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RESUMO

Relatos de multi-resisténcia a antibacterianos comecaram ja no inicio da era dos
antibioticos. Este fenbmeno é preocupante, pois tem sido cada vez mais dificil tratar
infeccbes associadas as bactérias resistentes. Novos antibidticos e novas terapias,
além de apresentarem um alto custo, demandam um tempo consideravel para
estarem disponiveis para terapéutica medicamentosa. A estratégia contemporanea
tem sido melhorar as propriedades e caracteristicas dos farmacos que ja existem.
Vérios fitoterapicos tém mostrado potencial antimicrobiano, mas seu uso ainda é
restrito. A proposicao deste estudo foi avaliar o efeito do extrato de guacatonga ou
casearia (Casearia sylvestris) sobre a acdo antibacteriana da amoxicilina no
tratamento da infeccdo estafilocdcica, induzida por cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina MRSA, em ratos. Quatro espojas de PVC foram implantadas
separadamente no dorso de 24 animais. Ap6s 14 dias, os granulomas formados
foram infectados com MRSA ATCC 33591. Ap6s 24h da infeccdo, os animais foram
divididos aleatoriamente em cinco grupos de 6 animais que foram sacrificados apés
a administracdo dos farmacos nos tempos Oh (somente para o grupo controle) e 24
horas. A divisdo dos grupos quanto a administracdo dos farmacos foi: 1) Grupo
Controle Oh; 2) Grupo Controle 24h — soro fisiolégico 1 mL/kg a cada 8 horas; 3)
Grupo amoxicilina — 50 mg/kg da suspenséo de amoxicilina a cada 8 horas; 4) Grupo
amoxicilina/casearia - amoxicilina 50 mg/kg e casearia 60 mg/kg a cada 8 horas; 5)
Grupo casearia — 60 mg/kg a cada 8 horas. ApGs os tratamentos, os granulomas
retirados foram acondicionados em tubos de ensaio, sofreram dispersdo em ultra-
som e a suspensdao resultante foi cultivada em meio de cultura (agar sal e manitol).
Apods 18 horas as colénias de MRSA sobre o agar foram contadas manualmente. Os
resultados foram comparados através do teste de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de 5%. O extrato de casearia foi capaz de reduzir o numero de UFC/ml
significativamente (p<0.05) em relacdo aos grupos controle e também melhorou a

atividade antimicrobiana da amoxicilina.

Palavras-Chave: Fitoterapia; Infeccdes Bacterianas; Bactérias aerobias.
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ABSTRACT

Reports of multi-resistance to antibiotics started early in the era of antibiotics. This
phenomenon is worrisome because it has been increasingly difficult to treat
infections associated with resistant bacteria. New antibiotics and new therapies, in
addition to having a high cost, require considerable time to be available to drug
therapy. The contemporary strategy has been to attempt the improvement in the
properties and characteristics of drugs that already exist. Several herbal medicines
have shown antimicrobial potential, but its use is still limited. The purpose of this
study was to evaluate the effect of the extract of guacatonga or Casearia (Casearia
sylvestris) on the antibacterial activity of amoxicilin for the treatment of
staphylococcal infection induced by methicillin-resistant Staphylococcus aureus
MRSA in rats. Four PVC sponges were separately implanted in the dorsum of 24
animals. After 14 days, the developed granulomas were infected with MRSA ATCC
33591. After 24h of infection, the animals were randomly divided into five groups of
six animals and were sacrificed after drug administration at the times: Oh (only for
control group) and 24 hours. Groups division regarding drug administration were the
following: 1) Control Group Oh, 2) Control Group 24h — 1 mL/kg saline every 8 hours;
3) Group amoxicillin - amoxicillin suspension of 50 mg/kg every 8 hours; 4) Group
amoxicillin / Casearia - amoxicillin 50 mg/kg and 60 mg/kg Casearia every 8 hours; 5)
Group Casearia — 60 mg/kg every 8 hours. After treatments, the granulomas
removed were placed into test tubes, were submitted to ultrasound dispersion and
the resulting suspension was grown in culture medium (agar and mannitol salt). After
18 hours MRSA colonies on agar were counted manually. The results were
compared using the Kruskal-Wallis test, with significance level of 5%. Casearia
extract was able to reduce the number of CFU / ml significantly (p <0.05) compared

to control groups and also improved the antimicrobial activity of amoxicillin.

Key words: Phytotherapy; Bacterial Infections; Bacteria, Aerobic.

viii



SUMARIO

1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA ...ccvtttiiieeeeeeeeeeestisanseeeeseesesssnnnnnnaeaeeseesnnnns 1
2. [ L] =10 107X U 5
3. MATERIAL E METODOS ..etuttutttieete et esstaeetsesnseansesssssnseansesssesnsssnseesseesneesnseenneennnes 6
0 |V N = ] 1 7 6
I NN 1 6

3.3. CULTURA DO MICRORGANISMO STAPHYLOCOCCUS AUREUS PARA INFECCAO DO
GRANULOMA ..ttt ettt ettt e ettt et et e e e et e ettt e et e ettt e aaens 6

3.4. INDUCAO DE GRANULOMA, INFECCAO DO TECIDO GRANULOMATOSO E TRATAMENTOS

REALIZADOS ..1tttttteeeeeesstttetteeeeeesaessssssssseeeeeaeaessassssateeeeeaeeeeesassssbaeeeeeaeeeessnssssbnneeneeeeeenanns 7
FORMA DE ANALISE DOS DADOS .....uuutittrrreeeeeaessasnsssnseeesesessssssssssssessssessssnmssssssseseeesssnnns 9
4. RESULTADOS . ...ttt ettt ettt e et e e et e e e e e e e e e e e e e e eaneeeanneaes 10
5. DISCUSSAD ..ttt e e ettt e e e e tb e e e e e aba e e e e eaba e aeee 12
6. CONCLUSAOD ..ttt ettt e e e e e e ettt et e e e e e e e et e e e e e e e e e e s s s sab b e e e e e e e e e s s annssnraneneeaens 14
REFERENCIAS. ...eetttitittttttteteeeee e e e s aisstteeeeeeeeeaessssseae et aeeaeeeesassssbeeeaeeeaeeessanssssenanneeeeeesnanns 15
AINEXO L oot e e e e e et e ra e eaaaae 20
NN =5 (@ T PP 21
NN =5 (@ T T PP PPPPT 22



1. INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

O uso excessivo de antimicrobianos para infec¢coes menores e doengas nao-
bacterianas vem submetendo os seres humanos a toxicidade destes farmacos e a
possibilidade de super infec¢des. Cada vez mais o fenébmeno da resisténcia multipla
(capacidade de um microrganismo sobreviver a altas concentracbes de varias
classes de antimicrobianos diferentes) vem se mostrando presente em diversos tipos
de infeccdo tais como: meningites, infeccdes estafilococicas, estreptococicas,
causadas por Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas aeroginosa entre outras (JONES et al.,, 2004). Este fato torna
necessaria a procura incessante por novos agentes ou novos métodos de combate
as infeccoes.

Dentre os estafilococos, 0 S. aureus é o mais importante agente causador de
patologias infecciosas em seres humanos. Entretanto, este microrganismo faz parte
da microbiota normal humana, podendo causar infecgbes oportunistas significantes
sob condicdes apropriadas. Frequentemente € isolado de infeccbes em feridas pos-
cirdrgicas, as quais podem servir como nicho, possibilitando o desenvolvimento de
infecgdes sistémicas (KONEMAN et al., 1994).

Alguns trabalhos avaliaram a concentracao inibitéria minima capaz de inibir o
desenvolvimento de cepas de S. aureus sensiveis para a amoxicilina de 0,06 pg/mL
(PHILIPS et al., 1991), 0,1 pg/mL (GROPPO, 1996) e 0,25 a 1 pg/mL (KONEMAN et
al., 1994).

Essas bactérias adquiriram importancia ainda maior a partir da observacao de
que a incidéncia de endocardite estafilocécica tem aumentado drasticamente. Cepas
de S. aureus sensiveis aos antibiéticos beta-lactamicos sdo os agentes etiol6gicos
responsaveis pela endocardite em mais de 70% dos casos da doenca diagnosticada
em pacientes que fazem uso de drogas por via endovenosa. Outra razdo € o fato de
que os estafilococos sdo patégenos importantes em infeccbes hospitalares
(MCCARTNEY, 1992). Este tipo de infeccdo causa significante morbidade e
mortalidade nos pacientes. O S. aureus vem sendo reconhecido como patdégeno
importante e é também o causador mais comum das infec¢des hospitalares (PERL &
GOLUB, 1998).



KAMIYA (1997) argumenta que o uso de drogas antimicrobianas no Japao é
extremamente alto. S6 em 1994 o custo total da producdo delas ficou em 3,38
bilhdes de ddélares. O uso intensivo de drogas de amplo-espectro, especialmente no
tratamento de um crescente nimero de pacientes idosos e imunocomprometidos,
resultou numa emergencial e expansiva resisténcia nos microrganismos. Um dos
principais patégenos identificados dentro desta caracteristica foram cepas MRSA.

FARIAS et al. (1997) avaliaram o padrdo de sensibilidade de cepas de S.
aureus oxacilina-susceptiveis e oxacilina-resistentes (ORSA) a agentes
antimicrobianos comumente utilizados em infec¢cdes causadas por estes patdégenos.
As cepas (117) foram isoladas de varios hospitais em Sdo Paulo, Campinas e Jodo
Pessoa. Obtiveram a concentracdo inibitéria minima para 24 agentes
antimicrobianos, incluindo beta-lactamicos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
macrolideos, etc. Os resultados mostraram uma alta e preocupante taxa de
resisténcia entre as cepas de S. aureus obtidos nos hospitais brasileiros. Poucas
drogas podem ainda ser efetivas contra doencas infecciosas provocadas por este
microrganismo.

ROZENBAUM et al. (2009) relataram um dos primeiros casos de infeccao
severa causada por MRSA adquirida no ambiente, a qual causou infec¢des graves
em uma crianga no Rio de Janeiro. FORTES et al. (2008) observaram um paciente
gue desenvolveu endocardite a partir de uma cepa MRSA também oriunda do
ambiente. DE CARVALHO et al. (2009) encontraram MRSA em saliva de
profissionais de salde, enquanto que SOUSA JUNIOR et al. (2009) observaram
uma preocupante taxa (41,5%) de prevaléncia de MRSA em pacientes
hospitalizados num hospital maternidade em Natal, RN.

Desta forma, os estudos que visam o tratamento de doencas infecciosas
provocadas por estafilococos, particularmente S. aureus, sensiveis ou hdo aos beta-
lactamicos, tendem a se tornar cada vez mais importantes, porque as cepas
resistentes sdo de dificil controle.

As plantas medicinais constituem uma rica fonte de novas moléculas a serem
exploradas como drogas convencionais no futuro ou ainda como ferramentas
bioquimicas para a elucidacdo de aspectos etioldgicos de determinadas patologias
gue ainda permanecem obscuros (CRAGG & NEWMAN, 2005).



Estimativas sobre o numero de espécies de plantas e flores em todo o mundo
apontam para uma faixa entre 200.000 e 250.000 em 300 familias e 10.500 géneros.
Segundo a OMS, 80% da populacdo mundial utilizam a medicina popular
(principalmente através do uso de plantas medicinais) para suprir as necessidades
de assisténcia médica primaria (ELISABETSKY, 1987).

A Casearia sylvestris pertence a familia Flacourtiaceae e é popularmente
conhecida como "Guagatonga" (Guassatonga), “herva de brugre”, “pau de lagarto”,
“erva de pontada” ou “cha de bugre”. E muito difundida na medicina popular, devido
as suas propriedades anti-sépticas, antivirais, antitlcera e cicatrizantes. A casearia
esta oficializada na Farmacopéia Brasileira de 1929 (SATO, 1998); provém de
arvores com 4 a 6 metros de altura e € uma planta perene e pioneira, sendo que
seus frutos sdo consumidos por passaros e floresce nos meses de junho a agosto
(MARQUETE, 2001).

O extrato bruto aquoso mostrou propriedades inibitorias sobre fosfolipases
A2, miotoxinas, proteases e hemorraginas presentes em venenos de serpentes
(RASLAN et al., 2002). Quando administrado oralmente em ratos, o extrato alcodlico
das folhas de casearia provocou a inibicdo da secrecdo géastrica, sendo mais efetivo
que o misoprostol na supressao de lesdes gastricas leves (BASILE et al., 1990).

Os experimentos toxicolégicos indicaram um valor oral da DLsp (dose letal
para 50% dos animais) maior do que 1840 mg/Kg, sendo esta 32 vezes maior do
gue a dose efetiva DEsg (dose eficaz em 50% dos individuos, para um determinado
efeito) que foi de 57,5 mg/Kg (BASILE et al., 1990). A dose letal média DLsy do
extrato aquoso a quente foi de 1,792g de residuo/kg de peso, para camundongos
albinos (SILVA et al., 1986).

O estudo da atividade antimicrobiana de substancias, tais como a casearia,
sdo usualmente realizados in vitro e existem poucas evidéncias da eficacia deles em
modelos de infeccdo in vivo. Os modelos de infeccdo em animais sao Uteis para
prever o comportamento de farmacos, pois a dindmica da infec¢do, particularmente
em roedores, é similar a dos seres humanos. Os modelos experimentais que utilizam
a reacao a algum corpo estranho, usualmente implantado via subcutanea e estudam
o impacto de farmacos (ou qualquer tratamento) sobre ele, sdo chamados de

modelos ex vivo. A implantacdo de corpos estranhos porosos resulta na



encapsulacdo dos mesmos por tecido granulomatoso ou fibrinoso, sendo a sua
cavidade preenchida por fluido tipo exsudato. Este tipo de material permite a difusdo
de antimicrobianos e a entrada de fagdcitos e anticorpos, ocasionando uma
oportunidade para se examinar a efetividade de antimicrobianos conjuntamente com
as defesas do hospedeiro.

Estes modelos podem ser vélidos para determinacdo da capacidade de um
antimicrobiano em penetrar em locais especificos de infec¢do, seu nivel bactericida,
seu efeito na fisiologia e morfologia da bactéria e a possibilidade da ocorréncia de
selec@o ou resisténcia (RENNEBERG, 1993). Dentre os varios métodos utilizados
para inducdo desta injaria, a implantacdo de esponjas de policlorovinil (PVC), como
agente desencadeador, no dorso de animais, tem sido utilizado (BAGLIE et al.,
2000; GROPPO et al., 2000). Esse tecido tem morfologia e sequéncia de formacéo
bem estudada. A imunossupressdo do hospedeiro em modelos de infeccdo em
animais, particularmente em ratos e camundongos, foi descrita em muitos trabalhos
(FUENTES et al.,, 1995; BRUN-PASCAUD et al.,, 1998; SMITH et al.,, 1998;
FUENTES et al.,, 1998). Entretanto, GIRARD et al. (1996) ndo observaram
diferencas nos niveis teciduais de azitromicina quando compararam camundongos
imunossuprimidos (através da utilizacdo de ciclosporina) ou nao.

Obviamente, os efeitos farmacoldgicos ocasionados por fitoterapicos sao
oriundos de um ou mais de seus constituintes. Grupos farmacolégicos distintos,
dentro de uma mesma planta, podem ser responsabilizados pelas varias atividades
farmacoldgicas verificadas em uma s6 espécie vegetal. Embora a maioria dos
pesquisadores tenha tendéncia a preconizar o uso de principios ativos das plantas
de origem, € possivel mostrar através de muitos exemplos, que o uso das plantas
pode ser efetivo quando usado in natura ou através de extratos de preparacdo
simples (MATOS, 1997).

Os extratos vegetais usualmente apresentam baixo custo, sdo mais
facilmente aceitos pela populacdo e ndo envolvem grande investimento inicial para
sua producdo. Além disso, a Portaria 971 (03 de maio de 2006), a qual aprova a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS,
contempla a fitoterapia, entre outras, como pratica desejavel nas politicas de saude

publicas brasileiras (Diario Oficial da Unido, 2006).



2. PROPOSICAO

A proposicdo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato de guacatonga ou
casearia (Casearia sylvestris) sobre a acdo antibacteriana da amoxicilina no
tratamento da infeccdo estafilocdcica, induzida por cepas de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina MRSA, em modelo ex vivo em ratos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAIS
Os principais materiais utilizados para a realizagcéo do presente trabalho foram:
e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina ATCC 25923;

e esponjas de policlorovinil (PVC) com densidade de 35 kg/m3, PRO301 -
Proespuma Com. e Ind. Ltda;

e suspensao de amoxicilina (Sigma, EUA) triidratada de 60 mg/mL,;

e (uetamina 100 mg/mL (Dopalen, VetbrandsTM);

e xilasina 100 mg/mL (Rompun® , Bayer);

e extrato de Casearia sylvestris a 10%: obtido diretamente de uma farméacia de
manipulacéo (Gerson E. Cecon Farm. de Manipulacéo Ltda, Limeira, SP);

e agulha especial para administracdo oral, curva, 70x15, Arkansas®

3.2. ANIMAIS

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais CEUA/UNICAMP (protocolo 2380-1). Foram utilizados 30 ratos (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), adultos jovens (60 dias), machos, pesando entre 150 e
200 g, S.P.F. que foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP.

Apoés a chegada dos animais a Faculdade de Odontologia de Piracicaba, os
animais permaneceram cerca de uma semana, para adaptacdo, nas dependéncias
do biotério de experimentacdo da Area de Farmacologia, Anestesiologia e
Terapéutica. Durante a fase de adaptacao e também durante a fase experimental, 0s

animais receberam racdo balanceada comercial e 4gua ad libitum.

3.3.CULTURA DO MICRORGANISMO STAPHYLOCOCCUS AUREUS PARA INFECCAO DO

GRANULOMA

Para a manutencao da cepa de S. aureus foram utilizados tubos de ensaio

esterilizados com TSB (caldo de tripticaseina) 24 horas antes de sua utilizacdo. Para



obtencao do inoculo padrédo contendo 108 cfu/mL foram realizados os procedimentos
a baixo:
e Uma algcada de colonias cultivada em TSB foi colhida com alga de platina
esterilizada;
e Os microrganismos foram dispersos em um tubo de ensaio contendo 10 mL
de BHI e encubados em aerobiose por 4 a 5 horas a 37 °C;
e O espectrofotdmetro foi calibrado com soro fisiolégico e ajustado para 800 nm
de comprimento de onda;
e 0,1 mL da disperséo foi diluida em um tubo contendo soro fisioldgico até
obtencdo de uma suspensdo bacteriana com densidade éptica de 60% de

transmitancia.

3.4.INDUCAO DE GRANULOMA, INFECCAO DO TECIDO GRANULOMATOSO E

TRATAMENTOS REALIZADOS

O tecido granulomatoso foi induzido por meio do implante de quatro discos
de esponja estéreis de policlorovinil (PVC) com 12 mm de diametro por 5 mm de
altura (densidade de 35 kg/m® PRO301 — Proespuma Com. e Ind. Ltda), no tecido
subcutaneo no dorso dos animais, de acordo com a técnica descrita previamente
(GROPPO et al., 2000).

Brevemente, apds a inducdo de anestesia geral nos ratos (administracédo
intramuscular de quetamina e xilasina) foi realizado a tricotomia da regido dorsal
mediana, seguida de antissepsia com solucao de alcool iodado a 2%. Foi realizado
uma incisdo de aproximadamente 1 cm, perpendicularmente a coluna vertebral, na
derme, sem invasao de tecido muscular, com tesoura de ponta reta fina e divulsao
do tecido subcutaneo com tesoura de ponta romba. As esponjas foram introduzidas
0 mais distante possivel da incisdo, em posi¢des laterais, uma a esquerda e outra a
direita, duas em direcdo a cabeca e outras duas em direcdo a cauda. A inciséo foi
suturada com dois pontos simples, com fio de algodao numero zero.

Decorridos 14 dias da implantagao das esponjas, 0,5 mL de uma suspensao
bacteriana contendo 1x10'° de células ATCC 25923 em solucéo de cloreto de sédio

a 0,9% (ajustada por espectrofotometria conforme descrito anteriormente) foi



injetado em cada uma das quatro esponjas implantadas (tecidos granulomatosos)
com uma seringa e agulha estéreis.
Vinte e quatro horas apos a infec¢cdo, os animais foram distribuidos

aleatoriamente em quatro grupos, como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos do estudo.

Periodo de
Divisédo dos grupos Tratamento sacrificio (em N
horas)
1. Grupo controle Oh Dose Unica de soro fisiolégico (1 0 6
ml/kg)
2. Grupo controle 24h Soro f|S|oIog|c?]ér1a|;nI/kg) acada8 o 6
— Amoxicilina em suspenséo (50
3. Grupo Amoxicilina mg/kg) a cada 8 horas 24 6
o ) Amoxicilina em suspenséo (50
4. Grupo Amoxicilina/casearia mg/kg) e casearia 60 mg/kg a cada 24 6
8 horas
5. Grupo Casearia Casearia 60mg/kg a cada 8 horas 24 6

Para a administracdo oral das drogas nos animais foi utilizado uma agulha
especial (Agulha para administracdo oral, curva, 70x15, Arkansas®), acoplada &
seringa hipodérmica. A administracdo dos fitoterapicos foi realizada sempre 15
minutos apds a administracdo da amoxicilina.

Apbs a conclusdo dos tratamentos (0 ou 24 horas apds os tratamentos
realizados), os animais foram novamente anestesiados, exsanguinados através da
seccdo do plexo carotideos e entdo os tecidos granulomatosos infectados foram
cuidadosamente retirados, mediante técnica cirargica. Em seguida, os animais foram
sacrificados através do aprofundamento da anestesia.

As amostras dos granulomas foram colocadas em diferentes tubos tipo falcon,
contendo 10 mL de solucéo de cloreto de sédio esterilizada, previamente pesado.

Ap6s nova pesagem para determinar o peso do granuloma, as amostras
foram submetidas a agitacdo em vortex por 5 minutos. Apos este periodo, foram
colhidas aliquotas de 10 pL e espalhadas, através de uma al¢ca de vidro em L, em
placas de Petri de 5 cm de diametro contendo 25 mL de meio de cultura Salt Manitol

Agar.



bY

Todas as placas foram levadas a estufa a 37 °C, durante 18 horas para
incubacéo. Decorrido este periodo, foram submetidas ao procedimento de contagem

manual.

FORMA DE ANALISE DOS DADOS

Os resultados das contagens de coldnias provenientes dos granulomas
foram comparados em termos de porcentagem de reducdo com relagdo ao grupo
controle, através do teste de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%, com

auxilio do pacote estatistico BioEstat 5.0.



4. RESULTADOS

A figura 1 mostra o peso dos fibromas apds infeccdo com o S. aureus ATCC
33591. Como pode ser observado, 0 peso variou pouco entre os grupos. O
tratamento utilizando a combinacdo de amoxicilina com casearia (Grupo 4)
apresentou fiboromas com massa significativamente menor (p<0.05) em relacdo ao
grupo controle 0 horas (Grupo 1). Nos demais grupos ndo foram observadas

diferencas significativas.

Peso dos Fibromas

1.5

Figura 1: Média do peso dos fiboromas entre os grupos. Letras diferentes mostram

diferenca estatistica. p< 0,05 (Kruskal-Wallis / Student-Newman Kells).

A figura 2 mostra os resultados da contagem das coldnias provenientes dos
granulomas. Foi possivel verificar que os grupos Amoxicilina/casearia (Grupo 4) e
casearia (Grupo 5) apresentaram uma media significantemente menor em
comparagao com os controles (0 e 24h, Grupos 1 e 2) (p<0,05), mas nao diferiram
do grupo amoxicilina (Grupo 3) (Figura 2).

No entanto, o grupo em que a amoxicilina foi utilizada isoladamente, a

contagem de colbnias néo diferiu dos grupos controles (p>0,05).
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Figura 2. Média da contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) entre os

grupos. Letras diferentes mostram diferenca estatistica. p< 0,05 (Kruskal-Wallis /

Student-Newman Kells).
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5. DiscussAo

Uma das mais conhecidas espécies de bactéria responsavel por muitas
infec¢Bes adquiridas no ambiente hospitalar é o Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (GIBBONS, 2008). A ocorréncia de MRSA e outras cepas multirresistentes
tem levado a necessidade do descobrimento de novas classes de antimicrobianos
(GIBBONS, 2004).

O uso de plantas medicinais tem sido sugerido como “antibiéticos
alternativos” na tentativa de combater bactérias resistentes (MATHEWS et al., 1998).
Fitoquimicos e produtos naturais em geral possuem uma grande variedade de
compostos bioativos, 0s quais podem ser estruturalmente distintos dos
antimicrobianos convencionais, exibindo novos modos de acdo (GIBBONS, 2008).
Na etnobotanica existem muitos exemplos de plantas que sdo usadas na forma
topica ou sistemicamente para tratar infecgcbes bacterianas, porém ainda ndo ha

nenhum antimicrobiano derivado de planta utilizado clinicamente.

A literatura tem reportado a acdo de muitos extratos de plantas ou de seus
metabolitos isolados sobre a inibicdo do crescimento do MRSA. Oleos essenciais de
Thymus vulgaris e Eucalyptus globulus demonstraram acao antimicrobiana “in vitro”
sobre 14 cepas de isolados clinicos de MRSA. T. vulgaris apresentou uma acéo
mais efetiva com menores valores de MIC e sua acdo antimicrobiana foi atribuida a
presenca de thymol (TOHIDPOUR et al., 2010).

Um composto isolado da fracdo hexanica do extrato preparado a partir das
raizes de Angelica dahurica, tradicional planta chinesa, exibiu um forte poder
inibitério sobre as cepas de MRSA e cepas multirresistentes, com MIC variando
entre 8 a 32 pg/mL (LECHNER et al., 2004). O extrato metandlico das folhas de
Ocinum tenuiflorum (Lamiaceae) e os extratos aquoso e metandlico do fruto imaturo
de Momordica charantia (Curcubitaceae) também foram capazes de inibir o
crescimento de cepas MRSA (MAHOMOODALLY et al., 2010).

Isoflavonoides isolados de Erthrina variegata apresentou acao inibidora in
vitro sobre o crescimento de MRSA (TANAKA et al., 2002) assim como de extratos
de plantas da familia Leguminosae como Acacia auriculiformis, Bauhinia kockiana,

Bahiana purpurea, Caesalpinia pulcherrima, Calliandra tugemina, Cassia
12



suratenssis, Leucaena leucocephala e Peltophorum pterocarpum (CHEW et al.,
2011).

Casearia sylvestris € uma planta conhecida pelas suas propriedades
medicinais, usada tradicionalmente na América do Sul como antisséptica,
anestésica, antitlcera e antidoto para venenos de cobra. Metabdlitos secundarios
isolados de extratos da folha C. sylvestris como casearinas e casearventrinas tem
demonstrado efeitos citotoxicos contra células tumorais principalmente contra as
células KB, com a possibilidade de aplicacdo como quimioterapicos no futuro (GUIL-
GUERREIRO & CAMPRA, 2009). As casearventrinas (A,B,C) também
demonstraram atividade antifangica contra Aspergillus niger in vitro (OBERLIES et
al., 2002).

Alguns estudos tem demonstrado a ag¢do antimicrobiana de extratos ou
compostos isolados de C. sylvestris in vitro. Porém até o momento a literatura
indexada carece de dados provenientes de testes in vivo. O extrato etandlico de C.
sylvestris obtido da Estacdo Ecologica Juréia-ltatins, ndo foi capaz de inibir o
crescimento do S. aureus ATCC 25923 in vitro (AGRIPINO et al., 2004). Ja ao se
testar isoladamente composto isobutil galato-3,5-dimetil éter (IGDE), um derivado do
acido galico extraido do extrato etandlico de C. sylvestris, observou-se uma inibicdo
do crescimento de leveduras (Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
guilliermondi) e as bactérias Gram-Positiva Enterococcus faecalis e Staphylococcus
aureus (DA SILVA et al., 2008). No presente estudo verificou-se que os extratos de
casearia isoladamente ou em combinagdo com amoxicilina foram capazes de reduzir
significativamente a concentracao de S. aureus nos fiboromas em comparacdo com o

controle.
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6. CONCLUSAO

O extrato de guacatonga ou casearia (Casearia sylvestris) demonstrou
capacidade de reduzir o numero de UFC/mL nos fibromas infectados por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, isoladamente ou quando aplicado em
conjunto com a amoxicilina. Novos estudos devem ser conduzidos em outros
modelos animais para verificar a efetividade do tratamento, uma vez que, apesar de
reduzir o nimero de coldnias bacterianas, os grupos tratados com casearia nao
apresentaram diferenca em relacdo ao grupo tratado apenas com amoxicilina,
indicando que o tratamento a base de extrato de casearia pode ndo ser

suficientemente efetivo.
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amoxicilina contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina” no ano
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ANEXO 2

PROGRAMA DE BOLSAS DE INICIA{;ﬁO CIENTIFICA — QUOTA INSTITUCIONAL UNICAMP
{quota de agosto de 2010 a julho de 2011)

PARECER SOBRE RELATORIO FINAL DE ATIVIDADES

Bolsista: IGOR ALVES DA SILVA — RA 97482

Orientador{a): Prof (a) Dr(a) FRANCISCO CARLOS GROFPPO

Projeto: Efeito do extralo da guacatonga (Casearia syivestis) sobre a atividade antimicrobiana da
amoxicilina contra cepas de Sfaphylococcus aureus resistentes a penicilina.

PARECER

Relatoric apresentado com resultados & discussao.

Conclusédo do Parecer:

APROVAR (SIM)
REFORMULAR (NAO)
REJEITAR (NAO)
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ANEXO 3
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Certificamos que o projeto "Efeito do extrato da quacatonga (Casearia
sylvestris) sobre a atividade antimicrobiana da amoxicilina contra cepas de

Staphylococcus aureus resistentes a penicilina™ (protocolo n° 2380-1), sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo / Igor Alves da Silva,

esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagido Animal adotados
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e
com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 04 de abril de 2011.

Campnrras 03 de setembro de 2012.
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