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RESUMO

O uso de plantas medicinais € um recurso terapéutico popular difundido
pelas geracbes ao longo dos tempos de forma empirica. A crescente
necessidade de farmacos mais eficientes e com menores efeitos adversos tem
levado ao estudo aprofundado desses fitoquimicos por diversos grupos de
pesquisa. O objetivo desta pesquisa foi avaliar as atividades antimicrobiana e
cicatrizante do extrato etandlico de Psidium guajava L. sobre estirpes de
Staphylococcus. Foram avaliadas quatro estirpes de Staphylococcus sciuri
(Ssl, Ssll, Sslll e SslV) e uma de Staphylococcus xylosus (Sx), além da cepa
controle ATCC 25923 de Staphylococcus aureus (Sa) frente ao extrato de P.
guajava e antibiéticos. Para os teste de controle de infeccéo foram utilizados 20
ratos Wistar todos machos adultos separados em 4 grupos com 5 ratos cada.
As folhas do vegetal foram trituradas para obtencdo do extrato etandlico e
tratamentos de 10, 50, 120, 210, 330, 400, 480, 530, 650 e 900 pL/mL. Sua
toxicidade foi avaliada por DL-50. O perfil de resisténcia e a atividade
antimicrobiana foram avaliados pelo método de disco-difuséo, sendo o controle
de infeccdo e cicatrizacdo verificado a partir da aplicacdo subcutéanea do
extrato e do controle positivo (antibiéticos). Apenas os tratamentos de 650 e
900 pL/mL foram considerados toxicos com valores de DL-50 maiores que
50%. Todas as estirpes se mostraram sensiveis ao extrato com halos de
inibicdo maiores de 20 mm. Foram consideradas como resistentes aos
antibiéticos oxacilina e penicilina G as estirpes Ssll, Sx e SslV e a avaliagao
histoquimico demonstrou que nos grupos dos animais que receberam o extrato
como tratamento houve reepitelizagcdo com fibras colagenas mais densas em
comparacao aos demais grupos. Com isso verifica-se um grande potencial
terapéutico de P. guajava como promissor recurso hatural para o
desenvolvimento de farmacos mais acessiveis as populacbes e de baixo

impacto residual.

Palavra-chave: Psidium guajava L., goiaba, Staphylococcus ssp, histoquimica.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants is a human therapeutic resource dated years
before the Christian era being the popular knowledge a vehicle for spreading
the efficiency of such herbal medicines which will serve technological
generations in the development of new low-cost drugs and lower residual
impact. The objective of this research was to evaluate the antimicrobial activity
and healing of Psidium guajava on strains of Staphylococcus. Four strains of
Staphylococcus sciuri (Ssl, Ssll, Sslll and SslV), one of Staphylococcus xylosus
(Sx) as well as the control strain Staphylococcus aureus (Sa) were compared to
the P. guajava extract and antibiotics. For infection control tests 20 Wistar mice
were used, all males, separated into 4 groups of 5 mice each. The leaves of the
plant were crushed to obtain the extract and 10, 50, 120, 210, 330, 400, 480,
530, 650 and 900 uL/ml treatments. Its toxicity was evaluated by DL-50. The
resistance profile and antimicrobial activity were evaluated by the disk-diffusion
method, the control of infection and healing were recorded after the
subcutaneous application of the extract and the positive control (antibiotic). Only
the treatments with 650 and 900 uL/mL were considered toxic with LD-50
values over 50%. All strains were sensitive to the extract with inhibition halos
over 20 mm. They were considered to be resistant to oxacillin antibiotics and
penicillin G strains Ssll, Sx and SslV and the immuno-histochemistry evaluation
showed that in the groups of animals that received the extract as a treatment
there was re-epithelialisation with denser collagen fibers as compared to other
groups. Thus there is a great therapeutic potential of P. guajava as a promising
natural resource for the development of more affordable drugs to the population

and low residual impact.

Keywords: Psidium guajava L., guava, Staphylococcus ssp, microbial

resistance, healing
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1. INTRODUCAO

Os fitoterapicos representam um grande numero de agentes terapéuticos
cada vez mais utilizados pela populacdo mundial. Sob esse aspecto €
crescente as atividades de pesquisas direcionadas a identificacdo dos
principais constituintes das plantas usadas pela medicina popular, e também,
pelos estudos farmacolégicos que tentam comprovar as atividades terapéutica

e toxicologica desses produtos naturais de origem vegetal (FARIAS, 2003).

Um dos aspectos mais importantes no processo de cicatrizacdo pode
decorrer justamente da utilizagdo de substancias farmacol6gicas que
comprovadamente apresentem este potencial, investigado por inumeras
atividades de pesquisas (MARTINS, 2006).

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), apesar do uso de
plantas medicinais terem sua origem desde o inicio das civilizacbes e um
grande aumento de popularidade na ultima década, sua utilizacdo nédo foi
reconhecida oficialmente por maioria dos paises o que, de forma direta, acabou
interferindo e gerando consequéncias negativas quanto a educacéo,
treinamento e pesquisa nesta area, que acabou sem reconhecimento e
suporte. A falta de dados qualitativos e quantitativos para garantir seguranca e
eficacia de uso mundial dos fitomedicamentos nao foi alcancada e, entre outros
fatores, a lacuna quanto a metodologias de pesquisas adequadas para sua

avaliacao sao as razdes desta falta (WHO, 2000).

No Brasil, assim como na América Latina, o uso de fitoterapicos € uma
alternativa terapéutica economicamente satisfatoria comparada ao uso
sistematico de medicamentos alopaticos, uma vez que é caracterizada pela
utilizacdo direta de plantas no tratamento de doencas (CARVALHO et al.,
2002). Ainda assim, o uso popular de plantas medicinais geralmente €
realizado de forma ineficaz e insegura, resultado de um sistema brasileiro de
saude publica ineficiente, levando as populacdes a recorrerem ao uso irregular
dos fitoterapicos (SILVA et al., 2006).

O conhecimento e uso popular de fitoterapicos tém justificado a pesquisa

cientifica sobre a eficiéncia no uso das plantas medicinais. Alguns estudos tém
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comprovado potencial antimicrobiano de membros da familia Myrtaceae. Neste
contexto, pesquisas cientificas vém demonstrando resultados positivos de
Psidium guajava L. como uma alternativa terapéutica para certas patologias
(CARVALHO et al., 2002) sendo considerada a espécie do género Myrtaceae
mais distribuida, de grande importancia econdmica, devido as suas diversas
formas de utilizacdo (SOUZA JUNIOR et al., 2002), é denominada comumente
de goiabeira, conhecida na regido Amazoénica como goiaba, apesar de suas
outras denominacdes. Nesta regido as folhas sdo empregadas no tratamento
caseiro de desordens gastrintestinais, em bochechos no tratamento de
inflamacdes da boca e da garganta (LOZOYA et al., 2002).

Atualmente jA4 sdo conhecidos diversos fitoconstituintes de plantas
medicinais e estudos em modelos experimentais (como o de resisténcia
microbiana) realizados com a intensédo de se conhecer a atividade biolégica in
vitro e in vivo desses fitoconstituintes (MYIAKE et al., 2004). Dentre essas, P.
guajava, que apresenta em folhas secas, no minimo, 5,5% de tanino totais,
1,0% de flavonoides totais calculados como quercetina, 0,2% de 6leo
essencial, sendo este ultimo constituido de, no minimo, 15% de B-cariofileno
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002). Devido ao alto teor de taninos e de
flavondides em suas folhas, os extratos metandlicos e aquosos podem

apresentar atividade cicatrizante.

Segundo o National Center for Biotechnology Information (2006), existem
cerca de 42 espécies de Staphylococcus, das quais 20 sdo associadas a uma
ampla variedade de infec¢cdes de carater oportunista, em seres humanos e em
animais (KONEMAN et al., 2001)

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae e esta
amplamente distribuido em diversos nichos ecolégicos, compreendendo mais
de 30 espécies ja descritas por métodos de analise bioquimica e, mais
especificamente por hibridacdo DNA-DNA, das quais 17 podem ser isoladas de
amostras biolégicas (GIAMMARINARO et al., 2005; MACHADO, 2007;
SANTOS, 2008).

Devido ao frequente aumento da resisténcia de Staphylococcus aureus a

diversos antimicrobianos como a oxacilina e que expressam plasmideos com
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alta frequéncia de transferéncia, diferentes linhas de pesquisa tém conduzido
estudos sobre mecanismos alternativos com o objetivo de desenvolver drogas
antiestafilocécicas e controlar a disseminacéo das linhagens resistentes. Varios
grupos de pesquisa desenvolvem estudos sobre principios ativos derivados de
plantas e os resultados tém sido bastante promissores e estabelece uma nova
fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos (EVANS, 1996;
THULER et al., 1999; ARAUJO et al., 2000; YUNES et al., 2001; FREITAS,
2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude cerca de 20.000 espécies de
diferentes plantas sao utilizadas para fins terapéuticos em todo o mundo
(PHILLIPSON, 1994; MARTINS et al., 2000). Outro determinante na pesquisa
de medicamentos naturais envolve 0 contexto econdmico, pois plantas
medicinais sao facilmente cultivadas e adquiridas tanto em mercados populares
como em farmécias especializadas, em sua forma bruta ou j& manipuladas,
respectivamente (CALIXTO, 2000). Assim, o presente estudo se propés: | -
avaliar a atividade cicatrizante e o controle de infec¢cdo de Staphylococcus com
genes de resisténcia a drogas, com extrato etandlico de P. guajava; Il - analisar
histologicamente a regeneragcdo dos tecidos lesados tratados com o extrato
etandlico de P. guajava e lll - determinar a DL50 do extrato em larvas de

Artemia salina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccao Bacteriana

As bactérias sdo microrganismos unicelulares, identificadas pela primeira
vez pelo neerlandés Anton Van Leeuwenhoek, por volta dos anos de 1670,
apos a invencdo do microscopio no século XVI (PATRICK, 2005). De acordo
com o status de classificagdo mais atual dos seres vivos, esses
microrganismos estédo reunidos nos Dominio Bacteria e Archaea, dentre esses,
as mais comuns pertencem ao Domino Bacteria (Universidade de Sao Paulo,
2015). Eles estdo entre os menores organismos existentes, medindo de 0,5 a
2,0 um de didametro, com morfologia diversa, mas, geralmente apresentam trés
formas basicas: esféricas (cocos), em bastdo (bacilos) e curvos (vibrido,
espirilo e espiroqueta). Além disso, podem ser encontrados em grupos de
células, formando arranjos que se originam quando as células em divisdo ndo

se separam uma das outras (estrepto, estafilo).

Sao amplamente distribuidos, sendo encontrados em praticamente todos
os ambientes, inclusive sobre o corpo humano compondo sua microbiota. O
corpo de um ser humano adulto possui aproximadamente 10 trilhdes de células
préprias e 100 trilhdes de células microbianas na superficie da pele, nas
membranas mucosas e nas cavidades digestivas, respiratérias e reprodutoras.
A grande maioria dos organismos da microbiota humana sdo comensais,
vivendo em associacdo sem causar danos ao hospedeiro, porém, alguns
microrganismos denominados oportunistas podem causar doencas em
condicbes de deficiéncia das defesas normais do hospedeiro, acesso a locais

incomuns do corpo e disturbios da prépria microbiota (BLACK, 2002).

Somente a partir do século XIX que 0s microrganismos passaram a ser
investigados como agentes etiolégicos de processos infecciosos e causadores
de doencas. Em meados do século XIX a Teoria Germinal das Doencas
afirmava que os microrganismos podiam invadir outros organismos e causar
doencas. Esta hipotese surgiu a partir das grandes contribuicdes cientificas de

Louis Pasteur, que observou a associagcdo entre organismos especificos e
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determinadas doengas e, por Robert Koch, que postulou o conceito de “um
organismo, uma doenga” em que ele afirmava que uma doencga infecciosa era
causada por um unico microrganismo (BLACK, 2002; PATRICK, 2005).

Nesse contexto, o termo infeccdo se refere, de acordo com Martins
(2006), ao ato ou efeito de infeccionar-se, contaminagdo, corrupgao,
penetracdo, desenvolvimento e multiplicacdo de seres inferiores no organismo
de um hospedeiro, de que podem resultar, para este, consequéncias variadas,
habitualmente nocivas, em grau maior ou menor. Para Black (2006), infeccdo
se refere a multiplicagdo de qualquer organismo parasita dentro ou sobre o
corpo do hospedeiro e, quando esta infec¢ao prejudica o funcionamento normal

desse hospedeiro, ocorre a doenca.

Segundo Tortora et al. (2010), uma doenca infecciosa € a que ocorre
quando um patégeno, microrganismo capaz de promover doenca, invade um
hospedeiro susceptivel, efetuando pelo menos uma parte de seu ciclo de vida

dentro do hospedeiro que, com frequéncia, resulta em uma doenca.

2.1.1 Mecanismos de acado das bactérias

Os microrganismos, mas comumente as bactérias, exercem a¢cfes que 0s
possibilitam causar diversas doencas: acesso ao hospedeiro, aderéncia e
colonizacdo nas superficies celulares, invasao de tecidos e a producdo de
toxinas e outros produtos metabdlicos nocivos sdo alguns destes mecanismos
de patogenicidade. As bactérias patogénicas frequentemente apresentam
fatores de viruléncias como caracteristicas estruturais e fisiol6gicas que ajudam
a causar infeccbes e doencas. Elas possuem estruturas especiais ou
caracteristicas fisiologicas que aumentam suas chances de invadir e infectar
um hospedeiro com sucesso (BLACK, 2006). A aderéncia é certamente um dos
fatores criticos das infec¢des bacterianas, a ocorréncia de certas infec¢des sao
dependentes da interacdo existente entre as membranas plasmaticas das
células do hospedeiro e os fatores de aderéncia bacterianos. A aderéncia
bacteriana frequentemente € mediada por adesinas, fimbriais manose-

sensiveis (pili tipo 1) e manose-resistentes (fimbrias P e S) estruturas
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responsaveis pela permanéncia do contato agente infecioso-hospedeiro
(KNOBL, 2006).

A permanéncia no sitio da infec¢do danifica as células do hospedeiro e a
producdo de enzimas patogénicas, que contribuem para as lesdes tissulares,
sdo também um outro fator de viruléncia. Segundo Tortora et al. (2010), as
enzimas coagulase sdo enzimas que coagulam o fibrinogénio do sangue, que é
convertido a fibrina, gerando uma malha que forma o coagulo sanguineo.
Esses coagulos podem proteger a bactérias da fagocitose pelas células do
hospedeiro e de outras defesas inespecificas e especificos. Ainda segundo o
autor, essas enzimas sdo produzidas por apenas alguns membros do género
Staphylococcus, no entanto, mesmo os Staphylococcus Coagulase-Negativos

(SCN) podem ainda ser virulentos.

Arbuthnott et al. (1990) e Lina et al. (1999), concordam que organismos
do género Staphylococcus podem provocar trés tipos basicos de sindromes,
entre elas as sindromes téxicas, que ocorrem pela producdo de proteinas
extracelulares de baixo peso molecular, denominadas enterotoxinas
estafilocicicas. Pertencem a uma grande classe de exotoxinas pirogénicas,
resistentes a hidrélise das enzimas digestivas e jejunais, e ainda termoestaveis,
gue garante sua viabilidade mesmo apds aquecimento a 100 °C durante alguns

minutos.

Millezi (2012), afirma que uma grande diversidade de microrganismos
pode aderir a superficies bibticas e abidticas, conferindo-lhes caracteristicas
especiais de resisténcia como protecdo a antibidticos, desinfetantes e a
ambientes dinamicos. De acordo com Clonts (2008), a formacéo de biofilmes &
de inquestionavel importancia a sobrevida dos microrganismos em ambientes
diversos. Segundo o mesmo, as células em biofilmes sao muito mais
resistentes a desinfetantes que as células livres, e possui em sua estruturacao
uma matriz de exopolissacarideo, criando um microambiente com regifes
aerdbias e anaerdbias com células em estado de “dorméncia” (persister cells)
em que os métodos convencionais de desinfeccao séo ineficientes, requerendo
doses elevadas de desinfetantes. Em comunidades de biofilmes é possivel
ainda a transferéncia génica entre bactérias por meio de plasmideos

possibilitando, por exemplo, resisténcia a antibiéticos (TENOVER, 2006).
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2.1.2 Staphylococcus spp.

De acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 0 género
Staphylococcus (do grego “staphyle” = cacho de uvas e “coccus” = semente ou
grdo) compreende todos 0s microrganismos que pertencem a familia
Micrococcaceae. As células, visualizadas ao microscopio Optico, sdo cocos
(células esféricas) Gram-positivos, medindo entre 0,5 a 1,5 um de diametro,
imoveis, ndo produtoras de esporos, formando arranjos espaciais individuais,
aos pares e em agrupamentos irregulares devido ao seu plano de divisdo
aleatério ou em varios planos como pode ser verificado na Figura 1
(KONEMAN et al., 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2002; GOMES, 2015).
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Figura 1. Staphylococcus sciuri visualizado ao microscopio Optico,

caracterizacdo morfotintorial pela técnica de Gram. Fonte:

prépria.

Esses microrganismos sao aerobios ou anaerobios facultativos,
guimiorganotréficos com metabolismo respiratério ou fermentativo, produtores
de catalase, com capacidade de fermentar diversos carboidratos,

especialmente em condicbes de aerobiose com producdo final de acidos.
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Geralmente halotolerantes em concentragfes de cloreto de sodio que varia de
10% a 20%, coagulase positivos ou negativos, termonuclease positivos,
sensiveis a acao da lisostafina, oxidase-negativos, apresentam acido teicéico
como constituinte de sua parede celular e contedudo bastante reduzido de
guanina e citosina (30 % a 39%) em seu DNA, caracteristicas que o0s
diferenciam dos Micrococcus (KLOSS; LAMBE, 1991; RAVEL, 1997; FRANCO;
LANDGRAF, 2002; TRABULSI et al., 2002; GOMES, 2015).

Ainda de acordo com Gomes (2015), as colonias de Staphylococcus spp.
sdo opacas, com variacbes entre brancas, creme, amarela e laranja. S&o
mesofilos, com faixa de temperatura de crescimento entre 4 e 46 °C mas com
temperatura 6tima de 35 a 37 °C, capacidade de crescimento em pH em escala
compreendida entre 4,0 e 9,8 com 6timo entre 6,0 e 7,0 e capacidade de
crescimento com atividade em agua (Aa) de 0,86 (FRAZIER; WESHOFF, 2000;
FRANCO; LANDGRAFF, 2000; JAY, 2005).

Dados complementares a esses sao os do National Center for
Biotechnology Information (2006), que afirma existir cerca de 40 espécies de
Staphylococcus, das quais 20 sdo associadas a uma ampla variedade de
infeccdes de carater oportunista, em seres humanos e em animais (KONEMAN
et al.,, 2001). O primeiro relato de microrganismos deste género é de 1878,
guando foi isolado e descrito pelo alemao Robert Koch. Logo apés, em 1880, o
médico escocés Alexander Ogston adotou o nome do género da palavra grega
staphylo que significa cacho de uvas e também evidenciou sua patogenicidade
para cobaias e camundongos (GOMES, 2015). Sdo microrganismos de ampla
distribuicdo, mas sédo encontrados principalmente na pele e nas mucosas dos
seres humanos e de outros mamiferos e aves (NEVES et al., 2007). As vias de
transmissdo podem ser pessoa-pessoa, oObjetos-pessoa (ou vice-versa),
animais-pessoas (ou vice-versa). Pode ocorrer, inclusive, de pessoas
infectadas para outras saudaveis, mas que ndo apresentam sintomas
(BASTOS, 2008).

Dentre as espécies catalogadas no género Staphylococcus destacamos
as espécies Staphylococcus sciuri e Staphylococcus xylosus. Segundo Kloos
(1994) sédo descritas como coagulase-negativos, extensivamente estudados,

nos ultimos anos, devido sua patogenicidade e envolvimento com algumas
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doencas humanas e animais. S&o reconhecidos como causa comum de
infeccBes hospitalares e um importante patdgeno de infeccdes da corrente
sanguinea em casos de cuidados intensivos (SHITTU, 2004). Estirpes da
espécie S. sciuri tém sido associadas a infeccdes humanas graves como

endocardite, peritonite, septicemia e feridas.

2.2 Antibioticos B-lactamicos

Os pB-lactamicos sdo uma classe de drogas que se caracterizam
quimicamente pela presenca, em sua molécula, de um grupamento
heterociclico azetidina denominado anel B-lactamico (apontado pela seta na
figura 2). O termo lactama designa uma amida ciclica e a letra B indica uma
posicdo quimica: o segundo carbono mais proximo da fungéo acido carboxilico
(TAVARES, 2001).

X

Figura 2. Estrutura molecular de um antimicrobiano B-lactamico. Fonte: Papp-
Wallace et al., (2011).

Essa classe de antibidticos compreendem quatro grupos de drogas que
atuam sobre a parede celular dos microrganismos: penicilinicos,

cefalosporinicos, carbapenémicos e monobactamicos (NASCIMWENTO, 2004).
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2.2.1 Penicilinas

As penicilinas naturais, como a penicilina G e V, sao extraidas da cultura
do fungo filamentoso Penicillum notatum. A meticilina, primeira penicilina
semissintética, surgiu da necessidade pelo desenvolvimento de uma nova
droga isenta da acdo das B-lactamases, fenotipicamente expressas por cepas
de S. aureus resistentes. Outras penicilinas semissintéticas como a oxacilina,
nafcilina, ampilicilina, amoxicilina, carbenicilina e a ticarcilina, surgiram em
rapida sucessdo. Cada uma € sintetizada pela adicdo de uma cadeia lateral
especial a um nucleo de penicilina (BLACK, 2002).

A penicilina G, a penicilina natural mais frequentemente utilizada, é
administrada por via parenteral, ou seja, por uma via diferente da entérica, tal
como por via intramuscular ou endovenosa. Quando administrada por via oral,
a sua maior parte é degradada pelos acidos estomacais. E um B-lactamico
apropriado para tratar infeccbes causadas por algumas variedades de
estafilococos e gonococos que ndo sejam a ele resistentes. O fato de sua
atividade se conservar na urina a torna de preferéncia no tratamento de
algumas infeccbes do trato urindrio. A alergia a penicilina G é rara entre
criancas, mas ocorre em 1 a 5% dos adultos. As penicilinas sdo geralmente
atoxicas, no entanto, doses elevadas podem ter efeitos toxicos sobre 0s rins,

figado e sistema nervoso central (MOODLEY, J; HOOSEN, 1996).

No ano de 1959, com o isolamento do &cido 6-aminopenicilanico (6-APA),
foi possivel a producdo de penicilinas semissintéticas. Modificacdes na cadeia
desse precursor da penicilina resultaram em protecdo do anel B-lactamico
contra a acao hidrolitica das B-lactamases. Os primeiros desses agentes
antimicrobianos disponiveis para uso clinico foram a oxacilina e a meticilina,
gue solucionaram temporariamente o problema causado pela resisténcia do S.
aureus a penicilina. Contudo, o uso desses agentes foi rapidamente seguido

pelo surgimento de cepas resistentes em 1961 (MARANAN et al., 1997).
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2.2.2 Cefalosporinas

As cefalosporinas naturais, derivadas de diversas espécies do fungo
Cephalosporium, possuem acao microbicida limitada. Sua descoberta levou a
um grande numero de derivados semissintéticos bactericidas da cefalosporina
C natural. As cefalosporinas semissintéticas, do mesmo modo que as
penicilinas semissintéticas diferem na constituicdo de suas cadeias laterais. As
frequentemente usadas incluem a cefalexina, a cefradina e o cefadroxil, todas
as quais sao bem absorvidas por via oral. Outras cefalosporinas tais como a
cefalotina, cefapirina e a cefazolina, devem ser administradas por via

parenteral, geralmente nos musculos ou nas veias (TAVARES, 2001).

Embora as cefalosporinas ndo sejam geralmente a primeira droga de
escolha no tratamento de uma infeccdo, elas sdo frequentemente usadas
guando alergias ou toxicidade impedem o uso de outras drogas. Mas, pelo fato
de as cefalosporinas serem estruturalmente semelhantes a penicilina, alguns
pacientes que sao alérgicos a penicilina podem também serem sensiveis as
cefalosporinas. Entre os [-lactamicos elas representam drogas de amplo
espectro de atividade, raramente causam efeitos colaterais graves e podem ser

usadas profilaticamente em pacientes submetidos a cirurgias (BLACK, 2002).

O desenvolvimento de novas variedades de cefalosporinas parece ser
uma corrida contra a capacidade das bactérias de adquirirem resisténcia a
variedades mais antigas. Quando os organismos se tornaram resistentes as
cefalosporinas iniciais, de primeira geracdo, foram produzidas cefalosporinas
de segunda geracdo e logo apoOs cefalosporinas de terceira geracéo
(RODRIGUES, 2007).

Os efeitos adversos provocados pelas cefalosporinas tendem a
apresentar reacoes locais, tais como irritacdo no local da injecdo ou nausea,
vomitos e diarreia, quando a droga é administrada por via oral. Dos pacientes

alérgicos a penicilina, 4 a 15% também tendem a ser alérgicos as
cefalosporinas (BLACK, 2002).

24



331

332

333
334
335
336
337
338

339

340

341

342
343
344
345
346
347
348

349

350

351

352
353
354
355
356

357
358
359
360

2.2.3 Cabapenémicos

Os carbapenens representam grupo novo de antibioticos bactericidas com
estrutura dupla. A primaxina, um carbapenem tipico, € constituido de um
antibiotico B-lactamico (imipenem), que interfere na sintese da parede celular, e
da citastina s6dica, um composto que impede a degradacdo da droga nos rins.
Como grupo, o0s carbapenens possuem um espectro de atividade
extremamente amplo (BLACK, 2002).

2.2.4 Monobactamicos

Entre os mais novos antibidticos B-lactamicos esta o grupo dos
antibiéticos monobactamicos, representados pelo aztreonam (MONTIANI-
FERREIRA et al., 1999). Os antibiéticos monobactamicos possui apenas um
unico anel estrutural que nao é afetado por B-lactamases (Figura 6). O
aztreonam um antibiotico beta-lactamico monociclico monobactamico, possui
espectro de acdo estreito (LOEB, 1993; AXELROD et al.,, 1994; GARVEY,
1995; PAPICH, 1995).

2.2.5 Mecanismos de Acédo dos Antimicrobianos -lactamicos

Os antimicrobianos podem atuar de diversas maneiras, interferindo em
processos metabdlicos ou em estruturas do microrganismo. O mecanismo de
acao é exercido essencialmente por interferéncia na sintese da parede celular,
alteracdes na permeabilidade da membrana citoplasmatica, interferéncia na

replicacdo do cromossomo e na sintese proteica (TENOVER, 2006).

O mecanismo de acao primordial exercido pelos antimicrobianos f3-
lactamicos é o blogueio da sintese do peptideoglicano ou mureina,
constituintes da parede celular bacteriana pela inativacdo da transpeptidase,

enzima essencial nesta sintese (TAVARES, 2001).
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A parede celular é responsavel por dar forma e rigidez a célula
bacteriana. Ela serve como uma barreira osmética permitindo que as bactérias
retenham nutrientes, proteinas essenciais e acidos nucléicos em seu interior e
mantenham certas moléculas em seu exterior (KOCH, 2003). Nos
microrganismos Gram-positivos, esse mucopeptidio compreende 60% da
parede celular, sendo o restante constituido de &cidos teicoico, ribonucleato de
magneésio e carboidratos (OPAL; COHEN, 1999; GINSBURG, 2002).

A sintese do peptideoglicano ocorre em trés etapas: a primeira ocorre no
citoplasma bacteriano e resulta na formagdo de um derivado do &cido N-
acetilmuramico, o acido uridinodifosfato-N-acetiimuramico. Na segunda etapa
ocorre a formacdo de um composto do acido N-acetiimuramico com um
pentapeptidio, que sera transportado por um fosfolipidio para fora da
membrana citoplasmatica, juntamente com moléculas de N-acetilglicosamina.
No meio externo ocorrera a terceira etapa com reacdes de transglicosamilacao
e transpeptidacdo (MAINARDI et al., 2002).

Proteinas ligadoras de penicilina ou PBPs (Penicillin-Binding Proteins) sao
proteinas situadas na face externa da membrana citoplasmatica, que tem
atividade enzimética de transglicosidases, transpeptidases, caboxipeptidases e
endopeptidases, e participam da terceira etapa da biossintese das novas
moléculas de peptidioglicano (PERITI; MAZZEI, 1999). Estas PBPs sdo os
principais alvos dos antibidticos beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos), os quais inibem sua acao e,
consequentemente, a formacao do peptidioglicano havendo lise osmética e por
tanto, morte celular (SINGH, 2004).

2.3 Resisténcia Estafilococica aos Antibiéticos B-lactamicos

As caracteristicas e a capacidade de microrganismo adquirem resisténcia
e 0s seus fenbmenos sdo estudados desde o advento da resisténcia dos
patogenos quando em 1905 Ehrlich, Franke e Roehl, descobriram a resisténcia
dos tripanossomos, quando tratados com arsénio e que o mecanismo adquirido

era transferido a progénie, via mecanismo de heranca génica. Posteriormente,
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em 1941, pesquisas com isolados bacterianos puros submetidos as
concentracOes basais de sulfonamidas em longo prazo, deram origem a cepas
resistentes, em colbnias que anteriormente mostravam-se sensiveis (ALBERT,
1968).

2.3.1 Dados Histéricos

Alexandre Fleming, considerado o pai da microbiologia e descobridor da
capacidade de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos, descreveu em
1929 cepas de Pseudomonas aeruginosa, resistentes a antibiotico, por
mecanismo natural. Posteriormente em 1940, Abraham e Chain, mostraram
que uma enzima extraida de lisados de Escherichia coli, quebrava a estrutura
molecular da penicilina, denominando-a de penicilinase, mas somente em
1944, foi descrito pela primeira vez a resisténcia natural de S. aureus isolados
de pacientes. Hoje, 0os mecanismos de resisténcia bacteriana ja sao
conhecidos em todos os grupos de bactérias, bem como os mecanismos de

aguisicao da resisténcia e as suas correlacdes moleculares (JACOBY, 1998).

Com a descoberta da penicilina, por Alexandre Fleming e sua utilizacao
no tratamento das infec¢cbes acreditou-se que as doencas infecciosas
deixariam de ser um problema na pratica médica. No entanto, pouco tempo
depois, ap6s o inicio da sua utilizacdo, em 1946, cerca de 5% dos S. aureus,
isolados de pacientes ou portadores ja eram resistentes a penicilina. Em 1949,
esta resisténcia podia ser percebida em 29% dos estafilococos isolados em
hospitais, em 1950 esse numero chegou a 50% e em 1959, era cerca de 80%

em hospitais americanos.

Assim, a utilizagdo da penicilina funcionou muito bem até a década de
1960 quando comecaram a aparecer 0s isolados resistentes a esse
antimicrobiano. Para contornar o problema, foi criado o B-lactamico sintético
meticilina, que era resistente a agdo das [B-lactamases que o S. aureus
produzia. Entretanto, logo apos o advento da meticilina, surgiram relatos de
amostras resistentes também a esse antimicrobiano, além da expressédo de

multirresisténcia. Essas cepas foram denominadas de MRSA (Staphylococcus
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aureus resistente a meticilina) e sao resistentes a todos os antimicrobianos [3-
lactamicos (LOWY, 1998).

2.3.2 Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MRSA)

Segundo BUSTOS-MARTINEZ (2006), tradicionalmente as infeccdes
causadas pelo MRSA estavam limitadas aos hospitais (HA-MRSA); mas, nos
altimos anos, as infeccbes associadas ou adquiridas na comunidade e
denominadas de CA-MRSA estdo sendo documentadas de forma crescente em

todo o mundo.

De acordo com Chambers (1997), os antimicrobianos [B-lactamicos se
ligam a proteinas que participam da sintese da parede celular, chamadas PBPs
(proteinas ligadoras de penicilina), impedindo a formacdo da parede celular e
resultando em lise bacteriana. O mecanismo de resisténcia a meticilina esta
relacionado ao desenvolvimento de uma PBP adicional, a PBP2a, que é
plenamente funcional, mas ndo tem afinidade por antimicrobianos beta-
lactamicos. A codificacdo dessas novas PBPs, tornando esses patdgenos
resistentes a oxacilina, esta relacionada a aquisicdo do gene mecA, o qual faz
parte de um elemento genético mével detectado em isolados de MRSA. Esse
gene € parte integrante de um elemento gendmico denominado “cassete

cromossOmico estafilocécico mec” (SCCmec).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos sao baseados na
expressao fenotipica dos caracteres génicos, herdados ou adquiridos, os quais
sdo responsaveis pela biossintese de enzimas ou diferentes fendmenos
moleculares capaz de degradar, inativar, bloquear ou expulsar o antibiotico.
(MCDONALD, 1966; ZULIANI; TRABULSI, 1972; TRABULSI, 1973; NOVICK,
1980; LEVY.1982; SUASSUNA, 1983; LACEY, 1984; SAUNDERS, 1984).
Esses mecanismos de aquisicdo de resisténcia podem ser classificados em
dois grupos principais: mutacdo em um gene no cromossomo bacteriano, ou
aguisicdo de um gene de resisténcia de outro microrganismo, através de
transducédo, transformacdo ou conjugacdo e estes genes geralmente se

encontram nos plasmideos e transposons bacterianos (ITO et al., 2003). Essas
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modificagdes no genoma dos microrganismos normalmente estao relacionadas
a: mudanga na enzima ou estrutura alvo, mudanga na via metabdlica alvo,
bombas de efluxo e inativacdo do antibidtico por sua degradacédo e/ou inibicao
competitiva (PRESCOT; HARLEY; KLEIN, 2002).

2.4 A Pele

Firmino (2010), afirma em sem trabalho que, a pele é uma estrutura de
revestimento do organismo, de extrema importancia, que isola os componentes
organico do meio exterior. Composta por uma variedade de tecidos de forma a
se organizar adequadamente para desenvolvimento de suas funcdes. Em um
adulto médio, a pele ocupa uma area de 1,9 m? e espessura que varia de 0,05
a 3,0 mm (TORTORA et al.,, 2010) representando, segundo Boranic et al.
(1999) o maior 6rgéo do corpo humano com 15% do peso corporal.

De acordo com Black (2002), a pele € uma barreira para a maioria dos
microrganismos, importante para as defesas inespecificas do sistema
imunoldgico. Ela é composta por duas diferentes camadas de tecidos: uma
superficie constituida de uma ténue epiderme desprovida de vasos
sanguineos, composta por células epiteliais contendo em sua porcdo mais
externa varias fileira de células mortas e uma proteina impermeabilizante, a
queratina; e uma camada subjacente, a derme, mais espessa em relagéo a
epiderme, constituida basicamente por tecido conectivo (Figura 3) e, inseridos
na derme podem ser encontrados foliculos piloso e ductos das glandulas
sudoriparas e sebaceas que podem proporcionar uma via de passagem por

onde microrganismos podem penetrar em tecidos mais profundos.

A transpiracdo pode fornecer umidade e nutrientes aos microrganismos,
mas ainda assim, a presenca de sais, oriundos da mesma transpiracdo pode
inibir o crescimento microbiano, além de lisozimas que quebram a parede
celular de alguns micrébios, peptideos antimicrobianos, a produgéo de acidos
organicos que ajudam a manter o pH acido da pele e uma microbiota normal

diversificada que compete com patégenos por espaco, dificultam o seu
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estabelecimento e colonizagdo que provavelmente acarretaria em danos
tissulares (TORTORA et al., 2010).

Foliculo Glandula sebacea Mdsculo Haste do pelo
piloso {produz o sebo) eretor do pelo

Stratum
corneum

Poro sudoriparo

Epiderme

—

>Derme

- [’ Camada
J subcutanea

Tecido Nervo Vasos Glandula Ducto da

adiposa sanguineos sudoripara glandula
{gordura) {produz a sudoripara
transpiragaon)

Figura 3. A estrutura da pele humana. Fonte: Tortora et al. (2010).

De fato a pele € uma barreira mecanica muito eficiente contra as invasées
microbianas. Comp8e um dos mecanismos inespecificos da imunidade como
primeira linha de defesa do organismo. A capacidade coordenada que as
células cutdneas apresentam em iniciar e regular a intensidade da resposta
imunologica da pele, mantendo a sua homeostase, levou a que se
considerasse a pele como um Orgdo imunologicamente competente
(LARREGINA; FALO, 2001). Assim, segundo Bruch-Gerharz et al. (1998), a
pele &, por exceléncia, um local de atividade imunoldgica importante devida a
constante exposicdo a condicbes ambientes, tais como estresse fisico,

traumatismos, substancias quimicas irritantes e microrganismos infecciosos
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oportunistas que explicam a ocorréncia de constantes reacfes imunoldgicas

permitindo a manutencgéo das defesas adequadas.

2.4.1 Epiderme

A epiderme é a camada mais externa do tecido epitelial, constituida por
uma camada basal (stratum germinativum), responsavel pela renovacao
celular, queratindcitos, melandcitos que produzem melanina e responsaveis
pela pigmentacdo da pele, e células do sistema inume como as células de
Langerhans (Figura 3) (REDHER et al., 2004; SOUTO et al., 2006).

Segundo Gartner e Hiatt (2003), € uma camada de epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, sobreposta por cinco camadas organizadas
estruturalmente, a partir da superficie interna inferior compreendendo: camada
basal, espinhosa, granulosa, licida e cérnea como visualizado na figura 4. Na
camada basal, também conhecida por germinativa, as células cubicas sdo
responsaveis por originar outros tipos de células que compdem a epiderme,
pois, apresentam alta atividade proliferativa. Logo acima se encontra a camada
espinhosa com células morfologicamente achatadas, com nucleo central e
pequenas expansdes no citoplasma que da o aspecto de espinho. Sobre esta
camada situa-se a camada granulosa, também com células achatadas ricas em
proteinas, lipideos e granulos envoltos por membranas provenientes da
camarada espinhosa. A camada lucida é caracterizada pela auséncia de
foliculos pilosos, apresentando células com morfologia achatada, rica em
granulos proteicos e normalmente corresponde a palma das méaos e planta dos
pés. Por fim, a camada mais superficial da epiderme, a camada coérnea, que
atua como barreira para o érgdo cutaneo. Essa ultima camada é constituida por
células escamosas, achatadas e mortas, repleta de queratina em seu
citoplasma correspondendo ao estagio final de diferenciagéo celular das células
da camada germinativa (ARNOLD et al., 1994; JUNQUEIRA, 1999; AMANCIO,
2003).
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Figura 4. Epiderme. Camadas e células imunoldgicas da epiderme humana.
Fonte: Dreamstime (2010).

As células de Langerhans, visualizadas na figura 4, na camada
espinhosa, como células caracterizadas por seu aspecto irregular, estrelada e
com prolongamentos citoplasmaticos longos e delgados, estdo presentes na
epiderme, mas tem sua origem em células-tronco hematopoiéticas que migram
e se estabelecem na grande maioria dos epitélios pavimentosos definindo a
imunidade local (AUSTYN, 1998; CHARTON-BAIN et al., 1998; LINS et al.,
2003).

2.4.2 Derme

A derme esta situada como camada cutdnea mais profunda entre a
epiderme e o tecido subcutdneo e se caracteriza por grande quantidade de
fibras colagenas e elasticas. Sua fungcéao envolve a participacdo na sustentacéo
da epiderme, nos processos fisiologicos e patoldgicos do o6rgao cutaneo. Em

sua composi¢cdo encontram-se tipos celulares como fibroblastos, mastdcitos,
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linfécitos e células dendriticas dermais, responsaveis pela defesa imunoldgica
da pele (GONCALVEZ, 1990; NESTLE et al., 1993).

Estruturalmente a derme € subdividida em outras duas camadas: a
camada papilar, pouco espessa, com grande quantidade de tecido conjuntivo
frouxo e fibroblastos, constituida por coldgeno tipo Il e vasos sanguineos de
menor calibre; e a camada reticular, caracterizada por feixes dérmicos
constituidos por colageno tipo I, permeados por colageno tipo Il e vasos
sanguineos calibrosos (SOUZA; VARGAS, 2004; FREEDBERG et al., 2005).

Segundo Cuttle et al. (2004) e Brink et al. (2005), o colageno é o
componente mais abundante da matriz extracelular que promove a resisténcia
ténsil da pele. Brink et al. (2005), afirma que na pele adulta o percentual de
colageno tipo | alcanca 90% e 10% colageno de tipo lll. Estima-se que haja
uma reducdo da sintese e da quantidade total de colageno em cerca de 1% ao
ano a partir da vida adulta por area de superficie da pele. A neoformacéo e
deposicado desta fibra exercem papel importante na resposta de cicatrizacao,
uma vez que a modulacdo da migracéo e proliferacdo celular garante a eficacia
do processo de reparo (CUTTLE et al., 2004).

2.5 Infeccdes de Pele Causadas por Staphylococcus spp.

A pele em seu estado estrutural integro é uma barreira anatdbmica eficaz
contra a invasdo por microrganismos que provavelmente levariam a infeccao.
Além de sua funcado estrutural a pele exerce outras atividades imunoldgicas
inespecificas de defesa que garantem essa protecdo. As infeccdes na pele
ocorrem em consequéncia de uma ruptura da epiderme, assim, a invasao da
derme e do tecido subcutdneo mecanismos inflamatérios sdo ativados como
resposta a invasdo. Uma vez estabelecida a infeccdo se propaga atraves de
espacos teciduais por acédo de hialuronidases, fibrinolisinas e lectinases e n&o
€ possivel o isolamento dos microrganismos responsaveis pelas infecgdes,
sugerindo que muitas das alteracdes clinicas locais sdo mediadas por citocinas
e/ou toxinas TSAO, 1999; LECA; CARVALHO, 2015).
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Muito poucos microrganismos podem penetrar na pele intacta, mas
muitas bactérias oportunistas sdo encontrados entre a microbiota normal. As
infeccbes da pele por estafilococos sdo muito comuns, porgue 0S organismos
estdo quase sempre presentes nela. Essa microbiota cutanea € composta por
estafilococos coagulase negativos, difteréides aerdbicos (Corynebacterium
spp.) e difteréides anaerobicos (Propioniobacterium acnes). Em casos graves
de infeccbes ha, também, a propensdo de invasdo de vasos linfaticos e
sanguineos, resultando em linfangite, linfadenite, bacteriemia e septicemia
(FITZPATRICK, 1998; BLACK, 2002).

Os principais causadores de infeccdo sdo 0S microrganismos que
colonizam de forma ocasional e transitoriamente a pele. Entre eles pode ser
destacado o S. aureus, 0 mais patogénicos do género. Na maioria dos estudos
efetuados essa bactéria foi o agente mais frequentemente isolado nas
infeccbes da pele e tecidos moles, seguido de Streptococcus pyogenes. A
agressividade de algumas estirpes e mecanismos imunolégicos mediados por
superantigenos podem determinar a evolucdo para quadros clinicos muito
graves, como 0 choque toxico estreptocoécico e estafilococico (BLACK, 2002;
LECA; CARVALHO, 2015). Além disso, algumas cepas podem causar
septicemia com grande risco a vida, e outras produzem enterotoxinas que
afetam o trato gastrointestinal (TORTORA et al., 2010).

As infec¢Oes ocorrem quando esses microrganismos invadem a pele por
meio do foliculo piloso promovendo a foliculite também conhecido por pustula
que podem tornar-se grande e serem extremamente dolorosas. Quando a
infeccdo é maior e mais profunda, com aparecimento de uma secrecao
pulverulenta ocorre o abscesso, quando externo denomina-se furdnculo. Uma
disseminagcao para 0 pescoco e parte superior das costas, produz uma leséo
compacta denominada carbunculo (BLACK, 2002).

Segundo Fitzpatrick et al. (1998) e Tsao et al. (1999), com a instalacao da
infeccéo, os pacientes sentem dor, edema, eritema e calor locais, associados a
variaveis graus de sintomas sistémicos, resultantes da disseminagdo da
infeccdo: indisposicdo, anorexia, febre e calafrios. Em alguns individuos,

sintomas sistémicos podem anteceder os sinais e sintomas locais da infecgéo.
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O eritema, no sitio da infecgdo, rapidamente se intensifica e amplia, e a dor

torna-se marcante.

2.6 Cicatrizacao

Os mecanismos que envolvem a recuperagcdo de tecidos ou de
cicatrizacdo demandam um processamento fisioldégico elaborado, e
desencadeiam uma cascata de eventos, com fases bem definidas como
inflamacéao, proliferacdo e remodelagem. Tais mecanismos que envolvem além
de células e moléculas é um processo dindmico de fendbmenos bioquimicos e
fisiolégicos, comportando-se mutuamente de forma harmoniosa, a fim de

garantir uma repavimentacao tissular eficiente (MANDELBAUM et al., 2014).

De acordo com Stevens e Lowe (2002), a cicatrizagdo ou repavimentacao
tissular € um processo pelo qual o tecido lesado é substituido por tecido
conjuntivo vascularizado independente da lesdo, tenha ela sido traumatica ou
necrotica e o reparo tecidual podera ocorrer de duas diferentes formas: pela
reconstituicdo do tecido com reposicao da atividade funcional do mesmo, ou
por cicatrizacdo, com o estabelecimento da homeostasia do tecido, mas com

perda de sua funcionalidade.

Os traumas podem danificar a derme de forma completa ou incompleta e
até mesmo chegar a atingir todo o 6rgao, até o tecido celular subcutaneo. Os
traumas que provocam danos na derme completa e atingem o tecido
subcutdaneo denominam-se feridas de espessura total. Nesse caso ha
necessidade de formacdo de novo tecido (tecido de granulacéo). A reparacao
de tecido ocorre sobre as influéncias de diversos fatores como localizac&o
anatdmica, tipo de pele, fase de vida do individuo, podendo variar de jovens
para adultos (JULIA et al., 1992).

2.6.1 Fases do Processo de Cicatrizacéo
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Fazio et al. (2000), afirma que alguns autores classificam as fases dos
processos de cicatrizagdo em: fase de coagulagéo, inflamacéao, proliferativa, de
contracdo da ferida e de remodelacéo e ainda que, em determinado momento,

as fases ocorrem simultaneamente, o que permite 0 sucesso da cicatrizacao.

2.6.1.1 Coagulacéo

A fase inicial do processo de cicatrizacdo depende da atividade
plaguetaria, da cascata de coagulacdo e ocorre logo apds o surgimento da
lesdo. Vérias substancias como proteinas adesivas, fatores de crescimento e
proteases sao liberadas e acabam iniciando a ativacdo das fases seguintes.
Na coagulacdo, ingressam na feriada, fibroblastos, células endoteliais e
queratinécitos, por meio da matriz proviséria oferecida pela formacdo do
coagulo que, é importante também para o fechamento da ferida
(BROUGHTON, 2006).

2.6.1.2 Inflamacéo

Indmeros mediadores quimicos e células inflamatérias como os leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), os macrofagos e linfoécitos sédo requisitados nesta
fase. Os PMN promovem a fagocitose das bactérias no local da infeccao,
durante o tempo que permanecem no local, um periodo que varia de trés a
cinco dias. O macrofago € a célula inflamatéria mais importante dessa fase,
permanecendo no local da infec¢cdo do terceiro ao décimo dia fagocitando
bactérias, removendo corpos estranhos e direcionando o desenvolvimento do
tecido de granulacdo. Apds o periodo de uma semana os linfocitos aparecem
na ferida e exercem importante influéncia sobre os macrofagos (PETROVA,
1992; BROUGHTON, 2006).

A fibronectina, sintetizada por uma variedade de células como
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, também exerce fungcdo muito

importante nos processos da fase inflamatoria. Por meio de sua adesdo ao
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colageno e outros tipos celulares ela consolida o coagulo de fibrina, as células
e 0s componentes da matriz. Sua participagcdo também se da através da
opsonizacdo e fagocitose de corpos estranhos e bactérias (CLARK, 1980;
BROUGHTON, 2006).

2.6.1.3 Proliferacéo

O inicio desta fase ocorre ao redor do quarto dia apds a lesédo e se
estende aproximadamente até o término da segunda semana. A epitelizacao,
angiogénese, formacao de tecido de granulacdo e deposi¢do de colageno séo
etapas decorrentes da fase proliferativa. Se a membrana basal estiver intacta,
as células epiteliais migram em direcdo superior, e as camadas normais da
epiderme sé&o restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, as
células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa de
restabelecer a barreira protetora (LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994). O fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) estimula a angiogénese que é caracterizada
pela migragdo de células endoteliais e formacgdo de capilares, essencial para a
cicatrizacdo adequada. Na etapa final da fase proliferativa ocorre a formacéo
de tecido de granulacdo que tém como células primordiais, os fibroblastos e as
células endoteliais. Apds ativacdo, os fibroblastos, que saem do estado de

quiescéncia, migram dos tecidos vizinhos para a ferida (BROUGHTON, 2006).

2.6.1.4 Contracgao da ferida

Nesta etapa é liberado o fator de crescimento de transformacdo beta
(TGF-B) pelas plaquetas, que estimula os fibroblastos a produzirem colageno
tipo | e se transformarem em miofibroblastos, que promovem a contracao da
ferida. Entre os fatores de crescimento envolvidos no processo cicatricial
podem ser citados o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PGDF), que
induz a proliferagdo celular, a quimiotaxia e a sintese matricial; o fator de

crescimento epidérmico, que estimula a epitelizacéo; o fator transformador alfa,
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responsavel pela angiogénese e pela epitelizacdo; o fator de crescimento
fibroblastico, que estimula a proliferacdo celular e angiogénese e o fator
transformador beta, responsavel pelo aumento da sintese matricial (WITTE;
BARBUL, 1997).

2.6.1.5 Remodelacéao

A deposicao de colageno, de maneira organizada, € a caracteristica mais
importante da fase de remodelacdo, mais importante clinicamente. O colageno
produzido inicialmente (colageno tipo Ill) é mais fino do que o colageno
presente na pele normal, e tem orientacdo paralela a pele. O colageno inicial é
reabsorvido e um colageno mais espesso € produzido e depositado ao longo
das linhas de tensdo com o decorrer do tempo o que significa maior forca ténsil
da ferida. A reorganizacdo da nova matriz € um processo importante da
cicatrizacdo. Células fibroblasticas e leucocitarias secretam colagenases
promovendo a lise da matriz antiga. Ocorre o sucesso da cicatrizacdo quando
hé& equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga, ocorrendo
sucesso quando a deposicao € maior. Mesmo apds um longo periodo de tempo
a ferida apresentara um colageno menos organizado do que o da pele original,
e a forca ténsil jamais sera a mesma, atingindo uma eficiéncia em torno de
80% ap0Os trés meses de reconstituicdo (BROUGHTON, 2006).

2.7 Fitoterapicos e Psidium guajava L.

O uso de plantas com finalidade terapéutica tém sido um recurso humano
datado de 460 a.C. Contudo, as primeiras informacdes sistematicas sobre
como medicamentos naturais s&o da india antiga. O conhecimento tradicional
sobre esse recurso terapéutico pode servir a geracdo de tecnologias para o
desenvolvimento de novos recursos farmacolégicos de baixo custo e menor
dano residual ao homem (RUDDER, 2002; WANZALA et al., 2005)

38



761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775

776
777
778
779
780
781
782
783
784

785
786
787
788
789
790

791
792
793

Psidium guajava L. € uma arvore de pequeno, porte pertencente a familia
das Myrtaceae, com caule tortuoso de muitas ramificacdes, recoberto por
cascas finas aderentes (CARVALHO et al., 2002). Conhecida como “goiabeira”,
€ um arbusto ou arvore, podendo atingir 8 m de altura, sendo encontrada
desde o México até S&o Paulo. Comumente conhecida como guayabo na
Espanha e guava nos Estados Unidos, é frequentemente cultivada como um
alimento por ser uma fruta agradavel, que também é utilizada na producao de
geleias (LOZOYA et al., 2002), sorvetes, sucos, vinhos, queijos e outros. A
fruta € uma baga, que consiste em um pericarpo e uma polpa com numerosas
pequenas sementes (ESCRIG et al., 2001). Existem dois tipos mais comuns, a
vermelha e a branca, sendo a vermelha mais saborosa e nutritiva. Pode ser
cultivada a partir das sementes. Possui quantidade regular de acidos,
acucares, e pectinas e, de acordo com Carvalho et al. (2002), seus principais
constituintes  sdo: taninos, flavonoides, Oleos essenciais, &lcoois

sesquiterpendides e acidos triperndides.

Em estudos realizados com extratos aquosos obtidos por infusdo de
folhas de P. guajava foram constatados efeitos de bio-protecédo contra radicais
livres, analgésico, sedativos, depressor do sistema nervoso central e
antitussigeno (TONA, 1998). Essas atividades foram atribuidas a presenca de
flavondides, tais como quercetina, canferol e miricetina (ALMEIDA et al., 2006).
Segundo Carvalho et al (2002), existe uma relativa seguranca para 0 uso
terapéutico de P. guajava, comprovado pelo resultado do estudo de toxicidade
aguda e de Dose Letal 50 do extrato hidroalcodlico seco do caule e da folha
(779,17 mg/kg).

Os extratos de folhas de goiaba (etanol:agua) apresentaram maior
atividade antibacteriana quando comparados com 0s extratos aguosos, em
ensaio de microdiluicdo em caldo. Os extratos aquosos das folhas, raizes e
cascas do caule foram ativos contra as bactérias Gram-positivas de S. aureus
(GNAN; DEMELLO, 1999) e Bacillus subtilis, e foram inativas contra as
bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa (SANCHES et al, 2005).

Menezes et al. (2004), comprovaram em seu trabalho a inibicdo do
crescimento bacteriano de cepas padrao de S. aureus ATCC 25923 utilizando o
extrato de folhas de P. guajava. Ojewoule (2006) pesquisou os efeitos anti-
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inflamatorios e analgésicos do extrato aquoso das folhas de P. guajava em
ratos, utilizando edema induzido por albumina de ovo, enquanto o efeito
analgésico foi avaliado em modelos de testes de dor em ratos por queimaduras
térmica e quimica, com o extrato administrado por via oral. O autor observou
efeito anti-inflamatério e analgésico significativo e dose-dependente tendo
como controle o diclofenaco e morfina para comparagéo respectivamente anti-
inflamatoria e analgésica. Dessa forma, a avaliacdo da atividade cicatrizante e
o controle de infeccao de Staphylococcus mutantes, com extrato de P. guajava,
utiizando como modelo experimental protocolo de incisédo cirdrgica e
desenvolvimento de infeccdo epitelial em ratos, pode promover uma alternativa
ao tratamento de infeccdes promovidas por S. aureus Meticilina Resistente
(MRSA).
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a atividade cicatrizante e o controle de infeccdo do extrato
etanolico de Psidium guajava frente a estirpes da espécie Staphylococcus sciuri (Ssl,
Ssll, Sslll e SslV) e Staphylococcus xylosus (Sx) em modelo experimental com
protocolos de incisdo cirdrgica. A atividade antimicrobiana e o perfil de resisténcia a
antibioticos foram verificados pelo método de disco-difusdo com discos de papel de
filtro e discos padrdo dos antibioticos respectivamente, comparados aos diametros de
halo de inibicdo e interpretados de acordo com os critérios preconizados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute. A toxicidade do extrato foi avaliada pelo método
DL-50, o controle de infeccdo e cicatrizacdo foram realizados em ratos Wistar. Todas as
estirpes se mostraram sensiveis ao extrato de P. guajava que, em comparacdo com 0s
antibiodticos Penicilina G e Oxacilina foi mais eficientes. A diferenca estatistica
significativa no teste de Kruskal-Wallis ocorreu apenas entre os tratamentos 10-900
puL/mL paras as estirpes Ssl, Ssll, Sx e SsIV e entre 10-330 pL/mL para a estirpe Ssll.
Foram considerados toxicos os tratamentos de 650 e 900 uL/mL com mais de 50% dos
nauplios mortos apds 24 h. A andlise histoquimica mostrou reepitelizacdo com fibras
colagenas mais densas no grupo de ratos tratados com o extrato. Diante disso, sugere-se
gue os compostos quimicos encontrados nas folhas de P. guajava poderdo representar

grande potencial antimicrobiano e cicatrizante na constitui¢cdo de novos farmacos.

Palavra-chave: Psidium guajava, goiaba, Staphylococcus, resisténcia microbiana,

cicatrizacao
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1. Introducéo

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) ja catalogou mais de 20.000 espécies de
plantas medicinais com propriedades terapéuticas para patologias como pneumonia,
Ulcera, diarreia, bronquite, constipacfes e doencas do trato respiratorio pela utilizacao
de 6leos essenciais extraidos das plantas, obtidos a partir de diferentes 6rgdos vegetais
tais como cascas, sementes, flores e folhas (ARIDOGAN et al., 2002).

Os medicamentos obtidos a partir dessas plantas tém sido cada vez mais
reconhecidos pelos pesquisadores como uma alternativa importante aos antibidticos
produzidos industrialmente por seu baixo custo (VIEIRA et al., 2001). No Brasil e em
alguns paises da América Latina esses medicamentos sdo economicamente mais
acessiveis em relacdo aos medicamentos alopaticos (CARVALHO et al., 2002).

Algumas pesquisas comprovam resultados antimicrobianos de plantas medicinais,
dentre elas, membros da familia Myrtaceae. Pesquisas cientificas vém comprovando a
eficacia de Psidium guajava L. (goiabeira), como recurso terapéutico para certas
patologias (CARVALHO et al., 2002).

P. guajava L. é uma arvore de pequeno porte, membro da familia Myrtaceae,
amplamente distribuida no territério nacional. Apresenta caule tortuoso e esgalhado,
recoberto por uma casca fina e aderente, seus principais constituintes fitoquimicos sao
taninos, flavondides, Oleos essenciais, alcoois sesquiterpendides e acidos triperndides
(CARVALHO et al., 2002; SCHUCH et al., 2008). Suas folhas secas apresentam 5,5%
de taninos totais, 1% de flavondides (quercetina) e 0,2% de 6leo essencial, constituido
de 15% de B-cariofileno (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002).

Estudos em ratos por modelos de testes de edema induzido e dor por queimadura
térmica e quimica comprovaram as atividades anti-inflamatoria e analgésica,

respectivamente do extrato aquoso das folhas de P. guajava (OJEWOLE, 2006).
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Segundo Shittu (2004), a espécie Staphylococcus scuri € uma das causas, mas comuns
de infeccdes hospitalares e um importante patdgeno de infecgdes na corrente sanguineo
em cuidados intensivos. Hedin e Widerstrom (1998) e Hanberger et al. (2010), afirmam
que esta espécie € um membro do grupo dos Staphylococcus Coagulase-Negativos
(SCN) associados a resisténcia a multiplos antimicrobianos, em especial a meticilina.

Staphylococcus xylosus € um comensal comum, habitando geralmente a
membrana mucosa e a pele de uma variedade de mamiferos e ocasionalmente em seres
humano por meio de formacdo de biofilme. Em esta espécie seja descrita como nao
patogénica dentre os Staphylococcus varios relatos descrevem infecgfes oportunistas
em animais (BINGEL, 2002; BRADFIELD et al., 1993; JACKSON et al., 2001) e seres
humanos (KOKSAL et al., 2009).

De acordo com Okamoto (2010), o extrato glicdlico obtido das folhas de
goiabeira, com alto teor de taninos e flavondides, apresentou atividade antimicrobiana
com inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus e atividade cicatrizante,
verificada histologicamente com evidéncias de fibroplasia e proliferacdo vascular.

As atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana ja foram
comprovadamente apresentadas por flavondides, encontrados nas folhas de P. guajava,
interagindo com uma variedade de sistemas enzimaticos e bioquimicos (ACAMPORA
etal., 2007).

Com base nos relevantes dados sobre atividade bioldgica de P. guajava o presente
estudo avaliou a acdo cicatrizante e o controle do crescimento de estirpes de
Staphylococcus spp. com perfil de resisténcia em um modelo experimental de

desenvolvimento de infeccdo epitelial utilizando ratos Wistar.
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2. Material e Métodos

2.1.0btencéo do Extrato Etanodlico de P. guajava

As folhas para obtencdo do extrato etanolico de P. guajava (EEPg) foram
coletadas no Campus Dois Irmdos, Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), Recife-PE, Brasil, sob as coordenadas 8°00°51.0”S 34°57°02.1”W. O
material vegetal foi identificado a partir da comparacdo com a exsicata n° 12715 do
Herbario Sergio Tavares (UFRPE) que tem como curadora Dr.2 Maria Elizabeth
Bandeira-Pedrosa.

As folhas passaram por antissepsia com alcool 70%, foram desidratadas em estufa
a 45 °C durante 5 dias. Logo ap6s foram trituradas em triturador de laminas e
solubilizadas em alcool etilico 92.8° INPM (extrator/diluente) na proporcdo de 0,2
g/mL. O EEPg final foi obtido apds filtracdo em papel de filtro Whatman n° 1 e
esterilizacdo em filtro millipore com membrana de 0,20 um para as dilui¢bes de 10, 50,
120, 210, 330, 400, 480, 530, 650 e 900 pL/mL, utilizadas como tratamentos nos
experimentos. O antibidtico comercial Chemitril® Injetavel 2,5% (Enrofloxacina) e o

diluente foram utilizados como controles positivo e negativo respectivamente.

2.2 Teste de Toxicidade com Artemia salina (DL-50)

A avaliacdo toxicologica do EEPg foi realizada de acordo com o método descrito
por Lopes et al. (2002), modificado. O meio para o cultivo das larvas de A. salina foi
agua salgada artificial (3,8 g de NaCl/L de agua destilada). As larvas foram utilizadas
nos ensaios 24 h apds a eclosdo em aquario com bomba de aeracdo, em fase naupilo.
Aproximadamente 10 larvas de A. salina foram transferidas para 11 tubos de ensaio
contendo os tratamentos de 10, 50, 120, 210, 330, 400, 480, 530, 650 e 900 pL/mL nos

10 primeiros tubos e no tubo 11 (controle) contendo o meio para cultivo. O ensaio foi
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realizado em triplicata e a contagem dos naupilos mortos e vivos foi realizada apds 24 h.

Este procedimento foi repetido ao menos trés vezes.

2.3 Determinacdo do Perfil de Resisténcia de Staphylococcus sciuri (Sz) e
Staphylococcs xylosos (Sx) a Antibidticos
Foram realizados testes para confirmacdo quanto a morfologia das estirpes
(cocos Gram-positivos), pelo método de coloragdo de Gram (BLACK, 2002), e
antibiograma, pelo método de disco-difusdo, descrito em NCCLS (2003), para definicdo
do perfil de resisténcia aos antibidticos, eritromicina (ERI), acido clavulanico +
amoxicilina (AMC), Penicilina G (PG), Ciprofloxacina (CIP), Levofloxacina (LVX),
Oxacilina (OXA), Cefalotina (CFL), Norofloxacina (NOR) e Gentamicina (GEN). A
avaliacdo foi realizada pela medida em milimetros, do halo de inibi¢do do crescimento
bacteriano, em dois sentidos diametralmente opostos, com o auxilio de um paquimetro e
comparados aos diametros de halo de inibicdo, interpretados de acordo com os critérios

preconizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2005).

2.4 Atividade Antiestafilocdcica do Extrato de P. guajava

Para o estudo da atividade antiestafilococica in vitro e controle de infeccdo foram
utilizadas 4 estirpes da espécie Staphylococcus sciuri (Ssl, Ssll, Sslll e SslV), 1
Staphylococcus xylosus (Sx), todas portadoras de genes caracterizados por expressao de
resisténcia (mecA, seg e seh) a oxacilina e SsllI para oxacilina e penicilina (BATISTA
et al., 2008) e 1 cepa padrdo Staphylococcus aureus (Sa) como controle. As estirpes de
Staphylococcus foram reativadas em agar sal manitol a 37£0,5 °C por 24 h. O
subcultivo para realizacdo dos testes foi preparado com a transferéncia das culturas de
manutencdo (Agar Mueller Hinton — DIFCO™ (MH) acrescido de NaCl a 4%) para

tubos de ensaio contendo MH inclinado e incubado a 37£0,5 °C por 24 h.
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As suspensdes bacteriologicas das estirpes foram preparadas com solugéo salina a
0,9% ajustando-se sua densidade de controle de turbidez a partir da solucdo padrédo da
escala 0,5 de McFarland para a absorbancia de Agxo = 0,10 em espectrofotdmetro,
resultando em uma suspensdo contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10°® UFC/mL
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003). Placas de Petri contendo
MH foram inoculadas com swabs saturados nas suspensdes, e ap0s secagem por 5
minutos, discos de papel de filtro Watmann n° 1 de 6 mm de diametro esterilizados,
saturados com 30 pL dos tratamentos do extrato e controles, foram depositados e
pressionados sobre o meio de cultura com auxilio de pinca em cinco pontos
equidistantes das placas.

A avaliacdo foi realizada ap6s 24 h de incubacdo a 35+0,5 °C e os resultados
foram comparados aos resultados obtidos para os antibioticos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticbes por tratamento, 0s
resultados expressos em milimetros (mm) pela média aritmética do didametro dos halos
de inibicdo, formado ao redor dos discos e a avaliacdo estatistica foi realizada pelo teste
de Kruskal-Wallis, considerados como valores significativos quando o P foi menor que

0,05.

2.5 Controle de Infeccéo e Cicatrizacdo em Ratos Wistar
O estudo de controle de infeccdo e cicatrizacdo foi desenvolvido no Biotério da
UFRPE e todos os protocolos obedeceram principios éticos em experimentacdo animal,
preconizados pela legislacéo brasileira de animais de experimentagdo (Lei Federal n°
6.638 -1997). O projeto de pesquisa foi submetido & apreciagdo e aprovacdo pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da UFRPE, sub n° do processo

23082.026191/2014-86.
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Foram utilizados 20 ratos (Rattus novergicus albinus), da linhagem Wistar,
machos, adultos, com 90 dias e peso médio de 260g, adquiridos no Biotério da UFRPE.
Os animais foram distribuidos de forma aleatoria em quatro grupos com 5 animais cada,
sendo dois Grupos Controle (GC): Grupo Controle positivo (GC+) em que foi utilizada
enrofloxacina (5u/dia) e Grupo Controle negativo (GC-) onde foi utilizado o diluente do
extrato; e dois Grupos Experimentais (GE): o Grupo Experimental | (GEI) com extrato
de P. guajava (5u/dia) e Grupo Experimentacdo Il sem tratamento (GEII). Foram

identificados, marcados e pesados em balanca eletrdnica digital.

Os animais foram anestesiados com hidrocloridrato de quetamina (80mg/kg) e
cloridrato de xilazina (20mg/kg). ApoOs anestesia foram colocados sobre prancha
cirdrgica em decubito ventral. Inicialmente foi realizada a epilagcdo por tracdo manual
dos pélos do dorso com extensdo de 6 cm?. Para realizagdo do procedimento de remogao
do epitélio foi utilizada lamina de bisturi. Com a lamina foi incisado um fragmento
cutaneo de 1cm? de didmetro na 4rea epilada, até exposicéo da fascia muscular dorsal. A
hemostasia foi realizada por compressdo digital, utilizando-se gaze (MIRRANDA,

2001; GARROS et al., 2006; AMORIM et al., 2006; SCHIRATO et al., 2006).

Apbs procedimento, foi realizada a inoculacdo com a suspenséo da estirpe Sx. Foi
depositado 100 pL em cada ferida dos animais correspondentes aos seus grupos e
acondicionados em gaiolas de acordo com seus respectivos grupos. A aplicagdo dos
tratamentos foi realizada apds 24 h de inoculacdo. Os tratamentos foram repetidos
diariamente até completa cicatrizacdo ou fechamento da ferida. Todos os ratos foram
examinados diariamente quanto a sua mobilidade comparados aos dos grupos controle.
Foi realizada avaliacdo macroscopica da ferida operatdria, observando-se a presenca ou
auséncia de secrecdo, cicatriz hipertrofica, crosta, necrose e tamanho da ferida residual,

no maior e menor eixo, medidos com paquimetro. A eutanasia de 1 animal de cada
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grupo foi realizada nos dias 5, 10, 15, 20 e 25 contados a partir do inicio dos tratamento.
No dia pré-estabelecido, os animais foram sacrificados, mediante dose excessiva de
anestésico de quetamina (160 mg/kg), cloridrato de xilazina (40 mg/kg) e tiopental (160

mg/kQ).

Apdbs inoculados, os animais foram mantidos em biotério, sob condi¢Ges
controladas de luminosidade e umidade do ar, com agua e racdo ad libitum. Foram
observados por 25 dias, sendo analisado o quadro de infeccdo local,

macroscopicamente, através da deteccdo das caracteristicas de edema.

As laminas para avaliacdo histoldgica foram preparadas a partir da excisdo de 1
cm? da ferida, a partir do centro da lesdo, em profundidade até a fascia muscular. Em
seguida o material foi fixado em formol tamponado por 48 h, seccionado
transversalmente, desidratado em alcool etilico (concentracfes crescentes de 80, 90 e
100% por 20 min cada), diafanizado pelo xilol por 30 min, impregnado e incluidos em
parafina histolégica. Apds 24 horas, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo
Minot (Leica RM 2035) ajustado para 10 um. Os cortes assim obtidos foram colocados
em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa
regulada a temperatura de 37 °C, durante 24 horas, para secagem e colagem. Os cortes
foram corados pela técnica de Tricomico de Gomori e analisados em microscopio optico
de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em fotomicroscopio OLYMPUS

BX-50.

2.5 Quantificacdo do Colageno

As imagens das areas de cicatrizacdo, coradas pelo tricrdmico de Gomori, foram
capturadas por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscépio Olympus®
Bx50, as quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificagdo por meio
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de Histograma RGB (Red-Green-Blue), o qual se baseia na intensidade de
luminescéncia onde os tons dos pixels da imagem variam de 0 a 255, sendo que o tom 0
representa 0 escuro absoluto (menor luminescéncia), enquanto que o tom 255,
representa o branco absoluto (maior luminescéncia) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE

etal., 2001).

3. Resultados e Discussao

3.1 Confirmacdo Morfologica e Resisténcia Microbiana das Estirpes

O perfil morfoldgico das estirpes Ssl, Ssll, Sslll, SsIV e Sx foi confirmado como
cocos Gram-positivo, células individuais, aos pares e com arranjo em aglomerados de
células (Figura 1), como definido para o género (GOMES, 2008). A coloracdo de Gram
especifica para as estirpes de Staphylococcus (Gram-positivos em tonalidade azul-roxo)
so foi conseguida neste trabalho apds cultivo de reativacdo em agar sal manitol por 24 h

a35%2°Cem B.O.D (Biochemical Oxygen Demand).
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Figura 1: Coloracdo de Gram das estirpes Ssl (A), Ssll (B), SsllI (C), SsIV (D), Sx (E) e
Sa (F) de Staphylococcus.

Todas as estirpes foram confirmadas como resistentes a oxacilina no teste de
antibiograma, no entanto, Sslll, notificada como resistente a penicilina segundo Batista
et al. (2008), foi caracterizada, nesta pesquisa, como sensivel, com halo de inibicdo de
30 mm para penicilina G (Tabela 1). Kuchenbecker et al. (2008), encontraram um
percentual (30,2%) de cepas de S. aureus resistentes a penicilina com namero amostral
de 88 cepas isoladas a partir de alimentos. Ja pesquisas feitas por Junior et al. (2013),
obtiveram um percentual de 22,22% de 9 amostras de S. aureus sensiveis & oxacilina.
Ambos os autores apontam os resultados como significativos para penicilina e oxacilina

corroborando com os dados encontrados nesta pesquisa.
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As estirpes Ssll, Sx e SsIV mostraram-se resistentes tanto a oxacilina quanto a
penicilina G, com halos de inibicdo que variaram de 0 a 17 mm para oxacilina e de 18 a
24 mm para penicilina G como mostrado na tabela 1. Esses resultados podem levar a
supor uma possivel ativacdo da expressdo génica para conferir resisténcia a penicilina,
uma vez que, apesar de todas as estirpes apresentarem os genes mecA, seg e seh apenas
Sslll foi relatada como resistente a penicilina em trabalhos anteriores, tendo nesta

pesquisa um perfil de resisténcia definido para duas estirpes distintas.

Tabela 1: Antibiograma das estirpes de Staphylococcus sciuri e Staphylococcus xylosos
(24 h). ERI — Eritromicina; AMC — Acido Clavulanico + Amoxicilina; PG — Penicilina
G; CIP — Ciprofloxacina; LVX — Levofloxacina; OXA — Oxacilina; CFL — Cefalotina;
IPM — Imipenem; NOR — Norofloxacina; GEN — Gentamicina. Padrdo de Halos

preconizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2005).

Diametro dos Halos de Inibicdo (mm) em 24 h

ERI  AMC PG CIP LVX OXA CFL IPM NOR GEN

Ssl 26s  35s 34s 23s 22s 17r 36,55 39s 25s  25,5s

Ssll 23s  23s 18r 24s 23s 0 24s 31s 23s 22s

Sx 17i  26s 20r 24s 24s 0 24s 30,55 23s 23s

Sslii 29s  36s 30s 28s 27s 12r 35s 445s 24s 27s

Sslv  23s  32s 24r 24s 21s 11r 32s 37s 23s 22s

I — resistente; s — sensivel; i — intermediario.

Dentre todos os microrganismos estudos Sx foi a que apresentou o mais amplo
perfil de resisténcia aos antibidticos utilizados na pesquisa. Essa estirpe mostrou-se
resistente a penicilina G, oxacilina e intermediaria para eritromicina, um macrolideo.

Esta estirpe foi selecionada para inoculagéo in vivo e desenvolvimento dos ensaios de

59



1356

1357

1358
1359

1360

1361

1362

1363

1364

1365

1366

1367

1368

1369

1370

1371

1372

1373

1374

1375

1376

1377

1378

1379

1380

controle de infeccdo em ratos uma vez que demonstrou perfil de resisténcia mais amplo

aos antibioéticos utilizados.

3.2 Atividade Antibacteriana do Extrato Etanolico de P. guajava

Todos as estirpes bacterianas mostraram-se sensiveis ao extrato de P. guajava com
valores de halo de inibigéo crescentes a partir de 22 mm (30 pL) para o tratamento de 10
pL/mL, diferentemente dos resultados encontrados por Okamoto (2010), que obteve
halos de inibi¢cdo de 6 mm (5 pL) e 9,5 mm (10 pL) para o tratamento de 200 pL/mL,
mostrando valores de halo de inibicdo inferiores aos encontrados nesta pesquisa. E
possivel que esta diferenca tenha si dado pela quantidade (uL) do extrato usado para
saturar os discos de papel de filtro, jA& que neste trabalho foram usados 30 pL em
comparacdo com 5 e 10 pL utilizados no trabalho mencionado, uma vez que, quanto
maior a quantidade de extrato no disco maior o halo de inibig&o bacteriana.

O tratamento de 330 pL/mL apresentou maior potencial antimicrobiano com
valores de halo maiores em relagdo aos outros tratamentos, a excec¢ao dos tratamentos de

600 e 900 pL/mL que foi inviavel para uso in vivo devido a sua toxicidade (Tabela 2).
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Tabela 2. Atividade antiestafilococica do extrato etanolico de Psidium guajava L. (24 h)

Tratamentos do extrato etandlico (uL/mL) / didametro dos halos de inibi¢cdo (mm)

10 50 120 210 330 400 480 530 650 900

Ssl 226 236 266 283 296 28 29,3 29 29 30,6

Ssli 225 24 276 28 30,6 283 286 29 29 30,3

Sx 22,6 236 28 286 293 273 293 29 30 30,3

Ssill 23 235 23 26 295 273 283 29 293 29,6

Sslv 22 226 25 27,3 29 28,6 29 28,6 29 29,6

Menezes (2013) obteve halos de inibicdo para S. aureus com extrato hidroalcodlico
das folhas de P. guajava que variam entre 13 e 28 mm, com tratamentos de 400 e 800
pL/mL, resultados muito semelhantes aos do presente estudo onde foram obtidos halos
entre 22 e 30,6 mm. Foi verificado ainda por este autor sensibilidade para todos os
isolados estudados como ocorrido nesta pesquisa.

E provavel que, assim como os antimicrobianos sintéticos, que atuam interferindo
nos processos metabolicos ou nas estruturas dos microrganismos como na sintese da
parede celular, em alteraces na permeabilidade da membrana citoplasmatica, na
replicacdo do cromossomo e na sintese proteica (TENOVER, 2006), os antibidticos de
origem vegetal também exercerem mecanismos de interferéncia semelhantes. De acordo
com Gutierrez et al. (2008), estudos com extratos metandlicos de folhas e raizes de P.
guajava mostram que a quercetina, um flavondide presente nestes 6rgdos, é o
fitoconstituinte responsavel por exercer atividade antibacteriana.

E possivel ser verificado, a partir dos dados encontrados, que a agdo inibitoria do

crescimento microbiano aumenta com o0 aumento de concentracdo do extrato
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(tratamentos) até 330 pL/mL. A partir do tratamento de 400 pL/mL ha um reducdo da
atividade inibitdria do crescimento microbiano para todas as estirpes testes (Tabela 2). Os
valores de halo de inibicdo encontrados entre os tratamentos 530 pL/mL e 650 puL/mL
sdo estatisticamente insignificantes e ndo diferem entre si quanto a atividade
antimicrobiana.

Observou-se que, 0 aumento na concentracdo dos tratamentos gerou maior inibicdo
de crescimento das estirpes estudadas, como se esperava, a exce¢cdo dos valores
encontrados entre o intervalo de tratamento 530 puL/mL e 650 pL/mL. O melhor valor
observado fui verificado para a estirpe Ssl com média de halo de inibi¢cdo de 30,6 mm
com tratamento de 900 puL/mL.

Na figura 2 é possivel estabelecer uma relacdo entre os resultados obtidos no teste
de antibiograma e atividade antimicrobiana para a estirpe Sx, em que, apenas o halo de
inibicdo para o Imipenem foi maior que todos os resultados verificados para o extrato,
independente do tratamento. A excecdo do Imipenem todos 0s outros antibidticos
apresentaram valores de halo de inibicdo inferiores aos tratamentos utilizados acima de
50 pL/mL, sugerindo melhor eficiéncia do extrato em inibir o crescimento deste
microrganismo in vitro.

De acordo com Chambers (1997), os antimicrobianos [-lactamicos se ligam a
proteinas que participam da sintese da parede celular, chamadas PBPs (proteinas
ligadoras de penicilina), impedindo a formacdo da parede celular, resultando em lise
bacteriana e morte do microrganismo. O mecanismo de resisténcia a oxacilina esta
relacionado ao desenvolvimento de uma PBP adicional, a PBP2a, que é plenamente
funcional, mas ndo tem afinidade por antimicrobianos beta-lactamicos. A codificagédo
dessas novas PBPs, tornando esses patdgenos resistentes a oxacilina, esta relacionada a

aquisicdo do gene mecA, o qual faz parte de um elemento genético movel detectado em
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isolados com perfil de resisténcia aos B-lactamicos. Neste sentido, pode-se sugerir que 0
alvo molecular para inativacdo ou degradacdo do microrganismo pelos fitoconstituintes
majoritarios de P. guajava (taninos e flavondides) nao é a parede celular, uma vez que, 0s
resultados demostraram que as estirpes foram sensiveis ao extrato e resistentes a
oxacilina e penicilina G, ambos antimicrobianos do grupo dos B-lactamicos.

Mesmo com o tratamento de 10 pL/mL (menor concentracdo do extrato), foi
possivel verificar inibicdo do crescimento bacteriano diferentemente dos valores
encontrados para penicilina G e oxacilina para os quais a estirpe foi relatada como

resistente.
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Figura 2. Relacdo entre os resultados obtidos para o teste de antibiograma e atividade
antimicrobiana da estirpe Sx. ERI — Eritromicina; AMC — Acido Clavulanico +
Amoxicilina; PG — Penicilina G; CIP — Ciprofloxacina; LVX — Levofloxacina; OXA —
Oxacilina; CFL — Cefalotina; IPM — Imipenem; NOR — Norofloxacina; GEN —

Gentamicina.

Os dados obtidos a partir do teste de Kruskal-Wallis demostraram diferencas
significativas entre os tratamentos de 10-900 pL/mL para todas as estirpes a excec¢do da

estirpe Sslll com valores de p = 0,015, 0,005, 0,015, 0,002 respectivamente, e 10-300
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pML/mL para a estirpe Ssll com p = 0,005. Ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos para a estirpe SsllI.

Gongcalves et al. (2005), também estimaram a resisténcia e sensibilidade, tanto
para antibioticos comerciais quanto para o extrato de P. guajava, e demostraram que
estirpes de Staphylococcus coagulase negativo foram resistentes ao extrato e aos
antibioticos penicilina e sulfazotrim, mantendo uma correlacdo com os resultados da
presente pesquisa apenas para o antibidtico penicilina, pois, todas as estirpes tiveram
seu crescimento inibido com o extrato.

Sdo escassos os trabalhos que identificam quais fitoconstituinte de P. guajava
exercem atividade antibacteriana, no entanto, varias pesquisas ja identificaram
principios ativos de 6rgdos desta planta que, por serem 0s compostos majoritarios de
orgdos especificos, podem ser apontados como 0s responsaveis por essa atividade
bioldgica. Segundo Pino et al. (2001), os principais constituintes dos 6leos volateis das
folhas de P. guajava (6rgao utilizado para extracdo do extrato nesta pesquisa), sdao B-
cariofileno (21,6%), (E)-nerolidol (19,2%) e selin-11-en-4a-ol (13,4%), ainda de acordo
com Domingos et al. (2003), os principais constituintes de 6leo essencial de folhas e
caules de P. guajava sao a-pineno (23,9%), 1,8-cineol (21,4%) e B-bisabolol (9,2%).

Almeida et al. (2006), descreveram outras atividades terapéuticas atribuidas a
flavonoides como quercetina, canferol e miricetina obtidos da infusdo de folhas de P.
guajava. Arima e Danno (2002) identificaram e definiram a estrutura quimica de quatro
componentes antibacterianos das folhas de P. guajava sendo dois novos glicosideos
flavonoides, morin-3-0-a-L-lixopiranosideo e morin-3-0-a-L-arabopiranosideo, e dois
flavonoides ja conhecidos, guaijavarina e quercetina, no entanto, a atividade

antimicrobiana foi testada para Salmonella enteritidis e Bacillus cereus, dois
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microrganismos bacilares, um Gram-negativo e outro Gram-positivo, respectivamente,
diferindo dos microrganismos deste estudo.

Araujo (2010), em testes com cepa padrdo obtive halos de inibicdo para S. aureus
ATCC 6538 de 10 mm com tratamento de 500 pL/m, enquanto neste trabalho foram
obtidos halos de 29 mm para as estirpes Ssl, 11, 11l e Sx e 28,6 mm para a estirpe SslV.
Diferencas significativas como essas podem ocorrer devida a fatores multiplos como
estirpe/especie, orgdo utilizado para obtencdo do extrato, periodo de coleta do vegetal,

extrator e diluente.

3.3 Teste de Toxicidade com Artemia salina

Os dados mostraram uma taxa (%) média de mortalidade de 39,66%, valor abaixo
para dose DL50 que corresponde a uma taxa de 50% de morte. Porém nos tratamentos de
650 uL/mL e 900 pL/mL, os dois Gltimos maiores valores para os tratamentos utilizados
nesta pesquisa, as taxas de morte foram respectivamente 57,1%, e 54,5% valores acima
DL50 (Figura 3). Portanto, os tratamentos considerados tdxicos na presente pesquisa
foram os de 650 pL/mL e 900 pL/mL, sendo descartados para uso in vivo. Os demais

tratamentos ndo apresentaram toxicidade verificada no teste com cistos de A. salina.
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Figura 3: Teste de toxicidade (DL-50) com cistos de Artemia salina (24h).

3.4 Avaliacdo macroscopica dos ferimentos

Né&o foi verificada nenhuma mudanca no comportamento dos animais durante a
realizacdo dos experimentos. Apos efeito dos anestésicos 0s animais apresentaram
comportamento equivalente ao percebido antes dos procedimentos realizados nos testes.
A avaliacdo macroscopica dos ferimentos provocados no dorso dos animais, apos 24 h
de inoculacdo com as suspensfes das estirpes, ndo apresentou sinais indicativos de
infeccdo, ndo foi observado nos animais dos 4 grupos secrecdo purulenta. Apos 24 h de
inoculacdo com as suspensdes das estirpes henhum dos animais dos 4 grupos estudados
apresentaram secregéo purulenta.

A terapéutica de feridas é uma constante preocupacdo clinica, pois ainda é um
desafio cuidar de lesdes cutaneas com 0s recursos atuais existentes. Apesar dos avangos
tecnoldgicos, poucos tém acesso, devido ao alto custo e a limitagcdo aos grandes centros
urbanos (LIMA; GUERRA, 2011). Estudos mostram que a utilizacdo de plantas torna-

se uma necessidade para a ampliacdo do arsenal terapéutico nessa area e na reducéo dos
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recursos dispensados para o tratamento (MAJEWSKA; GENDASZEWSKA-
DARMACH, 2011).

Neste estudo a avaliacdo dos ferimentos nos primeiros cinco dias apresentou rapida
evolucéo para fechamento das feridas nos animais do GEI, com lesdes secas, sem formacdo de
secrecdo purulenta, coagulacdo inicial de sangue com formacdo de crosta, como pode ser
verificado na figura 4b. Resultados diferentes foram percebidos para os animais dos demais
grupos, em que, 0 progresso de cicatrizacdo foi considero lento, em comparagcdo com 0s ratos
do GEI, com ferimento ainda com sangramento, principalmente para os ratos do grupo 2
(Figura 4c), edema e sem retracdo. Em animais de pele menos aderida aos planos profundos
(como os ratos), a contracdo pode chegar de 80 a 90% de fechamento das lesbes cutanea.

A analise macroscopica das lesfes entdo permite inferir que os animais do grupo tratado
com o extrato de P. guajava apresentou melhores resultados, comparado aos demais grupos,
inclusivo ao grupo GC+. Mesmo ndo ocorrendo infeccdo esperada (com a inoculacdo do
patdgeno) € possivel deduzir que estes resultados tenham sido possiveis devido as menores
reacOes derivadas do processo inflamatério que sdo mecanismos naturais em lesbes. Ainda
assim, uma elevada atividade inflamatoria é prejudicial podendo haver comprometimento da

microcirculacéo e inibir a formacdo de fibroblastos (LUCENA et al., 2006).
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Figura 4: Formacdo de crosta nos ferimentos em ratos dos diferentes grupos. a — grupo 1, p6s
trauma; b — grupo 1, 1° dia; ¢ — grupo 2, 1° dia.

Ao terceiro dia de avaliagdo o progresso de cicatrizagdo foi considerado muito avangado
para todos os animais do GEI em relacdo aos ratos dos demais grupos. No quinto dia de
avaliacdo foi verificada uma diferenca significativa no processo macroscopico de cicatrizagdo
para os animais do grupo 1 em relacdo aos animais dos demais grupos. Pode ser verificado na
figura 5a retracdo do ferimento completamente coberto por uma crosta de aspecto rigido
resultado da coagulacdo sanguinea no local do ferimento enquanto na figura 5b pode ainda ser
notada a presenga de sangue, sem retracdo aparente e bordas de ferimento indicando edema.

Segundo autores a estabilidade dos constituintes de flavondides totais das folhas de P.
guajava na composicdo do produto obtido de extrato vegetal é importante para a acdo anti-
inflamatéria e cicatrizante de compostos a serem testado (SILVA et al., 2002;

MILTERSTEINER et al., 2003).
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Figura 5: Avaliacdo macroscopica dos ferimentos e processo de cicatrizagdo ao quinto

dia de avaliacdo. a —grupo 1(extrato); b grupo 2 (antibiético).

Todos os animais do GC+ apresentaram diarreia durante o tratamento com o
antibidtico. E possivel afirmar que o estado diarreico dos animais tenha sido provocado
pelo uso do antibidtico Chemitril® uma vez que, os mesmos sintomas ndo foram

percebidos para os animais dos demais grupos.

3.5 Avaliacéo Histoquimica do Processo de Cicatrizacéo

A analise histoquimica nas areas de cicatrizacdo dos animais dos grupos extrato e
antibidtico apresentaram reepitelizacdo da epiderme e uma derme com presenca de
fibras colagenas espessas. J& nas areas de cicatrizacdo dos animais dos grupos &lcool e
placebo apresentaram derme com fibras colagenas mais delgadas. Além disso, neste
ultimo grupo, ndo foi evidenciado processo de reepitelizagdo (Figura 6A-6D). A
quantificacdo em pixels do teor de colageno ndo revelou diferencas significativas dos

pixels entre as &reas de cicatrizagdo dos animais dos grupos extrato e antibidtico, porém
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estes grupos apresentaram os menores valores, diferindo significativamente dos grupos
alcool e placebo, os quais nédo diferiram entre si (Figura 7).

O colageno é o componente mais abundante da matriz extracelular que promove a
resisténcia ténsil da pele (CUTTLE et al., 2004; BRINK et al., 2005). A neoformacéo e
deposicdo desta fibra exercem papel importante na resposta de cicatrizacdo, uma vez
que a modulacdo da migracdo e proliferacdo celular garante a eficacia do processo de
reparo (CUTTLE et al., 2004). Assim, quanto mais fibras colagenas (fibras colagenas
espessas), maior resisténcia ténsil e, portanto, reparo tecidual mais eficiente. Estes
resultados foram obtidos para os animais do grupo GEI em compara¢do com 0S grupos

controle + e placebo.
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Figura 6: Fragmentos das areas de cicatrizacdo dos animais dos grupos experimentais.
Notar na derme, a presenca de fibras coldgenas mais espessas em A (Extrato) e B
(Antibiotico). Em C (Alcool) e D (Placebo) a derme apresenta-se com grande teor de
fibras colagenas delgadas. Notar ainda auséncia de epiderme neste Gltimo grupo.
Epiderme - setas longas; Fibras colagenas espessas - Fcd; Fibras colagenas delgadas;
Auséncia de epiderme - seta curta. Coloracdo Tricrémico de Gomori.
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Broughton (2006), afirma que a deposicdo de coldgeno é a caracteristica
clinicamente mais importante da fase de remodelacéo, a ultima fase da cicatrizacdo. O
colageno produzido inicialmente (colageno tipo Ill) é mais fino do que o colageno
presente na pele normal, e tem orientacdo paralela a pele. O colageno inicial é
reabsorvido e um colageno mais espesso € produzido e depositado ao longo das linhas
de tensdao com o decorrer do tempo o que significa maior forca ténsil da ferida, como
observado na figura 6a que representa o grupo GEI. Mesmo apds um longo periodo de
tempo a ferida apresentard um colageno menos organizado do que o da pele original, e a
forca ténsil jamais sera a mesma, atingindo uma eficiéncia em torno de 80% ap0s trés

meses de reconstituicdo (Broughton, 2006).
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Figura 7: Quantificacdo em pixels do teor de colageno. Notar reducéo significativa dos
pixels entre os grupos extrato e antibiotico e em relagdo aos outros. *Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Diante dos resultados, conclui-se que o extrato etandlico de folhas de P. guajava,
demonstrou ser eficiente na inibicdo do crescimento de estirpes Staphylococcus spp. in
vitro, além de promover mais rapidamente o processo de cicatrizacdo. Entretanto, ha
necessidade de mais estudos no sentido de avaliar fitoquimicamente a espécie vegetal a
fim de constatar os seus compostos majoritarios e testar suas atividades biologicas,

farmacoldgicas e/ou toxicas.
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