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Luffa operculata; Introduction: Luffa operculata is probably one of the most popular herbal medicines used in
Sinusitis; the treatment of rhinitis and rhinosinusitis. However, its specific mechanism of action is still
Products with unknown.

antimicrobial action; Objective: To evaluate in vitro antibacterial activity of Luffa operculata against three ordinary
Phytotherapeutic agents of upper respiratory tract infection: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae
drugs and Streptococcus pyogenes.

Methods: Different concentrations of Luffa operculata alcoholic extract were applied to bacterial
broth containing reference and community strains of the three described agents. After a 24-h incu-
bation period, the bacterial culture turbidity was measured. The samples were then inoculated onto
Mueller-Hinton and human blood agar plates. Bacterial growth was analyzed after 24- and 48-h incu-
bation period. The test was considered negative when there was no environ-mental turbidity, con-
firmed by the absence of bacterial growth into the inoculated plates. Tests were considered positive
when either turbidity changes were observed on the bacterial broth or when bacterial growth was
detected on inoculated plates. Appropriate statistical analysis of the data was performed.

Results: Luffa operculata extracts showed antibacterial activity mainly to Streptococcus pyo-
genes followed by S. pneumoniae and S. aureus.

Conclusion: Luffa operculata extract showed promise in antibacterial activity in vitro against
the studied agents.
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Atividade antimicrobiana in vitro da Luffa operculata

Resumo

Introducdo: A Luffa operculata é, provavelmente, o fitoterapico mais utilizado no tratamento
das rinites e rinossinusites. Apesar de amplamente utilizada pela populacao, seus mecanismos
de acao ainda nao estao completamente estabelecidos.

Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da Luffa operculata em agentes causado-
res de infeccdes de vias aéreas superiores: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e

Métodos: Foram utilizadas diferentes concentracoes de extrato alcodlico de Luffa operculata em
caldo de bactérias dos agentes avaliados. Apos incubacao de 24 horas foi realizada a leitura de
turvacdo do meio, e posteriormente, semeadura em placas de agar-sangue e agar Muller-Hinton,
apos 24 e 48 horas de incubacao. Foram considerados testes negativos aqueles em que ndo houve
a turvacao do meio, confirmados pela auséncia do crescimento das bactérias nas semeaduras.
Foram considerados positivos os testes que apresentaram turvacao do caldo ou positividade nas
semeaduras de 24 ou 48 horas. Os resultados foram submetidos a analise estatistica pertinente.
Resultados: Os extratos de Luffa operculata apresentaram atividade antimicrobiana, especial-
mente para Streptococcus pyogenes, seguido dos Streptococcus pneumoniae e Sthaphylococ-

Conclusdo: O extrato de Luffa operculata apresentou promissora atividade antimicrobiana in vi-
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fitoterapicos
Streptococcus pyogenes.
cus aureus.
tro contra os agentes estudados.
Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.
Introducao

A vasta utilizacao de antibi6ticos no tratamento de rinossi-
nusites bacterianas, além da erradicacao do agente agressor,
visa restabelecer a funcao normal da mucosa nasal, assim
como dos seios paranasais, abreviando a duracao dos sinto-
mas e prevenindo complicacdes locais e intracranianas.’

Apesar de amplamente utilizados, os antibioticos nao sao
a Unica opcao terapéutica para as rinossinusites?; tratamen-
tos adjuvantes devem ser utilizados, de acordo com os sin-
tomas, necessidades e limitacoes de cada paciente. De a
forma geral, lavagens nasais com solucdes salinas, corticos-
teroides topicos e sistémicos, anti-histaminicos, desconges-
tionantes nasais, mucoliticos, dentre outros, também podem
ser adotados. '

Uma das opg¢oes terapéuticas empregadas por grande par-
te da populacao no tratamento das rinossinusites é a fitote-
rapia. Tradicionalmente utilizada pela populacao rural
carente, especialmente no Norte, Nordeste e Centro-oeste
do Brasil, a fitoterapia vém sendo cada vez mais utilizada nos
centros urbanos de todo o pais, por pacientes dos mais va-
riados niveis socioecondmicos e culturais.*

Dentre os fitoterapicos utilizados informalmente para o
tratamento das rinites e rinossinusites, a Luffa operculata,
conhecida como “cabacinha” ou “buchinha-do-norte” é, pro-
vavelmente, a mais utilizada.>® A Luffa operculata apresen-
ta uma série de propriedades terapéuticas difundidas pela
populacao brasileira. Apesar de diversos estudos na literatu-
ra buscarem encontrar os mecanismos pelos quais a Luffa
operculata apresenta tais propriedades, nao foram encon-
tradas evidéncias de atividades anti-histaminicas, vasocons-
tritoras, anti-inflamatorias ou antivirais desse fitoterapico.”'
Alteracoes estruturais sobre a mucosa respiratoria foram

descritas por trabalhos experimentais, porém, sem estabe-
lecer com seguranca, a concentracao e o modo pelo qual a
Luffa operculata pode ser utilizada.*"

Em recente revisao sistematica da eficacia da Luffa oper-
culata no tratamento clinico das rinossinusites, concluiu-se
que ainda faltam muitos dados cientificos esclarecedores
sobre o tema e que as informacdes disponiveis atualmente
ainda sao muito controversas.' Desta forma, tornam-se ne-
cessarios novos estudos, criteriosos e confiaveis, para que a
Luffa operculata possa ser utilizada com seguranca e eficién-
cia no tratamento das doencas nasossinusais. '3

Na tentativa de elucidar tais propriedades, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro da Luffa operculata em agentes causadores de rinossi-
nusites.

Métodos

0 estudo foi realizado no Laboratério da Disciplina de Micro-
biologia do Departamento de Ciéncias Patoldgicas e no De-
partamento de Otorrinolaringologia, apds aprovacao dos
respectivos comités cientificos. O comité de ética em pes-
quisa da instituicao dispensou a avaliacao do projeto por nao
se tratar de estudo em seres humanos ou em animais de
experimentacao.

Obtencao dos microorganismos

Para a realizacao do ensaio microbiolégico, foram seleciona-
dos espécimes de origem clinica, armazenados no Laborato-
rio de Microbiologia da instituicao, assim como cepas de
origem American Type Culture Collection (ATCC).
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As cepas ATCC sao cepas padrao, com perfil e suscetibili-
dade conhecidos, ou seja, apresentam nimero de série que
possibilitam saber, independentemente de onde sejam ava-
liadas, sua resposta frente a antibioticos previamente testa-
dos, garantindo assim, a reprodutibilidade do estudo.

Apesar das cepas ATCC apresentarem perfil conhecido, nao
é possivel avaliar a atividade antimicrobiana de um novo
medicamento sem a presenca de cepas de origem clinica,
pois, as cepas ATCC nao representam as bactérias que aco-
metem as doencas no dia a dia. Cepas de origem clinica sdo
necessarias, pois apresentam perfis diferentes de suscetibi-
lidade, o que garante maior fidedignidade da avaliacao da
acao antimicrobiana aos agentes de interesse.

As cepas ATCC podem ser sensiveis ou resistentes. As sen-
siveis, utilizadas neste estudo, apresentam sensibilidade aos
antibioticos utilizados na pratica clinica, enquanto as resis-
tentes nao. As cepas ATCC, conceitualmente, quando apre-
sentam resisténcia a duas ou mais classes de antimicrobianos
que seriam originalmente sensiveis, sao classificadas em
multirresistentes.

Apesar dos agentes etioldgicos mais prevalentes das rinos-
sinusites bacterianas serem o Streptococcus pneumoniae,
0 Haemophilus influenzae e a Moraxella catarrhalis, existem
muitos fatores envolvidos na obtencao, cultura e manuten-
cao de cada agente bacteriano, que influenciaram na escolha
dos agentes do nosso estudo.

O Haemophilus influenzae e a Moraxella catarrhalis sao
bactérias fastidiosas, apresentam crescimento lento e neces-
sitam de meios especiais de cultura e nutrientes para o seu
desenvolvimento. Tal fato, associado a questao de que a
maioria dos pacientes cujas culturas encaminhadas para o
laboratorio apresentaram tratamento antimicrobiano prévio
a coleta do material, fez com que, no periodo da criacao de
nossa bacterioteca (26 meses), poucas cepas de Moraxella
catarrhalis e Haemophilus influenzae fossem isoladas. Mes-
mo apds seu isolamento, por dificuldade na preservacao,
nenhuma delas permaneceu viavel, impossibilitando seu uso
em nossa pesquisa.

Por serem agentes prevalentes nas infecgdes de vias aé-
reas superiores, bactérias menos exigentes e, consequen-
temente, nao necessitarem de meios de cultura especiais
para manutencao de sua viabilidade e crescimento, fo-
ram selecionadas cepas de Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes para este
estudo.

A selecao das cepas se deu da seguinte forma:

a.Staphylococcus aureus (25 cepas):
1 amostra ATCC-25923 - cepa padrao, com perfil de suscep-
tibilidade sensivel e conhecido.
24 amostras de origem clinica com perfil de susceptibilida-
de variavel.

b.Streptococcus pneumoniae (25 cepas):
1 amostra ATCC-49619 - cepa padrao, com perfil de suscep-
tibilidade sensivel e conhecido.
24 amostras de origem clinica com perfil de susceptibilida-
de variavel.

c.Streptococcus pyogenes (25 cepas):
1 amostra ATCC-19615 - cepa padrao, com perfil de suscep-
tibilidade sensivel e conhecido.
24 amostras de origem clinica com perfil de susceptibilida-
de variavel.

Com o auxilio de uma alca de platina esterilizada, as cepas
de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Strep-
tococcus pyogenes foram transferidas para tubos de ensaio
com 10 mL de caldo peptona de caseina de soja, Tryptic Soy
Bean (TSB), meio que permite a manutencao da viabilidade
das bactérias. As suspensoes dos microorganismos foram pa-
dronizadas comparando-as a 0,5 na escala de Mc Farland,
correspondendo a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (Uni-
dades Formadoras de Colonia por mililitro).

A escala de Mc Farland (tabela 1) é uma escala nefelomé-
trica de 11 tubos, numerada de 0,5 a 10, cujo padrao de
turvacao é o mais frequentemente utilizado nos laborato-
rios de microbiologia do Brasil e dos Estados Unidos, para
determinar a intensidade de multiplicacao bacteriana em
meios de cultivo liquidos. A multiplicacdo bacteriana se
opode a passagem da luz, o que provoca a turvagao e a opa-
cificacao do meio. Quanto maior o nimero de bactérias
presentes na amostra, maior sera o grau de turvacao do
meio de cultura. Recomendada pela Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) nos Estados Unidos, a escala ne-
felométrica de Mc Farland foi adotada e também recomen-
dada pela ANVISA no Brasil."* Com essa regulamentacao,
é possivel estabelecer um padrao que pode ser aferido
em qualquer local do pais, tornando a leitura de seus resul-
tados correspondente.

Obtencao das concentracoes de Luffa operculata

A avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro da Luffa
operculata frente aos agentes testados foi realizada por meio
da técnica de macrodiluicao em caldo, com a Luffa opercu-
lata nas concentracoes de 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%; 1% e 2%,
em meio de cultura TSB.

Foi utilizado o extrato alcodlico de Luffa operculata da
empresa farmacéutica Schraiber®, lote nimero 5.343, de
125 mL, com teor alcodlico de 65% e concentracao de Luffa
operculata de 10%, fabricado em 6/10/2010, com validade
até 6/10/2015.

Para obter essas diluicdes, foi utilizada uma pipeta mili-
metrada, que permitiu coletas precisas do extrato alcoolico
de Luffa operculata a 10%, com contetdo minimo de 0,1 mL,
e tubos de ensaio estéreis e secos, com capacidade para
10 mL de solucao. Foram preparados diversos tubos com
10 mL, nas diferentes concentracoes, que foram utilizados
de acordo com a necessidade, sem que fosse preciso manté
-los armazenados. Ou seja, um novo tubo contendo Luffa
operculata e TSB, nas diferentes concentracgoes, foi prepa-
rado somente apos o término do tubo anterior, visando assim,
a evitar qualquer tipo de contaminacao decorrente de seu
armazenamento (tabela 2).

Tabela 1 Escala nefelométrica de MC Farland com nimero
de bactérias estimado em cada tubo

Tubo n° 0.5 1

N° aproximado 1.5 3 6 9
de bactérias
(x10%)

2 3 45 6 7 8 9 10
12 15 18 21 24 27 30
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Tabela 2 Calculo das diluicdes a partir da concentracao inicial do extrato alcoolico de Luffa operculata a 10%

Concentracdes de Luffa Luffa operculata 10% TSB (mL) Luffa operculata + TSB
operculata (%) (mL) (mL)

0,2 0,2 9,8 10
0,3 0,3 9,7 10
0,4 0,4 9,6 10
0,5 0,5 9,5 10

1 1 9 10

2 2 8 10

TSB = Tryptic Soy Bean.

Apos essa diluicdo, foi colocado 1 mL do extrato alcodlico
nas diferentes concentracoes, em diferentes tubos secos e
estéreis de 10 cm x 1,5 cm. Nesses tubos foi acrescido 1 mL de
caldo de bactérias a uma concentracao de 0,5 Mc Farland,
correspondendo a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Todos
os testes de turvacao, semeaduras de 24 e 48 horas e controles
foram realizados em duplicata para todas as concentracoes,
para descartar qualquer tipo de contaminacao da amostra.

Controles

Para evitar viés na interpretacao dos dados, foram realizados
trés controles das amostras: controle negativo, controle po-
sitivo e controle alcodlico.

Para a realizacao do controle negativo, foi utilizado um
tubo com 2 mL de Luffa operculata, e, para o controle posi-
tivo, outro tubo com 2 mL de caldo de bactérias. Esses tubos
foram levados a estufa, onde foram incubados a aproxima-
damente 37 °C + 2 °C, por 24 horas. Apds as 24 horas, foi
feita a leitura dos tubos para verificar se houve ou nao cres-
cimento bacteriano, indicado pela turvacao do meio. Todos
os tubos foram semeados, em placas de agar-sangue de
90 mm, para avaliar crescimento e viabilidade dos Strepto-
coccus pneumoniae e Streptococcus pyogenes, e em placas

Figura 1

A, Presenca de turvacao; B, auséncia de turvacao.

de 150 mm de agar Muller-Hinton, para avaliar crescimento
e viabilidade dos Staphylococcus aureus. A leitura das placas
foi realizada pos 24 e 48 horas.

Para os critérios de analise, foram considerados testes
negativos aqueles em que nao houve a turvacao do meio apos
a inoculacéo das bactérias, confirmados pela auséncia do
crescimento das bactérias nas semeaduras de 24 e 48 horas.
Foram considerados positivos os testes que apresentaram
turvacao do caldo ou positividade nas semeaduras de 24 ou
48 horas (figs. 1 e 2).

A auséncia de turvacao nos tubos de ensaios nao possibili-
ta, se considerada isoladamente, afirmar se existe ou nao a
erradicacao das bactérias no meio contendo Luffa opercula-
tae caldo de bactérias. Permite dizer que houve uma con-

C D

Figura 2 Placas de agar Muller-Hinton: (A) sem crescimento bac-
teriano; (B) com crescimento bacteriano. Placas de agar-sangue:
(C) sem crescimento bacteriano; (D) com crescimento bacteriano.
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Se houve crescimento bacteriano nas semeaduras de 24 e
48 horas, é necessaria maior concentracao de Luffa opercu-
lata para que ocorra a morte de todas as bactérias. Quando
a auséncia de turvacao na leitura dos tubos de ensaio é con-
firmada pela auséncia de crescimento bacteriano nas semea-
duras de 24 e 48 horas, podemos estabelecer a concentracao
bactericida minima (CBM), ou seja, a minima concentra-
cao necessaria para a morte de todas as bactérias.

Apos a diluicao do extrato de Luffa operculata a 10% e teor
alcodlico de 65% para extratos de Luffa operculata nas con-
centracoes de 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%; 1% e 2%, foram calcu-
lados os teores alcoolicos das mesmas (tabela 3).

O maior teor alcodlico encontrado foi de 13%, na concen-
tracao de Luffa operculata a 2%. Para confirmar a auséncia
de acao antimicrobiana do etanol nessas diferentes concen-
tragoes, tubos com etanol nos diferentes teores alcodlicos
entre 1,35% e 13%, e caldo de bactérias foram levados a es-
tufa, onde foram incubados a aproximadamente 37°C + 2°C
por 24 horas. Apo6s 24 horas foi realizada a leitura dos tubos
para verificar se houve ou nao crescimento bacteriano, indi-
cado pela turvacao do meio, e semeadura de todos os tubos
em placas de agar-sangue de 90 mm para avaliar crescimen-
to e viabilidade dos Streptococcus pneumoniae e Streptococ-
cus pyogenes e placas de 150 mm de agar Muller-Hinton para
os Staphylococcus aureus. O mesmo procedimento foi reali-
zado apos 48 horas de incubacao.

Para verificar a concordancia entre os métodos de turvagao
e semeadura de 24 e 48 horas, foi utilizado o método Kapa,
que visa, por medida de associacdo, estabelecer concordan-
cia entre variaveis qualitativas. Seu valor pode ser igual a
zero, ou diferente de zero. Quando diferente de zero, cal-
cula-se o valor de concordancia. E considerada fraca concor-
dancia, quando p < 0,4; moderada concordancia, quando
0,4 < p < 0,6; e forte concordancia, quando p > 0,6. Todas as
amostras foram realizadas em duplicata. O programa utiliza-
do para analise estatistica foi o SPSS 13.0 para Windows.

Resultados
Controles
Nenhum dos tubos de controle negativo com Luffa opercula-

ta apresentou turvacao visivel ou crescimento de qualquer
linhagem de bactérias nas diferentes concentracgoes.

Todos os controles positivos com caldo de bactérias e todos
os controles alcoodlicos apresentaram turvacao visivel e cres-
cimento bacteriano especifico de cada caldo, sem contami-
nacao das amostras.

Todos os controles negativos, positivos e com alcool foram
realizados em duplicata para todas as amostras e confirma-
ram seus resultados.

Microorganismos

Todos os tubos que continham Luffa operculata nas concen-
tracoes a 0,2% e 0,3% e caldo de bactérias com Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus au-
reus apresentaram turvacao apos incubacao de 24 horas.
As semeaduras de 24 e 48 horas confirmaram a presenca de
bactérias e mostraram crescimento somente dos agentes
testados, o que excluiu qualquer tipo de contaminacao das
amostras.

Nenhum dos tubos que continha Luffa operculata na con-
centracao de 0,4% e caldo de bactérias com Streptococcus
pyogenes apresentou turvacao apos incubacao de 24 horas.
Porém, dentre as 25 amostras de Streptococcus pyogenes
(ATCC - 19615 e 24 amostras clinicas) testadas, uma amostra
clinica (4%) apresentou crescimento bacteriano nas semea-
duras de 24 horas e de 48 horas (tabela 4).

Dentre os 25 tubos que continham Luffa operculata na
concentracao de 0,4% e Streptococcus pneumoniae
(ATCC - 49619 e 24 amostras clinicas), a amostra ATCC e duas
amostras clinicas (12%) nao apresentaram turvacao apos in-
cubacao de 24 horas nem crescimento bacteriano nas semea-
duras de 24 e 48 horas. Cinco outras amostras clinicas (20%)
nao apresentaram turvacao apoés incubacao de 24 horas, po-
rém apresentaram crescimento apos semeaduras de 24 e
48 horas. Dezessete amostras clinicas (68%) apresentaram
turvacdo apos incubacao de 24 horas e crescimento bacte-
riano nas semeaduras em 24 e 48 horas. Essas 25 semeaduras
apresentaram crescimento somente de Streptococcus pneu-
moniae, o que excluiu qualquer tipo de contaminacao das
amostras. A analise estatistica mostrou Kapa = 0 e p < 0,449),
indicando resultado moderadamente sugestivo de resposta
antimicrobiana (tabela 4). Todos os tubos que continham
Luffa operculata nas concentracoes a 0,4% e 0,5% e caldo de
bactérias com Staphylococcus aureus apresentaram turvacao
apos incubacao de 24 horas. As semeaduras de 24 e 48 horas
confirmaram a presenca dessas bactérias.

Tabela 3 Calculo das diluicoes e do teor alcodlico a partir da concentracao inicial do extrato alcodlico de Luffa operculata a

10% e teor alcoolico de 65%

Concentracodes de Luffa operculata 10% TSB (mL) Luffa operculata + TSB Teor alcoolico
Luffa operculata (%) (mL) (mL) (%)

0,2 0,2 9,8 10 1,30
0,3 0,3 9,7 10 1,95
0,4 0,4 9,6 10 2,60
0,5 0,5 9,5 10 3,25

1 1 9 10 6,50

2 2 8 10 13,00

TSB = Tryptic Soy Bean.
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Tabela 4 Resultados de turvacao e semeaduras da Luffa operculata nas diferentes concentracées, nos agentes bacterianos

Agente Concentracao

Semeaduras de 24 horas
e 48 horas (n = 25)

Turvacao (n = 25)

Streptococcus pyogenes Luffa operculata 0,4%

Kapa = 0 (p nao calculado)

Streptococcus pneumoniae Luffa operculata 0,4%

(Kapa = zero p < 0,449)

Luffa operculata 0,5%
(Kapa = zero p < 0,528)

Staphylococcus aureus Luffa operculata 1%

(Kapa = 0 (p nao calculado)

Negativa 25 (100%) Negativas 24 (96%)
Positivas 1 (4%)
Negativas (0%)
Positivas (0%)
Negativas 3 (12%)
Positivas 5 (20%)
Negativas (0%)
Positivas 17 (68%)
Negativas 12 (48%)
Positivas 6 (24%)
Negativas (0%)
Positivas 7 (28%)
Negativas (0%)
Positivas 4 (16%)
Negativas (0%)
Positivas 21 (84%)

Positiva (0%)

Negativa 8 (32%)

Positiva 17 (68%)

Negativa 18 (72%)

Positiva 7 (28%)

Negativa 4 (16%)

Positiva 21 (84%)

Todos os tubos que continham Luffa operculata a 0,5%; 1%
e 2% e caldo de bactérias com Streptococcus pyogenes
nao apresentaram turvacao apos incubacao de 24 horas,
e nao houve crescimento bacteriano nas semeaduras em
24 e 48 horas.

Dentre os 25 tubos que continham Luffa operculata na con-
centracao de 0,5% e Streptococcus pneumoniae (ATCC - 49619
e 24 amostras clinicas), a amostra ATCC e 11 amostras clinicas
(48%) nao apresentaram turvacao apos incubacao de 24 horas
ou crescimento bacteriano nas semeaduras de 24 e 48 horas.
Seis outras amostras clinicas (24%) nao apresentaram turva-
¢ao apos incubacao de 24 horas, porém apresentaram cres-
cimento apos semeaduras de 24 e 48 horas. Sete amostras
clinicas (28%) apresentaram turvacdo apos incubacao de
24 horas e crescimento bacteriano nas semeaduras em 24 e
48 horas. Essas 25 semeaduras mostraram crescimento so-
mente de Streptococcus pneumoniae, o que excluiu qualquer
tipo de contaminacdo das amostras. A analise estatistica mos-
trou Kapa = 0 e p < 0,528, indicando resultado moderadamen-
te sugestivo de resposta antimicrobiana (tabela 4).

Os tubos que continham Luffa operculata a 1% e 2% e cal-
do de bactérias com Streptococcus pneumoniae nao apresen-
taram turvacao apos incubacao de 24 horas, e nao houve
crescimento bacteriano nas semeaduras em 24 e 48 horas.

Dentre os 25 tubos que continham Luffa operculata na
concentracao de 1% e Staphylococcus aureus (ATCC - 25923
e 24 amostras clinicas), a amostra ATCC e trés amostras cli-
nicas (16%) nao apresentaram turvacao apos incubacao de
24 horas, porém, todas apresentaram crescimento apos se-
meaduras de 24 e 48 horas (tabela 4).

Os tubos que continham Luffa operculata a 2% e caldo de
bactérias com Staphylococcus aureus ndo apresentaram tur-
vacao apos incubacao de 24 horas, e nao houve crescimento
bacteriano nas semeaduras em 24 e 48 horas.

Discussao
Escolha do extrato

Uma das grandes dificuldades para a utilizacao de plantas em
estudos controlados é a falta de padronizacao dos fitotera-
picos. Nenhum dos trabalhos experimentais publicados entre
2001 e 2010 apresentou a mesma forma de obtencao do ex-
trato de Luffa operculata.*""3

Outra dificuldade para a utilizacao de plantas in natura,
especialmente quando se pretende avaliar a acao antimicro-
biana de um fitoterapico, é garantir a procedéncia desse ma-
terial e a auséncia de contaminacdo. Em artigo publicado em
2001, foi avaliada a qualidade dos frutos secos de Luffa oper-
culata do Mercado Municipal de Sao Luiz do Maranhao, e ficou
comprovada a contaminacao de todas as amostras do fruto de
Luffa operculata adquiridos nesse mercado; alguns por fungos,
outros por bactérias, o que os tornava improprios para o uso."

Visando evitar a presenca de frutos contaminados que pu-
dessem contaminar as amostras do nosso estudo, assim como
garantir que o mesmo extrato fosse utilizado em todo traba-
lho, optamos por utilizar um extrato alcoolico industrializa-
do da Luffa operculata, cujo acesso estivesse disponivel para
replicacao do estudo, caso fosse necessario.

E importante salientar que a reprodutibilidade da pesqui-
sa fica restrita ao lote especificamente utilizado neste estu-
do. Dependendo das condicoes do solo, da incidéncia solar e
do indice pluviométrico, ndo é possivel garantir que outros
lotes, produzidos em outras estacoes do ano ou em outras
plantacoes, apresentem o mesmo resultado encontrado em
nosso estudo. E necessario que outros trabalhos, com dife-
rentes extratos de Luffa operculata, nas mesmas concentra-
cOes e com os mesmos agentes bacterianos, sejam realizados
para garantir alguma comparacao.
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Concentracoes utilizadas

Alguns artigos foram publicados desde a década de 60, na
tentativa de avaliar os mecanismos de acao pelo qual a Luf-
fa operculata age sobre o epitélio respiratorio e comprovar
sua eficacia terapéutica no tratamento clinico das rinossinu-
sites.™ Os autores nao encontraram relevancia, pertinéncia
ou correta adequacao em relacao ao tema proposto, que
estabelecessem critérios confiaveis para sua utilizacado com
seguranca.' O uso de forma inadequada, especialmente em
altas concentracoes de Luffa operculata, pode levar, inclu-
sive, a uma piora dos quadros nasossinusais.*® Mesmo assim,
alguns trabalhos clinicos e experimentais citam as concen-
tracoes de 0,5% e 1% para o tratamento das rinossinusi-
teS.13’16’17

Como nao encontramos referéncias sobre atividade anti-
microbiana da Luffa operculata na literatura até 2008,
quando em um Unico estudo foi realizado apenas um scree-
ning com diversas bactérias e fungos,'® optamos por iniciar
a investigacao com a concentracao de 1%, a mesma presen-
te no extrato comercial liberado pela ANVISA e testada
em grande parte dos trabalhos citados na literatura.''3'7
Testamos o dobro da concentracao recomendada (2%), esta-
belecendo, assim, um limite para essa atividade antimicro-
biana, sem que se aproximasse de sua DL,y ou levasse
a um aumento de seus efeitos deletérios a mucosa. Por
fim, foram avaliadas outras concentracoes entre 0,2%; 0,3%;
0,4% e 0,5%, na tentativa de se estabelecer uma concen-
tracao minima em que a Luffa operculata apresentasse
efeito antimicrobiano, minimizando ao maximo os seus
efeitos colaterais.

Agentes bacterianos

Todos os tubos que continham Luffa operculata nas concen-
tracoes a 0,2% e 0,3% e caldo de bactérias com Streptococcus
pvogenes, Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus au-
reus apresentaram turvacao apos incubacao de 24 horas,
denotando crescimento bacteriano nessas concentracoes, e
consequentemente, auséncia de acao antimicrobiana para
qualquer um dos agentes.

Todos os tubos que continham Luffa operculata na con-
centracao de 0,4% e caldo de bactérias com Streptococcus
pyogenes, nao apresentaram turvacao apos incubacao de
24 horas, o que denotou acao antimicrobiana para esse agen-
te, nessa concentracao. A auséncia de turvacao visual, iso-
ladamente, fez-nos inferir que, em torno da concentracao
de 0,4%, foi possivel encontrar a CIM para o Streptococcus
pyogenes.

Como a auséncia de turvacao visual, confirmada pela au-
séncia de crescimento nas semeaduras de 24 e 48 horas,
somente ocorreu nos tubos com Luffa operculata em con-
centracoes superiores a 0,5%, inferimos que, em torno des-
sa concentracao, pode-se estabelecer a CBM para esses
agentes.

Algumas amostras que continham Luffa operculata na
concentracao de 0,4%; 0,5% e caldo de bactérias com Strep-
tococcus pneumoniae nao apresentaram turvacao do meio.
Porém, o fato de algumas amostras apresentarem cresci-
mento bacteriano nas semeaduras confirmou que, assim
como para o Streptococcus pyogenes, em torno de 0,4% ou
0,5%, podemos estabelecer sua CIM para o Streptococcus
pneumonie.

Em concentracoes de Luffa operculata superiores a 1%, nao
houve turvacao nos tubos contendo Streptococcus pneumo-
niae ou crescimento bacteriano nas semeaduras de 24 e
48 horas; porém, pelo fato de nao terem sido testadas con-
centracoes intermediarias entre 0,5% e 1%, nao podemos
concluir que a CBM para o Streptococcus pneumoniae seja a
1%. E possivel que em alguma concentracao entre 0,5% e 1%
ocorra a morte de todas as bactérias testadas, e, para isso,
seriam necessarios estudos clinicos com um escalonamento
maior de concentracdes de Luffa operculata para estabele-
cer sua CBM.

Alguns tubos contendo Luffa operculata a 1% e caldo de
bactérias com Staphylococcus aureus nao apresentaram tur-
vacao visual apos a leitura de 24 horas, o que sugere que
nessa concentracao a Luffa operculata apresentou atividade
antimicrobiana para esse agente, estabelecendo, assim, sua
CIM. Somente na concentracao de 2% houve auséncia de tur-
vacao e auséncia de crescimento bacteriano nas semeaduras
de 24 e de 48 horas; porém, assim como ocorreu com o0s
Streptococcus pneumoniae, nao € possivel garantir que essa
concentracao seja sua CBM. A falta de concentracodes inter-
mediarias entre 1% e 2% nao garante que um valor maior do
que 1% e menor que 2% também seja capaz de erradicar to-
dos os Staphylococcus aureus (tabela 5).

Apesar de se tratar de cocos Gram-positivos, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus au-
reus apresentaram perfis de susceptibilidade diferentes a
Luffa operculata. Concentracées menores, em torno de 0,5%,
foram capazes de erradicar todos os Streptococcus pyogenes,
enquanto somente a 1% erradicaram os Streptococcus pneu-
moniae e a 2%, os Staphylococcus aureus. Essa resposta a
Luffa operculata se deu da mesma forma que estes agentes
respondem aos antibioticos convencionais. Muitos sao os me-
canismos pelos quais essas bactérias desenvolvem resisténcia
ao uso de antimicrobianos.

Tabela 5 Presenca ou auséncia de crescimento bacteriano nas diferentes concentracoes do extrato de Luffa operculata

Bactérias Concentracées de Luffa operculata

0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 1% 2%
Streptococcus pyogenes + + + = - -
Streptococcus pneumoniae + + + + - -
Staphylococcus aureus + + + + + =

(+) Presenca de bactérias (turvacao ou semeaduras positivas).
(-) Auséncia de bactérias (turvacao e semeaduras negativas).
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O Streptococcus pneumoniae, por exemplo, apresenta-se
capsulado, o que dificulta a acao dos antimicrobianos em sua
parede celular. Normalmente, ele apresenta maior resisténcia
aos antibidticos que o Streptococcus pyogenes. Ja o Staphylo-
coccus aureus, apresenta, dentre outros motivos, maior capa-
cidade de criar resisténcia bacteriana que os agentes
anteriores, pelo fato de ser um alto indutor de betalactamase.

Limitacoes do estudo

A escassez de estudos sobre a atividade antimicrobiana da
Luffa operculata trouxe grande dificuldade em encontrar
referéncias para a discussao do nosso estudo. O Unico traba-
lho que realizou um screening sobre a atividade antimicro-
biana de algumas cepas ATCC de diferentes bactérias também
encontrou CIM para Staphylococcus aureus de 100 mg/mL."
Em nossa pesquisa, assim como no estudo anterior, avaliamos
a cepa ATCC-25923, que apresentou CIM na concentracao de
1% junto com outras trés amostras clinicas. As outras
21 amostras clinicas testadas apresentaram turvacao visual
apos cultura de 24 horas e crescimento bacteriano apos se-
meaduras de 24 e 48 horas, 0 que nao repetiu os resultados
da amostra ATCC. A falta de estudos com extratos em con-
centracgbes intermediarias entre 0,5% e 1% ndo nos permite
afirmar que sua CIM é de 1%, mas nos permite inferir que
pode estar entre 0,5% e 1%. Da mesma forma, a CBM para
Staphylococcus aureus também nao pode ser estabelecida,
mas podemos afirmar que, para essas amostras utilizadas em
nosso estudo, encontra-se entre concentracdes de 1% e 2%
de Luffa operculata.

Nenhum estudo anterior avaliou a atividade antimicrobia-
na da Luffa operculata em relacao a Streptococcus pyogenes
ou Streptococcus pneumoniae. Claramente, em nosso estu-
do, os Streptococcus pyogenes se mostraram mais suscepti-
veis a acao antimicrobiana da Luffa operculata do que os
Streptococcus pneumoniae, e estes, por sua vez, em relacao
aos Staphylococcus aureus.

E importante salientar que diversas substancias, como as
cucurbitacinas B e D, glicosideos, saponina, esterais livres,
acidos organicos e fenois, foram isoladas na analise fitoqui-
mica da Luffa operculata.”™'®"° Apesar de uma série de subs-
tancias apresentar efeito terapéutico, outras podem
apresentar efeito toxico e, inclusive, levar a uma piora dos
quadros de infeccoes de vias aéreas superiores.*

Assim sendo, mesmo com o efeito antimicrobiano promis-
sor desse fitoterapico, ' novos estudos devem ser realizados,
visando estabelecer quais desses componentes apresentam
efeito terapéutico e quais sao as concentracdes mais ade-
quadas para que seu uso nao cause mais prejuizos do que
beneficios. Esses estudos devem tentar reconhecer e separar
0s componentes toxicos e terapéuticos da Luffa operculata,
para que se possa embasar ou rejeitar o seu uso no tratamen-
to dos quadros inflamatorios e infecciosos das vias aéreas
superiores. %1113

Consideracoes para o futuro

Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar
as propriedades terapéuticas da Luffa operculata. Estabele-
cer a ténue relacao de toxicidade e tratabilidade é o desafio
a ser alcancado. Encontrar acao antimicrobiana neste fitote-
rapico pode ser de grande valia no arsenal de tratamento de

doencas das vias aéreas superiores, visto que, a cada dia,
mecanismos de resisténcia bacteriana dificultam o tratamen-
to dessas afeccoes.

O fato de os fitoterapicos apresentarem variagcdes em suas
caracteristicas e em seus componentes, com alteracdes dos
componentes do solo, indices pluviométricos e sazonalidade
de sua coleta, faz com que sua composicao seja sempre di-
ferente, com caracteristicas Unicas, o que dificulta a inducao
de resisténcia bacteriana.

A partir do momento em que se estabeleca uma dose se-
gura para o uso na cavidade oral, seu efeito antimicrobiano
frente ao Streptococcus pyogenes poderia ser de grande im-
portancia na criacao de um spray oral para profilaxia de fe-
bre reumatica. Pacientes com teste rapido positivo e sem
sinais e sintomas muito intensos poderiam fazer uso desse
spray para erradicar o agente, sem o uso de antibiéticos de
forma sistémica.

O mesmo pode ser dito para o tratamento de doencas na-
sossinusais, em que fica comprovada presenca de biofilme.
Seu efeito caustico e detergente, por meio das cucurbitaci-
nas e saponinas, se controlados os efeitos colaterais, podem,
em baixas doses, ser Uteis na destruicao da estrutura de
polissacarideos e, consequentemente, facilitar a acdo de al-
gum antibiotico associado na cura dessas doencas.

E importante continuar buscando esclarecimentos sobre
esse e outros fitoterapicos, na tentativa de encontrar solu-
cOes para problemas que surgem a cada dia, e nos quais,
muitas vezes, nao obtemos sucesso com o0s recursos que dis-
ponibilizamos no momento.

Conclusao

O extrato de Luffa operculata apresentou promissora ativi-
dade antimicrobiana in vitro contra os agentes bacterianos
causadores de infeccoes de vias aéreas superiores testados
nesse trabalho, tanto naqueles agentes com perfil e susceti-
bilidade conhecidos (ATCC), como os de origem clinica. Este
pode ser um importante passo para criacao de novos medi-
camentos no tratamento dessas afeccoes.
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