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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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CAPITULO 9

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS DE USO
POPULAR NO BRASIL: GOIABA (PSIDIUM GUAJAVA
L.) E MELAO DE SAO CAETANO (MOMORDICA

Daniela Soares Leite
Universidade do Estado do Para - Departamento
de Morfologia e Ciéncias Fisiolégicas

Maraba - Para

Caroline Mendes Santos
Universidade do Estado do Para
Maraba - Para

Carina Assis Lima Da Silva
Universidade do Estado do Para
Maraba — Para

Carolina Azevedo Amaral

Hospital Regional do Sudeste do Para Dr. Geraldo
Veloso

Maraba — Para

RESUMO: O uso de plantas para fins medicinais
constitui uma pratica difundida na Amazdnia,
sendo a diarréia uma das patologias tratadas
pelos métodos tradicionais. No Brasil, a diarréia
€ a segunda causa principal de morte infantil. O
objetivo deste trabalho foi verificar a atividade
antimicrobiana e a Concentracdo Inibitoria
Minima de goiabas (Psidium guajava L.) e
melao de Sao Caetano (Momordica charantia)
sobre E. coli e Salmonella spp. Este é um
estudo laboratorial experimental. Foi utilizado
o extrato etandlico (goiaba e meldo de Séo
Caetano) com extrato puro e diluicdo (1: 1, 1:
2,1:4,1:8,1:10 e 1:16). Controles negativos
e positivos foram realizados. A avaliacédo da
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atividade antimicrobiana ocorreu pela técnica
de difusdo em agar Mueller Hinton. Nenhuma
atividade antimicrobiana foi observada para
nenhum dos extratos testados. Em trabalhos
futuros, recomenda-se que outras abordagens
metodoldgicas sejam empregadas, com
métodos adequados de preparacao e secagem
de extratos vegetais.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais.
Extratos vegetais. E. coli. Salmonella.

ABSTRACT: The use of plants for medicinal
purposes constitutes a widespread practice in
the Amazon Region, with diarrhea being one of
the pathologies treated by traditional methods.
In Brazil, diarrhea is the second master cause
of infant death. The objective of this work was to
verify the antimicrobial activity and the Minimum
Inhibitory Concentration of guava (Psidium
guajava L.) and bitter melon (Momordica
charantia) on E. coliand Salmonella spp. This is
an experimental laboratorial study. The extracts
used were ethanolic (guava and bitter melon) with
pure extract test and dilutions (1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:10 e 1:16). Negative and positive controls were
performed. The evaluation of the antimicrobial
activity occurred by the diffusion technique in
Mueller Hinton agar. No antimicrobial activity
was observed for any of the extracts tested.
In future works, it is recommended that other
methodological approaches be employed, with
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adequate preparation and drying methods of plant extracts.
KEYWORDS: Medicinal plants. Plant extracts. E. coli. Salmonella.

11 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas sao usadas pela humanidade como remédio
para curar varias doencas (Kovalski et al., 2013). O uso na forma de chas, tinturas ou
in natura caracteriza a pratica milenar, é transmitida oralmente de geracéo em geracéo.
As vezes, esses ensinamentos oferecem oportunidades para a indUstria farmacéutica,
que tira das plantas a base de varios compostos. Estima-se que aproximadamente
25% das drogas utilizadas na pratica clinica sejam baseadas em produtos vegetais
(Bruning et al., 2012; Sa Junior et al., 2016; Palhares et al., 2015). O Brasil possui uma
grande variedade de espécies com propriedades medicinais. Nos centros urbanos, a
venda de ervas ocorre em mercados e mercados livres, além do plantio caseiro, o que
caracteriza aspectos culturais importantes de algumas regiées do pais (Maciel et al.,
2002; Ribeiro et al., 2009).

Segundo a Organiza¢cé&o Mundial da Saude (OMS), entre 65% e 80% da populacéo
mundial utiliza as plantas medicinais populares para suprir necessidades de saude na
Atencao Basica (Palhares et al., 2015), pois uma grande populagdo nao tem acesso
a medicamentos ou praticas médicas, por falta de recursos e localizagao distante dos
centros urbanos (Veiga Junior, 2008). Esse fato levou ao crescente estudo de plantas
€ seu uso para o tratamento e cura de doengas, mas muito ainda se precisa conhecer
sobre sua eficacia no tratamento de doencas e suas respectivas reacbes adversas
(Firmo et al., 2011).

A fim de garantir a seguranca da populacédo, a OMS recomenda que a populacéo
use com parciménia as plantas medicinais, tendo atencéo ao cultivo, a forma correta de
preparo e discernimento sobre os usos de cada planta. Informacdes e indicacdes para
0 uso consciente de plantas medicinais séo fornecidas pela OMS (Silva et al., 2013).
No ambito nacional, o Sistema Unico de Saude (SUS) possui diversos regulamentos e
manuais que visam informar a populagéo e atualizar os profissionais de saude sobre
0 uso de plantas medicinais (Brasil, 2015).

O tratamento de doencas do sistema gastrointestinal inclui, também, usos dos
chas terapéuticos (Gois et al., 2016). Uma das doencas desse complexo, a diarreia,
que pode ser definida com a ocorréncia de trés ou mais evacuagdes suaves ou liquidas
em até 24 horas. Embora qualquer individuo seja suscetivel a esse problema, criancas
e pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) sdo os principais
pacientes acometidos (Logan et al., 2016; Pereira et al., 2008). Segundo o Fundo das
Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF), a diarreia € a terceira principal causa de morte
em criangas. Essas mortes sdo uma consequéncia direta da desidratacdo quando se
trata de diarreia aguda. A diarreia prolongada também pode levar a desnutricdo. A
mortalidade por diarreia € maior nos paises em desenvolvimento devido a falta de
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saneamento, falta de acesso a agua potavel e nutricdo inadequada (Who, 2009). Além
disso, as doencas diarreicas também caracterizam uma das principais razdes para a
hospitalizacdo de criangas menores de cinco anos (Buhler et al., 2014).

No Brasil, a diarreia € a segunda causa de morte infantil (Imada et al., 2016).
Apesar da mortalidade por diarreia encontrar-se em declinio, as regides Norte e
Nordeste do pais, ainda apresentam numeros elevados, enquanto o oposto ocorre
nas regides Sul e Sudeste do pais (Buhler et al., 2014).

A maioria das diarreias em criancgas esta associada ao rotavirus, fator que indica
imunizacao precéaria no pais, uma vez que a vacina contra o rotavirus faz parte do
calendario vacinal brasileiro desde 2006 (Meneguessi et al., 2015). Entre as diarreias
bacterianas clinicas mais importantes estao aquelas causadas pelos géneros Shiguella,
Salmonella, Campylobacter e cepas patogénicas de Escherichia coli (E. coli) (Vorpagel
et al., 2012). Além das bactérias, os virus e parasitas acima citados constituem os
principais agentes etiologicos da gastroenterite infantil, como o rotavirus, norovirus,
adenovirus, Giardia lamblia, Blastocystis hominis e Ascaris lumbricoides (Sanchez-
Capilla et al., 2015; Silva-Dias et al., 2017).

Otratamento da diarréia envolve o uso de terapia de reposic¢ao oral e administracéao
de zinco, as vezes com o0 uso de antimicrobianos (Who, 2009), entretanto, também
ocorre 0 uso de plantas medicinais para essa finalidade (Gois et al., 2016). A partir do
uso medicinal atribuido a cada planta por um grupo populacional especifico (abordagem
etnofarmacoldgica), goiabas (Psidium guajaval.) e melao de Sao Caetano (Momordica
charantia) sao amplamente utilizadas no tratamento da diarreia (Leite, 2005; Maciel et
al., 2002).

O cha da folha da goiaba (Psidium guajava L.) € uma das formas mais comuns
de tratamento da diarreia dentro das praticas tradicionais. Esta planta também é
descrita como eficaz para hemorragia, colite e célica (Pinto, 2008; Vendruscolo et
al., 2006; Borges et al., 2016). O melao de Sao Caetano (Momordica charantia) tem
uso medicinal extenso no Brasil e em paises europeus, para uso no tratamento de
diarreia, micoses, dengue e malaria. Embora o érgao vegetal mais utilizado em praticas
medicinais seja as folhas, galhos e frutos também sao descritos na literatura (Maia et
al., 2008; Goncalves & Pasa, 2015). Os compostos ativos possivelmente envolvidos
nos beneficios gerados por tais plantas permanecem pouco descritos na literatura
(Maciel et al., 2002).

Sabe-se que a diarreia caracteriza o principal fator de mortalidade para criangcas
menoresdeumano (Imadaetal.,2016;Pereiraetal.,2008). Alémdisso, avulnerabilidade
socioeconémica de algumas populag¢des, saneamento basico inadequado e acesso ao
Sistema Unico de Saude sdo fatores determinantes para a morte diarreica, bem como
0 pouco ou nenhum contato que certas populagdes tém com a Medicina Moderna,
como alguns grupos indigenas e quilombolas (Passos et al., 2016, Nunes, 2013). Ama
alimentacao na primeira infancia, o desmame precoce e fatores culturais também tém
impacto (Pereira et al., 2008), bem como o comprometimento do sistema imunolégico
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por alguma outra doenca (Passos et al., 2016).

Assim, € importante elucidar um método simples e acessivel para prevenir e tratar
casos de diarreia bacteriana gerada por E. coli ou Salmonella spp., especialmente
em criancas, um dos grupos mais afetados por esta situacédo. Além disso, estudos
que verifiguem a eficacia dos extratos vegetais permitem a verificacdo de novas
substancias bactericidas ou bacteriostaticas para a preparacéo de novos antibioticos
e aumentam a literatura atual sobre fitoterapicos, fator que contribui para a seguranca
no uso de praticas tradicionais para o uso de fitoterapicos no tratamento de doencas.

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana de plantas de
medicina tradicional: goiaba (Psidium guajavaL.) e meléo de Sdo Caetano (Momordica
charantia) em E. coli e Salmonella spp.

2 | MATERIAIS E METODOS

Este € um estudo laboratorial experimental no qual a atividade antimicrobiana
de extratos etandlicos em E. coli e Salmonella spp. foram avaliados pela técnica de
difusdo em agar. Os extratos das folhas de goiaba (Psidium guajava L.) e do melao
de Sao Caetano (Momordica charantia) foram preparados utilizando a metodologia
de extracao etandlica. O extrato etandlico foi obtido separadamente, utilizando alcool
etilico a 96° GL, segundo metodologia adaptada por Carvalho et al. (2014). Inicialmente,
100 g de folhas secas de Psidium guajava L. foram pesadas em balanca analitica e
maceradas em moinho.

O mesmo processo foi realizado com folhas de Momordica charantia. Uma vez
macerado, o material vegetal foi depositado em um béquer de vidro de 1000 mL,
com alcool etilico a 96 ° GL em quantidade suficiente para entrar em contato com
todo o macerado. O recipiente foi tapado com papel aluminio e, apés 72 horas em
temperatura ambiente, a filtragem foi realizada utilizando papel de filtro esterilizado. O
filtrado foi levado ao forno de secagem durante sete dias a uma temperatura de 100 °
C para remover o solvente e obter o extrato seco. O extrato seco bruto foi misturado
com agua destilada estéril, deixando 1 g de extrato para 1 mL de agua destilada.

Uma vez obtidos todos os extratos, foram feitas diluicbes com agua destilada
estérilde 1:1,1: 2, 1: 4, 1: 8 e 1:10 e 1:16. Diluices foram feitas usando pipeta de
volume fixo. Sete discos de papel filtro foram utilizados para cada um dos extratos,
com diametro de 10mm. Cada disco foi embebido com 20 pL de uma diluicdo do
respectivo extrato para que fosse possivel verificar a Concentragcdao Minima Inibitoria.

As cepas padrao de Escherichia coli (LB 25922) utilizadas no estudo foram
obtidas do setor de Microbiologia do Hospital Publico do Sudeste Doutor Geraldo
Veloso. A Salmonella spp. foi obtido do setor de Microbiologia do Laboratério Biotest,
com identificagcao confirmada pelo dispositivo Vitek 2.

O controle negativo, que tem como finalidade verificar a viabilidade do
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crescimento bacteriano, foi realizado com inoculacéo da E. coli e da Salmonella spp.
em placas separadas de meios de cultura comercial 4gar MacConkey, meio seletivo
para bactérias Gram negativas (presenca do cristal violeta inibe o crescimento de
microrganismos gram-positivos). O semeio bacteriano foi feito conforme as normas da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013). A preparacao das bactérias
para a inoculacéao foi feita em solugéo salina a 0,9% e o semeio foi realizado com uso
de alca bacteriologica de 10 pL. A semeadura foi feita por método de esgotamento.
Ap6s o0 semeio, o controle negativo foi inoculado em estufa bacterioldgica por 24h a
36°C.

O controle positivo consistiu na semeadura de E. colie Salmonella spp. em meios
comerciais agar Mueller Hinton, em placas de Petri separadas. A suspensao bacteriana
foi preparada a partir da cepa padréo, em solucéo salina a 0,9%, em tubo de ensaio,
até atingir turbidez média de 0,5 na escala de McFarland, o que corresponde a 1,5.108
Unidades Formadoras de Colbnia por mL. A turbidez foi verificada com o DensiCHECK
Plus. Antes da inoculagcao em placa, comprimiu-se a al¢a contra a parede do tubo,
para eliminar o excesso de microrganismos. O método de semeadura utilizado foi
o de estriamento por toda a placa. Apés a semeadura, foram acrescentados discos
de antibidticos utilizados para o antibiograma de enterobactérias, sendo estes:
tazobactam, amicacina, imipenem, ampicilina, ceftriaxona, ceftazidina, aztreonam,
cefalotina, gentamicina e clorafenicol.

A sensibilidade dos extratos vegetais foi testada por meio da metodologia de
disco-difus&o. Foram utilizadas trés placas de Petri contendo meio agar Mueller Hinton
para cada extrato em relacdo a cada bactéria. O método de semeadura utilizado foi
analogo ao utilizado no controle positivo. Em cada trio de placas, avaliou-se a atividade
antimicrobiana de um extrato diferente (Psidium guajava L., e Momordica charantia),
com sete discos de papel filtro por placa, cada qual com uma diluicéo (puro, 1:1, 1:2,
1:4, 1:8, 1:10 e 1:16). A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi feita por meio da
medi¢do do halo formado em torno do disco, utilizando halémetro, 24h e 48h apés a
incubacao em estufa bacterioldgica a 36°C. Foram consideradas plantas com atividade
antimicrobiana as com halo igual ou maior do que 8mm, de acordo com a metodologia
de Ribeiro et al. (2009). Todos os testes foram realizados em triplicata.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Psidium guajava L. sobre E. coli e Salmonella spp.

Apbs o extrato etandlico de goiabeira (Psidium guajava L.) ser diluido em agua
destilada, em diluicbes de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10 e 1:16, e aplicado na placa semeada,
nao foi verificada a formacéao de halo de inibicdo em presenca E. coli nem Salmonella
spp, em leituras de 24h e 48h (Figuras 1 e 2).
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Figura 2. Extrato etandlico de Psidium guajava L. em cultura de Salmonella spp., leitura em
triplicata de 24h

As folhas de Psidium guajava L. (goiabeira) ndo apresentaram atividade
antimicrobiana no presente estudo. O solvente utilizado para extracdo foi o etanol,
semelhante ao realizado por Ribeiro et al. (2009), que também verificou auséncia
de inibicdo para E. coli. Sanches et al. (2005) também nao verificaram atividade
antimicrobiana contra os Gram negativos E. coli e Pseudomonas aeruginosa a partir
de extratos da folha, raiz e casca de Psidium guajava L. Em estudo de metodologia
semelhante, verificou-se atividade antimicrobiana de trés extratos (obtidos com
solvente hexano, metanol e acetato de etilo) e do 6leo de Psidium guajava L. contra
Salmonella spp, Salmonella Anatum e E. coli, embora o halo de inibi¢cdo tenha sido
menor do que o observado para Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram positiva
(Gongalves et al., 2008). Apesar dos resultados verificados no estudo, de auséncia
de atividade antimicrobiana para duas enterobactérias, o principal uso terapéutico da
Psidium guajava L. encontra-se no tratamento de doencas do Sistema Gastrointestinal,
como diarreia, disenteria e gastrite, verificando-se inclusive atividade da planta contra
a Helicobacter pylori (Uyub et al., 2010).

Em experimento com diarreia induzida em ratos, verificou-se que o extrato
etandlico das folhas de Psidium guajava L. reduziu a motilidade gastrointestinal,
mecanismo que pode fazer parte do principio ativo desta planta para o tratamento de

diarreia (Mazundar et al., 2015).
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Em verificacdo da atividade antimicrobiana da Psidium guajava L. pelo método
de extracado etandlica, Ribeiro et al. (2009) verificaram que, apesar da planta inibir
certas bactérias Gram positivas e o fungo Candida albicans nao houve eficacia sobre
E. coli, o que condiz com os resultados encontrados no presente trabalho.

Momordica charantia sobre E. coli e Salmonella spp.

Apoés o extrato etandlico de meldo de sao Caetano (Momordica charantia) ser
diluido em agua destilada, e aplicado na placa semeada , em diluicbes de 1:1, 1:2,
1:4,1:8, 1:10 e 1:16, néo foi verificada a formacao de halo de inibicado em E. coli nem
Salmonella spp, em leituras de 24h e 48h (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Extrato etandlico de Momordica charantia em cultura de E. coli, leitura em triplicata de
24h

Figura 4. Extrato etandlico de Momordica charantia em cultura de Salmonella spp., leitura em
triplicata de 24h

Atividade antimicrobiana também nao foi observada no extrato etandlico de
Momordica charantia (melao de sdo Caetano). Divergindo dos achados, Saeed e
Tarig (2005) observaram atividade antimicrobiana contra diversas bactérias Gram
negativas, incluindo E. coli e trés espécies de Salmonella, a partir do suco da epiderme
e dos frutos de Momordica charantia. Suprajana et al. (2017) também relataram que
0 extrato aquoso desta planta inibiu o crescimento em placa de E. coli. Resultados
semelhantes aos do presente estudo foram relatados por Roopashree et al. (2008),
onde o extrato etanolico do meldo de sdo Caetano nao foi eficaz para a inibi¢cdo de E.
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colie Salmonella spp. Os resultados negativos relatados neste trabalho provavelmente
estao associados ao solvente utilizado para extracdo, uma vez que diversos estudos
utilizaram o método de extracédo hidroalcodlico ou associaram o método de extracéo
etandlico ao metandlico (Maia et al., 2008; Souza Neto et al. 2010; Ponzi et al. 2010).

Em comparacéao de diferentes métodos de extracao, Uyub et al. (2010) verificaram
gue ainibicao do crescimento de um mesmo microrganismo ocorria com alguns métodos
de extracao e outros ndo, sendo que o solvente com maior numero de halos formados
foi 0 metanol e o menor, o petréleo éter, embora este ultimo tenha demonstrado maior
capacidade para inibicao para a bactéria de interesse do estudo, a Helicobacter pylori.
Em estudo com analise por injecdo de fluxo, Souza Neto et al. (2010) verificaram
gue os métodos de extracao que melhor conservaram metaboélitos com propriedades
antimicrobianas utilizaram os solventes acetato de etila, diclometano, metanol ou
hexano. Os métodos de extracdo também sédo apontados como importante fator para
a ocorréncia de atividade antimicrobiana por Sanches et al. (2005) e Mohamed et al.
(2015).

Outra explicacdo para a nao ocorréncia de atividade antimicrobiana pode
encontrar-se em variacoes inerentes as proprias plantas. Carvalho Filho et al. (2006)
e Vigo et al. (2004) verificaram que o tempo, a época da colheita e 0 método de
secagem provocam variacées na composicao bioquimica dos vegetais, com maior
preservacao dos principios ativos em colheitas realizadas pela manha, no inverno e
com secagem ao sol ou entre 40°C. As condi¢des de clima, solo, exposicao ao sol e
a chuva e idade variam as concentracdes dos componentes quimicos dos vegetais,
0 que também pode ser correlacionado ao grande numero de dados divergentes na
literatura a respeito da atividade de plantas contra agentes microbianos (Andrade,
2016). No presente trabalho, a ocorréncia de resultados negativos provavelmente esta
associada a temperatura de secagem dos extratos, que pode ter sido responsavel pela
degradacéao de alguns compostos ativos.
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