com aspecto elevado e de consisténcia mucoide (SANTOS, 2006).

Dentre os micro-organismos produtores de ESBL, Klebsiella é o género que produz a
maior variedade destas enzimas, o que poderia ser explicado pelo fato destes micro-organismos
serem bons vetores para plasmideos ou por permitirem a evolugdo de genes que codificam
ESBL mais rapidamente que outras Enterobacteriaceae. Muitos genes de ESBL sdo localizados

em plasmideos grandes com poucos nimeros de copias (LIVERMORE, 1995).
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K. penumoniae é um patdégeno oportunista, que causa infec¢des nosocomiais,
especialmente, pneumonia e infec¢des do trato urinario. Esse micro-organismo € um importante
patégeno do trato respiratério, também fora dos hospitais. E uma das espécies mais frequentes
envolvidas nas infec¢cdes humanas. Normalmente encontrado no intestino grosso, estando
também presente no solo e na dgua. A K. pneumoniae tem uma cdpsula muito grande,
conferindo as colonias uma aparéncia mucoide brilhante (LEVINSO; JAWETZ, 1998). Além
de infeccOes urindrias € pneumonia estes micro-organismos causam bacterimia e a
disseminacgdo para outras dreas, como as meninges (COSTA, 2009).

Esse micro-organismo quando apresenta gene para a ESBL, pode expressar resisténcia
a até 95% dos antimicrobianos existentes em ambito hospitalar, sendo a producdo de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) por esta bactéria, uma das principais causas de falha
terapéutica. Existem outras formas de resisténcia emergentes, de grande importancia, como a
producdo de beta-lactamases tipo adenosina monofosfato ciclico (AmpC), que hidrolisam
cefoxitina; as carbapenemases, como as metalo-beta-lactamases (MBL) e carbapenemases tipo
KPC (MOREIRA et. al., 2014).

Isolados de K. pneumoniae também podem produzir sider6foros onde, entre as
enterobactérias, trés sistemas sdo mais prevalentes: aerobactina, enterobactina e yersiniabactina
(LAWLOR et al., 2007). Enquanto a contribuicdo da aerobactina e yersiniabactina para a
viruléncia de K. pneumoniae tem sido demonstrada, o papel do sider6foro enterobactina ainda
¢ incerto (MELO, 2013).

As infeccdes causadas por Klebsiella spp. tendem a ocorrer em pessoas com sistema
imunitario deprimido sendo responsdvel por alta taxa de mortalidade. Dentre as sindromes
clinicas mais frequentes citam-se: pneumonia, infec¢des do trato urindrio e de feridas,
bacteremia, rinite crOnica atréfica, artrites, enterites, meningites em criancas € Ssepse
(MADSON et al. 1994; INGHAM, 2000; UMED, 2002).

Uma boa opg¢do para o tratamento das infeccdes causadas por K. pneumoniae
produtoras de ESBL sdo as fluoroquinolonas, que sdo drogas potentes e com boa atividade tanto

contra micro-organismos gram-negativos quanto contra gram-positivos (SANTOS, 2007).
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3.4 Escherichia coli

Theodor Von Escherich foi o primeiro a descrever este agente em 1885. Na época foi
denominado Bacterium coli commune e, em 1958, recebeu a denominagdo atual, E.coli em sua
homenagem (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o
género Escherichia compreende as espécies E. coli, Escherichia blattae, Escherichia
fergusonii, Escherichia hermanii, Escherichia vulneris. No entanto, a principal espécie de
importancia € E. coli (CAMPOS, TRABULSI, 2002).

Escherichia coli é um bastonete curto, gram negativo, nao esporulado, medindo entre
1,1 a 1,5um por 2 a 6um, a maioria ¢ movel, devido a existéncia de flagelos peritriqueos. A
temperatura 6tima de crescimento € por volta dos 37°C (BARNES et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2004; QUINN et al.,, 2005). Caracteriza-se por apresentar metabolismo anaerébio
facultativo, pois possui metabolismo respiratdrio e fermentativo. Sendo capaz de fermentar,
com producgdo de dcido e gés, a lactose, glicose, maltose, manose, manitol, xilose, glicerol,
ramanose, sorbitol e arabinose. A fermentacdo do adonitol, sacarose, salicina, rafinose, ornitina,
dulcitol e arginina € varidvel (QUINN et al., 2005; ANDREATTI FILHO, 2007).

Com base nos fatores de viruléncia, manifestacdo clinica e epidemiologia, as linhagens
de E.coli consideradas patogénicas no trato intestinal, estdo agrupadas em cinco classes, a saber:
E. coli enteropagénica cldssica (EPEC), E.coli enteroinvasiva (EIC), E. coli enterotoxigé€nica
(ETEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC) e E. coli enteroagregativa (UPEC). (FRANCO;
LANDGRAF, 2004; TRABULSI; ORDONEZ; MARTINEZ, 2004; MURRAY, 2006).

A E. coli, como uma bactéria gram negativa, pode liberar complexos
lipopolissacarideos de suas paredes celulares durante a anélise. Estas endotoxinas podem causar
febre e morte, caso a E. coli migre do intestino para a corrente sanguinea (RUSSELL et al.
2000). A presenca de sideroforos, cdpsula, adesinas, fatores necrosnates citotdxicos,
hemolisinas alfa e beta dentre outros fatores podem estar presentes em cepas patogénicas do
micro-organismo (MOREIRA, 2007).

Em humanos e animais, cepas de E. coli enteropatogénica (EPEC) causam diarreia
aquosa contendo muco acompanhada de vOomitos e febre, coloniza as micro vilosidades de todo
o intestino, principalmente o intestino delgado. Produzem uma lesdo caracteristica de liga¢ao
ou desaparecimento nas bordas do micro vilosidade, causando uma diarreia cronica, que leva a
sequelas como md absorcdo, md nutricdo, perda de peso e retardo no crescimento

(MINAGAWA, 2007).
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JUSTIFICATIVA

Mesmo existindo uma grande diversidade de mecanismos desenvolvidos pelas
bactérias que as tornam resistentes aos antimicrobianos, especialmente aos betalactamicos, a
producdo de betalactamases € o mais bem conhecido. Essas enzimas sio capazes de hidrolisar
o anel betalactamico de penicilinas, cefalosporinas e outros antimicrobianos. As bactérias gram
- negativas sdo as principais responsaveis pela producio dessas enzimas e algumas delas sao
classificadas no grupo das ESBLs (FRANCISCO; JEA, 2009).

Gongalves et al. (2005), relata que a grande maioria das plantas, empregadas com fins
terapéuticos pelas comunidades, ainda ndo tiveram estudos definitivos que comprovam suas
propriedades farmacoldgicas. Para Silveira et al. (2009), muitas pesquisas com propositos de
obtenc¢ao de novos farmacos ou aprimoramento dos ja existentes, a partir de plantas medicinais,
estdo ganhando destaque nos ultimos anos.

Cada vez € mais evidente a necessidade da descoberta de novas opgdes terapéuticas
que possam ser utilizadas como formas alternativas para auxiliar na neutralizacdo de micro-
organismos patogénicos associados a vdrios processos infeciosos em humanos, especialmente
contra P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae ¢ E. coli, bactérias que atualmente sdo de
importancia clinica, em fun¢do dos inliimeros mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
que elas apresentam. A descoberta de novos farmacos, a partir de plantas pode ser uma op¢ao
ao tratamento de pacientes acometidos por infec¢do bacteriana. Portanto, almeja-se com a
realizagdo desse trabalho, subsidiar informacdes concisas e eficazes sobre a utiliza¢dao de novos
extratos vegetais como ferramenta auxiliar no tratamento de pessoas com infec¢do por micro-
organismos patogénicos, especialmente para aqueles produtores de B-lactamases de espectro

estendido.
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S OBJETIVOS

5.1 Geral

» Analisar a acdo de extratos de vegetais em bactérias produtoras de B-lactamases de espectro

estendido.

5.2 Especificos

» Determinar acdo antibacteriana de extratos de vegetais sobre Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli;

» Verificar a suscetibilidade das cepas bacterianas versus concentrag¢des distintas dos extratos

com atividade antibacteriana;

» Estabelecer a suscetibilidade das cepas bacterianas em relacdo aos extratos vegetais

fracionados quimicamente;
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Campo de estudo

A Area de Protecio Ambiental do Inhamum (APA) é considerada Patrimonio
Municipal de Caxias, foi criado pela lei 1.46/2001 no dia 04 de julho de 2001. Esta localizada
entre as coordenadas 04° 53° 30” de latitude S e 43 24° 53” de longitude W, a margem esquerda
da BR 136. Pertence a regido Leste Maranhense e € integrante da bacia hidrogréafica do Rio
Itapecuru, com chuvas bem definidas. O clima € do tipo subtimido seco, com temperatura anual
em torno de 27° C. A fitofisionomia € a Floresta Estacional Semidecidual com predominancia

de babacuais. (BARROS, 2012).

6.2 Coleta dos espécimes vegetais

Os espécimes foram coletados na APA, entre os meses de junho a outubro de 2015,
em periodos diferentes variando conforme a época de desenvolvimento das espécies deste
estudo. Para o Barbatimao sua época de florescimento vai de setembro a novembro (LORENZI,
2000). Enquanto para as espécies de Chanana os picos de floragdo vao de julho a setembro e de
outubro a dezembro (VIDAL et al., 2008). Quebra pedra e Pimenta de macaco foram coletados
no més de julho. Os hordrios das coletas foram de 8:00 as 11:00. Todos os vegetais foram
retirados do campo em quantidade de aproximadamente 1 kg, valor estimado como o suficiente
para transformacdo do material bruto em material refinado, ou seja, obtencdo dos extratos
metanodlicos, para serem utilizados nos testes contra as cepas bacterianas.

A tabela 1 apresenta as quatro espécies vegetais com seus nomes cientificos, populares

e 6rgao utilizado na obten¢do do extrato.

Tabela 1 - Espécies vegetais utilizadas na pesquisa definidos pelo nome cientifico, nome
popular e 6rgdo utilizado para realizar os testes.

Nome cientifico Nome popular Orgio testado
Turnera subulata Sm. Chanana Flor
Piper aduncum L. Pimenta de Macaco Fruto
Stryphnodendron adstringens Barbatimao Casca do Tronco
{Mart. Coville}
Phyllanthus niruri L. Quebra- Pedra Raiz
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Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), a selecdo das espécies vegetais que devem
fazer parte do estudo de caracterizacdo com finalidade microbioldgica ou outra sdo aquelas que

apresentem alguma atividade farmacoldgica, utilizadas na medicina popular.

6.3 Preparo e identificacao do vegetal

As quatro espécies vegetais citadas anteriormente foram coletadas, prensadas, feito
exsicatas, identificadas e depositadas no Herbario Aluizio Bittencourt pertencente ao
Laboratério de Botéanica da Universidade Estadual do Maranhdo LABIVE/UEMA/CESC). O
material foi identificado pelo botanico Prof. Dr. Gongalo Mendes da Concei¢cao, membro do

corpo docente do CESC/UEMA.

6.4 Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos no Laboratério de Quimica da Faculdade Integral
Diferencial (FACID), seguindo as orientacdes recomendadas pela Farmacopeia Brasileira
(2010). Apos coleta dos espécimes vegetais, Chanana, Barbatimao, Quebra pedra e Pimenta de
macaco foram postos para secagem a sombra, sendo expostas ao ambiente por 4 horas didrias.
A trituracdo dos vegetais foi realizada em moinho de facas até a condi¢dao de p6. Ao p6 foi
adicionado solvente metanol que ficou em repouso por 21 dias com agita¢do didria por 30
minutos. Apés esse periodo, o material foi filtrado e posto em evaporador rotativo a 40°C para

retirada de todo o solvente.

6.5 Amostras Microbianas

6.5.1 Manutencao das cepas bacterianas

As cepas bacterianas foram mantidas em repiques sucessivos em meio de cultura agar

eosina azul de metileno (EMB) até utilizacdo nos testes de suscetibilidade (Figura 4).
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Figura 3 - Procedimentos de repiques para novos crescimentos bacterianos em meio de
cultura EMB.

' ‘VIIEIA 0104
d ‘VIIEIA 0104

A Sociedade Brasileira de Microbiologia recomenda o uso de cepas da American Type
Culture Colletion (ATCC) para o controle de qualidade dos trabalhos com bactérias. Nesse
trabalho foram utilizadas cepas de K. pneumoniae ATCC 1705, E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 27853 adquiridas comercialmente. Essas cepas estavam liofilizadas e antes
dos testes foram hidratadas em soro fisiol6gico e mantidas em repouso por 1 h. Apds esse
tempo, elas foram semeadas em placas de Petri com dgar eosina azul de metileno. As placas
foram incubadas em estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) por 48 h.

A cepa de A. baumannii foi obtida de material bioldgico de paciente com infecc¢do
acometida por esse micro-organismo. A manuten¢do dessa cepa antes da realizacdo dos testes
de suscetibilidade foi também realizada em meio de cultura eosina azul de metileno, como

descrito para as outras bactérias.

6.6 Preparo dos meios de cultura para os testes de suscetibilidade

As placas para os testes de suscetibilidade foram formadas de duas camadas. Para a
formagdo da primeira, composta de dgar-dgar foram utilizados 10,6 gramas do 4gar diluidos em
300 ml de agua destilada, conforme recomendagdo do fabricante, essa mistura foi agitada
suavemente e levada ao bico de Bunsen até dissolucao total do meio de cultura. Aliquotas de
15 ml desse meio foram postas em tubos de ensaio e esterilizadas na autoclave a temperatura
de 120°C por 15 minutos. Apds esterilizacdo as aliquotas foram entornadas em placas de Petri,
com tamanho de 90 x 15 mm descartdveis esterilizadas (Pleion ®), as quais foram postas em
repouso até solidificagdo do meio de cultura.

38



A segunda camada fora composta de dgar Muller-Hinton, para tanto, 3,6g de soluto
foram diluidas em 300 ml de 4gua destilada. Aliquotas de 13 ml desse meio foram postas em

tubos de ensaio e esterilizadas na autoclave a temperatura de 120°C por 15 minutos.

6.7 Preparo do in6culo bacteriano

Por meio de uma alca de platina esterilizada foi realizada a inoculacdo dos micro-
organismos recentemente repicados, em tubos de ensaio com 1 ml de soro fisiolégico a 0,9% e

apos essa inoculagdo foi obtido a turbidez com base na escala 0,5 de Mac Farland (MF).

6.8 Preparo das placas para a realizaciao dos testes de suscetibilidade

Para esse teste, 1 ml da suspensdo bacteriana fora adicionada aos 13 ml de dgar Muller-
Hinton, mantido a temperatura de 45°C no banho - maria. A segunda parte foi entornada sobre
a primeira e pocos foram confeccionados na segunda camada, mediante a utilizagdo de ponteiras

plasticas esterilizadas de 4,0 mm de diametros.

6.9 Avaliacao da atividade antibacteriana dos extratos vegetais pelo método de difusao
em agar

Todos os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se cepas provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC): E. coli (25922) e K. pneumoniae (1705) e P.
aerugionosa (27853). A determinacao da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica da
difusdo em 4gar em pocgos, segundo Groove e Randall (1955). Como controle positivo utilizou-
se um antibidtico de referéncia o Cloranfenicol na concentragdo de 30ug previamente testado
no trabalho de GONCALVES et al., (2000) e testes padrao do CLSI (2014).

Nos pogos formados na segunda camada foram adicionados 40 pL dos extratos
testados, seguindo metodologia semelhante a de ALVES et al., (2008). As placas foram
incubadas a temperatura de 36°C em estufa BOD por um periodo de 48h. Apds periodo de
incubacdo foi realizada a leitura dos resultados, que consistiu em medir o didmetro dos halos
de inibicdo que foram formados. Os halos de inibicao do crescimento bacteriano foram medidos
em milimetros, com auxilio de uma régua milimetrada. Segundo a CLSI 2014 os halos de
inibicdo podem variar de acordo com a metodologia utilizada assim como as concentragoes,

porém ele faz uma correlacdo entre o tipo de bactéria em estudo e os antimicrobianos sintéticos,
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para que assim possamos fazer uma mensura¢do dos valores encontrados e determinar se houve
ou ndo inibi¢do de crescimento. Foi considerado, como resultado final de cada extrato, a média

das trés medidas e, como suscetivel a formacdo de halo com didmetro igual ou superior a § mm

(PAREKH & CHANDA, 2007; SANTOS et al., 2007).

6.10 Fracionamento quimico dos extratos vegetais

Apds comprovada atividade antimicrobiana dos extratos, posteriormente, esses
extratos foram submetidos a um processo de particdo liquido-liquido, com solventes de
polaridades crescentes, como hexano, butanol e acetato de etila, visando uma semi-purificacdo
das substéncias através de suas polaridades (FILHO, 1998). Segundo demonstragdo através de
fluxograma abaixo na figura 4.

Aos extratos metandlicos de Turnera subulata Sm (Chanana), Stryphnodendron
adstringens {Mart. Coville} (Barbatimdo), Phyllanthus niruri L. (Quebra pedra) e Piper
aduncum L. (Pimenta de macaco), foram adicionados 1,5 ml dos solventes hexano, butanol e
acetato de etila e deixados em repouso até total evaporacdo dos solventes. Apds evaporacao
aos extratos residuais foi adicionado 1 ml de DMSO para a ressuspensao desses extratos
(SANTOS et al., 2007, GADEA, 2008). Os extratos, apds fracionamento quimico foram
utilizados em testes de suscetibilidade, seguindo metodologia descrita no teste de difusdo em

agar.
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Figura 4 - Esquema geral de parti¢ao e separac@o provavel dos principais metabolitos
secundérios presentes em plantas.

PLANTA

Maceragao com MeOH (cerca de 10 dias)
Evaporagéao de solvente

EXTRATO METANOLICO BRUTO

H = hexano
DCM = diclorometano

EXTRATO DE
HEXANO

X

S AE = acetato de etila

Suspensao em H,O B = butanol
Particao sucessiva

B

EXTRATO DE
BUTANOL

EXTRATO DE
DICLOROMETANO

EXTRATO DE
ACETATO ETILA

esteroides

terpenos

acetofenonas

flavonadides gli
cosilados
taninos
saponinas
carboidratos

\

lignanas

flavondides metoxilados
sesquiterpenos
lactonas

triterpenos

cumarinas

flavondides

taninos

xantonas

acidos triterpénicos
saponinas
compostos fendlicos
em geral
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6.11 Determinacio da atividade antimicrobiana em funcao da concentracao dos extratos

em diluicOes seriadas

A determinacdo da atividade antimicrobiana de extratos em diluicdo seriada foi
realizada segundo a metodologia modificada conforme recomendada pelo CLSI, 2014 com as
mesmas bactérias utilizadas nos testes de difusdo em dgar. Um grama dos extratos vegetais
brutos foi suspenso em Dimetilsuféxido (DMSO) e dilui¢bes seriadas foram realizadas nas
concentracdes de 1/10, 1/100 e 1/1000. As placas testes foram confeccionadas seguindo
metodologia previamente determinada. Em cada orificio da placa teste foram micropipetados
40 pL de cada extrato em diluigdo seriada. As placas foram incubadas a 36 ° C por 48 h sem
agitacdo (ALVES et al, 2008). Apds periodo de incubagdo foi realizada a leitura dos resultados,
que consistiu em medir o didmetro dos halos de inibi¢do que foram formados. Os halos de
inibicdo do crescimento bacteriano foram medidos em milimetros, com auxilio de uma régua

milimetrada.

6.12 Analises Estatisticas

O banco de dados deste estudo foi elaborado utilizando-se o software Microsoft Excel
2007 e as analises de dados foram realizadas por meio do pacote estatistico Bioestat. Versao

5.0 (AYRES et al., 2007).

Os dados referentes aos halos de inibicdo (em mm) correspondentes a atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais Barbatimao, Chanana, Quebra pedra e Pimenta de macaco
em relacdo aos micro-organismos utilizados na pesquisa K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa
e A. baumannii, foram avaliados quanto a distribuicao normal e quanto a homocedasticidade,
por meio do teste de Liliefors. Como estes ndo se ajustaram a distribuicdo normal e nem a
igualdade de variancias, andlises ndo-paramétricas correspondentes foram utilizadas. Para
examinar se houve diferenca nas medianas dos grupos de extratos comparados foi utilizada a
andlise de Kruskal-Wallis (H). Quando constatada a diferenca, utilizou-se o teste de Dunn, a
posteriori (AYRES et al., 2007).

De acodo com Siqueira; Tiburcio (2011) o valor de H calculado para cada anélise foi
comparado ao valor de H definido na tabela de quantis para a estatistica de teste de Kruskal-
Wallis. Sempre que o valor calculado era maior do que o apresentado na tabela a um

determinado grau de liberdade, considerando a quantidade de grupos comparados, € o valor de
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p era menor que 0,05, rejeitou-se a hipdtese de medianas iguais, e prosseguiu-se com o teste de
Dunn.

Os valores de p, significativos ao nivel citado (5%), foram destacados nas tabelas com
asterisco (*). Para p < 0,05 adotou-se um asterisco (*), para p < 0,01 utilizou-se dois asteriscos

(**) e para p < 0,0001 foram adotados trés asteriscos (***) (SIQUEIRA; TIBURCIO, 2011).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram a K. pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa e A. baumannii. A escolha desses agentes foi devido alguns serem amostras ATCC,
produtores de B-lactamases de espectro estendido e por atualmente estarem associados 4 varios
quadros de infeccdes, principalmente as hospitalares (OPLUSTIL et al., 2010; ANVISA, 2015).

Quanto a escolha dos vegetais foi baseada em dados etnobotinicos sobre o uso
tradicional dessas plantas no tratamento de doencgas, assim como recomendado pela
Farmacopeia Brasileira (2010) e BUSSMANN et al. (2010).

Com base nos resultados obtidos na tabela 2, pdde-se observar que todas os extratos
apresentaram atividade antibacteriana. O extrato de Phyllanthus niruri L. (Quebra- pedra)
apresentou atividade antimicrobiana para as cepas de P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli, A.
baumannii com halos de inibicao de 18, 22, 12 e 13mm de didmetro respectivamente.

Quanto a Piper aduncum L (Pimenta de macaco), o padrao de atividade antimicrobiano
em relacdo aos quatro micro-organismos utilizados nesta pesquisa foi bastante significativo,
com halo de 20mm para a K. pneumoniae, 30mm para a E.coli. Entretanto, esse extrato nao
apresentou atividade contra a cepa de P. aeruginosa.

Quanto ao teste de suscetibilidade, mediante o uso do extrato de Turnera subullata Sm.
(Chanana), este apresentou atividade inibitdria de crescimento sobre as cepas bacterianas, sendo
mais significativa nos testes realizados contra P. aeruginosa e E. coli.

Com relacdo a suscetibilidade de Acinetobacter baumannii aos extratos metandlicos
de P. aduncum L. (Pimenta de Macaco), Turnera subullata Sm. (Chanana), Phyllanthus niruri
L. (Quebra pedra), a cepa apresentou sensibilidade com a formagao de halo de 20mm, 10mm,
e 13mm, respectivamente. Esse micro-organismo nao apresentou suscetibilidade ao Barbatimao
(Tabela 2). Nas tabelas 3 e 4 sdo apresentados os mesmos dados da tabela anterior, acrescido

dos valores encontrados para H e p, e aplicacdo a posteriori do Teste de Dunn, respectivamente.
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Tabela 2 — Resultados da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais em relagdo aos micro-organismos utilizados na pesquisa realizada em
Caxias — MA, Brasil, 2015.

Micro-organismos Extratos Halo de inibicao Grupo controle Halo de inibicao

Barbatimao 10 mm 30mm

Cepa ATCC 27853 Chanana 20 mm . 30mm
. Cloranfenicol

P. aeruginosa Quebra Pedra 18 mm 30mm

Pimenta de Macaco 0,0 mm 28mm

Barbatimao 28 mm 28mm

Cepa ATCC 1705 Chanana 12 mm ) 30mm
. Cloranfenicol

K. pneumoniae Quebra Pedra 22 mm 30mm

Pimenta de Macaco 20 mm 30mm

Barbatimao 10mm 30mm

Cepa ATCC 25922 Chanana 20 mm . 30 mm
. Cloranfenicol

E. coli Quebra Pedra 12 mm 30 mm

Pimenta de Macaco 30 mm 30mm

Barbatimao 0,0 mm 28mm

Cepa Chanana 10 mm ) 28mm
.. Cloranfenicol

A.Dbaumannii Quebra Pedra 13 mm 30mm

Pimenta de Macaco 20 mm 30mm

mm = tamanho dos halos em milimetro.
Fonte: Cunha G.A.



Tabela 3 - Comparacdo entre as medianas da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais em relacdo aos micro-organismos utilizados na

pesquisa de extratos, realizados em Caxias- MA, Brasil, 2015.

Micro-oreanismos Extratos (Halo de inibicao em mm) Medianas
g Barbatimao Chanana Quebra Pedra Pimenta de Macaco H P
10 20 20 0 14,1694 0,0027**
. 10 20 20 0
Cepa ATCC P. aeruginosa 10 20 13 0
12 23 12 20 10,4500 0,0151*
. 12 20 12 20
Cepa ATCC K. pneumoniae 12 23 12 20
10 20 12 0 10,8791 0,0124*
10 20 12 0
Cepa ATCC E. coli 10 20 12 0
0 20 20 20 8,4652 0,0373*
.. 0 10 20 20
Cepa ATCCA. b
epa aumannii 0 0 20 20

H = valor de Kruskal-Wallis, p = valor de p, *significativo em nivel de 5%, **significativo em nivel de 1%. Valores de H e p = correspondem as medianas.

Fonte: Cunha G.A.
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Tabela 4 - Comparacdo entre as medianas entre os extratos, a posteriori da atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais em relacdo aos micro-organismos utilizados na pesquisa
de extratos.

Valor de p
Micro-organismos Comparacio de medianas (Teste de
Dunn)
Extrato de Barbatimio e Extrato de Chanana ns
Extrato de Barbatimio e Extrato de Quebra Pedra ns
Cepa ATCC P. Extrato de Barbatimao e Extrato de Pimenta de Macaco ns
aeruginosa Extrato de Chanana e Extrato de Quebra Pedra ns
Extrato de Chanana* e Extrato de Pimenta de Macaco <0,05*
Extrato de Quebra Pedra® e Extrato de Pimenta de Macaco < 0,05%
Extrato de Barbatimao e Extrato de Chanana™ < 0,05%
Extrato de Barbatimao e Extrato de Quebra Pedra ns
Cepa ATCC K. Extrato de Barbatimao e Extrato de Pimenta de Macaco ns
pneumoniae Extrato de Chanana* e Extrato de Quebra Pedra < 0,05*
Extrato de Chanana e Extrato de Pimenta de Macaco ns
Extrato de Quebra Pedra e Extrato de Pimenta de Macaco ns
Extrato de Barbatimao e Extrato de Chanana ns
Extrato de Barbatimio e Extrato de Quebra Pedra ns
Cepa ATCC E. coli Extrato de Barbatimao e Extrato de Pimenta de Macaco* < 0,05%
Extrato de Chanana e Extrato de Quebra Pedra ns
Extrato de Chanana e Extrato de Pimenta de Macaco ns
Extrato de Quebra Pedra e Extrato de Pimenta de Macaco ns
Extrato de Barbatimao e Extrato de Chanana ns
Extrato de Barbatimao e Extrato de Quebra Pedra* < 0,05%*
Cepa ATCC A. Extrato de Barbatimao e Extrato de Pimenta de Macaco* < 0,05%
baumannii Extrato de Chanana e Extrato de Quebra Pedra ns
Extrato de Chanana e Extrato de Pimenta de Macaco ns
Extrato de Quebra Pedra e Extrato de Pimenta de Macaco ns

*grupo de extrato com mediana significativamente maior na comparagao de Dunn, ns = ndo significativo, *significativo em nivel de 5%.

Fonte: Cunha G.A.
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E notéria a utilizacdo de plantas medicinais na medicina popular, como anti-
inflamatdrio, cicatrizante, calmante ou com outras finalidades. O uso de vegetais, como
propriedades fitoterdpicas pode ser uma alternativa no tratamento de infec¢cdes bacterianas.
Com base nos resultados obtidos nessa pesquisa, pode-se inferir que alguns extratos
apresentaram atividade antibacteriana sobre as cepas usadas nos experimentos. Pelo fato de
ainda ndo se tem um consenso sobre o tamanho do halo que mostre condi¢do de inibic¢ao,
suscetibilidade ou acdo intermedidria e seguindo pardmetros estabelecidos por outros autores,
os testes realizados com extratos brutos, demonstraram halos de suscetibilidade bem
significativos.

Duarte (2006) discorre sobre a ndo existéncia de um consenso sobre o nivel de inibicao
aceitdvel para produtos naturais quando comparados com antibiéticos padrdes, tanto que alguns
autores consideram somente resultados similares aos de antibidticos, enquanto outros
consideram com bom potencial somente aqueles com niveis de inibicdo superiores aos dos
antibidticos.

No ensaio bioautogréfico realizado contra S. aureus, foram encontradas zonas de
inibicdo nos extratos de Piper sp, P. amplum, P. aduncum e P. cernuum, demonstrando niveis
significativos de atividade antimicrobiana (MULLER, 2011). O extrato das espécies do género
Piper tem atividade significativa sobre bactérias Gram-positivas sendo elas Streptococcus
pyogenes, S. epidermides, S. saprophyticus e Bacilus subtilis (COSTA, 2013).

No trabalho de Pinho et al., (2012) ao realizar o teste de difusdo em 4gar do extrato
hidroalcoolico de Barbatimao nao foi possivel observar atividade antimicrobiana contra a cepa
de E. coli, o que pode estar relacionado a menor susceptibilidade das bactérias Gram-negativas
a extratos vegetais. De modo geral, quando o extrato vegetal é produzido partir das folhas, elas
tétm menor concentragdo de agentes antimicrobianos, comparados aos cascas das plantas
(VASCONCELOS et al., 2004). Nesta pesquisa foi utilizado a casca do Barbatimdo para
confec¢do do extrato a ser testado, apresentando resultado eficiente contra essa mesma cepa.

No estudo de extratos vegetais, Thomazi, Bertolin e Pinto (2010) testaram a casca de
S. adstringens apresentando acdo contra: Proteus mirabilis, Staphylococcus epidermidis,
Enterobacter sp., Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp.,
Escherichia coli, Citrobacter sp., Enterobacter aggomerans, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella oxytoca (FERREIRA et al., 2013). Corroborando os dados desta pesquisa para as

cepas de E. coli, P. aeruginosa e o género Klebsiella.

48



Silva (2010), verificou efici€éncia no extrato de Barbatimao (casca) para a linhagem de
E. coli que apresentou halo de inibi¢do de 7,0 mm. E para P. aeruginosa, teve halo de 8,6 mm.
Valores esses que corroboram com os achados no presente trabalho, sendo que esse extrato para
essas mesmas bactérias formou halos de inibi¢do de 10mm respectivamente.

Na pesquisa de Jesus (2015) ao realizar testes com o extrato etandlico e aquoso da
casca do tronco de Barbatimio, ambos foram capazes de inibir o crescimento de diversas
bactérias, obtendo os seguintes halos de inibicdo: E. coli (9-12 mm), B. cereus e P. aeruginosa
(13-18 mm) e S. aureus (>18 mm); e com o extrato aquoso: P. aeruginosa (9-12 mm), E. coli
(13-18 mm), S. aureus e B. cereus (>18 mm).

Bardal (2011) relata que o extrato aquoso de Stryphnodendron adstringens nao
apresentou quaisquer efeitos antibacterianos, frente a espécie E. coli. Porém com a
concentragao de 50mg/m{ desse extrato foi microbicida para P. aeruginosa.

O potencial uso da combinag@o de compostos vegetais e antibidticos comerciais contra
Acinetobacter baumanni foi documentada por vérias publicacdes, dentre elas o estudo dos
componentes de gengibre (Zingiber officinale) em combinagdo com a tetraciclina, observando
uma diminui¢do da resisténcia de estirpes clinicas de A. baumannii a tetraciclina (DUARTE,
2011).

Nas figuras 5, 6 e 7 sdo apresentadas as placas com os halos de inibi¢cdo que foram
formados em funcdo da suscetibilidade das cepas bacterianas em relacio aos extratos vegetais
utilizados. Nessas, estao os perfis de suscetibilidade da K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli
em relagao aos extratos de P. aduncum L. (Pimenta de macaco), Phyllanthus niruri L. (Quebra

pedra) e Turnera subulata Sm. (Chanana).
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Figura 5 - Perfis dos halos de suscetibilidade de K. pneumoniae em relagdo aos extratos de
vegetais testados: Piper aduncum L. (Pimenta de macaco) (A), Phyllanthus niruri L. (Quebra
— pedra) (B) e Turnera subulata Sm. (Chanana) (C).

T o

Fonte: CUNHA, G. A.

Figura 6 - Perfis dos halos de suscetibilidade de P. aeruginosa em relagao aos extratos de
vegetais testados: Piper aduncum L. (Pimenta de macaco) (A), Phyllanthus niruri L.
(Quebra — pedra) (B) e Turnera subulata Sm. (Chanana) (C).

Fonte: CUNHA, G. A.
Figura 7 - Perfis dos halos de suscetibilidade de E. coli em relacdo aos extratos de vegetais
testados: Piper aduncum L. (Pimenta de macaco) (A), Phyllanthus niruri L. (Quebra —

pedra) (B) e Turnera subulata Sm. (Chanana) (C).

Fonte: CUNHA, G.A.

Percebeu-se com base nos resultados obtidos nas figuras 5, 6 e 7, que as cepas de K.
pneumoniae e P. aeruginosa nao foram sensiveis ao extrato de Barbatimao, isso, devido nao ter
ocorrido a formacao de halo de suscetibilidade em torno do local que foi inoculado o extrato.

Giviziez (2010), ao testar a atividade antimicrobiana de P. aduncum L. contra cepas

de E. coli e P. aeruginosa observou que estas bactérias apresentaram auséncia de inibi¢ao (NI),
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ou seja, sdo resistentes a este vegetal. Os dados encontados na presente pesquisa nao
corroboram em relacdo a E. coli, porém confirma a resisténcia observada para P. aeruginosa.
Acredita-se que as discrrespancias de resultos variados, ou seja, mais ou menores valores
encontrados nos halos de inibi¢do, possa ser devido ametodologias diferenciadas ou esforco
amostral reduzido.

Silva (2010) ao testar o 6leo essencial da Pimenta de macaco observou que ndo teve
grande efeito inibitorio contra os micro-organismos E. coli, S.aureus e S. enteritidis (ALVES,
2010). No presente trabalho este extrato foi bastante significativo para a cepa de E.coli
formando halo de 30mm.

Silva, Cantanho (2010) concluiram que a utilizacdo do gel da Turnera ulmifolia L.,
permitiu a ocorréncia do processo de reparacdo cutianea de feridas cirdrgicas em camundongos.
E evidente que muitas destas plantas podem ser utilizadas com outras propriedades, tais como
cicatrizante, embora o seu potencial antibactericida seja pouco investigado.

Com relacdo aos testes de suscetibilidade realizados mediante a utilizagdo dos extratos
vegetais fracionados quimicamente, observou-se que os resultados foram mais significativos no
fracionamento do Barbatimao com hexano, apresentando halo de suscetibilidade que oscilou
entre 11 a 20 mm, sendo o contrario em relagdo ao extrato da chanana, que apresentou baixa

atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa (Tabela 5).
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Tabela S - Perfil de suscetibilidade dos micro-organismos testados em relagdo aos extratos dos vegetais apos fracionados quimicamente.

Extratos (Halo de inibicio em mm) H p
Micro-organismos
g Solventes Ext. n-let: CLF Ext. met. CLF Ext. met. Quebra CLF - Ext. met. CLF
Barbatimao Chanana pedra Pimenta de macaco
Hexano 20 20 3 30 3 20 NR 5,635 0,0598
Cepa ATCC 1705 Butanol 13 22 3 30 13 22 NR 4,781 0,0916
P. aeruginosa
Acetato de Etila 13 22 7 30 13 22 NR 1,207 0,5467
Hexano 10 10 - - 13 10 - - 9,056 0,0286
Cepa ATCC 7853 Butanol 7 10 - - 13 - - - 3,924 0,2697
K. pneumoniae
Acetato de Etila - - - - - - - - 0 0
Hexano 11 40 - 50 - 30 - 40 6,2526  0,0999
Cepa ATCC 25922 Butanol - - - 40 - 40 - 50 0 0
E. coli
Acetato de Etila 11 30 - 50 - 40 - 40 6,223 0,1009
Hexano NR - 30 - 30 - 30
Cepa Butanol NR : 40 i 30 i 30
A. baumannii
Acetato de Etila NR - 30 - 30 - 30

- = ndo apresentou efeito; Ext. met. = extrato metandlico; NR = Teste ndo realizado; CLF = Clorafenicol; mm = tamanho dos halos em milimetros, H = valor de Kruskal-Wallis, p = valor de p.

Fonte: Cunha G.A.
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A utilizagdo de solventes organicos com polaridades crescentes € de grande valia para
a indivualizacdo de compostos presentes em extratos brutos de vegetais. O fracionamento de
extratos vegetais mediante a utilizacdo de hexano, isola terpenos, esterdides e acetofefonas,
substancias que tem atividade antimicrobiana, o que foi evidenciado no experimento ora
realizado, sobre as cepas de P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli.

Nos testes realizados com o 6leo essencial de P. aduncum no trabalho de Lobato et al.,
(2007), este apresenta em sua composicdo dilapiol que é um éter fenilico do qual vem sendo
testado com €éxito por possuir atividades como fungicida, moluscicida, acaricida, bactericida e
larvicida, além de ser biodegradédvel. Extratos organicos das folhas de P. aduncum apresentaram
atividades moluscicida, citotéxica e antibacteriana, para as quais se associou a presenca de
dihidrochalconas e derivados prenilados do dcido benzdico (ORJALA et al., 1993,1994).

Ensaios realizados no trabalho de Ferreira (2015) mostraram que o extrato alcodlico
de P. aduncum apresentou propriedades antibacterianas frente a varios micro-organismos
incluindo Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Cryptococcus
neoformans, Intracellulare micobactérias, Micrococcus luteus e Pseudomonas aeruginosa.
Entretanto, essa atividade parece estar relacionada aos acidos p-hidroxibenzdico, derivados
dihidrochalconas e cromenos, principais constituintes presentes no extrato alcodlico.

A atividade antimicrobiana pode estar presente em diferentes extratos vegetais. Como
descrito por Djipa et al., (2000) estudando a atividade antimicrobiana de extratos de jambolao
sobre vdrios micro-organismos, dentre eles S. aureus, verificaram que este extrato teve
atividade antimicrobiano, devido a alta concentracao de taninos (77 a 83%). SOARES et al.,
(2008), comenta em seu trabalho que diversos estudos realizados para determinar atividade
antimicrobiana dos vegetais sdo preferencialmente feitos com a casca dos espécimes vegetais,
dependendo da planta a ser testada, isso se explica por estar contido nesse Orgdo, alta
concentracao de taninos (20%) responsaveis pelas propriedades medicinais da planta.

Rosario e Almeida (2016), realizaram treze testes fitoquimicos, onde foram
identificados no extrato do género Phyllanthus niruri L apenas cinco metabdlitos secundarios
sendo eles: Esteroides e Triterpenoides, Alcaloides, Depsideos e Depsidonas, Depsideos e
Depsidonas e Antraquinonas.

Para Oliveira et al. (2012), extratos de Phyllanthus niruri ndo obtiveram uma atividade
significativa sobre E. coli, haja vista o resultado negativo para fase ciclohexano e um halo de

pequeno alcance para a fase diclorometano, porém nao se obtendo uma taxa de inatividade total.
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Quanto a determinagdo dos perfis de suscetibilidade das cepas bacterianas aos extratos
em diluicdo seriada, o Barbatimdo e Chanana apresentaram atividade inibitéria para a P.
aeruginosa nas trés dilui¢cdes, com média dos halos de suscetibilidade que variou de 8 a 12 mm.
Ainda com relacdo a Chanana e na dilui¢do de 1/10, ela demonstrou eficdcia no controle de
crescimento das quatro cepas utilizadas no trabalho, com halo de sensibilidade que oscilou entre

10 a 12 mm (Tabela 6).
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Tabela 6 - Dilucdes seriadas dos extratos vegetais em relagdo aos micro-organismos utilizados.

Extratos (Halo de inibicdo em mm)

Ext. met. Barbatimao Ext. met. Chanana Ext. met. Quebra pedra Ext. met. Pimenta de macaco
Micro-organismo
Diluicao (uL) Diluicdo (uL) Diluicdo (uL) Diluicao (uL)
H P H P H P H p
1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1/1000
CepaATCC 1705 8 12 10 1,954 0,5501 11 10 10 4,5714 0,1017 - - - 0 0 NR NR NR 0 o0
P. aeruginosa
CepaATCC27853 . 0 o 12 - - 0 o - - - 00 - - -0 0
K. pneumoniae
Cepa ATCC .25922 i ) i 0 0 10 ) i 0 0 i ) ) 0 0 ) i i 0 0
E. coli
Cepa NR NR NR 0 o 10 - - 0 0 - - -0 0 - - -0 0

A. baumannii

- = ndo apresentou efeito; Ext. met.= extrato metanélico; NR= Teste ndo Realizado; mm = tamanho dos halos em milimetro, H = valor de Kruskal-Wallis, p = valor de p,
Fonte: Cunha G.A.
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Como € notério na literatura, que os micro-organismos apresentam suscetibilidade
distintos em relacao as concentragdes de diversos antimicrobianos, utilizados no tratamento de
pacientes acometidos por infec¢do por bactérias. Essa condi¢ao também foi evidenciada nesse
estudo, com experimentos de diluicdes seriadas, em que o Barbatimao agiu somente no controle
de crescimento da P. aeruginosa, enquanto, a Chanana foi efetiva em inibir o crescimento das
quatro cepas bacterianas. Isso se deve a possivel presenca de substancias oriundas do
metabolico secunddrio desse vegetal, com propriedades inibitorias contras estas cepas
bacterianas.

Aligianis et al. (2001) propuseram uma classifica¢do para materiais vegetais com base
nos resultados de MIC, considerando como: forte inibicdo - MIC até 500 pg/mL; inibigdo
moderada — MIC entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibi¢do - MIC acima de 1600 pg/mL.
Enquanto para Avellaneda et al. (2005), demonstraram que um micro-organismo apresenta
considerdvel sensibilidade a um determinado extrato, quando a diluicdo deste for inferior a
12,5mg/mL. Partindo desta premissa os dados observados no presente trabalho eoncontram-se
dentro dos parametros utilizados por este autor, devido os halos de 8 a 12 mm obtidos com o
extrato de Barbatimao contra P. aeruginosa na dilui¢ao 1/10.

Orlando (2005) observou atividade antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico
bruto da casca do Barbatimao para Enterococcus faecalis, Kocuria rhizophila, Escherichia coli,
Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Candida krusei. No método de difusdo em dgar, os
halos de inibi¢do do crescimento microbiano variaram de 8,3mm a 25,3mm. No método da
diluicdo seriada, o extrato foi capaz de inibir o crescimento microbiano nas concentragcdes que
variam de 70 a 200mg/mL e foi mais eficiente sobre as leveduras, N. gonorrhoeae ¢ P.
aeruginosa. Nessa pesquisa o halo de inibi¢do formado por esse extrato contra a cepa de K.
pneumoniae foi superior, medindo 28mm, porém nao houve crescimento bacteriano nas trés
concentragdes de diluicdes seriadas. Mas para a cepa de P. aeruginosa, esse extrato inibiu o
desenvolvimento microbiano nas trés dilui¢des.

Miranda et. al (2013) testou a atividade antibacteriana de cinco extratos entre eles o
género Phyllanthus frente a S. aureus e E. coli, a atividade relacionada a E. coli ndo apresentou
atividade inibitéria com nenhuma das plantas em estudo. No entanto apenas o algodao, quebra
pedra e erva de bicho mostraram atividade frente a S. aureus nas concentracoes de 200 mg/mL
e de 500 mg/mL, porém ndao mostrou efici€ncia contra E. coli. No presente estudo para esse

extrato a cepa de E. coli foi a de menor atividade com halo de (12mm).
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Kalimuthu et al. (2014), evidenciaram na sua pesquisa que o extrato etandlico de
T. ulmifolia apresentou inibicdo méxima contra K. pneumonia (18,3mm), P. aeruginosa
(20mm) e E. coli (31,2 mm) nas concentra¢des de 20ug/ml.

Domingues et al. (2015), evidenciaram com o extrato hidroalcodlico de Phyllanthus sp.,
tem forte acdo antimicrobiana para a enterobactéria, E. coli; com a dilui¢do de 6,67 mg/mL,
com valor do halo de 6mm. Resultado superior foi evidenciado na referida pesquisa com halo
para esta cepa bacteriana de 12mm. Porém ndo houve inibi¢do de crescimento bacteriano com

as diluicdes seriadas.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciaram que os extratos de Turnera Subulata Sm.
(Chanana), Phyllanthus niruri L. (Quebra pedra) e Stryphnodendron adstringens {Mart.
Coville} (Barbatimdo), apresentaram potencial antibacteriano sobre K. pneumoniae, P.
aeruginosa, E. coli e A. baumannii,

Os extratos Piper aducum L. (Pimenta de macaco) e Stryphnodendron adstringens
{Mart. Coville} (Barbatimao), ndo apresentaram atividade inibitéria contra P. aeruginosa e A.
baumannii respectivamente;

Quando considerado o tamanho dos halos de inibi¢do formados nos testes de
suscetibilidade, o P. niruri L. foi o que apresentou maior diametro;

Ap6s fracionamento quimico dos extratos brutos, o que apresentou melhor rendimento
foi o realizado com hexano no Barbatimao, que aparentemente isolou compostos com atividade
antibacteriana contra E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae, entretanto, ndo teve ag¢ao sobre
A. baumannii;

A diluicdo seriada realizada com o extrato de Stryphnodendron adstringens {Mart.
Coville} (Barbatimao) na diluicao de 1/10 uL foi o que apresentou melhor espectro de acao
sobre os micro-organismos testados, principalmente sobre P. aeruginosa.

Embora os extratos utilizados na pesquisa tenham apresentado efeito satisfatorio sobre
as bactérias testadas, fica evidente que esses necessitam de estudos mais refinados sobre sua
complexa estrutura quimica, afim de delimitar quais compostos sdao potencialmente
responsaveis pela acdo antibacteriana e no futuro serem utilizados em abordagens terapéutica;

As pesquisas realizadas com extratos vegetais sao promissoras, devido a descoberta de
novos agentes bacterianos apartir dos vegetais. Portanto, os resultados obtidos na execugdo
desse trabalho de pesquisa podem ser utilizados como ferramentas no direcionamento de novas

pesquisas.
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