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Avaliacéo das atividades antimicrobiana e moduladora da resisténcia a antibidticos de
extratos de Physalis angulata L.

NOBREGA, Fernanda Pontes!

RESUMO

A espécie Physalis angulata L. (Solanaceae), conhecida popularmente como camapu, €é
utilizada para o tratamento de diversas patologias, entre elas: ictericia, hepatite e infeccéo
urinaria. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano e modulador da
resisténcia a antibidticos de extratos P. angulata. Foram utilizadas as partes aéreas de P.
angulata para preparacdo do extrato hidroalcoolico e etandlico por maceracdo a frio. O
screening fitoquimico de polifendis totais, flavonoides e saponinas totais foram baseados em
reagcdes colorimétricas através de espectrofotometria. A atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico foi testada através do método de microdiluicdo em caldo frente as cepas ATCCs
de: Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus
salivarius, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida
albicans, Candida guilliermondii e Candida krusei. Através deste mesmo método foi analisada
a capacidade do extrato de modular a resisténcia a antibiéticos avaliando-se a agdo de
antibidticos isolados e em combinagdo com o extrato frente a cepas multirresistentes de: E. coli,
P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus, S. mutans e S. oralis. Foi determinada a
citotoxicidade do extrato frente a uma suspensao de hemacias a 4%. O extrato hidroalcodlico
apresentou atividade antimicrobiana frente a todos os micro-organismos testados. A capacidade
de modulacdo do extrato foi considerada sinérgica quando associado aos antibidticos
gentamicina, ceftriaxona, cefepima, clindamicina e cloranfenicol. O extrato apresentou indicios
de baixa citotoxicidade. Os resultados indicam que P. angulata L. possui potencial
antimicrobiano e modulador da resisténcia a antibioticos, novos estudos devem ser
desenvolvidos para elucidar os mecanismos de acdo responsaveis por essa propriedade e 0s
futuros resultados poderdo ser fontes para o desenvolvimento de novos medicamentos

fitoterapicos.

PALAVRAS-CHAVES: Etnofarmacologia. Citotoxicidade. Resisténcia microbiana. Camapu.

!Departamento de Farméacia. Centro de Ciéncias Biolégicas e da Salide. Universidade Estadual da Paraiba.
fernandapnobrega@hotmail.com



1. INTRODUCAO

A resisténcia microbiana surgiu como um mecanismo bioldgico natural, podendo ser
atribuida a fatores como: prescri¢ao inapropriada e/ou exagerada de antibioticos, utilizacao de
antibioticos na medicina veterinaria e adi¢do a ragdes animais, ampla variedade de mecanismos
de adaptacdo das células bacterianas (MELO; PERUSSI, 2012). Esse fenémeno, segundo
Silveira (2006), impde sérias limitagdes as opcbes para o tratamento de infeccdes bacterianas,
resultando em uma ameaca para a saude publica, sendo esta, uma razdo para 0s investimentos
em pesquisas que favorecam a formulagdo de novos antimicrobianos.

Paralelamente ao tratamento convencional, inlmeras espécies vegetais sao utilizadas no
combate a inUmeras patologias, entre elas as infeccBes microbianas, e estas atividades
bioldgicas devem-se principalmente a presenca de derivados do metabolismo secundario dos
vegetais como saponinas, terpenos, alcaloides, flavonoides e taninos (SHER, 2009;
LOGUERCIO et al, 2005).

Coutinho et al (2012) ressaltam que muitas destas espécies podem e sdo avaliadas nao
sO por sua atividade antimicrobiana direta, mas também como agentes modificadores de
resisténcia. A atividade moduladora de resisténcia a antibidticos pode ocorrer devido aos
metabdlitos secundarios que podem interagir com antibioticos especificos aumentando sua
atividade, invertendo a resisténcia natural de bactérias especificas aos antibidticos.

A Physalis angulata L. é popularmente conhecida como camapu, bucho-de-rd, joa-de-
capote, camapum, camambu, camaru, mata-fome, baldozinho, baldo-rajado, entre outros nomes
dependentes da regio encontrada (MAGALHAES, 2005; BASTOS et al, 2006). Varios estudos
descrevem as atuacdes terapéuticas da espécie, como por exemplo, atividade antinociceptiva do
extrato aquoso obtidos das raizes (BASTOS et al, 2006), atividade anti-inflamatoria de flores,
raizes e substancias isoladas (CHOI et al, 2003; BASTOS et al, 2008; PINTO et al, 2010), acao
antitumoral do extrato de acetato de etila frente a células metastaticas de diferentes carcinomas
(HSEU et al, 2011), atividade antibidtica de fisalinas isoladas (PIETRO et al, 2000; SILVA et
al, 2005) e atividade imunossupressora de glicosideos flavonoides (SUN, 2011).

Baseado em todos o0s aspectos abordados, viu-se a importancia de estudos que
demonstrem a atividade antimicrobiana direta ou indireta de espéecies vegetais. A necessidade
de avaliar as espécies que estdo disponiveis na nossa regido e sdo amplamente utilizada na
medicina popular justificou a realizagdo desse estudo, podendo representar uma alternativa ao
combate as resisténcias bacterianas.

Portanto, o estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano e modulador

da resisténcia a antibioticos de extratos de Physalis angulata L..



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 — Resisténcia bacteriana

O desenvolvimento da resisténcia é um processo evolutivo normal para 0s micro-
organismos, mas € acelerada pela pressdo seletiva exercida pela utilizacdo generalizada de
medicamentos antimicrobianos (WHO, 2014). De acordo com Matias et al (2012), a
multirresisténcia aos antimicrobianos tornou-se um sério problema de saude publica,
prejudicando ndo somente o paciente em tratamento, mas todo o ambiente em que ele esta
inserido, repercutindo em diversas situacdes como em infeccdes hospitalares. Para os pacientes,
a resisténcia microbiana causa um aumento da morbidade e mortalidade, enquanto que h&d um
aumento significativo dos custos com o tratamento desses doentes.

As bactérias utilizam diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, sendo
alguns dos principais: a reducdo da concentracdo do farmaco no interior da célula devido a
diminuicdo na captagdo e aumento na atividade de bombas de efluxo, expresséo de genes de
resisténcia que alteram o substrato-alvo da droga, inibicdo enzimética, modificacdo covalente
da molécula do farmaco e aumento da producdo de inibidores competitivos (BROWN-
ELLIOTT etal, 2012; PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013).

2.2 — Plantas medicinais e a atividade antimicrobiana

O uso de plantas medicinais é uma cultura milenar, sendo fundamentado por inimeras
razdes, como o baixo custo, o saber popular passado a cada geracao e a principal delas: sua
potencialidade terapéutica (SILVA et al, 2007; BADKE et al, 2012). Considera-se que o Brasil
possui a maior diversidade do planeta. Essas espécies estdo distribuidas entre os seis maiores
biomas aqui existentes: Floresta Amazonica, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e a
Floresta Subtropical. Nesse sentido, nosso pais ocupa uma posicao privilegiada e importante,
ja que detém uma matéria-prima consideravel para o fornecimento de produtos naturais
(MATIAS, 2010; CAVALCANTE et al, 2013).

Diante da necessidade de se buscar novas alternativas terapéuticas, os pesquisadores
fazem uso da medicina popular como possivel fonte para o desenvolvimento de novos estudos
farmacoldgicos visando a descoberta de novos medicamentos que possam combater diversas
patologias, entre elas as infec¢Oes bacterianas.

O uso de plantas medicinais para fins antimicrobianos se justifica através da presenca
de combinacdes complexas de metabolitos secundarios que possuem papel importante na
adaptacdo das espécies em seus ambientes, aumentando a probabilidade de sua sobrevivéncia,
com diversas propriedades bioldgicas de defesa, como por exemplo, atividade antimicrobiana

contra bactérias, fungos e virus (FUMAGALI et al, 2008). Estes metabolitos representam uma



interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, tendo a sua sintese frequentemente
afetada por condicbes ambientais, como a sazonalidade e disponibilidade de nutrientes
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Diversos estudos tém demonstrado o potencial antimicrobiano de plantas medicinais
associados a metabolitos, como os taninos (RODRIGUES et al, 2014; PEREIRA et al, 2015),
flavonoides (YANTI et al, 2009; YIM et al, 2010), terpenos (BOTELHO et al, 2007;
CARNEIRO et al, 2011), saponinas (CHAPAGAIN et al, 2007; HASSAN et al, 2010),
alcaloides (RABELO et al, 2014), entre outros.

2.3 — Atividade moduladora da resisténcia a antibidticos

Além da atividade antimicrobiana das plantas medicinais, diversos estudos estdo
avaliando o uso de extratos como potencial modulador da resisténcia a antibidticos utilizados
frente a cepas multirresistentes (KOVAC et al, 2014; TAVARES et al, 2015; TINTINO et al,
2015).

H& uma grande variedade de compostos quimicos presentes nas espécies vegetais que
além de agirem como antimicrobianos, em contato com as bactérias dificultam sua
adaptabilidade. Esses compostos podem atuar diretamente sobre esses micro-organismos
invertendo sua resisténcia natural a determinados farmacos, provocando a eliminacdo de
plasmideos, inibindo bombas de efluxo, aumentando a permeabilidade da membrana celular
externa e causando assim o aumento da atividade de um antimicrobiano especifico
(NOGUEIRA et al, 2014; SILVA et al, 2015).

De acordo com Coutinho et al (2015), espécies ou compostos isolados que promovem
potencializacdo da atividade antibidtica ou a reversao da resisténcia aos antimicrobianos séo
classificados como modificadores de atividade antibidtica. Estudos que avaliam essa
propriedade sdo promissores por demonstrarem que a interacdo extrato-antibidtico pode
representar um novo caminho para producdo de farmacos produzidos em associagdo mais
eficazes contra cepas multirresistentes.

Diversos pesquisadores vém avaliando essa nova possibilidade de associar extratos com
antibidticos e obter maior eficacia frente a micro-organismos multirresistentes. Estudos como
o de Alencar et al (2015) testaram a atividade de extratos etandlico de diferentes espécies do
género Spondias sobre a resisténcia de S. aureus a eritromicina; Nascimento et al (2014)
demonstram o sinergismo apresentado entre extratos da casca de Anadenanthera colubrina com
antibidticos utilizados frente a S. aureus Resistentes a Meticilina (MRSA).

Outros estudos como os de Nunes et al (2014) demonstraram a interagdo sinérgica do

oOleos essencial de Ocimum basilicum L com antibidticos aminoglicosideos utilizados frente a



cepas de S. aureus resistentes, j& Coutinho et al (2015) avaliaram a interagdo de compostos
fitoquimicos isolados de oléos essenciais, geraniol e cariofileno, com antibidticos
aminoglicosideos frente a S. aureus de linhagem MRSA.

Todos eles apontam a importancia de se buscar novas alternativas para a producéo de
novos medicamentos que combatam infeccbes causadas por micro-organismos

multirresistentes.

2.4 — Physalis angulata L.

Physalis é um género importante da familia Solanaceae, contendo cerca de cento e vinte
espécies distribuidas pelas zonas temperadas do mundo, principalmente nas Américas Central
e do Sul. O nome Physalis origina-se do grego e vem de “physa” que significa bolha ou bexiga,
referindo-se ao célice que envolve os frutos dessas espécies, como observa-se na Figura 1
(MAGALHAES, 2005).

Figura 1. Espécie Physalis

"y

angula L.

Fonte: Department of Agriculture and Food of Curagao. Disponivel
em: http://www.bandabou.info. Acesso em 28/06/2015.

A Physalis é atribuida a sintese de vitaesteroides, que sdo um grupo de compostos
bioativos denominados de lactonas esteroidais. Um grupo desses compostos sdo as fisalinas que
sdo encontradas majoritariamente no género, além de alcaloides, flavonoides, esteroides e
ceramidas (ROW et al, 1978; ISMAIL; ALAM, 2001; MAGALHAES et al, 2006).

Segundo Souza et al (2010), Physalis angulata L. € um espécie herbacea, ereta, medindo
cerca de 30 — 70 cm de comprimento, possui folhas alternas, pubescentes com forma variando
de oblonga a oval-lanceolada, sua flores séo solitarias ou em cimeiras (Figura 2) com calice
soldado até a metade se estendendo até o fruto. Seus frutos sdo pequenos e redondos com

coloracéo alaranjada, envolvidos por sépalas em formato de baldo (SILVA; AGRA, 2005).
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Figura 2. Espécie Physalis angulata L. com inflorescéncia.

e

Fonte: Forestry Images. Disponivel em:
http://www.forestryimages.org. Acesso em 28/06/2015.

P. angulata L. é a espécie mais representativa do género, conhecida popularmente como
camapu, sendo muito utilizada pela medicina popular através de decoccdes, infusdes,
massagens, como anti-inflamatorio, antitérmico, sedativo, para tratamento de ictericia, hepatite,
anemia, infeccdo urinaria e pedra nos rins (RODRIGUES et al, 2010; SALGADO; ARANA,
2013).

Varios compostos presentes na P. angulata L. tém sido isolados e elucidados, apesar de
considerados potencialmente citotoxicas como mostram alguns estudos com glicosideos
flavonoides e lactonas esteroidais isolados da espécie (ISMAIL; ALAM, 2001; LEE et al,
2008).

Inimeros estudos apontam para o grande valor farmacoldgico atribuido a espécie e a
essas substancias, como por exemplo, atividade imunomoduladora de fisalinas (SOARES et al,
2003), atividade antitumoral de fisalinas B e D frente a diferentes células cancerigenas
(MAGALHAES et al, 2006; HSU et al, 2012), atividade leishmanicida do extrato etandlico
concentrado do caule de P. angulata (NOGUEIRA et al, 2013), atividade antiparasitaria do
extrato etanolico concentrado frente a Trypanosoma cruzi (MEIRA et al, 2015); atividade anti-
inflamatdria da fisalina E (PINTO et al, 2010), atividade antimicrobiana de extratos aquosos,
glicolicos e fluidos de frutos e raizes frente a S. aureus (LOPES et al, 2006) e de 6leo essencial
das partes aéreas frente a S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e C. albicans (OSHO et al,

2010), entre outras.
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3. REFERENCIAL METODOLOGICO
3.1 - Local de Estudo

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em
Medicamentos (LABDEM), no Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade

Estadual da Paraiba.

3.2 — Obtencéo dos extratos de P. angulata L.

As partes aéreas de P. angulata L. foram coletadas na cidade de Lagoa Seca no estado
da Paraiba (7°09'35.5"S 35°50'56.9"W), a partir de plantas adultas selecionadas, respeitando-
se suas caracteristicas fitossanitarias. Foram produzidas exsicatas, identificadas e depositadas
no Herbario do Centro de Salde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de
Campina Grande, sob 0 numero 5708.

O material vegetal foi seco, em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 40 °C (£
1 °C) ate estabilizacdo da umidade. Em seguida, foi triturado em um moinho de facas com
granulometria de 10 mesh. O extrato hidroalcodlico a 70% e o etandlico bruto foram obtidos
pelo processo de maceracgdo a frio, foram preparados 100 mL de cada extrato utilizando uma
proporcéo fixa de planta:solvente (20:80, m/v). O extrato etandlico bruto foi, em seguida,

concentrado utilizando um evaporador rotativo a 40°C.

3.3 — Screening Fitoquimico Quantitativo
3.3.1 — Determinacao de Polifenois Totais

Para determinacdo do conteudo de polifendis totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteau, descrito por Fernandes et al (2015) utilizando como substancia-padrédo o acido
galico. A amostra foi diluida em agua destilada com 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau
(Sigma-Aldrich) e deixada em repouso por 2 min, em seguida foi adicionado 1 mL de carbonato
de sodio a 20% (p/v) e deixado em repouso durante 10 min. Construiu-se uma curva de
calibracdo em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 757 nm, utilizando como
substancia-padréo o acido galico em diferentes concentraces.

O conteldo total de polifendis foi expresso em microgramas equivalentes de acido

galico por grama do extrato (ug EAG.g™Y).

3.3.2 - Determinacao de Saponinas Totais

Para a determinacdo das saponinas utilizou-se 0 método descrito por Makkar et al
(2007). Foi adicionado 250 pL de uma solugéo de vanilina (8% em etanol) a 250 pL da solugéo
do extrato diluido em metanol 80%, em seguida, adicionou-se 2,5 mL de &cido sulfurico a 72%.
Os tubos foram incubados a 60 °C em banho-maria por 10 minutos, sendo transferido para um
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banho de gelo, onde permaneceram por 4 minutos. A curva de calibracdo foi construida em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda especifico de 544 nm, usando-se amostras de
solucdes do padréo, disogenina, em diferentes concentracdes.

O conteddo total de saponinas foi expresso em microgramas equivalentes de disogenina

por grama do extrato (ug EDIL.g™%).

3.3.3 - Determinacao de Flavonoides

O contetdo de flavonoides foi realizado conforme o método colorimétrico que utiliza
solucdo de AICIz a 2% em metanol (p/v) utilizando um padrdo de quercetina. Para
determinacdo, uma aliquota da amostra foi dissolvida em metanol e misturada com a solugéo
de cloreto de aluminio (2% em metanol) em propor¢édo 1:1, seguido de repouso por 10 min. A
curva de calibracdo foi construida em espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 415 nm,
utilizando como substancia-padrdo a quercetina em diferentes concentragdes.

O total de flavonoides foi expresso em microgramas equivalentes de quercetina para 19
do extrato (ug EQUE.g ) (FERNANDES et al, 2015).

Para a realizacao de todas as determina¢des mencionadas utilizou-se o extrato etanolico
concentrado de P. angulata e as leituras espectrofotométricas foram realizadas em

espectrofotdmetro Shimadzu® (UV mini-1240).

3.4 - Atividade Antimicrobiana
3.4.1 — Cepas Microbianas

Para determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato, utilizou-se cepas padrao
American Type Culture Collection (ATCC) de: Staphylococcus aureus (25923), Streptococcus
mutans (25175), Streptococcus oralis (10557), Streptococcus salivarius (7073), Escherichia
coli (25922), Pseudomonas aeruginosa (27853), Klebsiella pneumoniae (4352), Candida
albicans (10231), Candida guilliermondii (6260) e Candida krusei (34135) disponibilizadas
pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.4.2 — Teste de Susceptibilidade Microbiana

A susceptibilidade microbiana ao extrato hidroalcoolico foi determinada através do
método de microdilui¢cdo em caldo utilizando microplacas estéreis como descrito pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003), com adaptacGes. Para 0os micro-organismos, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae utilizou-se caldo Mueller Hinton, para S.
mutans, S. oralis e S. salivarius, caldo Brain Heart Infusion (BHI) e para as cepas de Candida,

caldo Saboraud dextrose.
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Para a preparacdo das suspensdes destes micro-organismos, transferiu-se a culturas
crescidas sobre 0 meio de cultura, com alca estéril, para um tubo de ensaio contendo solucéo
salina 0,9% estéril. As suspensdes foram padronizadas de acordo com Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005), em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625 nm
para as cepas de bactérias e de 530 nm para as cepas de fungos, com absorbéncia entre 0,08 e
0,10 e transmitancia de 83 a 87%. As referidas suspensdes foram diluidas de modo a obter-se
uma preparacdo microbiana com concentragao final proxima a 10° UFC.ml™. As concentragdes
finais do extrato variaram de 1,0 a 0,008 mg.mL™.

As microplacas contendo bactérias foram incubadas a 37 + 1 °C por 24h e as com fungos
a 25+ 1 °C durante 48h, ap0s esse periodo o crescimento microbiano foi indicado pela adicdo
de resazurina (Sigma-Aldricht) a 0,01% em cada poco, seguido de incubacdo de 2h. A
determinacédo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), menor concentracdo do extrato capaz
de inibir o crescimento microbiano, foi feita por leitura visual. A reducdo do corante resazurina
promove a mudanca de coloragdo de azul para rosa, indicando a presenca de células viaveis. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.5 — Avaliacdo da Modulacéo da Resisténcia a Antibioticos

Inicialmente, foram isoladas e identificadas cepas de bactérias clinicas resistentes de:
Escherichia coli (401, 505, 603); Pseudomonas aeruginosa (106, 207, 308); Klebsiella
pneumoniae 110; Staphylococcus aureus 109; Streptococcus mutans 112; Streptococcus oralis
113. As quais foram submetidas a antibiogramas a fim de evidenciar a quais antibiéticos
apresentavam-se resistentes.

Para a determinacdo das Concentrac@es Inibitorias Minimas (CIMs) do extrato etandlico
e dos antibioticos isolados, utilizou-se microplacas estéreis contendo 96 pocos, e a cada poco
adicionou-se um indculo de 100 pL de cada cepa suspensas em caldo BHI com concentracéo
de 10° UFC.ml%, a cada um dos primeiros pocos de cada coluna foi adicionado 100 pL da
solucdo de cada amostra (extrato ou antibidtico) seguidas de diluicbes em série até o ultimo
poco. Os extratos foram diluidos em solucéo de dimetilsulféxido 10% (DMSO) e os antibioticos
diluidos em 4gua destilada. As concentragdes finais variaram de 1024 a 1 ug.ml™.

Para a avaliacdo dos extratos vegetais como modulador da resisténcia aos antibidticos,
uma nova CIM do antibiotico foi determinada na presenca do extrato vegetal em concentracao
subinibitoria (CIM/8), pelo método de microdiluicdo descrito anteriormente.

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, ap0s esse periodo, realizou-se a
leitura sendo evidenciada pelo uso do corante resazurina, como citado anteriormente no teste

de susceptibilidade microbiana.
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3.5.1 — Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Fracionada (CIF)

A CIF foi calculada para determinar se a associacdo do extrato com o antibiotico
produziu um efeito sinérgico (CIF < 0,5), indiferente (4> CIF> 0,5) ou antagonico (CIF>4) de
acordo com a seguinte formula (MACKAY, 2000):

o CIM do antibiético em combinac¢do com o extrato
CIF do antibiético =

CIM do antibiético sozinho

3.6 - Avaliacao da Citotoxicidade

Para a avaliacdo da citotoxicidade do extrato, através da atividade hemolitica, foi
utilizado o método descrito por Luize et al (2005), com adaptacdes. Foi preparada uma
suspensdo de hemacias 4% em solucgdo salina a 0,9%, em seguida, 1 mL desta suspenséo foi
distribuido em tubos de ensaio e homogeneizados com 1 mL do extrato diluido em diferentes
concentragdes (1000, 500 e 250 pg.mL™). Ap6s 1 hora, as amostras foram centrifugadas a 3000
rpm, durante 10 minutos. Foi utilizado como controle negativo a suspensdo de hemécias 4% e
controle positivo uma solucdo de &cido acético a 2% (Liquido de Turk). A avaliagdo da
atividade citotdxica do extrato foi determinada, através da leitura em espectrofotdmetro (540
nm) do sobrenadante contendo a hemoglobina liberada, utilizando como branco a solucéo salina

a0,9%, e os dados foram expressos em porcentagem, utilizando o controle positivo como 100%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 — Screening Fitoquimico

Com relacdo ao screening fitoquimico, pesquisou-se a presenca e quantificacdo, de
polifendis totais, flavonoides e saponinas no extrato etandlico de P. angulata (Tabela 2). Os
dados foram expressos em equivalente do padrdo utilizado e nos trazem informacGes acerca da
composic¢do quimica de P. angulata. Diversas atividades bioldgicas séo atribuidas a esses
compostos, entre elas a atividade antimicrobiana, cada um deles agindo em diferentes

mecanismos do micro-organismo.

Tabela 2. Teor de polifendis, flavonoides e saponinas presentes no extrato etandlico de

P. angulata L.
Metabolito Teor
Polifendis totais 0,500 (ug EAG.g 1Y)
Flavonoides 2,880 (ug EQUE.g Y
Saponinas 40,230 (ug EDIL.g™?)

Legenda: EAG - equivalentes de &cido gélico; EQUE — equivalentes de quercetina; EDI — equivalentes
de disogenina;

Esses resultados foram reforgados por Medina-Medrano et al (2015) e Wahua e Sam
(2013), entretanto, constatou-se variacbes em relacdo as quantidades encontradas. Essas
diferencas na concentracdo de metabdlitos podem ser atribuidas a mudanca do solvente

utilizado na extracéo, bem como variacédo no local e época de coleta.

4.2 — Atividade antimicrobiana

Na Tabela 3, observam-se o0s resultados das concentracdes inibitorias minimas (CIMs) do
extrato hidroalcoolico a 70% de P. angulata frente aos micro-organismos testados. Verifica-se
que foram obtidas diferentes CIMs frente as cepas testadas, sendo a menor de 0,250 mg.mL*

frente a diferentes micro-organismos, e a maior, de 1,0 mg.mL™ frente a Streptococcus oralis.

Tabela 3. Médias das Concentrac@es Inibitérias Minimas (CIM) do extrato
hidroalcoolico das partes aéreas de P. angulata L.

Micro-organismo CIM (ug.mL1)
S. aureus 500,00
E. coli 500,00
K. pneumoniae 250,00
P. aeruginosa 250,00
S. mutans 500,00
S. oralis 1000,00
S. salivarius 250,00
C. albicans 250,00
C. krusei 500,00

C. guilliermondii 250,00
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Observa-se que o extrato foi eficaz frente a varios micro-organismos patogénicos, com
espectro tanto para bactérias gram-negativas e gram-positivas, além das leveduras do género
Candida, resultados reforcados por Hwang et al (2004), Lopes et al (2006), Osho et al (2010),
Donkor et al (2012), que demonstraram o potencial antimicrobiano de P. angulata L., ao
utilizarem diferentes metodologias. Muitos desses estudos apontam a presenca de compostos
esteroides como responsaveis pela atividade antimicrobiana, sendo o principal deles a fisalina
(Silva et al, 2005).

Alves et al (2014) consideram clinicamente significante quando um extrato possui CIM
<256 ng.mL™. Isto sugere a necessidade de novos testes que permitam uma melhor extragio
dos compostos de P. angulata L., ou até mesmo estudos que possibilitem a identificacdo e
isolamento das substancias responsaveis pela atividade farmacoldgica, podendo assim termos

um aumento de sua eficacia.

4.3 — Modulacédo da resisténcia microbiana a antibidticos
Inicialmente, todas as bactérias utilizadas foram submetidas a antibiograma para
determinacdo do seu perfil de resisténcia, como mostra o Quadro 1. Através desse perfil foi

possivel selecionar os antibioticos utilizados na avaliacdo da atividade moduladora.

Quadro 1. Perfil de resisténcia a antibidticos das cepas clinicas multirresistentes utilizadas.

BACTERIA PERFIL DE RESISTENCIA
E. coli 401 AMOX + AC; CFL; AZT; CFT; NIT; CFP; SZT; NOR;
E. coli 505 CIP; CLO; NOR; SZT; TRC; AMP;
E. coli 603 CFT; AZT; CFL; CAZ; CFP; AMP; GEN; NOR; CLI; TRC; SZT;
P. aeruginosa 106 TOB; CFL; AZT; AMC; CFP; CFT; AMOX+AC; CEF;
P. aeruginosa 207 CEF; AMOX + AC; CFL; CFT; CAZ; STZ; NOR; GEN; CIP; TRC; CFP;
P. aeruginosa 308 TOB; AMC; STZ; AMP; GEN; NOR; CLI; TRC;
K. pneumoniae 110 AMOX+AC; CFT; CFL; NIT; CAZ; AZT; CEF; TRC; NOR; CLI; STZ;
AMP; GEN;
S. aureus 109 OXC; PEN; ATM; STZ; CEF; NOR;
S. mutans 112 CFX; PEN; CLO; CFT; CLI; CFP;
S. oralis 113 CFX; PEN; CLI; CFP; CLO; CFT;

AMOX + AC — amoxicilina + &cido clavulanico; CFL — cefalotina; AZT — aztreonam; CFT — ceftriaxona; NIT —
nitrofurantoina; CFP — cefepime; STZ — sulfametoxazol + trimetoprima; NOR — norfloxacino; CIP — ciprofloxacino; CLO —
clorafenicol; TRC — tetraciclina; AMP — ampicilina; CAZ — ceftazidima; CFP — cefepima; GEN — gentamicina; CLI —
clindamicina; TOB — tobramicina; AMC — amicacina; CEF — cefoxitima; OXC — oxacilina; PEN — penicilina; ATM —
azitromicina; CFX — cefatoxima;

Além da avaliacdo da atividade antimicrobiana direta, P. angulata foi testada como
agente modificador da resisténcia a antibioticos, os resultados obtidos utilizando bactérias

gram-positivas (Tabela 4) mostram que apesar de ter ocorrido alteracbes na CIM de varios

antibioticos, nem todos produziram um efeito considerado sinérgico.
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Tabela 4. Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) obtidas do extrato e antibidticos isolados
e efeito do extrato sobre & resisténcia de bactérias gram-positivas.

CIM (ug.mL1)

ANTIBIOTICO ANT EXT A+E CIF E

S. aureus 109
Azitromicina 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 |
Ampicilina 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 |
Gentamicina 853,33 1024,00 256,00 0,30 S
Oxacilina 597,33 1024,00 512,00 0,86 |

S. oralis 112

Cefepima 106,66 1024,00 85,33 0,80 |
Clindamicina 181,33 1024,00 74,66 0,41 S
Ceftriaxona 512,00 1024,00 1024,00 2,00 |
Cloranfenicol 21,33 1024,00 26,66 1,25 |

S. mutans 113
Cefepima 256,00 1024,00 128,00 0,50 S
Clindamicina 32,00 1024,00 42,66 1,33 |
Ceftriaxona 512,00 1024,00 1024,00 2,00 |
Cloranfenicol 16,00 1024,00 16,00 1,00 |

Legenda: ANT - CIM do antibidtico isolado; EXT - CIM do extrato isolado; A+E - CIM do antibidtico em
associacdo com o extrato; CIF - Concentragdo inibitoria fracionada; E — Efeito; S — Sinérgico; | — Indiferente;

O extrato de P. angulata foi capaz de interagir sinergicamente com os antibioticos:
gentamicina, clindamicina e cefepima, pelo menos um representante de cada cepa testada.
Em relacdo as bactérias gram-negativas (Tabela 5), observou-se que o extrato interagiu

sinergicamente com: cloranfenicol, gentamicina, ceftriaxona, cefepima e clindamicina.

Tabela 5. Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) obtidas do extrato e antibidticos isolados
e efeito do extrato sobre a resisténcia de bactérias gram-negativas.

CIM (ug.mL1)

ANTIBIOTICO ANT EXT A+E CIF E

E. coli 401
Cefalotina 853,33 1024,00 693,33 0,81 |
Ceftriaxona 16,00 1024,00 29,33 1,83 |
Gentamicina 26,66 1024,00 16,00 0,60 |
Nitrofutantoina 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 |

E. coli 505
Ciprofloxacino 213,33 1024,00 170,66 0,80 |
Ampicilina 512,00 1024,00 512,00 1,00 |
Cloranfenicol 26,66 1024,00 10,66 0,40 S
Norfloxacino 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 |

E. coli 603
Clindamicina 512,00 1024,00 512,00 1,00 |
Ampicilina 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 |
Gentamicina 1024,00 1024,00 512,00 0,50 S
Norfloxacino 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 |

Continua
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Continuacao

CIM (ug.mLY)

ANTIBIOTICO ANT EXT A+E CIF E

P. aeruginosa 106
Cefalotina 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 I
Ceftriaxona 1024,00 1024,00 426,66 0,42 S
Gentamicina 512,00 1024,00 256,00 0,50 S
Ciprofloxacino 64,00 1024,00 37,33 0,58 I

P. aeruginosa 207
Ceftriaxona 256,00 1024,00 62,00 0,25 S
Cefepima 1024,00 1024,00 256,00 0,25 S
Gentamicina 853,33 1024,00 853,33 1,00 I
Ciprofloxacino 32,00 1024,00 42,66 1,33 I

P. aeruginosa 308
Clindamicina 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 I
Ampicilina 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 |
Norfloxacino 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 I

K. pneumoniae 110

Clindamicina 1024,00 1024,00 341,33 0,33 S
Gentamicina 1024,00 1024,00 512,00 0,50 S
Norfloxacino 1024,00 1024,00 1024,00 1,00 I

Legenda: ANT - CIM do antibidtico isolado; EXT - CIM do extrato isolado; A+E - CIM do antibidtico em
associagdo com o extrato; CIF - Concentragdo inibitoria fracionada; E — Efeito; S — Sinérgico; | — Indiferente;

Tanto em relacdo as bactérias gram-positivas, como gram-negativas, tem-se uma
modulacdo de antibidticos de diferentes classes e mecanismos de acdo (Tabela 4 e 5), todos
utilizados exaustivamente na clinica médica e apresentando ineficécia frente a inUmeras cepas
clinicas. Assim, a combinacdo de produtos naturais com antibidticos vem apresentando-se
como alternativa relevante para a diminuicdo das CIMs desses medicamentos, resultando em
maior eficacia (CUSHNIE et al, 2003; COUTINHO et al, 2012; FIGUEREDO et al, 2013;
ALVES et al, 2014).

Segundo Matias et al (2010), as resisténcias bacterianas podem surgir através de
mutacdes ou por incorporacdo de elementos genéticos mdveis entre a mesma espécie ou ate
entre espécie diferentes de bactérias. Esses mecanismos de resisténcia s&o complexos e como
citado anteriormente, podem envolver, por exemplo: sistemas de efluxo ativos que expulsam o
antibiotico do meio intracelular, modificacbes do sitio alvo da substancia por mutacdo
espontanea e/ou por alteragdo estrutural ou através de sistemas de inativagdo enzimatica (WHO,
2014).
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Observacgdes corroboradas por diversos estudos, os quais relatam que os diversos
compostos presentes no extratos vegetais, estdo relacionados a capacidade de modificar a
resisténcia de um micro-organismo. Por exemplo, flavonoides podem formar complexos com
proteinas solUveis presentes na parede celular podendo facilitar a entrada do antibidtico na
célula (OLIVEIRA et al, 2015). Flavonoides lipofilicos podem inclusive causar ruptura da
membrana plasmaética do micro-organismos causando uma acao bactericida (ALENCAR et al,
2015). Em relacdo aos taninos, esses podem causar a inativacdo de enzimas e proteinas
transportadoras, afetando a cadeia respiratoria e producao de energia, levando a diminui¢édo da
atividade vital. Quanto as saponinas, também vao afetar a membrana plasmatica da célula do
micro-organismos agindo como surfactante (FABRI; COSTA, 2012; COUTINHO et al, 2014;
LUCENA et al, 2015).

Portanto, a combinacdo desses e de outros compostos do metabolismo secundario
vegetal séo capazes de promover assim uma ac¢ao antimicrobiana direta e indireta, auxiliando
na acdo dos antibidticos. Estes resultados promissores devem ser levados em conta para o
desenvolvimento de novos estudos de bioprospeccdo que permitam contribuir com o combate

a infeccdes causadas por micro-organismos resistentes.

4.4 — Citotoxicidade
Na tabela 6, observa-se os resultados da citotoxicidade das diferentes concentrac6es do
extrato.

Tabela 6. Citotoxicidade do extrato de P. angulata L. frente as hemacias.

Concentracéo do extrato (ug.mL™1) Hemodlise (%)
1000,00 1,42
500,00 4,11
250,00 2,78

Utilizando como parametro Rangel et al (1997) que preconizam que o percentual de
hemolise entre 0 — 40% é considerado baixo, 40 — 80% moderado e acima de 80% alto, o extrato
de P. angulata apresentou baixo potencial hemolitico.

A hemolise apresentada pode estar relacionada entre outros fatores, a presenca de
saponinas no extrato, pois esses metabolitos possuem uma agédo surfactante, atuando assim,
como um detergente, desestabilizando a camada fosfolipidica da membrana celular, causando
a lise das hemécias e varios estudos demonstram o potencial citotoxico desse composto
(GAUTHIER et al, 2009; KAISER et al, 2009; HASSAN et al, 2010; PY et al, 2011).
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N&o foi possivel determinar a concentracdo hemolitica 50% ou concentracdo efetiva
(ECso) neste estudo, uma vez que nenhuma das concentracOes testadas foi capaz de hemolisar

pelo menos 50% das hemacias.
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5. CONCLUSAO

O extrato de P. angulata, apresentou atividade antimicrobiana frente a todas as cepas
ATCCs testadas, bem como foi capaz de modificar a acdo de varios antibioticos frente as cepas
resistentes de E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus, S. oralis e S. mutans. Indicios
de baixa citotoxicidade foram apresentados no estudo podendo contribuir com um
esclarecimento da seguranca na utilizacdo da espécie. Portanto, os resultados sugerem que
estudos devem ser ampliados para elucidar os mecanismos de agcdo responsaveis por essas

propriedades e poderao ser fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos.



22

6. ABSTRACT

The specie Physalis angulata L. (Solanaceae), popularly known as "camapu”, is popularly used
for the treatment of various pathologies, including: jaundice, hepatitis, and urinary tract
infection. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial potential and the
antibiotic resistance modulation of extracts P. angulata. Were used the aerial parts of P.
angulata for the preparation of the hydroalcoholic and ethanolic extract by cold maceration.
The phytochemical screening of total polyphenols, flavonoids and total saponins were based on
colorimetric reaction by spectrophotometry. The antimicrobial activity of the hydroalcoholic
extract was tested by broth microdilution method front the ATCCs strains of Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida guilliermondii
and Candida krusei. Through this same method was analyzed the extract ability to modulate
the resistance to antibiotics evaluating the action of isolated antibiotics and in combination with
the extract in front of multiresistant strains of E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus,
S. mutans and S. oralis. The cytotoxicity of the front extract one red blood cell suspension at
4% was determined. The hydroalcoholic extract showed an antimicrobial activity against all the
tested microorganisms. The extract modulation capability was considered synergistic when
combined antibiotic gentamicin, ceftriaxone, cefepime, clindamycin and chloramphenicol. The
extract presented evidences of low cytotoxicity. The results indicate that P. angulata L. has
antimicrobial potential and modulator of the antibiotic resistance, new studies should be
developed to elucidate the mechanisms of action responsible for this property and future results
may be sources for the development of new herbal medicines.

KEYWORDS: Ethnopharmacology. Cytotoxicity. Microbial resistance. Camapu.
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