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RESUMO

MATEI, Jéssica Crecencio. Avaliagdo da atividade antibacteriana de extratos
hidroalcoolicos do bagaco de uva e cha preto. 2015. Trabalho de Concluséo de Curso
— Curso Superior de Tecnologia em Processos Ambientais, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Curitiba, 2015.

Antibioticos sédo frequentemente usados e descartados no meio ambiente, na sua
maioria ndo metabolizados por seres humanos e animais, mantendo-se
biologicamente ativos contra as bactérias. A larga aplicacdo e o uso indiscriminado
deles pode levar ao aparecimento de bactérias resistentes a droga. Portanto, a
utilizacado de agentes antimicrobianos naturais poderia contribuir para a reducao de
agentes patogénicos resistentes e aumento de bactérias susceptiveis a antibioticos.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana dos
extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva Bordd (Vitis labrusca) e cha preto (Camellia
sinensis). A escolha de uma variedade de bagaco de uva bord6 baseou-se no fato de
que é um importante residuo agroindustrial no Brasil, que ainda € rico em compostos
fendlicos, enquanto o chéa preto é bastante produzido e consumido no mundo. Ensaio
de difusdo em agar foi efetuado com diferentes concentragcdes dos extratos
hidroalcodlicos (100%, 75%, 50% e 25%), individualmente ou em combina¢do com
antibioticos comerciais, contra Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 , Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. Amostras de etanol 40% (v/v) e
os antibiéticos, cefalexina e amoxicilina, foram utilizados como controles negativo e
positivos, respectivamente. Os extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva e do cha
preto foram eficazes contra S. aureus e P. aeruginosa, inibindo parcial ou totalmente
0 crescimento destas bactérias no ensaio de difusdo em agar. A combinacdo de
amoxicilina e extrato do bagaco de uva resultou num efeito sinérgico contra S. aureus,
aumentando a inibicdo da bactéria, em comparacdo com os resultados individuais das
substancias. A interacdo de amoxicilina e do extrato de cha preto foi observada como
sendo sinérgica contra P. aeruginosa. Além disso, também se fez teste de
concentracao inibitéria e bactericida minima sob a cepa de S. aureus. Os valores
obtidos foram menores do que alguns encontrados em outros estudos de atividade
antimicrobiana de extratos vegetais, indicando que baixas quantidades destes sao
eficazes contra o crescimento bacteriano desta espécie. Os resultados deste estudo
in vitro mostraram que os extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bordé e cha preto
apresentam efeitos antibacterianos contra bactérias patogénicas e poderiam ser uma
alternativa como agentes antimicrobianos naturais. Os efeitos sinérgicos dos extratos
em combinacdo com antibioticos pode ser um valioso meio para potencializar a
inibicdo do crescimento de estirpes de S. aureus e P. aeruginosa.

Palavras-chave: Antibidticos. Bactérias. Antimicrobianos naturais. Compostos
bioativos. Sinergismo.



ABSTRACT

MATEI, Jéssica Crecencio. Evaluation of the antibacterial activity of hydroalcoholic
extracts from grape pomace and black tea. 2015. Degree Completion Work — Curso
Superior de Tecnologia em Processos Ambientais, Universidade Tecnologica Federal
do Parana. Curitiba, 2015.

Antibiotics are frequently used and discarded in the environment, mostly
unmetabolized by humans and animals, remaining biologically active against bacteria.
The wide and indiscriminate application of antibiotics can lead to the appearance of
drug resistant bacteria. Therefore, the use of natural antimicrobials could contribute to
the reduction of resistant pathogens and increase bacteria susceptibility to antibiotics.
In this context, the objective of this work was to evaluate the antibacterial activities of
hydroalcoholic extracts from bordé grape pomace (Vitis labrusca) and black tea
(Camellia sinensis). The choice of grape pomace from bordé variety was based on the
fact that it is an important agroindustrial residue in Brazil, which is still rich in phenolic
compounds, and black tea is produced and consumed worldwide. Agar well diffusion
plate assay was carried out with different concentrations of the hydroalcoholic extracts
(100%, 75%, 50% and 25%) individually or in combination with commercial antibiotics
against Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, and
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Samples of ethanol 40% (v/v) and the antibiotics
cephalexin and amoxicillin were used as negative and positive controls, respectively.
The hydroalcoholic extracts of grape pomace and black tea were effective against S.
aureus and P. aeruginosa, inhibiting partially or totally the growth of this bacteria in
agar well diffusion assay. The combination of amoxicillin and grape pomace extract
resulted in a synergistic effect against S. aureus increasing the inhibition of this
bacterium in comparison with the individual results of the antibiotic and the extract. The
interaction of amoxicillin and black tea extract was observed to be synergistic against
P. aeruginosa. Furthermore, also made inhibitory concentration and minimum
bactericidal test under the strain of S. aureus. The values obtained were lower than
any found in other studies antimicrobial activity of plant extracts, indicating that low
amounts of these are effective against bacterial growth of this species. The results
from this in vitro study showed that the hydroalcoholic extracts of bordé grape pomace
and black tea present antibacterial effects against pathogenic bacteria and could be
an alternative as natural antimicrobials. The synergistic effects of the extracts in
combination with antibiotics might be a valuable mean to potentialize growth inhibition
of strains of S. aureus and P. aeruginosa.

Keywords: Antibiotics. Bacteria. Natural antimicrobials. Bioactive compounds.
Synergism.
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1 INTRODUCAO

Micropoluentes organicos emergentes sdo compostos que ainda nao foram
incluidos em programas nacionais ou internacionais de monitoramento, porém, sao
langados no ambiente frequentemente. Estas substancias ndo sdo exatamente novas,
contudo, suas destinacdes e seus efeitos (eco) toxicoldgicos ndo eram estudados até
pouco tempo (FERREIRA, 2011). Estes poluentes séo pertencentes a varias classes,
podendo ser: farmacos (antibidticos, anti-inflamatorios, analgésicos e reguladores
lipidicos), produtos de beleza (bronzeadores, antissépticos e perfumes), produtos
quimicos industriais (anticorrosivos, aditivos de gasolina e plastificantes), horménios,
esteroides e pesticidas (ABREU e BRANDAO, 2013).

O controle de farmacos residuais ho meio ambiente vem adquirindo, cada vez
mais interesse, pois tém sido descobertos em efluentes de estag&o de tratamento de
esgotos e aguas naturais na ordem de pg/L e ng/L. O principal acesso destas
substancias na natureza advém das suas grandes utiliza¢cdes na medicina, humana e
veterinaria, pois, ap6s a administracdo no organismo, sado parcialmente metabolizados
e excretados. Isto ocorre porque os farmacos sdo desenvolvidos para serem
persistentes, conservando suas propriedades quimicas o bastante para atender sua
finalidade. Portanto, 50 a 90% de uma dose de farmaco s&o excretados de forma
inalterada e continua no ambiente, resultando, assim, na sua persisténcia (BILA e
DEZOTTI, 2003).

Um dos grupos de farmacos residuais que se destaca € a dos antimicrobianos.
Eles sdo bastante discutidos na literatura por apresentarem um potencial de evolugéo
de bactérias resistentes no meio ambiente (BILA e DEZOTTI, 2003). Os antibioticos e
estes tipos de microrganismos sao jogados em grandes quantidades no ambiente
como resultado do crescente uso indiscriminado de medicamentos. Os corpos hidricos
Sao 0s principais receptores destes poluentes, pois séo eles que recebem os esgotos
urbano, industrial e hospitalar. E pelo fato dos rios serem uma das principais fontes
de é&gua para consumo, esta poluicdo, contida nele, pode contribuir para a
manutencdo a até para a disseminacdo da resisténcia bacteriana (FUENTEFRIA et
al., 2008).
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Sendo assim, 0 uso de antimicrobianos quimicos sintéticos leva a selecao de
microrganismos patogénicos mutantes resistentes. Por isso, o uso de antimicrobianos
de origem natural passa a ser uma alternativa (VARGAS et al., 2004). As substancias
antimicrobianas, metabolizadas secundariamente por muitas plantas e animais,
possuem ampla aplicagdo nos setores farmacéutico, cosmeético e nutricional, além da
utilizacdo como aditivos naturais em alimentos.

No mundo todo e, principalmente, no Brasil, que tem sua economia muito
baseada no agronegodcio, sdo geradas enormes quantidades de residuos pela
indUstria alimenticia. Embora sejam considerados como graves problemas
ambientais, eles podem servir como fontes ricas de compostos bioativos, incluindo
substancias antioxidantes e antimicrobianas. Deste modo, estes residuos podem ser
fontes potenciais de compostos naturais, sendo que, quando usados, geram lucros e
diminuem o impacto ambiental que surgiria do descarte inadequado destes materiais
no meio ambiente (MELO, 2010).

Devido a problematica do uso excessivo de antibioticos e da importancia dos
compostos antimicrobianos naturais para a salude e para a qualidade do meio
ambiente, este trabalho foi desenvolvido para avaliar as atividades antimicrobianas
que podem estar presentes na uva (bagaco) e no chéa preto, que sédo dois alimentos
muito consumidos mundialmente, sendo que o primeiro gera um residuo agroindustrial
importantissimo. A exemplo, vale mencionar que na fabricacdo de 100L de vinho
branco, sdo desperdicados 20 kg de bagaco de uva (ROCKENBACH, 2008). Neste
contexto, o estudo verificara os efeitos antibacterianos dos extratos hidroalcodlicos
das substéncias mencionadas, para que seja possivel reduzir-se a utilizacdo de

farmacos, que cada vez mais prejudicam o ecossistema, como um todo.
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2 JUSTIFICATIVA

Conforme a WORLD HEALTH ORGANIZATION (Organizacdo Mundial da
Saude, OMS), a resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos pode afetar qualquer
ser humano, em qualquer idade e em qualquer pais; 0 que se torna uma grande
ameaca a saude publica. No seu ultimo relatério, Resisténcia Antimicrobiana —
Relatorio Global sobre Vigilancia, um subdiretor da OMS, Keiji Fukuda, disse: “O
mundo esta a caminhar para uma era pos-antibiéticos, em que as infec¢cdes comuns
e 0s pequenos ferimentos, tratdveis ha décadas, podem voltar a matar.” Segundo ele,
se nao houver iniciativas significativas, que tenham como finalidade a prevencéo de
infeccbes e mudancas na forma de produzir, prescrever e usar os antibidticos, “as
implicacbes serdao devastadoras”. Desta maneira, a analise de alimentos (e seus
residuos) com potenciais atividades antimicrobianas podera contribuir para a reducéo
da utilizacdo de medicamentos e, consequentemente, na diminuicdo de resisténcias
bacterianas.

Dentre véarios desses produtos alimenticios, a uva e o cha preto podem ser
destacados, pois 0s dois sdo muito produzidos e consumidos mundialmente. A
primeira, teve sua producgdo brasileira, em 2013, maior que um milhdo de toneladas
(IBGE, 2013); enquanto o segundo é produzido mundialmente e anualmente em mais
de dois bilhdes de toneladas (LIMA et al., 2009).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antibacteriano de extratos hidroalcoolicos do bagaco de

uva da variedade bord6 (Vitis labrusca) e do cha preto (Camellia sinensis).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ativar as cepas bacterianas, controlando-as qualitativamente por coloracéo
de Gram, repiques em meios seletivos e realizacdo de analises bioquimicas;

e  Extrair os compostos bioativos do bagaco de uva e do cha preto, em solucao
hidroalcodlica;

e Quantificar os compostos fendlicos totais dos extratos hidroalcoodlicos brutos
obtidos com bagaco de uva e cha preto;

e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos hidroalcodlicos (brutos,
diluidos e misturados com antibiéticos) frente a acdo de bactérias
patogénicas, por meio dos testes de difusdo em &gar com perfuracdo de
POcos;

e Determinar a concentracao inibitéria e bactericida minima, dos extratos e dos

antibidticos, na bactéria que apresentou a maior inibicdo pelos mesmos.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

O interesse académico e a criacdo de orgaos de protecdo ambiental, como a
United States Environmental Protection Agency (USEPA), a comecar da década de
1970, proporcionaram um maior numero de pesquisas sobre monitoramento de
compostos, denominados xenobidticos, em varias divisbes ambientais, em todo o
mundo (SOUZA, 2011).

Devido ao desenvolvimento de métodos mais sensiveis, compostos quimicos
passaram a ser encontrados, identificados e definidos quanto aos riscos que podem
vir a causar no meio ambiente. Estes sdo 0s contaminantes emergentes. O termo
“‘poluente emergente” se refere a um grupo de substdncias com caracteristicas
proprias, devido a sua crescente frequéncia de utilizacdo pela sociedade e pela sua
capacidade de contaminacao, porque nao precisam ter persisténcia no ambiente para
causar danos (ABREU e BRANDAO, 2013).

Nos exemplos de compostos considerados como tais contaminantes estao
incluidos os farmacos, contrastes de raio X, horménios e esterbides, componentes
presentes em protetores solares, produtos de higiene pessoal, surfactantes, entre
outros (SILVA, 2011). A Quadro 1 aponta algumas das classes destes poluentes.

Diariamente as industrias, a agricultura e a populacdo como um todo,
consomem agua e eliminam em seus efluentes muitas substancias quimicas,
colaborando com a entrada de poluentes na natureza. Estes, podem provocar
mudancas no ciclo da agua e, por conseguinte, na qualidade dos recursos hidricos.
Apesar destes compostos estarem sendo estudados na atualidade, sua presenca no
meio € antiga, ja que sdo uma fracdo de produtos consumidos ha longo tempo por
todo o mundo. Porém, a producao de novos compostos e a modificacdo na utilizacao
e na disposicdo de substancias existentes, podem fornecer novas fontes de

contaminantes emergentes no meio ambiente (IDE, 2014).
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Horménios

Classe Exemplo de substincias Uso
Cafeina Estimulante
Atenolol Anti-hipertensivo
Carbamazepina Antiepilético
Famacos
Codeina Analgésico
Fluoxetina Antidepressivo
Amoxicilina Antibidtico
DEET Repelente de inseto
o Triclosan Agente antimicrobiano
Produtos de higiene pessoal _
Iscbomeol Fragrincia
Galaxolide Fragrincia
Estrona Horménio reprodutivo
Estradiol Hormdnio reprodutivo
Estriol Horménio reprodutivo
Progesterona Horménio repredutivo

Dietilestilbestrol

Antineoplasico

Levonorgestrel Anticoncepcional
Mestranol Anticoncepcional
Testosterona Horménio reprodutivo
Etinilestradiol Anticoncepcional
Bisfenol A Plastificante
Plastificantes Dietilftalato Plastificante
Di-Z2-etilexilftalato Plastificante
o Metolacloro Herbicida
Pesticidas _ _
Atrazina Herbicida
. Monilfenol Surfactante
Surfactantes no iGnicos .
Octilfenol Surfactante

Quadro 1 - Classes de contaminantes emergentes, e seus UsosS.

Fonte: SANTANA, 2013.

Existem aproximadamente 11 milhdes de substéncias quimicas registradas

no Chemical Abstracts Service (CAS). Cerca de 100 mil compostos séo fabricados e

usados para diversos fins nos Estados Unidos e Japao. Apenas nesse primeiro pais

sdo alistados de 1.200 a 1.500 produtos quimicos por ano. No globo,

aproximadamente, 3 mil substancias sdo produzidas em larga escala alcancando

qguantidades acima de 500 mil Kg/ano. Sendo que, desses, menos de 45% foram
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submetidos a ensaios toxicologicos basicos e menos de 10% foram analisados quanto
aos efeitos toxicos sobre organismos em desenvolvimento (SOUZA, 2011).

Em aguas naturais, 0os contaminantes emergentes aparecem, principalmente,
a partir do descarte de efluentes domésticos e/ou industriais (SODRE et al., 2010).
Em alguns estudos que foram realizados, foi mostrado que estagdes de tratamento de
esgoto sdo uma das mais importantes fontes de contaminantes emergentes em
ambientes aquaticos. E o motivo disto ocorrer € o fato de que as ETEs fazem uso de
tratamentos convencionais que, por sua vez, ndo foram projetados para remover

moléculas complexas (IDE, 2014).

4.1.1 Farmacos

De todos os poluentes emergentes, 0s que provavelmente geram maior
preocupacdo e estudos nos ultimos anos sdo os farmacos, e em particular, os
antibioticos (BARCELO et al., 2007), por serem potenciadores no desenvolvimento de
bactérias resistentes no meio ambiente.

Os farmacos antimicrobianos sao classificados segundo sua estrutura
molecular, seu mecanismo de agao e seu espectro da atividade antimicrobiana. Mais
de 500 toneladas métricas de tipos distintos de remédios sdo fabricados e usados a
cada ano (MADIGAN et al., 2010).

O desenvolvimento da industria farmacéutica, que atualmente concede ao
mercado milhdes de substancias com finalidade terapéutica, causa um sério problema
ambiental, cuja atencdo e preocupacdo vém crescendo. A presenca de produtos
farmacolégicos no ambiente € proveniente do uso abundante no tratamento de
doencas em seres humanos e animais. Além disso, esses compostos sao excretados
na forma ndo metabolizada ou como um metabdlito ativo, sendo lancados, entéo, nos
corpos hidricos (REIS FILHO et al., 2007).

Pesquisas realizadas envolvendo produtos farmacéuticos foram feitas em
varios paises, como Estados Unidos, Canada, Inglaterra, Austria, Croacia, Italia,
Espanha, Alemanha, Brasil, entre outros, e obtiveram concentracdes de 80 farmacos

na faixa de pg/L em ambientes aquaticos.
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As substancias em questdo possuem caracteristicas que as distinguem de
outros compostos quimicos, tais quais: polimorfismo, chegada no meio ambiente
(apés metabolizacdo), estrutura quimica complexa, e possibilidade de suportar
ionizacdo em diversos sitios da molécula. Por isso, os farmacos podem sofrer
complexacdo com metais e matéria organica, sorcdo em sedimentos e no material
particulado, oxidacao quimica, fotdlise, volatilizacdo e biodegradacéo.

A guestao € que, além desses medicamentos serem um grave problema por
causarem poluicdo nos compartimentos de agua, ainda podem colaborar no
desenvolvimento de bactérias resistentes a antibiéticos, por causa da presenca destes
compostos na agua proveniente de esgotos (IDE, 2014).

A existéncia de farmacos residuais no esgoto doméstico e nas aguas naturais
€ de grande importancia nacional e internacional; varios estudos demonstram que
estas substancias e seus metabdlitos sdo existentes em ambientes aquéaticos de
varias partes do mundo (BILA e DEZOTTI, 2003). KOLPIN et al. (2002), por exemplo,
encontraram  antibidticos, como tetraciclinas, sulfonamidas, macrolideos,
fluoroquinolonas, lincomicina, trimetoprim e tilosina, em amostras de aguas

superficiais nos Estados Unidos.

4.1.1.1 Antibi6ticos

Os antibioticos séo agentes antimicrobianos produzidos por microrganismos.
A maior parte € produzida por bactérias do género Streptomyces ou por fungos dos
genéros Penicillium e Cephalosporium. Eles podem ter acdo antibacteriana,
antifangica e antiviral. Desta forma, inibem o crescimento, inativam ou matam o agente
infeccioso (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

A sensibilidade de microrganismos individuais a antimicrobianos isolados
varia significativamente. As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, por exemplo,
distinguem-se quanto a suscetibilidade a um antibiético especifico, tal como a
penicilina; as do primeiro grupo sao geralmente afetadas enquanto a maioria daquelas
do segundo grupo séo naturalmente resistentes.

Nas bactérias, os ribossomos, parede celular, membrana plasmatica, enzimas

envolvidas na biossintese de lipideos e elementos da replicacdo e transcricdo sédo 0s
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maiores alvos dos antibidticos. Muitos destes impossibilitam a traducdo, pois
interagem com os ribossomos, inibindo a sintese proteica. Outros inibem a sintese de
RNA por impedirem a transcricédo, especificamente.

Um dos mais notaveis grupos de antibiéticos, tanto do ponto de vista médico
como do histérico, corresponde aos B-lactamicos. Neste conjunto estdo inclusas as
penicilinas, cefalosporinas e cefamicinas, que tém em comum um componente
estrutural exclusivo, o anel B-lactamico. As duas primeiras respondem a maior parte
dos antibioticos produzidos e usados no mundo (MADIGAN et al., 2010).

Os antibiéticos representam uma grande classe de farmacos que séo usadas
presentemente no planeta em varias aplicacées. Segundo dados da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o consumo anual de antibidéticos no Brasil
ultrapassou 1.200 toneladas nos anos de 2004 e 2005; sendo que 28 B-lactamicos
responderam por mais de 70% desses medicamentos. A ingestdo de antibioticos
durante 2005 atingiu 390 toneladas de amoxicilina (AMX), seguida de 184 toneladas
de ampicilina (AMP), 163 toneladas de cefalexina (CEF), 133 toneladas de
sulfametoxazol (SMX), 45 toneladas de tetraciclina (TET), 38 toneladas de
norfloxacina (NOR), 30 toneladas de ciprofloxacina (CIP), e 27 toneladas de
trimetoprim (TMP), entre outros. Vale ressaltar que estes compostos citados s&o
responsaveis por mais de 80% de todos os antibiéticos consumidos no pais
(LOCATELLI et al., 2011).

4.1.1.1.1 Cefalexina

A cefalexina (Figura 1) é muito comercializada no Brasil, e esta presente em
varias formulacdes farmacéuticas. E um antibidtico bastante usado na medicina

humana para o combate de inUmeras infec¢des (CASSELLA et al., 2010).
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Figura 1 — Estrutura quimica da cefalexina.
Fonte: CASSELLA et al., 2010.

O Cephalosporium acremonium, a primeira fonte de cefalosporinas, foi isolado
em 1948, a partir de um microrganismo (fungo) chamado Brotzu. Nesta época, foi
verificado que os filtrados néo tratados desta cultura inibiam o crescimento in vitro de
Staphylococcus aureus. Também foram identificados trés antibiéticos distintos nos
liguidos das culturas onde o fungo era cultivado, que foram denominados
cefalosporinas P, N e C. A partir do isolamento do nucleo ativo deste ultimo (acido 7-
aminocefalosporanico) e com a adicdo de cadeias laterais, foram produzidos
compostos semissintéticos com atividade antibacteriana superior a da substancia
original, dentre eles, as cefalexinas (BRUNTON et al., 2012).

Quanto as caracteristicas farmacolbégicas deste medicamento, segundo a
MEDLEY INDUSTRIA FARMACEUTICA LTDA (2014), é um antibiético de forma
molecular C16H17N304S*H20 e peso molecular de 365,4, chamado acido 7-(D-amino-
fenilacetamido)-3-metil-3-cefem-4-carboxilico monoidratado. E um po cristalino
branco, com sabor amargo. Contém o nucleo dos demais antibidticos cefalosporinicos
e € um zwitterion, ou seja, a molécula contém agrupamentos acido e basico. As
cefalexinas se distinguem das penicilinas na estrutura do sistema biciclico de anéis,
ja que possuem um radical D-fenilgliciclico como substituinte na posicdo 7-amino e
um radical metil na posicéao 3.

Quanto as propriedades farmacocinéticas, o farmaco é acido estavel e é

rapidamente absorvido apos administragdo oral. A cefalexina é excretada na urina por
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filtracdo glomerular e secrecéo tubular. Estudos realizados mostram que mais de 90%
do medicamento é excretado inalteradamente dentro de 8 horas.

Testes in vitro revelam que as cefalosporinas sao bactericidas por inibirem a
sintese da parece celular bacteriana. E conforme descrito na bula padrdo da MEDLEY
INDUSTRIA FARMACEUTICA LTDA (2014), este antibiético é indicado para o
tratamento das infeccdes listadas a seguir, quando causadas por cepas sensiveis:

e Sinusites bacterianas: causadas por estreptococcus, S. pneumoniae e

Staphylococcus aureus (apenas 0s sensiveis a meticilina);

e Infeccdes no trato respiratdrio: ocasionadas por S. pneumoniae e S. pyogenes

(a cefalexina normalmente é eficaz na eliminacdo de estreptococos da

nasofaringe);

e Otite média: acarretada por S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis,
demais estafilococos e estreptococos;

e Infeccbes da pele e tecidos moles: geradas por estafilococos e/ou
streptococos sensiveis a cefalexina;

e Infeccdes Osseas: provocadas por estafilococos e/ou P. mirabilis;

e Infec¢Bes do trato geniturinario, incluindo prostatite aguda: criadas por E. coli,

P. mirabilis e Klebsiella pneumoniae;

e InfeccBes dentarias: promovidas por estafilococos e/ou streptococos
sensiveis a cefalexina.

Importante ressaltar que os estafilococos meticilino-resistentes e grande parte
das cepas de enterococos sdo resistentes a cefalexina. Este remédio ndo € ativo
contra a maioria das cepas de Enterobacter spp., Proteus vulgaris e Morganella
morganii, assim como ndo tem atividade contra as espécies de Pseudomonas spp. e

Acinetobacter calcoaceticus.

4.1.1.1.2 Amoxicilina

A amoxicilina (Figura 2) é um antibiético semissintético, pertencente a classe
das penicilinas, que se diferencia da ampicilina por apresentar a hidroxila ao invés do
hidrogénio. Seu espectro de acdo € amplo pelo fato de possuir um grupo amino e

possui maior biodisponibilidade e sua absorcao independe da presenca de alimentos.
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Além destes fatores, é acido-resistente, agindo sobre varias bactérias, sendo muito
aplicada no tratamento de infec¢Bes do trato respiratorio. Contudo, pode ser inativada
por beta-lactamases produzidas por diversos microrganismos (CAIAFFA et al., 2002;
KOROLKOVAS e FRANCA, 2008).

HO

Figura 2 — Estrutura quimica da amoxicilina.

Fonte: Microbiologia! (outside).

Segundo descrido na bula padrdo deste antibiético, do fabricante EMS S/A
(2015), a amoxicilina tem como principio ativo o D-(-)-alfa-amino p-hidroxibenzil
penicilina -, que é pertencente ao grupo B-lactamico de antibitticos. Possui um grande
espectro de atividade contra varios microrganismos gram-positivos e gram-negativos,
atuando através da inibicdo da biossintese do mucopeptideo da parede celular. Esse
remédio age rapidamente como bactericida, porém como dito anteriormente, €
passivel de degradacéo por beta-lactamases e, sendo assim, ndo possui efeito contra
microrganismos que produzem essas enzimas, como o Staphylococcus resistente e
todas as cepas de Pseudomonas, Klebsiella e Enterbacter.

A amoxicilina é bem absorvida e sua ingestdo oral numa dosagem de trés
vezes ao dia gera, normalmente, altos niveis plasmaticos. Ela € muita ligada as
proteinas plasmaticas, pois aproximadamente 18% do total do medicamento, presente
no plasma, séo conectados a estas. E quanto a sua excrec¢do, a principal via de
expulsdo da amoxicilina sdo os rins. Sendo que cerca de 60 a 70% da droga é
excretada inalterada pela urina durante as seis primeiras horas, e a meia-vida de

eliminacao € em torno de uma hora. Ela também pode ser parcialmente eliminada por
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este fluido, na forma de &cido peniciloico inativo, em volumes equivalentes entre 10 e
25% da dose inicial.

A EMS S/A (2015) descreve que a indicacdo de amoxicilina € para o
tratamento de infec¢cbes bacterianas causadas por germes sensiveis a acdo da
mesma. Os seguintes microrganismos frequentemente sdo suscetiveis a sua agao
bactericida:

e Gram-positivos: Enterococcus faecalis, Streptococcus viridans, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus sensivel a
penicilina, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes e espécies de
Corynebacterium e Clostridium.

e Gram-negativos: Escherichia coli, Proteus mirabilis, Haemophilus influenzae,
Bordetella pertussis, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,
Pasteurella septica, Vibrio cholerae, Helicobacter pylori, espécies de
Salmonella, Brucella e Shigella.

Suas prescricbes, entdo, sdo para tratamento de infec¢cdes do aparelho
respiratorio, como faringite bacteriana, sinusite, bronquite e otite média aguda, assim
como para doencas gonococicas e febre tifoide. Também pode ser utilizada em
infeccdes de feridas provenientes de queimaduras da pele e do tecido mole, do trato
biliar e do trato geniturinario, para tratamento. Este antibiético é contraindicado para
aqueles que tém sensibilidade as penicilinas, para mulheres gravidas ou que estédo
amamentando, para 0s que possuem insuficiéncia renal e/ou mononucleose
infecciosa, para os que tém infe¢cdes causadas por estafilococos penicilino-resistentes
ou por bacilos piocianicos, riquétsias e virus (KOROLKOVAS e FRANCA, 2008).

4.2 RESISTENCIA BACTERIANA

No Brasil, muitas farméacias vendem medicamentos controlados sem
prescricdo médica. E isto ocorre em todo o pais, porém € principalmente aliado com
as regides urbanas, por causa do numero elevado destes estabelecimentos per capita.
Portanto, a automedicagdo torna-se um ponto importante quando se analisa a
descarga de farmacos no ambiente. Antibioticos automedicados podem ser

clinicamente desnecessarios, ou muitas vezes inadequadamente doseados ou podem
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nao possuir quantidades adequadas de compostos ativos. Ademais, é o principal fator
gue auxilia no aumento da resisténcia microbiana (LOCATELLI et al., 2011).

Contudo, o saber da ocorréncia da resisténcia dos microrganismos para com
0s agentes fisicos e quimicos ndo é algo novo, pois data do comeco da era
microbiana. Alexander Fleming, ao encontrar a penicilina, em 1929, foi a primeira
testemunha da resisténcia natural de microrganismos aos antibiéticos, relatando que
bactérias do grupo colitifoide e da espécie Pseudomonas aeruginosa ja nao eram
inibidas pela acdo do antibiotico, como antes o foram. A explicacdo para isso foi
evidenciada por Abraham e Chain, em 1940, que, em um ano antes da primeira
matéria sobre a utilizacdo clinica da penicilina, constataram em extratos de
Escherichia coli uma enzima, cujo nome deram de penicilinase, com capacidade para
acabar com a acao da penicilina.

Ao longo do tempo, vem sendo mostrado por varias pesquisas que o aumento
do consumo de antibiéticos contribui para o0 aparecimento da resisténcia
antimicrobiana em varios géneros de bactérias (BOSCARIOL, 2013). Estas tém
manifestado significativa resisténcia aos antimicrobianos de amplo espectro, como
nos seguintes casos: Klebsiella spp., Escherichia coli e Enterobacter spp. formadores
de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) ou que expressam resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo; Staphylococcus aureus meticilina resistente
(MRSA); Acinetobacter spp. sensivel apenas aos carbapenémicos; Enterococcus spp.
resistentes a vancomicina; Pseudomonas spp. resistentes a aminoglicosideos,
carbapenémicos e/ou cefalosporinas (SERAFIM, 2013).

As bactérias podem ser sensiveis ou resistentes aos antimicrobianos,
normalmente, sdo pertencentes a estas Ultimas quando crescem in vitro, nas
concentracfes que estes agentes atingem no sangue quando administrados nas
sugestdes clinicas. O ganho de resisténcia por uma célula bacteriana sensivel é
sempre em virtude de uma alteracdo genética que se manifesta bioquimicamente.
Essas mudancgas gendmicas podem ser originadas de mutagdes cromossdmicas ou
por obtencdo de plasmideos R (de resisténcia) ou por transposons.

A resisténcia adquirida por mutacdes é frequentemente simples, ou seja,
acerta apenas um antibacteriano, pois raramente uma ceélula bacteriana sofre
mudanca simultanea para mais que um. O alcance por fator R (plasmideo) na maior
parte é multipla, tornando o microrganismo resistente a dois ou mais antimicrobianos.

O que se deve a existéncia de genes resistentes a diversos agentes, num Unico
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plasmideo ou a presenca de varios plasmideos R distintos (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2008).

Segundo MADIGAN et al. (2010) e descricdo da ANVISA, ha seis razbes

distingues que fazem alguns microrganismos serem naturalmente resistentes, os

motivos e exemplos sdo 0s seguintes:

O organismo pode ndo possuir estrutura que seria inibida por um antibiotico.
Ex. Bactérias como micoplasmas séo desprovidas de parede celular, sendo,
desta forma, resistentes as penicilinas;

O organismo pode ndo ser permeavel ao antibiotico. Ex. A maioria das
bactérias Gram-negativas sdo impermeaveis a penicilina G e a platensimicina;
O organismo pode ter capacidade de alterar o antibiético para uma forma que
seja inativa. Ex. Varios estafilococos possuem B-lactamases, que clivam o
anel de muitas penicilinas;

O organismo pode mudar o alvo do antibidtico. Ex. Staphylococcus aureus
resistente a oxacilina podem obter o gene cromossdmico Mec A e produzir
uma proteina de ligacdo da penicilina (PBP ou PLP) resistente aos [-
lactamicos;

O organismo pode gerar uma via bioquimica resistente. Ex. Patégenos criam
resisténcia as sulfas, que inibem a producao de &cido félico nas bactérias; os
microrganismos gue sao resistentes alteram seu metabolismo para captarem
esta substancia pré-formada a partir do ambiente, desviando a utilizacdo da
via obstruida pelas sulfas;

O organismo pode ser competente para bombear para fora um antibiotico que
esta invadindo a célula, pelo processo de efluxo. Ex. Escherichia coli possui

resisténcia as tetraciclinas devido a este mecanismo ativo.

4.3 BACTERIAS

As bactérias sao ceélulas procaridticas uni ou pluricelulares, autotréficas

(fotossintéticas ou quimiossintéticas) ou heterotroficas (saprofitas e parasitas), que

possuem tamanho de 1 a 2 um por 1 a 4 um, com membrana plasmatica, sem esterois,

composta por 60% de proteinas imersas numa bicamada de lipideos (40%), sendo 0s
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fosfolipideos os mais importantes. E possuem em sua estrutura uma parede celular,
que evita o estouro das células, devida a pressdo osmatica existente no interior destes
microrganismaos.

As paredes possuem diferencas significativas e distinguem as bactérias
Gram-negativas das Gram-positivas. As do primeiro grupo possuem a parede mais
complexa, formada por uma ou poucas camadas de peptideoglicanos, sendo que o
destaque € a presenca de uma membrana externa e a auséncia de acidos teicoicos;
gue sdo ausente e presentes, respectivamente, nas bactérias Gram-positivas. Além
disso, 70 a 75% da parede, deste Ultimo grupo, sao constituidos de peptideoglicanos.
O conhecimento dessas particularidades é bem relevante para o estudo dos
mecanismos de acdo dos antibioticos e quimioterapicos, bem como da patogenicidade
de cada um dos grupos. Pois a existéncia de uma membrana externa na bactéria
confere a ela uma barreira hidrofébica adicional, que dificulta a penetracédo de algumas
substancias. Alguns antibiéticos, corantes, metais pesados e sais biliares, por
exemplo, ndo penetram na parede das Gram-negativas tao facilmente quanto o fazem
nas Gram-positivas (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

4.3.1 Escherichia coli

As bactérias do género Escherichia coli (Figura3) sédo pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Elas sdo Gram negativas, ndo esporuladas, anaerdbicas
facultativas, fermentativas, em sua maioria moveis (flagelos peretriqueos) e podem
crescer entre temperaturas de 18 a 44°C, sendo ideal 37°C (ALMEIDA, 2013).
Metabolizam D-glicose e outros carboidratos, com formacdo de acido e gas. Sao
oxidade negativa, catalase positiva, vermelho de metil positivo, Vogues Proskauer
negativo e, geralmente, citrato Simmons negativo (HOLT et al., 1994)

Estes microrganismos sao encontrados de varios modos na natureza, desde
estirpes comensais até estirpes patogénicas para seus hospedeiros, humanos ou
animais. O trato gastrointestinal da maior parte dos animais de sangue quente é

colonizado pela E. coli em poucas horas ou dias apés o nascimento (ALVES, 2012).



29

Figura 3 —Escherichia coli
Fonte: ABC.es / sociedad

A maioria dos sorogrupos dessa espécie fazem parte da flora comensal do
intestino dos mamiferos. Porém, determinados sorotipos sdo patogénicos para 0s
seres humanos e outros animas, neste caso, estes ndo sdo considerados parte da
flora intestinal regular. O contagio da E. coli segue trés vias: contato direto com
animais, contato com humanos e consumo de alimentos contaminados (CARNEIRO,
2008).

Se tratando dos mecanismos de viruléncia especificos das cepas
patogénicas, a Escherichia coli pode ser classificada em patotipos, sendo:
enteropatogénica (EPEC), enteroinvasora (EIEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroagregativa (EggEC), enterohemorragica (EHEC), uropatogénica (UPEC), de
meningite neonatal (NMEC), enteropatogénica para coelhos (REDEC) e patogénica
para aves (APEC) (ALMEIDA, 2013).

Os sintomas mais frequentes em pessoas infectadas sao colites hemorragicas
evidenciadas por uma diarreia sanguinolenta, fortes dores abdominais, vomitos e
auséncia de febre. Nos casos mais graves, pode ocorrer sindrome hemolitico-urémica
(SHU) e pdarpura trombotica trombocitopénica (PTT) em criangcas e idosos,

respectivamente. Estas sindromes sdo caracterizadas por anemia hemolitica
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microangiopatica, trombocitopenia, mudanc¢as na funcéo renal, febre e anomalias no
sistema nervoso central. Sendo a taxa de mortalidade bastante elevada (CARNEIRO,
2008).

Os antimicrobianos utilizados contra bactérias tém alta acdo destrutiva nas
células das mesmas, porém mesmo com este potencial, as cepas de E. coli estdo se
tornando cada vez mais resistentes a acdo antimicrobiana. Num estudo com frangos
de corte, por exemplo, LAMBIE et al. (2000) constataram uma grande tendéncia de
resisténcia a amoxicilina, novas quilonas e sulfazotrim e uma taxa significativa a
norfloxacina em cepas isoladas deste animais. A resisténcia obtida pela E. coli &
resultado do uso inadequado de antimicrobianos e administragdo em doses sub-
terapéuticas, que selecionam, assim, agentes bacterianos mais resistentes, néo
eliminando a infeccdo (ROCHA, 2010).

4.3.2 Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa (Figura 4) é um bacilo Gram negativo, ndo formador de
esporos, que pertence a familia Pseudomonadaceae. O bacilo pode ser mével, reto
ou pouco curvado, geralmente estdo em pares e medem de 1 a 5 um de comprimento
e 0,5 a 1 um de largura. Estes microrganismos consomem carboidratos através da
respiracdo aerébica, usando o oxigénio como aceptor final de elétrons. Em alguns
casos, pode ser utilizado o nitrato como aceptor alternativo, permitindo que ocorra
crescimento em condicdes anaerdbias. A maior parte, se ndo todas, as espécies nao
conseguem crescer sob condicfes acidas. Crescem numa temperatura entre 37 e 42
°C e produzem pigmentos difusiveis, como a piocianina, a pioverdina, a piomelanina
e a piorrubina, que Ihes ddo uma aparéncia caracteristica numa cultura. Além disso,
produzem catalase e algumas enzimas extracelulares, como lipases, esterases e
proteases (KVITKO, 2010; HOLT et al., 1994).
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Figura 4 — Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Global Medical Discovery

Essa espécie de bactéria possui ampla distribuicdo, sendo isolada do solo, da
agua, de plantas, de animais e de humanos. As pequenas necessidades nutricionais,
comprovadas por sua capacidade de se desenvolver em &agua destilada e sua
tolerdncia a varias condicdes fisicas colaboram no sucesso ecoldgico da P.
aeruginosa e na sua atribuicdo como agente oportunista.

Esse microrganismo possui preferéncia por ambientes umidos, sendo que nos
humanos é isolado de locais como o perineo, axila e ouvido. A umidade é um fator
crucial para o desenvolvimento de reservatorios dessa bactéria em ambiente
hospitalar, podendo ser isolada de equipamentos respiratérios, medicamentos,
desinfetantes, pias e vegetais.

A P. aeruginosa faz parte da microbiota normal de humanos, em alguns casos;
sendo que a colonizagdo em individuos saudéaveis é relativamente baixa. As taxas de
dominacédo de sitios especificos sédo estes: pele, 0 a 2%; mucosa nasal, 0 a 3,3%;
faringe, 0 a 6,6%; e intestino, 2,6 a 24%. No hospital, os pacientes tem uma taxa maior
de colonizacdo destes sitios, que vai aumentando de acordo com o tempo

permanecido neste ambiente e com o uso de antimicrobianos (ZAVASCKI, 2003).
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A bactéria em questdo € um patdbgeno nasocomial, embora se associe,
também, a certas infec¢bes adquiridas na comunidade. Como por exemplo, as
infeccdes respiratérias em pacientes com fibrose cistica, endocardites e osteoartrites
em usuarios de drogas endovenosas, otite externa maligna em diabéticos, meningites,
infec¢des oculares e pneumonias. Nos hospitais, pode estar envolvida a infec¢des do
trato urinério, de corrente sanguinea e de sitio cirtrgico (ZAVASCKI, 2003).

Nos ambientes hospitalares, mais precisamente nas UTIs, uma
particularidade marcante das infeccbes por Pseudomonas aeruginosa € a
multirresisténcia (FERREIRA, 2005). Esta bactéria possui uma resisténcia cruzada,
que é resultado da presenca de multiplos mecanismos, como a producao de enzimas,
bombas de efluxo e modificacées no sitio de ligacdo e membrana plasméatica, num
anico hospedeiro. Tal caracteristica a torna forte contra muitos farmacos
(FIGUEIREIDO et al., 2007).

4.3.3 Staphylococcus aureus

Os S. aureus (Figura 5) pertencem a familia Micrococcae, eles sdo cocos
Gram-positivos, imoveis, nao-esporulados e, geralmente, ndo encapsulados com
didmetro aproximado de 0,5 a 1,5 um. Podem estar de diferentes formas, desde
isolados, aos pares, em cadeias curtas ou agrupados irregularmente, por causa da
sua divisao celular, que ocorre em trés planos perpendiculares (SANTOS et al., 2007).
Apresentam-se como microrganismos anaerébios facultativos, mesofilos, com
temperatura 6tima de crescimento entre 30 e 37 °C (BRESOLIN et al., 2005).

Podem ser encontrados em varios lugares, sendo o proprio ser humano seu
principal reservatorio; eles estdo presentes em varias partes do corpo, como fossas
nasais, garganta, intestinos e pele. Desses sitios corporais, € nas narinas que esta o
maior indice de colonizacdo, sendo a prevaléncia aproximada de 40% na populacéo

adulta, que pode ser ainda maior nos hospitais.
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Figura 5 — Staphylococcus aureus

Fonte: Microbeworld

O desenvolvimento de S. aureus nas narinas nao apresenta nenhum sintoma
e isto tem uma grande importancia clinica, porque as pessoas contaminam suas
préprias maos e passam a transmitir a bactéria por simples contato. De acordo com
estudos feitos, o carreamento nasal auxilia também na transmissao do microrganismo
por disseminacdo aérea (SANTOS et al., 2007). Como agente de infeccbes
nosocomiais, 0 S. aureus € o patodgeno isolado com maior frequéncia, causando
infeccdes de sitio cirdrgico, endocardites, pneumonias e bacteremias. E perceptivel,
ainda, uma forte tendéncia dessa bactéria em desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos (CORDEIRO, 2011). No Brasil, acima de 80% dos S. aureus isolados
de pacientes hospitalizados e aproximadamente 70% dos isolados de pacientes da
comunidade apresentaram resisténcia as penicilinas naturais e, também, a ampicilina
e amoxicilina (TAVARES, 2000).
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4.3.4 Streptococcus pyogenes

Esta espécie de bactéria € do tipo coco Gram-positivo e B-hemolitico, é
também conhecida como estreptococo do grupo A de Lancefield ou como GAS (group
A streptococci), caracterizada pela presenca da proteina M (polissacarideo), que é um
dos seus fatores de viruléncia, em sua parede celular (TRABULSI e ALTERTHUM,
2008). Possui células esféricas ou ovoides, que ocorrem em pares ou em cadeias
quando cultivadas em meio liquido. Nao é movel e tampouco esporulado. Seu
metabolismo é fermentativo, produzindo lactato, sem gas. Geralmente é restrito a
temperaturas entre 25 e 45 °C, com o 6timo em 37° (HOLT et al., 1994).

O Streptococcus pyogenes (Figura 6) € o responsavel por um espectro clinico
de doencas bem variado, com muitas morbidades e mortalidades, incluindo
faringoamigdalites, infeccbes de pele e partes moles, meningites, pneumonias,
septicemias e sindromes do choque toxico estreptocécico, além de causar febres
reumaticas e glomerulonefrites pos-estreptococicas (FERREIRA e LEITE, 2013). O
contagio por este microrganismo acontece por contato direto através de secrecdes, 0
que favorece sua disseminacdo em ambientes com grande numero de individuos
(MACIEL et al., 2003).

Nos ultimos 30 anos constatou-se um aumento frequente na incidéncia de
infec¢des invasivas por esse patdgeno, que pode explicado pelo aparecimento de
cepas mais virulentas e resistentes. Além disso, verificou-se um maior nimero de
pacientes imunodeficientes e de alteracdes sécio-demograficas populacionais, que
ajudam na transmissao bacteriana (FERREIRA e LEITE, 2013).
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Figura 6 — Streptococcus pyogenes

Fonte: Streptococcus pyogenes

4.3.5 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis (Figura 7) € a espécie mais frequente do género, é uma
Gram-positiva, de células esféricas ou ovoides, que ocorrem em pares ou em cadeias
curtas em meios liquidos. Esta bactéria ndo € formadora de esporos e as vezes move-
se por escassos flagelos. Fermenta uma ampla variedade de carboidratos com
producéo, principalmente, de L(+) — acido lactico, porém sem gas, com um pH final
entre 4,2 e 4,6. Sua temperatura ideal para crescimento é 37 °C (HOLT et al., 1994).

Compreende aproximadamente 80 a 85% de amostras isoladas de
enterococos de material clinico, e pertencente ao grupo sorolégico D de Lancefield.
Membro da microbiota regular humana, encontra-se no trato intestinal, na mucosa oral
e vaginal e na pele (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). Podem originar doengas como
infec¢des urinarias e endocardites (KAYAOGLU e ORSTAVIK, 2004).

Esse microrganismo possui diversos fatores de viruléncia, que incluem
enzimas liticas, citolisinas, substancias de agregacao, feromdnas e acido lipoteicdico.
Possuem capacidade de adesao as células do hospedeiro, proteinas que o permitem
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competir com outras bactérias e aptidao para alterar respostas do individuo infectado,
isto por causa do seu poder de suprimir acdo de neutrdfilos, macréfagos e linfécitos
(STUART et al., 2006).

Figura 7 — Enterococcus faecalis

Fonte: Environmental Health Perspectives

O E. faecalis possui resisténcia intrinseca a muitos antimicrobianos usados,
normalmente, no tratamento das infeccdes causadas por bactérias Gram-positivas.
Neste contexto, ele se torna um obstaculo terapéutico enorme e assegura sua atuagao
como um importante patégeno hospitalar (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

4.4 ANTIMICROBIANOS NATURAIS

Os antimicrobianos séo substancias de origem natural, semissintética ou

sintética, com capacidade de matar ou inibir o crescimento de um microrganismo,
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responsavel por uma doencga infecciosa especifica, provocando nenhuma ou pouca
lesdo (PALERMO NETO et al., 2005).

A utilizacdo prolongada e indiscriminada de compostos antimicrobianos
sintéticos ndo € aconselhada, visto que isto leva a selecdo de microrganismos
patogénicos mais resistentes. No Brasil, o problema se intensifica, pois as pessoas
tem o costume de se automedicar, utilizando os antibitticos de forma errada, tanto na
dosagem como na posologia. Devido a grande importancia clinica, laboratorial e
terapéutica, varias pesquisas ja foram e estdo sendo feitas com finalidade de se
encontrar farmacos naturais, que possam ser menos téxicos e que manifestem
atividade contra cepas de microrganismos resistentes (REN et al., 2014).

Entre varios compostos naturais que possuem atividade antimicrobiana pode-
se encontrar a uva. Estudo feito por OZKAN et al. (2004) demonstrou a forte atividade
antimicrobiana deste alimento. Além dele, pode-se citar, também, o cha preto, que
num trabalho realizado por JARDIM JR et al. (2013), comprovou sua acao contra

bactérias.

4.4.1 Bagago de Uva

7

A arvore que produz a uva € a videira, também chamada de parreira; €
originaria do arido Caucaso, na Asia, desde 6.000 ac (KATO et al., 2012). Esta fruta
€ umas das mais cultivadas no mundo (XU et al., 2010), sendo que a producao
brasileira em 2013 foi de 1.482.951 toneladas segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2013).

A producgéo de uvas e vinhos no Brasil € uma atividade com muita importancia
socioecondmica e ela é concentrada nas regides sul, sudeste e nordeste do pais.
Cerca de 50% da fabricag&o brasileira de uvas é destinada a elaboracdo de vinhos,
sucos e outros derivados (ROCKENBACH, 2008). Para a producao deste segundo,
as uvas da espécie Vitis labrusca sdo as mais usadas na América do Sul. No Brasil, a
vitivinicultura se desenvolveu tendo base nas uvas americanas, que Sa4o mais comuns,
como a mencionada agora e a Vitis bourquina, utilizadas, também, para a producéo
de vinhos de mesa. Contudo, no século XX, o0 pais ja comecou a produzir vinhos finos,

com uvas da variedade Vitis vinifera, conhecidas como uvas finas. Dentre os cultivares
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de Vitis labrusca plantados, o cultivar Bordd tem uma representacéo significativa, pois
possui muita adaptacéo ao clima brasileiro, fertilidade e tolerancia a doencas fungicas.

Agora, com relacdo aos residuos, nas vinicolas ha uma grande preocupacao
com o gerenciamento dos mesmos, dentre eles, o bagaco de uva é o mais importante,
ja que é gerado em maior quantidade. Este é constituido pelas cascas, sementes e
talos da fruta, que sobram apds a atividade industrial da producéo de vinhos e sucos
(SOUZA, 2013). No Brasil, a maior parte desse bagaco é tratado como residuo de
baixo valor, sendo, entéo, destinado para a racdo animal.

Os residuos agroindustriais gerados pelas vinicolas merecem notoriedade por
serem fontes abundantes de compostos fendlicos e pela grande quantidade formada
do processamento, ja que o total deles, bagaco (cascas e sementes), engaco e a borra
do processo fermentativo representam cerca de 30% do volume de uvas usadas para
a fabricacdo do vinho (MELO, 2010). Dados da industria demonstram que para a
producéo de 100 L de vinho branco, por exemplo, sdo gerados 31,7 kg de residuos,
dos quais 20 kg sao de bagaco de uva (ROCKENBACH, 2008).

O extrato obtido dos bagacos tém ingredientes funcionais, tais como
antioxidantes naturais e suplementos alimentares, pois € nas sementes e nas cascas
da uva onde estas substancias se acumulam, majoritariamente. Estes compostos
podem ser classificadas em flavondides e nao-flavondides (SOUZA, 2013). No
primeiro grupo estéo as flavanas, flavondis e as antocianinas; ja no segundo estdo os
acidos benzoicos e os ésteres tarticos (GENOVESE et al., 2007). Os flavandides séo
reconhecidos por exibirem vérias atividades biologicas, tais como: atividade
antioxidante, antimicrobiana, capacidade de capturar espécies reativas de oxigénio,
inibir a nitrosacao, quelar metais e modular a atividade de algumas enzimas celulares
(SOUZA, 2013).

Com relacéo as atividades antimicrobianas dos bagacos de uva, um estudo
feito por OZKAN et al. (2004), que utilizava extratos de duas cultivares distintas da
fruta (Emir e Kalecik Karasi), apresentou acao antimicrobiana contra 13 diferentes
bactérias patogénicas. Além desta pesquisa, muitas outras foram feitas, sendo que
algumas delas, contendo as variedades de uva, as bactérias inibidas e as suas

referéncias, estéo representadas no Quadro 2.
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Variedades da Uva Bactérias Referéncias

Vitis vinifera (Emir e Kalecik karasi) E. faecalis; E. coli; P. aeruginosa; S. aureus... Ozkan et al ., 2004
Vitis vinifera (Posip) S. aureus; B. cereus; C. jejuni; S. infantis; E. coli. Katalinik et al., 2012
Vitis vinifera (Lasin) S. aureus; B. cereus; C. jejuni; S. infantis; E. coli. Katalinik et al., 2012
Vitis vinifera (Merlot) S. aureus; B. cereus; E. coli; P. aeruginosa. Oliweira et al ., 2012
Vitis vinifera (Syrah) S. aureus; B. cereus; E. coli; P. aeruginosa. Oliveira et al., 2012
Vitis labrusca (Bordd) S. aureus; L. monocytogenes; S. enteritide. Souza, 2013

Quadro 2 —-Estudos jarealizados que demonstram a atividade antibacteriana da uva.

4.4.2 Ché Preto

O cha é uma das bebidas mais consumidas e antigas do mundo, e na literatura
€ indicado como uma das melhores fontes de compostos fendlicos (MORAIS et al.,
2009). E um alimento de origem vegetal, proveniente de arbustos identificados como
Camellia sinensis. O cha preto corresponde a maior parte do colhimento e é o tipo
mais consumido no Estados Unidos, no Reino Unido, na Europa e na india. Cerca de
78% da producio mundial de chéa é a dele (LIPTON CHA & SAUDE, 2004).

Este cha é feito por meio da exposicéo das suas folhas ao ar, com finalidade
de provocar um processo natural de fermentacédo, que o deixa com cor escura e
confere & ele um aroma intenso (LIPTON CHA & SAUDE, 2004). Ele possui em sua
composicdo vitaminas do complexo B e C, acidos fenolcarboxilicos, taninos
antioxidantes, bases puricas e catequinas. Sendo que estas Ultimas séo flavondides,
gue atuam como antioxidantes e sequestradores de radicais livres. Este cha ingerido
na forma de infusdo auxilia na extracdo dos compostos fendlicos, que séao
considerados benéficos a saude (MORAIS et al., 2009).

O chéa preto tem potencial anticarcinogénico, antimutagénico e capacidade
para diminuir doencas cardiovasculares (LIMA et al., 2009). Além disso, ha estudos
que demonstram sua atividade antimicrobiana, como o realizado por JARDIM JR et
al. (2013), que comprovou a eficacia deste cha em inibir o crescimento de
fusobactérias bucais. Pode-se ver, também, pelo Quadro 3, que ja foram feitos outros
trabalhos a respeito da acdo antibacteriana do cha; abaixo se encontram dados

desses estudos realizados.
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Ché preto Bactérias Referéncias

Camellia sinensis F. nucleatum. Jardim JR et al ., 2013
Camellia sinensis P. aeruginosa Flayyih et al ., 2013
Camellia sinensis M. luteus; B. cereus. Chanetal., 2011
Camellia sinensis S. Typhi; V. cholerae. Mandal et al ., 2011
Camellia sinensis S. aureus; E. coli; B. subtilis; P. aeruginosa. Funmilayo et al., 2012
Camellia sinensis S. aureus; B. cereus; S. typhimurium; E. coli. Ching, 2007

Quadro 3 - Estudos jarealizados que demonstram a atividade antibacteriana do ché preto.

4.5 COMPOSTOS BIOATIVOS

Alimentos de origem vegetal possuem compostos com atividades bioldgicas,
que sao fomentadoras da salde, tais como: anti-inflamatérias, antioxidantes e
hipocolesterolémica. A oportunidade de reduzir a ameaca de doencas através da dieta
vem chamando atencdo da comunidade cientifica e das indastrias alimenticias, pois
tém o propdsito comum de elaborar os chamados “alimentos funcionais”, cheios de
um ou mais compostos bioativos que exibem efeitos benéficos a saude.

As substancias bioativas podem ser identificadas como nutrientes e/ou nao
nutrientes com execucdo metabdlica ou fisiologica especifica. Podem pdér em atividade
seus efeitos, atuando como antioxidantes, estimulando enzimas de detoxificacao
hepética, obstruindo a operacao de toxinas virais ou bacterianas, impossibilitado a
absorcao do colesterol, minimizando a agregac¢éao plaquetaria, ou eliminando bactérias
gastrintestinais maléficas. Alguns desses compostos ja possuem relatos
comprovados: acidos fendlicos, acidos graxos, cafeina, bicarbonato de sdédio,
estereato de sodio, fibras, fibra de aveia, frutooligossacarideos, fitoesterois, inulina,

lactulose, licopeno, sorbitol, manitol, quitosana e xilitol (QUEIROZ, 2012).

4.5.1 Compostos Fendlicos - Flavonoides

Os compostos ativos frequentemente mais encontrados em frutas e hortalicas

sdo as substancias fenodlicas, que ja se sabe sao potentes antioxidantes e
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antagonistas naturais de patdégenos. Elas estdo nos vegetais de maneira livre ou
ligada a acucares e proteinas (CATANEO et al., 2008). Sdo metabdlitos secundarios
de plantas e contém em sua estrutura quimica um anel aromatico, com um ou mais
grupos hidroxila, podendo diversificar entre uma molécula fendlica simples (Figura 8)

e um polimero complexo de peso molecular alto (ALVES, 2013).

OH

Figura 8 — Estrutura simples de molécula fendlica

Fonte: LookForDiagnosis.com

Ndo ha uma classificacdo Unica para os compostos fendlicos. As
categoriza¢cBes mais vistas na literatura se baseiam na quantidade e arranjo da cadeia
de carbonos e na via biossintética da qual o grupo foi produzido (ARAUJO, 2014).
Eles podem ser separados conforme o tipo de seu esqueleto principal, conforme o
Quadro 4, em que C6 equivale ao anel benzénico e CX a cadeia substituinte com x
atomos de carbono (ROCHA, 2011).
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Esqueleto Classe de Compostos Fenolicos
basico
Cb6 Fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos fendlicos
C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos
C6-C3 Fenilpropanoides, acido cindmicos e compostos analogos,

fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas € cromonas
Naftoquinonas

C6-Ca Xantonas

C6-C1-C6 . .
CB-C2-CB Estilbenos, antraquinonas
CB-C3-CB Flavondides e isoflavonoides
(C6-C3-C6), Li_gnanas_

(CB-C3), Diflavonoides

(CB)N Melaninas vegetais
(C6-C3)n Ligninas

(C6-C1)n Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Quadro 4 - Classes de compostos fendlicos, segundo seu esqueleto basico.
Fonte: ROCHA, 2011.

Um dos grupos mais significativos, variados e amplamente distribuidos nos
produtos de origem e no reino vegetal sdo os flavonoides. Estes e os isoflavonoides
incluem-se numa classe de fitoquimicos que ndo podem ser sintetizados por
humanos, portanto, necessitam de uma ingestéo dietética. Contudo, a preparacao dos
alimentos para consumo, em certas ocasides, pode gerar perdas desses compostos,
sendo o grau dependente do tipo de alimento e preparo utilizado. Sem embargo, sédo
moderadamente estaveis, pois conseguem resistir a oxidacdo, a temperaturas
elevadas e a razoaveis variacdes de acidez.

Quanto as funcdes dos flavonoides nas plantas pode-se citar muitas: acéo
antioxidante, inibicdo enzimatica, protecdo contra microrganismos e protecao contra
a incidéncia de raios ultravioletas. Estes compostos vem sendo de interesse por causa
de seus efeitos bioldgicos estudados in vitro, como exemplos: limpeza de radicais
livres, interdicdo de proliferacdo celular, modulacéo da atividade enzimatica, assim
como seu uso potencial com finalidade antibidtica, antialérgica, antidiarreica,

antitlcera e anti-inflamatoria (ROCHA, 2011).
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A estrutura basica (Figura 9) dos flavonoides baseia-se de 15 carbonos
distribuidos em dois anéis aromaticos, A e B, agrupados pelo carbono heterociclico
do pirano. De acordo com o estado de oxidacédo da cadeia heterociclica deste, tem-se
classes distintas dos flavonoides: flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas,
catequinas, antocianinas, diidroflavondis e chalconas (ROCHA, 2011). No Quadro 5
estdo representados os quatro maiores grupos, seus componentes e fontes de

alimentos.

Flavonoides

Figura 9 — Estrutura basica dos flavonoides
Fonte: ROCHA, 2011.

Importante salientar que observando-se o Quadro 5, muitos dos flavonoides
estdo presentes na uva (incluso bagacos) e no cha. E ndo somente isso, diversos
trabalhos ja foram realizados para quantificar compostos fendlicos nestes alimentos.
Num estudo feito por LIMA & MELO (2004), por exemplo, foi encontrado hum chéa
preto com infusdo de 10 minutos, 99,77 mg/g de fendlicos totais (da fonte vegetal em
equivalente de catequina). E numa pesquisa feita por CATANEO et al. (2008), os
autores verificaram que nos extratos de acetona 80% do bagaco seco de uva
COUDERC havia entre 109,64 e 207,80 mg de fendlicos totais em 100 g equivalente
de &cido gélico. Sendo que a mesma analise foi feita para os extratos do bagaco seco
de uva PINOT GRIS, com resultados entre 370,17 e 420,61 mg GAE/100g.



GRUPOS COMPONENTES FONTE ALIMENTAR
Apigenina Cascas de macas
Chrisina Cerejas
Kaempferol Brécolis
Flavonas Luteolina Peles de frutas
Miricetina Cranberries
Rufina Uvas
Sibelina Alface
Quercetina Oliva
Alho
Fisetina
Hesperetina Frutas citricas
Flavanonas Narigina Peles de frutas citricas
Naringenina
Taxifolina
Catequinas Catequina Vinho tinto
Epicatequina Cha
Epigalocatequina galate
Cianidina Cerejas
Delfinidina Uvas
Malvidina Raspberries
Antocianinas Pelargonidina Uvas vermelhas
Peonidina Morangos
Petunidina Cha
Peles de frutas com pigmentos
escuros

Quadro 5 - Grupos de flavonoides, com seus componentes e fontes alimentares.
Fonte: ROCHA, 2011.
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5 METODOLOGIA

5.1 BACTERIAS

Para verificacdo da sensibilidade e inibicdo do crescimento bacteriano, pelos
extratos, do bagaco de uva e do cha preto, e pelos antibidticos, cefalexina e
amoxicilina, foram analisadas cinco espécies de bactérias, Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. Todas
as bactérias utilizadas nesse trabalho estavam disponiveis no banco de cepas, do
Laboratorio de Biotecnologia, da Universidade Tecnologica Federal do Parana,
Campus Curitiba. Estes microrganismos foram controlados qualitativamente pela
coloracdo de Gram e testes bioquimicos, além de serem analisados em meios
seletivos e/ou diferenciais. Meios de cultivo adequados para o crescimento de cada
bactéria foram utilizados para ativagdo e manutencdo das cepas. O cultivo foi
realizado em placas de Petri ou tubos de ensaio, os quais foram colocados em estufa,
na temperatura de 37 °C, por 24 horas. A conservacao foi realizada na geladeira em

4 °C, com repiques e ativacdes sucessivas.

5.1.1 Coloragédo de Gram, Testes Bioquimicos e Meios Seletivos e/ou Diferenciais

A andlise qualitativa das bactérias foi realizada pela técnica de coloracdo de
Gram e pelas seguintes provas bioguimicas: teste da lactose, teste da glicose, teste
do vermelho-de-metila, teste do citrato e teste de producao de indol. A coloragdo bem
como todos estes testes mencionados foram realizados segundo as metodologias
descritas por RIBEIRO e SOARES (2002).

Meios seletivos e/ou diferencias foram preparados para a verificagdo do
crescimento, selecéo e diferenciacdo das bactérias. S&o eles: Agar cetrimide e Agar
MacConkey. A analise da presenca de E. coli e de E. faecalis foi realizada nos testes

gualitativos ReadyCult Coliforms e Enterolert, respectivamente.
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5.2 AMOSTRAS

O bagaco de uva foi obtido do processo de fabricagao de vinhos da regiao de
Toledo, PR, sendo a amostra da espécie Vitis labrusca, da variedade bordb. O
processamento inicial da amostra foi realizado em parceria com a UFPR, nos
laboratorios vinculados a Pés-Graduacdo em Engenharia de Alimentos. A amostra foi
submetida a um processo de secagem em estufa de circulagéo de ar por 36 horas, na
temperatura de 40 °C. Posteriormente, foi moida em moinho de facas e armazenada
em embalagem plastica de polietileno de baixa densidade (PEBD), selada a vacuo,
ao abrigo da luz. O bagaco ficou armazenado no congelador da geladeira do
laboratorio de Biotecnologia da UTFPR, sendo mantido na temperatura de -18 °C.

O ch& preto, Camellia sinensis, foi adquirido no Mercado Municipal de
Curitiba, na forma de p06, embalado e lacrado. Armazenado na geladeira, a 4 °C, no
laboratorio de Biotecnologia da UTFPR.

Ambos foram preservados desta forma até a extragdo dos seus compostos,
para utilizagdo na avaliagao de atividades antimicrobianas.

5.3 EXTRACAO HIDROALCOOLICA DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos do bagaco de uva e do ché preto foram extraidos com
etanol 40% (v/v) (HAMINIUK et al., 2011) em frascos Erlenmeyer contendo 1 g de
amostra para 20 mL de solvente. Os frascos foram agitados em shaker, a 120 rpm por
3 horas. Ap0s esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos
e 0 sobrenadante de cada amostra foi filtrado em membrana de PVDF, com diametro
de 13 mm e poro 0,45 pum. As amostras filtradas (extrato bruto com compostos

bioativos) foram armazenadas em frascos ambar e estéreis no congelador, a - 18°C.
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5.3.1 Quantificacdo de Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados no extrato bruto por analise
colorimétrica, segundo a metodologia de SINGLETON et al. (1965) a 765 nm,
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau e o &cido gélico como padréo. Os resultados
obtidos foram expressos em equivalentes de acido galico (GAE) (VASCO et al., 2008).

5.4 ANTIBIOTICOS (PREPARO DE SOLUCOES)

Com a finalidade de se averiguar a resisténcia ou ndo das bactérias, foram
utilizados como controles positivos dois tipos diferentes de antibiéticos: a cefalexina
(Medley) e a amoxicilina (EMS). O preparo da solugéo de cada antibidtico foi realizado
da seguinte forma: Misturou-se 60 mg do p6 de cada um, proveniente da capsula, em
100 mL de agua destilada. Sendo que na utilizacdo, nos testes de difusdo em agar
com perfuracdo de pocos, foram analisadas as concentracdes de 30 e 15 ug para 100

pL de solucao.

5.5 AVALIACAO DE ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS

5.5.1 Teste de Difusdo em Agar com Perfuracéo de Pocos

A atividade antimicrobiana dos compostos foi avaliada de acordo com a
metodologia sugerida pela National Commitee for Clinical Laboratory Standart
(NCCLS, 2003).

As avaliagOes foram procedidas utilizando-se todos os extratos com uma cepa
de cada vez. Primeiramente, 48 horas antes da realizacdo dos testes, o0s
microrganismos foram ativados em caldo BHI, depois de 24 horas foram repicados

para placas com agar nutriente e, entdo, no hora do ensaio foram inoculados em
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solucao salina estéril (0,9% m/v). Sendo o in6culo padronizado conforme descrito em
5.5.3.

5.5.2 Preparo de Placas de Petri para os Ensaios

As placas de Petri utilizadas para os testes foram autoclavadas com papéis
filtros em sua superficie (ou seja, na sua tampa), para evitar riscos de contaminacao.
Foi preparado, também, meio de cultura 4gar Mueller-Hinton para preenchimento de
40 mL por placa. As placas, o meio e os cilindros de aco inoxidavel, de 8 mm de
didametro, usados para perfuracao, foram esterilizados em autoclave, a 121 °C por 15
minutos.

Utilizando-se a camara de fluxo laminar, o procedimento em cada placa foi
assim preparado: adicionou-se 20 mL do meio de cultivo, citado aqui anteriormente,
para formacao de uma camada basal; depois de endurecido o meio, foram colocados
os cilindros, sendo 3 em cada placa (para a triplicata); entdo, se acrescentou mais 20
mL de &gar Mueller Hinton; apds resfriamento do meio, foram retirados os agos com
auxilio de uma pinga estéril (GHENOV, 2014).

5.5.3 Padronizacéo do In6culo e Inoculagéo

Os in6culos foram padronizados por meio da Escala de McFarland, sendo
realizada no dia do teste. Nesse sentido, foi feito o padrao equivalente ao valor de 0,5
desta escala, que corresponde a mistura de 0,5 mL da solucédo de BaCl2 0,048 mol/L
e 99,5 mL da solugédo de H2S04 1% (v/v). Isto se assemelha a uma suspenséo que
contém cerca de 1 a 2x108 células/mL de bactérias (NCCLS, 2003).

Com ajuda de uma alca de platina estéril, as bactérias foram inoculadas em
tubos de ensaios, contendo solucao salina estéril (0,9 m/v), que foram agitados em
agitadores do tipo vortex para mistura e homogeneizacéo da solucdo. Comparou-se

visualmente a igualdade da densidade éptica da suspensao de células do in6culo a
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da escala de McFarland, com auxilio de uma folha branca com linhas contrastantes
pretas (GHENOV, 2014).

A inoculacéo foi feita em agar Mueller-Hinton, até 15 minutos depois da
padronizacdo. Os passos adaptados dessa metodologia, descrita por FERRONATO e
SALMASO (2010) esta apresentada na Figura 10.

I. O swab, que deve ser estéril, € mergulhado no indculo padronizado;

II. Apertando-se e girando-se o swab contra a parede do tubo de ensaio, €
removido o excesso de inoculo;

lll.  Com estrias bem juntas uma da outra, é passado o swab na superficie do agar,
tomando-se cuidado para n&o atingir o interior dos pocos. O que deve ser
repetido mais duas vezes, girando-se a placa em torno de 60 °C a cada vez.
Por ultimo, o swab é passado em toda a borda da placa.

IV. Pode-se deixar as tampas entreabertas por 3 a 5 minutos, na cabine de fluxo

laminar, para retirada do excesso de umidade;

+ 2 vezes

Figura 10 — Inoculacao das placas para os ensaios de difusdo em agar com pocgos.
Fonte: FERRONATTO & SALMASO, 2010.



5.5.4 Aplicagdo das Amostras e dos Antibidticos nas Placas

Para a verificacdo da atividade antimicrobiana, foram aplicados nas placas
inoculadas, um extrato bruto (100%), trés diluicdes hidroalcodlicas do mesmo (75, 50
e 25%) e mais duas misturas do composto bruto com cada um dos antibioticos,
50/50% e 75/25%, respectivamente. Como controle positivo, usou-se os farmacos,
cefalexina e amoxicilina, 50 e 25%, e um controle negativo, o etanol 40%. As

concentracdes dos antibidticos e extratos utilizados podem ser visualizadas na Tabela

1.

Tabela 1 - Concentragdes dos antibidticos (amoxicilina e cefalexina) e dos extratos

hidroalcodlicos (bagaco de uva bordé e cha preto) em cada poco.

Amostras Concentragao*
Etanol 40% 40 pL
Antibiético 50% 30 ug
Antibidtico 25% 15 pg
Extrato 100% 5.000 pg
Extrato 75% 3.750 ug
Extrato 50% 2.500 pg
Extrato 25% 1.250 pg

Extrato 50% + Antibiotico 50%
Extrato 75% + Antibiotico 25%
Extrato 50% + Antibiotico 50%

Extrato 75% + Antibiotico 25%

*Concentracdo em pL ou pg de amostra para 100 pL de solucgéo.

Em um ambiente estéril, foram depositados em cada poco (triplicata) 100 pL
de uma das solucdes ditas acima. Posteriormente, as placas foram incubadas por
aproximadamente 18 horas em estufas, a 37 °C. Terminado este periodo, mediu-se

as zonas de inibicdo do crescimento microbiano, em milimetros, com ajuda de um

paquimetro.

2.500 pug + 15 g
3.750 ug + 7,5 pg
2.500 pug + 15 pg
3.750 ug + 7,5 pg
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5.5.5 Determinacdo da Concentracgao Inibitoria e Bactericida Minima (CIM / CBM)

A andlise da concentracao inibitéria minima, dos extratos e dos antibiéticos,
foi feita na bactéria que apresentou maior sensibilidade no estudo anterior. Foi
realizada através do método da macrodiluicdo em caldo, com base no protocolo da
Nature Protocols: “Agar and broth dilution methods to determine the minimal inhibitory
concentration (MIC) of antimicrobial substances” (WIEGAND et al., 2008). Para esta
determinacao, utilizou-se as concentracdes dos antibiéticos que estédo representadas
na Tabela 2, e dos extratos as retratadas na Tabela 3. A avaliacdo da inibicdo foi

realizada apos 16-20 horas de incubacéo dos tubos de ensaio, cultivados a 37°C.

Tabela 2 — Concentragdes dos antibidticos e concentracgdes finais utilizadas no teste CIM.

9 128 64

1 64 32

3 32 16

7 16 8

1 8 4

3 4 2

7 2 1

1 1 0,5

3 0,5 0,25
7 0,25 0,125
1 0,125 0,0625
3 0,0625 0,03125

*Concentracao final obtida apés a adicdo de 1 mL da suspensdo bacteriana em um tubo
contendo 1 mL de cada antibi6tico diluido em caldo nutriente.
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Tabela 3 — Volume dos extratos hidroalcodlicos e concentracdes finais utilizadas no teste CIM.

Volume de extrato Volume de caldo Concentragao Concentragao final no
hidroalcoélico (mL)* nutriente (mL) obtida (mg\L) teste (mg/L)?
1 0 50.000 25.000

0,9 0,1 45.000 22.500
0,8 0,2 40.000 20.000
0,75 0,25 37.500 18.750
0,7 0,3 35.000 17.500
0,6 0,4 30.000 15.000
0,5 0,5 25.000 12.500
0,4 0,6 20.000 10.000
0,3 0,7 15.000 7.500
0,25 0,75 12.500 6.250
0,2 0,8 10.000 5.000
0,1 0,9 5.000 2.500

1Volume do extrato hidroalcodlico 100% (50.000 mg/L) a ser diluido em caldo nutriente.
2 Concentracéo final obtida apds a adicdo de 1 mL da suspenséo bacteriana em um tubo
contendo 1 mL de cada extrato hidroalcodlico diluido em caldo nutriente.

A determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada
segundo a metodologia descrita pelo mesmo protocolo mencionado acima. Neste
teste, usou-se as amostras que possuiam concentra¢des mais proximas daquela onde
houve inibicdo da cepa bacteriana, verificada na analise da CIM. Amostras de 100 pL
do conteudo dos tubos do teste CIM, foram pipetadas em placas de Petri contendo
agar nutriente, através da técnica de espalhamento. Transcorridas 16-20 horas de

incubagéo (37°C), foi verificado o crescimento ou a inibigdo bacteriana.

5.6 TESTES ESTATISTICOS

Para analise dos dados foram feitos testes estatisticos, teste de Tukey (p <
0,05), para comparacédo das medias e para verificacdo das diferencas significativas

entre os experimentos de controle e os tratamentos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Coloracédo de Gram, Provas Bioguimicas e Meios Seletivos e/ou Diferenciais

Com o objetivo de controlar qualitativamente as bactérias para o estudo, foram
realizadas para as cinco cepas estudadas a coloracdo de Gram e as provas
bioguimicas. Com os dados fornecidos pelos testes (Quadro 6) foi possivel verificar
as caracteristicas fisiologicas dos microrganismos e a maneira de atuacdo do

metabolismo bacteriano.

Bactérias
Testes . P. S. E.
Controle | E.coli'® | S. aureus? . a . 5
aeruginosa pyogenes faecalis
Gram - + - + +
Lactose - + + - + +
. Sem gas Com gas Sem gas . . Sem gas
Glicose Sem gas (- Sem gas (+
() +) +) 50 st
Vermelho de
: - + + - + +
Metila
Indol - + - - - -
Citrato Simmons = - - + - -

Quadro 6 — Resultados dos testes de Gram e bioquimicos.
LATCC 25922; 2ATCC 25923; 3 ATCC 27853; 4 ATCC 19615; 5 ATCC 29212.

A coloracdo de Gram € uma técnica utilizada para diferenciar bactérias,
referindo-se a composicéo da parede celular. As Gram-positivas contém uma camada
grossa de peptideoglicano e acido teicoico, e as Gram-negativas apenas uma fina
base do primeiro composto sobre a qual se encontra outra camada, constituida por
lipoproteinas, proteinas, fosfolipideos e lipopolissacarideos (RIBEIRO e SOARES,
2002). Ao final do processo pratico, devido a sequéncia de etapas realizadas, com
corantes e alcool, as células das bactérias Gram-positivas ficam coradas de violeta e

das Gram-negativas se tornam rosas.
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Atestou-se que trés das espécies de bactérias utilizadas nos estudos sdo
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Enterococcus
faecalis) e que as outras duas sdo Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa). A Figura 11 mostra as imagens captadas da coloragdo de Gram dessas

bactérias, neste estudo.

Figura 11 — Fotografias das bactérias estudadas, em microscépio éptico, apds coloracdo de
Gram, com aumento de mil vezes.

A: E. coli ATCC 25922; B: S. aureus ATCC 25923; C: P. aeruginosa ATCC 27853; D: S. pyogenes
ATCC 19615; E: E. faecalis ATCC 29212.

Com relacdo as provas bioguimicas, o teste da lactose tem como principio
definir a capacidade de uma bactéria hidrolisar esta substancia integrada num meio
base com formacao de acido. Desta forma, o microrganismo que contenha a enzima
lactase consegue fracionar a lactose em D-glicose e D-galactose, sendo que a
fermentacado desta libera acidos. J& a bactéria que ndo contém a enzima citada, ndo

libera acidos e deteriora a peptona contida no meio, restando NHs. Com a presenca
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desta base e do indicador vermelho de fenol, ocorre a viragem deste para um pH
alcalino (RIBEIRO e SOARES, 2002). Assim, na visualiza¢ao do resultado, se o meio
base estiver rosa (ou pouco alaranjado), ndo ha acidos; e se ele estiver amarelo, a
acidez se faz presente.

Das bactérias estudadas, somente a Pseudomonas aeruginosa nao libera
acidos a partir da degradacao da lactose. Porque ela ndo possui lactase, o que gera
um resultado negativo no teste (Figura 12). Os resultados obtidos estdo de acordo
com o esperado (VETBACT).

Figura 12 —Resultados do teste da lactose.
A: E. coli ATCC 25922; B: S. aureus ATCC 25923; C: Controle; D: P. aeruginosa ATCC 27853; E:
S. pyogenes ATCC 19615; F: E. faecalis ATCC 29212.

No teste da glicose os microrganismos que fazem a fermentagdo desse
acucar liberam acidos. E alguns deles, além de gerarem acidos, possuem a enzima
formiase, degradam o &cido férmico e produzem géas. O resultado é negativo se ndo

houver fermentacéo, deixando a cor do meio rosa (ou alaranjada). Se for positivo o
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meio ficara com a cor amarela, porque houve producao de acidos, e se houver bolhas
significa que houve producao de gases (RIBEIRO e SOARES, 2002).

Na Figura 13, observa-se que somente a P. aeruginosa néo fermenta a glicose
e apenas a Escherichia coli libera gases no processo. Estes resultados podem ser
confirmados pelo site da VETBACT e pelo LAMISSION, sendo que este ultimo valida

o resultado negativo da P. aeruginosa.

Figura 13 — Resultados do teste da glicose.
A: Controle; B: S. aureus ATCC 25923; C: E. coli ATCC 25922; D: P. aeruginosa ATCC 27853; E:
S. pyogenes ATCC 19615; F: E. faecalis ATCC 29212.

O teste de vermelho-de-metila avalia a capacidade do microrganismo produzir
acidos organicos moderadamente estaveis, através da fermentacdo da glicose, de
maneira que venca o tamponamento do meio. Entdo, se a cor do meio ficar vermelha
o resultado € positivo, indicando a producédo de acido com a fermentacéo da glicose,
originado pH final baixo (4,5), superando o sistema tampéao de fosfato. Contudo, num

resultado negativo, a cor do meio permanece amarela, pois mesmo que 0s
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7

microrganismos produzam &cidos, o pH €é maior (6,0); porque eles seguem
metabolizando os primeiros compostos da fermentagdo pela descarboxilagdo, que
gera acetoina (RIBEIRO e SOARES, 2002).

Das bactérias estudadas, a E. coli, 0 S. aureus, o S. pyogenes e o E. faecalis
sdo VM (+). Os dados estao apresentados na Figura 14, e sdo comprovados para a
E. coli, P. aeruginosa e E. faecalis pela VETBACT; para o S. aureus por EL-HADEDY
e EL-NOUR (2012); e para 0 S. pyogenes por FELSIA et al. (2011).

Figura 14 — Resultados do teste de vermelho-de-metila.
A: E. coli ATCC 25922; B: S. aureus ATCC 25923; C: Controle; D: P. aeruginosa ATCC 27853; E:
S. pyogenes ATCC 19615; F: E. faecalis ATCC 29212.

No teste de producéo de indol se faz a determinacdo do potencial de uma
bactéria produzir indol através da degradacdo de uma molécula de triptofano. No
momento da leitura do teste, se adiciona gotas do reativo de Kovacs e este revela a
presenca de indol, caso o resultado seja positivo. O que ocorre, neste caso, € que 0
p-dimetil-amido-benzaldeido se une a molécula de indol, gerando uma substancia
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quinoidal de cor vermelha, manifestada pelo anel que se forma na massa alcodlica da
superficie do meio. Esta reacéo de cor se faz por causa da reag¢éo dos grupos CHz do
anel pirrdlico (presente na molécula de indol) com o aldeido, que estando em meio
acido, da origem a uma quinona (RIBEIRO e SOARES, 2002). No teste negativo, o
anel formado apresenta a cor do reagente utilizado.

Nesta avaliacdo, verifica-se, através da Figura 15, que apenas a Escherichia
coli degrada a molécula de triptofano, produzindo, portanto, indol. Os resultados sao
atestados pelos sites VETBACT, MICROBIOLOGY LABORATORIES, SIGMA-
ALDRICH e pelos estudos feitos por EL-RADEDY e EL-NOUR (2012) e FELSIA et al.
(2011).

Figura 15 — Resultados do teste de producéo de indol.
A: S. aureus ATCC 25923; B: P. aeruginosa ATCC 27853; C: Controle; D: E. coli ATCC 25922; E:
S. pyogenes ATCC 19615; F: E. faecalis ATCC 29212.

No teste do citrato se analisa a capacidade de um microrganismo usar este
composto como Unica opcdo de carbono para seu crescimento, causando

alcalinizagdo. Os microrganismos que metabolizam tal substrato, pelo ciclo de Krebs
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ou pela fermentacdo, geram como produtos finais, num meio alcalino, acetato +
formato. No meio de fermentacé@o ha sais de amdnia inorganica, além do citrato. E a
bactéria capaz de utiliza-lo como exclusiva fonte de carbono, também usa os sais
mencionados como fonte restrita de nitrogénio. O que faz com que estes se
desdobrem em amoniaco, deixando o meio alcalino (RIBEIRO e SOARES, 2002).

A P. aeruginosa € a Unica bactéria estudada que utiliza o citrato como fonte
de carbono (Figura 16). A mesma resolucéo, para as bactérias em estudo, foi afirmada
pela VETBACT, LAMISSION e pela pesquisa feita por FELSIA et al. (2011).
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Figura 16 — Resultados do teste do citrato.
A: Controle; B: E. coli ATCC 25922; C: S. aureus ATCC 25923; D: S. pyogenes ATCC 19615; E:
E. faecalis ATCC 29212; F: P. aeruginosa ATCC 27853.

Com relacdo aos meios de cultivo, para selecionar e diferenciar bactérias,
foram escolhidos os seguintes: agar MacConkey e agar cetrimide. O primeiro,
segundo a empresa BIOSYSTEMS, contendo 0,15% de sais biliares, cristal violeta e
cloreto de sodio, é indicado para isolamento seletivo e diferenciacdo de coliformes e
outros patdégenos entéricos. E utilizado para reconhecimento e isolamento de

microrganismos Gram-negativos, seja de amostras clinicas, de laticinios e alimentos,
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de &gua, industriais ou farmacéuticas. Ele € seletivo pois sua concentracdo de sais
biliares inibe organismos Gram-positivos.

Bactérias Gram-negativas frequentemente se desenvolvem bem no agar
MacConkey e se diferenciam pela capacidade em fermentar lactose. As
fermentadoras desta substancia crescem como coldnias vermelhas ou rosadas e
podem ser envolvidas por uma zona de precipitacdo &cida de bile. A cor vermelha
aparece por causa da producéo de acido, devido a degradacao da lactose, absorcao
do vermelho neutro, e consequentemente troca na coloragdo quando o pH do meio
fica menor que 6,8. Linhagens nado-fermentadoras do composto sao transparentes,
incolores, e normalmente néo alteram a aparéncia do meio (BYOSISTEMS).

Deste modo, a andlise do crescimento das bactérias investigadas nesta
pesquisa confirmou o que esta exposto acima. Pois, como pode ser visto na Figura
17, no meio de cultivo em questéo, s6 houve crescimento das bactérias: Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, que por sinal, sdo Gram-negativas. Sendo que a E.
coli, por degradar a lactose, deixou 0 meio de cultivo rosa, e a P. aeruginosa ficou com

colénias bem claras por ndo ser fermentadora da substancia.

Figura 17 — Resultados do crescimento bacteriano em agar MacConkey.
A: Controle; B: E. coli ATCC 25922; C: S. aureus ATCC 25923; D: P. aeruginosa ATCC 27853; E:
S. pyogenes ATCC 19615; F: E. faecalis ATCC 29212.
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J& o agar cetrimide, conforme descri¢cdo do fabricante HIMEDIA, atua como
um meio seletivo para o isolamento de Pseudomonas aeruginosa de espécimes
clinicos. Ele € um sal de amdnio quaternario, que age como um detergente catibnico,
reduzindo a tensao superficial no ponto de contato. Além disso, possui complexante,
precipitante e efeitos desnaturantes nas proteinas de membrana bacterianas. Ele
demonstra ac¢des inibidoras em uma gama diversidade de microrganismos, incluindo
Pseudomonas, com excecdo da espécie P. aeruginosa. Sendo assim, conforme a
Figura 18, fica claro que, das bactérias em estudo, apenas esta poderia crescer no

agar cetrimide.

Figura 18 — Resultados do crescimento bacteriano em agar cetrimide.
A: Controle; B: E. coli ATCC 25922; C: P. aeruginosa ATCC 27853; D: S. aureus ATCC 25923; E:
S. pyogenes ATCC 19615; F: E. faecalis ATCC 29212,

Além das analises anteriores, também se fez uso do caldo enriquecido
ReadyCult Coliforms, que segundo a PRO-ANALISE, é um meio seletivo para
deteccdo conjunta de coliformes totais e Escherichia coli. A qualidade nutritiva das

peptonas e do tampao de fosfato existentes nesse caldo de enriquecimento promovem
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o crescimento rapido dos coliformes, enquanto o lauril fosfato impossibilita que a flora
associada se desenvolva, principalmente, a Gram-positiva. A identificacdo de
coliformes totais e E.coli € possivel porque o substrato cromogénico X-GAL, que €
incorporado ao meio, é quebrado por estes primeiros, e o substrato fluorogénico MUG,
€ bem intrinseco para esta bactéria. A presenca dos coliformes e da E. coli é
estabelecida pela mudanca de coloragdo do meio, que passa a ser esverdeada ou
azulada.

Neste trabalho, a qualidade de uma das bactérias estudadas, no caso a E.
coli, foi certificada com base nas informacdes acima. Sendo que o resultado desta
pratica esta explicito na Figura 19.

Figura 19 — Resultado do ReadyCult Coliforms.
A: Controle; B: E. coli ATCC 25922.

Outro caldo utilizado, porém para analise de E. faecalis, foi o Enterolert. Este
meio, segundo a IDEXX, usa uma tecnologia de substrato definido (Defined Substrate
Technology — DST), um indicador nutriente para detectar enterococos. Sendo que este
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fluoresce quando metabolizado por tal género de bactérias. O resultado disto,
realizado no estudo, pode ser observado na Figura 20.

Figura 20 — Resultado do Enterolert.
A: Controle; B: E. faecalis ATCC 29212.

6.2 Quantificacdo de Compostos Fendlicos Totais

Para a realizacdo da quantificagdo dos compostos fendlicos totais presentes
nos extratos hidroalcodlicos de bagaco da uva bordd e do cha preto fez-se a curva
padrdo de acido galico, obtendo-se o Grafico 1.
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Grafico 1 — Curva padréo de &cido galico (n=3).

Com o ajuste linear dos dados de absorbancia e concentracéo de acido galico
obteve-se a equacédo da reta 'y = 0,0011x — 0,0366 e um valor de R? igual a 0,9998, o
que indicou que a equacdo obtida poderia ser utilizada para a quantificacdo de
fendlicos nas amostras dos extratos hidroalcodlicos.

Os resultados obtidos nas analises dos extratos de bagaco de uva e cha preto
foram expressos em equivalentes de &cido galico (GAE) por grama de amostra seca.
A quantidade de fendlicos totais no extrato hidroalcodlico de cha preto foi de 100 mg
GAE/g e no extrato de bagac¢o da uva bordé foi de 36 mg GAE/q.

Na Tabela 4, é possivel comparar os valores obtidos com dados da literatura,
relacionados a quantidade de compostos fendlicos totais encontrados em amostras
de cha preto e bagaco de uva. Pode-se ver que maiores valores destes compostos
sdo encontrados em amostras de cha preto.

Deve se levar em consideracdo que o chi e a uva (bagaco) em questéo
possuem diferentes compostos fendlicos em sua composicéo, e que devido a isto,
podem divergir na quantidade existente dos mesmos. Neste primeiro, por exemplo,
sabe-se que ha uma concentragdo grande de flavonoides, principalmente,
relacionados as catequinas. Na producdo do cha preto, estas sdo oxidadas
enzimaticamente, resultando numa mistura complexa de polifendis, composta por

teaflavinas, teasinensinas e tearubiginas (LIMA et al., 2009).
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Tabela 4 — Compostos fendlicos totais (mg de GAE/g) em amostras de cha preto e bagaco de

uva.
Composto Método EAG/g Fonte
Extracdo com
89,86 OH et al. (2013)
etanol 90%
Cha Preto
Infusdo em agua a RAMALHO et al.
144,3
100 °C (2013)
Extracdo com — ROCKENBACH
Bagaco de Uva | metanol acidificado ’ (2008)
Bordod Extragdo com CZAMANSKI
77,30
etanol 70% (2013)

Na uva, por outro lado, os flavonoides mais encontrados sdo os flavondis,
catequinas (flavan-3-ols) e antocianinas, sobretudo em uvas tintas. Os bagacos retém
0s compostos polifendlicos depois da fabricacdo de sucos e vinhos, num volume de
60 — 70% de fendlicos nas sementes e de 20 — 30% nas cascas (SOUZA, 2013).

A variacdo obtida na composicao fendlica intraespecifica e interespecificas
pode se dar por diversas formas, por distintas condicdes de extracdo, concentracao e
solvente empregado, tempo e temperatura. No caso da uva, pelo tipo e pelas
condicBes de cultivo. Na questéo do cha, pelas condi¢cdes de producdo utilizadas pela
industria, desigualdades na composicdo do vegetal (proporcdes de folhas), diferencas
nas condi¢cdes climaticas e ambientais, de condi¢des fisiopatoldgicas da planta e de
plantio (GHENQV, 2014).

6.3 Difusdo em Agar com Perfuracéo de Pocos

Os resultados dos testes de difusdo em agar com perfuragéo de pogos podem
ser observados na tabela 5, onde estdo relacionadas as concentragbes dos

antimicrobianos avaliados e a zona de inibicdo correspondente para cada bactéria.



66

Tabela 5 — Resultados da atividade antibacteriana dos controles e extratos hidroalcodlicos do

bagaco de uva bordd e ché preto: média = DP (n=3).

Zona de inibigdo (mm)*;
Controles E. coli S. aureus P. aeruginosa S. pyogenes E. faecalis
ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC27853 ATCC19615 ATCC 29212
Etanol 40% = = = — —
Cefalexina 50% | 19,33 +1,15%" o? —f —e —f
Cefalexina 25% 15 + 0°¢ 37,17 +2,52°¢ —f —e —f
Amoxicilina 50% | 18,5+0,87° 43,6 +1,21° —f 31,25+0,25° 32+1%
Amoxicilina25% | 17,17 +1,04 42,27 +0,40° —f 30,75 +0,25* 30,33 +1,61¢
Zona de inibigao (mm)*;
Extratos E. coli S. aureus P. aeruginosa S. pyogenes E. faecalis
ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 27853 ATCC 19615 ATCC 29212
Uva 100% — 11,83+1,15 13,92 +0,52 — —
Uva 75% — 10,33+2,08 15,83+2,32 — —
Uva 50% — 12,17+1,04 18,83+1,01 — —
Uva 25% = o = — —
Uva 50% +
+ b + d _f € _f
Cefalexina 50% 18,5+0,87 33,83+1,26
Uva 75% +
15,17 +0,29¢ 29,17 +1,04¢ —f —¢ 11,17 +1,04¢
Cefalexina 25% > 0,29 % /0 ’ /0
0,
Uv? SOA * 19,67 £ 0,29° o? 17,5+0,87¢ 32,17+0,76° 33,17 + 1,042
Amoxicilina 50%
0,
UV? 75 %t 16,33 + 0,29 o2 19,92 +0,14° 29,42 +0,14% 31,67 0,58
Amoxicilina 25%
Cha 100% — 13+0,5 19,08 + 1,28 — —
Cha 75% = 12+ 0 145+1,5 — —
Cha 50% — — 21,33 +3,09 — —
Cha 25% = = 17,5+1,30 = —
Cha 50% +
1 + b +0,29¢ 42,08 +2,04° —e —f
Cefalexina 50% 9,33+0,58 30,83 £ 0,29 ,08£2,0
Cha 75% +
15 + 0° 25,5+0,44° 19,58 +0,38¢ —e _f
Cefalexina 25% >+0 50, 9,58+0,38
4 0,
Ch? ?.M * 19,83 +0,29° 43,18+1,83* 12,22+1,09° 30,17+0,29° 32,05+0,5%®
Amoxicilina 50%
< 7507 4
Ch? 75/’ 15,17 £0,29% 41,93 +0,80° o? 29,33+0,58¢ 27,83 +1,53¢
Amoxicilina 25%
*O didmetro da zona de inibi¢&o inclui o do poc¢o (8 mm). — Sem inibigao; ¢ Total inibicao.

** | etras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca estatistica entre os resultados

(p <0,05).

Observa-se que o etanol 40% foi um bom agente de controle negativo, pois

permitiu o crescimento de todas as bactérias estudadas, o que pode ser observado

nas Figuras 21-25. Agora, com relacdo aos controles positivos, nem todos propiciaram



67

um bom efeito sob o desenvolvimento bacteriano. No caso da P. aeruginosa, por
exemplo, nenhum dos antibiéticos, nas concentracdes avaliadas (de 30 e 15 ug),

conseguiu impedir sua propagacéao. A Figura 21 exibe esta alta resisténcia da bactéria.

Figura 21 - Halos deinibicdo dos controles negativos e positivos sob Pseudomonas aeruginosa.
A: Cefalexina 25%; B: Cefalexina 50%; C: Etanol 40%; D: Amoxicilina 50%; E: Amoxicilina 25%.

Analisando-se a tabela 5, percebe-se também que a cefalexina nao inibiu o
crescimento in vitro do Streptococcus pyogenes e do Enterococcus faecalis. Contudo,
estes microrganismos se mostraram sensiveis a agdo de amoxicilina. Estes dados

podem ser verificados nas Figuras 22 (S. pyogenes) e 23 (E. faecalis).
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Figura 22 —Halos de inibicdo dos controles negativos e positivos, sob Streptococcus pyogenes.

Figura 23 — Halos de inibicdo dos controles negativos e positivos, sob Enterococcus faecalis.
Nota: 50 pL = 50% e 25 pL = 25%.



69

Com relacdo as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, foi
verificado que os dois antibi6ticos inibiram o crescimento. Com uma inibi¢do maior na
segunda bactéria mencionada, que manifesta ser bastante sensivel aos farmacos
utilizados. As Figuras 24 (para E. coli) e 25 (para S. aureus) mostram os halos de

inibicdo ocasionados pelo etanol 40%, pela cefalexina e amoxicilina.

Figura 24 — Halos de inibicdo dos controles negativos e positivos, sob Escherichia coli.

Os resultados obtidos relacionados aos controles positivos estdao de acordo
com os dados mencionados na bula da cefalexina, produzida pela MEDLEY
INDUSTRIA FARMACEUTICA LTDA (2014), e na da amoxicilina, fabricada pela EMS
S/A (2015).

Na bula da cefalexina consta as informac¢des dos microrganismos dos quais
ele ndo impede o crescimento, dentre eles, todas as espécies de Pseudomonas; além
disso, € apontado que a maioria das cepas de enterococos sdo resistentes a
cefalexina. Ademais, na bula deste medicamento é possivel saber em que diametro
do halo de inibicdo, os microrganismos sdo sensiveis ou ndo a ele. Quando o

comprimento for 2 18 mm, o organismo € suscetivel ao antibidtico; quando estiver
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entre 15 e 17 mm, é intermediario, e quando estiver < 14mm, o microrganismo &
resistente. Portanto, das bactérias estudadas, a que apresentou sensibilidade a
cefalexina foi o S. aureus e a E. coli, sendo que esta s6 para a concentracdo de 30

ug.

Figura 25 — Halos de inibicdo dos controles negativos e positivos, sob Staphylococcus aureus.
A: Amoxicilina 25% (esquerda) e amoxicilina 50% (direita); B: etanol 40%; C: Cefalexina 50%

(esquerda) e cefalexina 25% (direita).

A bula da amoxicilina confirma os resultados obtidos no teste, pois o
antibiético € indicado para o tratamento de todas as infec¢Bes causadas pelas
bactérias utilizadas neste estudo, com excecao da cepa de Pseudomonas. Isto devido
ao fato desta produzir betalactamases, degradando, assim, o farmaco (EMS S/A,
2015). Com relacao a interpretacao dos halos de inibicdo provocados pela amoxicilina,
segundo a National Commitee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS, 2006),
enterobactérias sao resistentes ao medicamento se a zona de inibigao delas for < 13

mm e sao sensiveis se o diametro do halo for = 17 mm. J4 para Staphylococcus sp.



71

se o0 comprimento € < 28 mm, o microrganismo é resistente, se 2 29 mm, tende a ser
sensivel. Com isso, todas as bactérias analisadas, salvo P. aeruginosa, apresentam

sensibilidade a amoxicilina.

6.3.1 Extratos Hidroalcodlicos do Bagaco de Uva Bordd

A respeito da avaliacao antibacteriana dos extratos hidroalcodlicos do bagaco
de uva (Tabela 5), observou-se que os extratos diluidos e o bruto ndo inibiram o
crescimento das seguintes bactérias: E. coli (Figura 26), S. pyogenes (Figura 27) e E.
faecalis (Figura 28).

Figura 26 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bordd, sob

Escherichia coli.
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Figura 27 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do baga¢o de uva bordd, sob

Streptococcus pyogenes.

Figura 28 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bord6, sob

Enterococcus faecalis.
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O que também se observa na tabela 5 é que, para estas trés bactérias, 0s
extratos do bagac¢o de uva em combinagcdo com os antibiéticos, ndo causaram uma
diferenca significativa nos valores, quando comparados aos halos de inibicdo dos
medicamentos isolados. Isto com excecdo da mistura de uva + amoxicilina 50%, para
E. coli; de uva com amoxicilina, para S. pyogenes; e de uva + cefalexina 25%, para E.
faecalis. Porém, mesmo para estes casos, a diferenca de valores nao foi tdo grande.
Ou seja, em sua grande maioria, somente houve inibicdo na propagacdo bacteriana
por causa do efeito provocado pelo farmaco. Isto pode ser vislumbrado pela Figura 29
(E. coli), Figura 30 (S. pyogenes) e Figura 31 (E. faecalis).

Os valores maiores encontrados na combinagdo de extrato de uva e
amoxicilina (50/50%), nas duas primeiras bactérias citadas, e do mesmo extrato com
cefalexina (75/25%), para a ultima bactéria, ocorreu devido a um efeito sinérgico entre

as duas substancias.

Figura 29 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bordd em

combinagdo com os antibioticos, sob Escherichia coli.
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Figura 30 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva borddé em

combinacdo com os antibiéticos, sob Streptococcus pyogenes.

Figura 31 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bordd em
combinacdo com os antibiéticos, sob Enterococcus faecalis.
Nota: 75 pL = 75%, 50 pL = 50% e 25 pL = 25%.
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Quanto a Pseudomonas aeruginosa, analisando-se a Tabela 5, é visto que os
extratos hidroalcoodlicos do bagaco de uva (100, 75 e 50%) tiveram uma boa acao

contra o crescimento da bactéria. O que pode ser observado pela Figura 32.

Figura 32 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bord6, sob
Pseudomonas aeruginosa.
A: Bagaco de uva bord6 25%; B: Bagago de uva bordd 50%; C: Bagaco de uva bordd 100%
(esquerda) e 75% (direita).

Foi observado também que esses mesmos extratos junto com o antibiético
cefalexina, ndo causam inibicdo no crescimento da Pseudomonas. Entretanto, a
combinacao deles com as concentracdes testadas de amoxicilina (75/25% e 50/50%)
gerou um efeito positivo contra o desenvolvimento microbiano, fato ndo encontrado
na utilizacao deste ultimo farmaco sozinho. O resultado dessas interacdes pode ser
visto na Figura 33.
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Figura 33 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva borddé em
combinagdo com os antibidticos, sob Pseudomonas aeruginosa.

A: Bagaco de uva bord6 + cefalexina, 50/50% (esquerda) e 75/25% (direita); B: Bagac¢o de uva
bordd + amoxicilina, 50/50% (esquerda) e 75/25% (direita).

No Staphylococcus aureus, os extratos do bagaco de uva, bruto e diluidos,
tiveram acdo antibacteriana menor do que a existente na P. aeruginosa, exceto na
concentracdo correspondente a 25%, onde houve inibicdo total do primeiro

microrganismo (Figura 34).
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Figura 34 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bordd, sob
Staphylococcus aureus.

A: Bagaco de uva bordd, 100% (esquerda) e 75% (direita); B: Baga¢co de uva bordd, 50%
(esquerda) e 25% (direita).

Acerca da combinacdo extrato + amoxicilina, pelos valores dos halos de
inibicdo obtidos, encontrados na Tabela 5, é possivel ver que houve um maior
potencial antibacteriano destes compostos misturados, sobre o S. aureus, do que
guando isolados, inibindo 100% da propagacdo bacteriana. E se tratando da
cefalexina em conjunto com o extrato, a inibicdo ndo foi mais elevada quando em
comparacao com o antibiético, porém, ainda assim houve bloqueio no crescimento
(Figura 35).



78

Figura 35 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do bagago de uva bordé em
combinacdo com os antibiéticos, sob Staphylococcus aureus.

A: Bagaco de uva bord6 + cefalexina, 50/50% (esquerda) e 75/25% (direita); B: Baga¢o de uva
bordd + amoxicilina, 50/50% (esquerda) e 75/25% (direita).

6.3.2 Extratos Hidroalcoodlicos do Cha Preto

Em referéncia ao potencial antibacteriano dos extratos hidroalcodélicos do cha
preto, com base na Tabela 5, verifica-se que, da mesma forma que os extratos do
bagaco de uva, eles ndo conseguiram impedir 0 progresso bacteriano das espécies:
Escherichia coli (Figura 36), Staphylococcus aureus (Figura 37) e Enterococcus
faecalis (Figura 38). Mostrando, assim, que as cepas estudadas destes

microrganismos sao resistentes a ambos extratos isolados.
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Figura 37 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do cha preto, sob Streptococcus

pyogenes.
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Figura 38 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcoélicos do cha preto, sob Enterococcus

faecalis.

No caso da E. coli, se tratando da interacdo extrato + antibidtico, constata-se
que o extrato de cha preto com cefalexina ndo variou significativamente no valor do
didmetro do halo de inibicdo, comparado a este medicamento isolado ou a
combinacao feita com o extrato do bagaco de uva. Isto pode ser olhado pela Figura
39. J4 para a amoxicilina houve pouca variacao.

Para o S. pyogenes e E. faecalis, nota-se que a mistura do ch& preto com a
cefalexina ndo inibiu o crescimento de ambas bactérias, Figura 40 e 41,
respectivamente. Contudo, o misto de extrato com amoxicilina resultou num bom
impedimento de expansao das mesmas. Sendo que os valores dos halos néo variaram
muito, em comparacdo com o farmaco sozinho ou da mescla deste com o extrato do

bagaco de uva, pois ficaram aproximadamente entre 29 e 34 mm.
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Figura 39 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos de cha preto em combinagdo com os

antibiéticos, sob Escherichia coli.

Figura 40 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcoodlicos de ch& preto em combinagdo com os

antibioticos, sob Streptococcus pyogenes.
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Figura 41 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcoo6licos de cha preto em combinagdo com os
antibiéticos, sob Enterococcus faecalis.
Nota: 75 pL = 75%, 50 pL = 50% e 25 pL = 25%.

Reparando-se na Tabela 5, colocada na sesséo 6.2, e na Figura 42, pode se
ver gue a Pseudomonas aeruginosa mostrou ser sensivel aos extratos hidroalcodlicos
de cha preto, tendo valores dos diametros de inibicdo entre 14 e 21 mm,
aproximadamente. Que a excepc¢do do extrato 75%, foram maiores se comparados

aos mesmos extratos do bagacgo de uva.
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Figura 42 — Halos de inibigcdo dos extratos hidroalcoo6licos do cha preto, sob P. aeruginosa.

Interessante verificar que houve um alto efeito sinergético entre o extrato de
cha preto com os antibiéticos, excluindo-se a mistura deste com a amoxicilina, na
proporcdo de 50/50%, para a P. aeruginosa. Ressalta-se que somente o extrato em
conjunto com a cefalexina conseguiu impossibilitar o desenvolvimento da bactéria, o
que nao havia sido constatado para tais compostos isolados. ldentifica-se também
gue o misto do extrato com a amoxicilina inibiu em 100% o crescimento bacteriano. O
resultado dos halos de inibicdo deste microrganismo no que se refere a interagao

extrato + farmaco esta na Figura 43.
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Figura 43 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcoo6licos de cha preto em combinagdo com os
antibiéticos, sob Pseudomonas aeruginosa.

A: Ché preto + cefalexina, 50/50% (esquerda) e 75/25% (direita); B: Chéa preto + amoxicilina,
50/50% (esquerda) e 75/25% (direita).

No que concerne ao Staphylococcus aureus, conferiu-se que somente 0s
extratos hidroalcoolicos do chéa preto, na concentracéo correspondente de 100 e 75%,
obtiveram algum efeito antibacteriano nesta bactéria. Isto pode ser visto na Figura 44.
Porém, as mesclas feitas com os antibiéticos resultaram numa maior inibicéo (Figura
45). Sendo que, os valores das zonas de inibicdo alcancados para extrato +
amoxicilina, ndo foram estatisticamente diferentes dos encontrados para o antibiotico
isolado. O que significa que tal efeito inibidor pode ser adquirido apenas pela acao
deste.
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Figura 44 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcodlicos do cha preto, sob Staphylococcus
aureus.
A: Cha preto 100% (esquerda) e 75% (direita); B: Cha preto 50% (esquerda) e 25% (direita).

Figura 45 — Halos de inibicdo dos extratos hidroalcoélicos de ch& preto em combinacdo com os
antibiéticos, sob Staphylococcus aureus.

A: Chéa preto + cefalexina, 75/25%; B: Chéa preto + cefalexina, 50/50%; C: Cha preto + amoxicilina,
50/50% (esquerda) e 75/25% (direita).
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6.3.3 Discussao

Através da técnica de difusdo em agar com perfuragcédo de pog¢os, observou-
se que, em alguns casos, a combinacdo de extratos hidroalcodlicos e de antibidticos
teve uma acédo antibacteriana maior quando comparadas as inibicdes causadas pelas
substancias isoladas. Como no caso da mistura extrato de cha preto + cefalexina
frente a P. aeruginosa.

Essa interacdo benéfica que aumentou a eficiéncia de um composto bioativo
pode ser denominada de potenciacdo. Efeitos sinérgicos e aditivos sdo subconjuntos
desta e séo verificados quando ela é experimentalmente caracterizada e quantificada.

Dentre as vantagens da juncdo de um composto bioativo com antibiéticos
estdo: melhores resultados de absorcéo, solubilidade, estabilidade e seguranca; o que
faz a sinergia minimizar possiveis efeitos secundarios adversos. Essa nova
capacitacdo pode apresentar um efeito sinérgico ao bloquear um ou mais alvos no
processo metabolico (GHENOV, 2014).

No presente trabalho, um resultado que chama atencao é que os valores dos
halos de inibicdo encontrados para o Staphylococcus aureus, dos extratos
hidroalcoodlicos em mescla com amoxicilina, ndo variaram significativamente, segundo
0s testes estatisticos ou foram maiores do que os obtidos pelos compostos separados.
Ou seja, € possivel diminuir efeitos secundarios ndo desejaveis dos antibiéticos sobre
a saude humana e vegetal, pela substituicdo de substancias sintéticas, nem que seja
em parte, por compostos antibacterianos muito especificos e atéxicos (GHENOV,
2014).

As diferencas encontradas nas zonas de inibicdo entre os extratos do bagaco
de uva e do cha preto estéo relacionados ndo soO as estruturas fisicas das bactérias,
mas também a composi¢ao quimica destes.

Os compostos fendlicos existentes no residuo da uva bordé exercem atividade
antimicrobiana por lesarem as membranas plasmaticas lipidicas e,
consequentemente, resultarem num vazamento de conteudo celular. Uma
particularidade vantajosa deles € que enquanto desinfetantes, ficam ativos na
presenca de compostos organicos, sdo imutaveis e seguem por longos periodos
depois da aplicacdo. Vale lembrar que a acdo bactericida dos compostos fenolicos se

deve aos flavonoides e aos acidos fenolicos (CZAMANSKI, 2013).
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As atividades antimicrobianas de sementes de uva, bagacos, partes da fruta
e produtos de vinificagdo vém sendo estudadas. CHAN (2002), por exemplo, analisou
o potencial antimicrobiano de reverastrol contra bactérias causadores de doencas,
como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
MARDIGAN et al (2009) obtiveram para S. aureus, através de extratos etanélicos do
bagaco de uva lIsabel, halos de inibicdo entre 7,75 e 12,5 mm de diametro.
Concordando entdo, com os mesmos valores encontrados, neste estudo, para esta
bactéria.

Referente ao ch& preto, os compostos polifendlicos sdo responsaveis pelo
beneficios pra satde. O conteudo destes no cha é concedido pelos flavonoides, mais
precisamente, as catequinas. Estas, dependendo da condi¢cdo agregada e de sua
estrutura, atuam em espécies distintas de bactérias (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesis, Pseudomonas
aeruginosa, etc.) pela producdo de peréxido de hidrogénio, mudanca de
permeabilidade da membrana microbiana e pelas ligacdes de hidrogénio dos seus
grupos hidroxila com bicamadas lipidicas das membranas celulares.

O potencial antimicrobiano de cha preto, como ja mencionado na revisao
bibliogréfica deste trabalho, foi estudado por muitos autores. Inclusive, teste de
difusdo em agar com perfuracdo de pocgos, com o extrato desta bebida, foi realizado
por GHENOV (2014). Esta autora avaliou a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico bruto da substancia frente a E. coli e S. aureus, encontrando zonas de
inibicdo de 4,5 mm e 2,5 mm, respectivamente, descontando os valores dos poc¢os.
Divergindo um pouco dos valores encontrados nesta pesquisa, ja que o extrato do cha
preto 100% né&o teve acao antibacteriana para E. coli e para o S. aureus inibiu em 5

mm (ja subtraido 8 mm do poco).

6.4 Concentracao Inibitoria e Bactericida Minima

Por concentracao inibitéria minima (CIM) pode-se entender que é a menor
concentracdo onde ha inibicdo do crescimento bacteriano visivel. Geralmente, ela é
expressa em CIM 50, que € a concentracdo que inibe 50% das bactérias. Ela ndo é

uma medida de eficacia, € apenas uma analise in vitro da atividade de um
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medicamento ou desinfetante e da susceptibilidade bacteriana. Quanto menor o valor
de CIM, maior a sensibilidade do microrganismo aquela droga (PAPICH, 2013). O
mesmo vale para a CBM (concentracdo bactericida minima), que € a concentragcao
minima na qual ocorre morte bacteriana.

Estes testes foram feitos apenas com Staphylococcus aureus, pois na
avaliacdo por difusdo em agar com perfuracdo de pocos, esta bactéria apresentou
sensibilidade a quase todos os controles e extratos hidroalcoodlicos utilizados. Os

resultados destes testes estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentragdo Inibitoria e Bactericida Minima (n=2).

Amostras CiMm CBM
Amoxicilina 0,25 mg/L 0,25 mg/L
Cefalexina 1 mg/L 1 mg/L
Bagacgo de o *
uva Bordd 6.250 mg/L 7.500 mg/L
Cha preto 7.500 mg/L* 7.500 mg/L*

*Concentracéo correspondente a 15% da amostra;

‘Concentragao correspondente a 12,5% da amostra.

Os resultados das analises de CIM e CBM para os antibiéticos podem ser
vistos nas Figuras 46 — 49. E os referentes a tais concentracdes para os extratos
hidroalcodlicos, nas Figuras 50-53. Para o teste de CBM, sO foram utilizadas as
concentracfes proximas de onde houve a inibicdo no ensaio de CIM.

A partir da analise da tabela e das figuras verifica-se que, com excec¢éo da
CIM do bagaco de uva, os extratos hidroalcodlicos obtiveram mesma concentracdo
inibitéria e bactericida minima, sendo estas de 7.500 mg/L (ou 15%). J& para os
antibioticos, essas concentracdes foram menores, de 1 mg/L para a cefalexina e de
0,25 mg/L para amoxicilina, o0 que ja era esperado, visto que estes compostos sao, de

fato, produzidos para serem antibacterianos em quantidades baixas.
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Figura 47 — Resultado das concentracdes de amoxicilina (0,03 a 0,25 mg/L), no teste CBM.

Em relacdo aos antibidticos, parece que a CIM para a amoxicilina, de acordo
com a Figura 46, é 0,25 mg/L, visto que as duas concentracdes anteriores de 0,125 e
0,06 mg/L estdo turvas e, portanto, possuem crescimento bacteriano. Um fato que
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chama atencéo € que a concentragdo de 0,03 mg/L ndo demonstra ter bactérias em
desenvolvimento, porém isto pode ser proveniente de um erro analitico. Situagéo que
ocorre também para a concentracao bactericida minima (Figura 47).

Os valores encontrados de CIM, para a amoxicilina, neste trabalho, estdo em
conformidade com o relatado pelos laboratorios BAGO, que afirmam que as
concentragdes inibitérias minimas do antibiético oscilam entre 0,01 e 5 pg por mL.
Sendo que em alguns estudos feitos, para cepas de S. aureus suscetiveis a penicilina,
este valor foi inferior a 0,1 pg/mL.

Referente a cefalexina, observa-se pela Figura 48, que a turvacdo para na
concentracdo de 1 mg/L do antibiético, por conseguinte € nesta, onde ha inibicdo do
crescimento da bactéria. Este valor encontrado é maior que o identificado pela
industria farmacéutica MEDLEY, que na bula do antibiotico descreve que a CIM deste

varia entre 0,15 e 5 pg/mL.

Figura 48 — Resultado das concentra¢cdes de cefalexina (0,03 a 64 mg/L), no teste CIM.

A concentracao bactericida minima encontrada para a cefalexina foi a mesma
obtida pela CIM; e pode ser olhada na Figura 49.
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Figura 49 — Resultado das concentracdes de cefalexina (0,25 a 2 mg/L), no teste CBM.

Para os extratos, verificou-se que nédo houve diferengcas nas concentragdes
inibitorias e bactericidas minimas sob a bactéria analisada, encontrando-se o valor de
7.500 mg/L, exceto para a CIM daquele proveniente do bagaco de uva, que foi
verificado na concentracdo de 6.250 mg/L. Estes resultados estdo apresentados nas
proximas Figuras (50-53). Ressaltando-se que os valores de CIM foram encontrados

com base na observacao de turvagéo dos extratos a olho nu.



92

Figura 50 — Resultado das concentracfes de extratos hidroalcodlicos do bagac¢o de uva bordd
(2.500 a 25.000 mg/L), no teste CIM.

Figura 51 — Resultado das concentracdes de extratos hidroalcodélicos do bagago de uva bordd
(2.500 a 7.500 mg/L), no teste CBM.
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Figura 52 — Resultado das concentracbes de extratos hidroalcodlicos do cha preto (2.500 a
25.000 mg/L), no teste CIM.

Figura 53 — Resultado das concentrag@es de extratos hidroalcodlicos do cha preto (2.500 a 7.500
mg/L), no teste CBM.

Comparando-se com alguns estudos feitos com diferentes tipos de vegetais,
através da andlise da Tabela 7, € possivel notar que valores de CIM e CBM
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encontrados neste trabalho foram menores. Ou seja, 0s extratos aqui utilizados

tiveram um potencial antimicrobiano melhor sob o S. aureus.

Tabela 7 — Estudos antibacterianos realizados com vegetais, frente ao Staphylococcus aureus.

Flor de abril

Manjericdo
exotico
Arvore

amazonica

Dillenia indica

Ocimum
basilicum
Rapanea
parvifolia

47,9

36

250

ZAULI et al.
71,85
(2004)
FREIRE et al.
36
(2014)
SUFFREDINI
450
et al. (2007)
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7 CONCLUSAO

Este trabalho confirmou a presenca e quantificou os compostos fendlicos
totais existentes nos extratos hidroalcodlicos do bagaco de uva bordd e do chéa preto;
constatando que a maior parte destes compostos bioativos esta nesse ultimo extrato.

Os resultados obtidos do teste antibacteriano pela metodologia de agar com
perfuracdo de pocos demonstraram que algumas das bactérias patogénicas
estudadas, especialmente o Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa,
mostraram ser sensiveis a acdo de antimicrobianos naturais. Observou-se que, para
algumas concentracdes de mistura extrato + antibiético, houve sinergia dos
compostos, resultando numa inibi¢cdo bacteriol6gica maior.

Com relacdo as outras espécies bacterianas estudadas, ndo se pode deixar
de analisar os efeitos dos compostos naturais sobre elas, visto que ha varios fatores
influenciando na composi¢cdo dos vegetais analisados. Portanto, outros métodos
podem ser empregados, visando maiores valores de inibicdo do crescimento
bacteriano.

No que diz respeito ao teste de MIC e MBC, verificou-se também que, para o
S. aureus, pequenas concentracfes de extratos, da ordem de 6.250 e 7.500 mg/L, ja
inibem o desenvolvimento do mesmo. Além disso, ao longo do trabalho, foi visto que,
na interacdo das substancias naturais com as sintéticas, em relacdo ao potencial
antibacteriano, estas podem ser reduzidas em quantidades, provocando igual ou
maior efeito. E que, portanto, tais substancias utilizadas podem colaborar para a
manutencao da qualidade ambiental e de saude.
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8 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Para estudos futuros, é sugerido que se isole, identifique e analise os
compostos bioativos responséveis pela agdo antimicrobiana de compostos naturais.
Para que as empresas responséaveis pela produ¢do de medicamentos novos possam
preparar uma nova férmula que contenha tais compostos, colaborando com o uso

mais controlado e eficiente de antimicrobianos sintéticos.
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