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RESUMO

NUNES, L.E. Estudo de interagdes “in vitro” entre extratos hidroalcéolicos de
plantas medicinais e drogas antimicrobianas sobre linhagens multirresistentes
de Staphylococcus sp. — Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso),
Universidade Estadual da Paraiba - UEPB, Campina Grande, 2011.

A utilizacdo de produtos naturais com fins medicamentosos é tdo antiga quanto a
propria historia. A propriedade antimicrobiana das plantas pode ser explicada pela
producdo de compostos ativos produzidos durante o metabolismo secundario.
Atualmente os conhecimentos, as vezes empiricos, desta propriedade tém sido
comprovados cientificamente, revelando assim o enorme potencial das plantas no
controle de doengas infecciosas, enquanto verifica-se um aumento nos casos de
microrganismos patogénicos resistentes aos antimicrobianos convencionais.
Extratos de plantas tém mostrado efeitos frente a linhagens de micro-organismos, o
gue sugere uso terapéutico destes produtos. O presente trabalho propde o estudo
do uso associado do extrato hidroalcoolico das plantas medicinais: Stryphrodendron
adstringens (Mart.) (barbatim&o), Anadenanthera macrocarpa (angico), Ximenia
americana L. (ameixa-do-mato), Myracodruom urundeuva (aroeira) e Anacardium
occidentale (cajueiro) com antimicrobianos, frente a 11 cepas multirresistentes de
Staphylococcus sp. de origem nosocomial, tendo como propdsito, observar as
possiveis interacfes apresentadas por essa combinagdo. Para o estudo da
interacdo, determinou-se a Concentragao Inibitoria Minima (CIM) para cada extrato
realizado através da técnica de difusdo em meio sélido utilizando discos de papel de
filtro, adaptada de Kirby & Bauer. Os ensaios foram realizados com discos de
penicilina G (10 Ul) e tetraciclina (30 png) embebidos em 50 pL dos extratos
hidroalcéolicos, na concentracdo bruta (100%) e CIM. Os resultados mostraram a
interacdo positiva da penicilina G e da tetraciclina sobre todos os extratos
hidroalcéolicos das plantas testadas frente as cepas de Staphylococcus sp.
observou-se o desenvolvimento de halos de inibicdo do crescimento com diferentes
diametros quando da aplicacdo dos extratos isolados ou em combinacdo com os
antimicrobianos. Estes resultados comprovaram que o0 uso associado de plantas
medicinais e drogas convencionais, podem produzir efeitos interativos. Desta forma,
0 potencial de uso dos produtos naturais como coadjuvante no tratamento de
doencas infecciosas, deve ser melhor estabelecido.

Palavras chaves: plantas medicinais, antimicrobianos, uso associado, interagao.
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ABSTRACT

NUNES, L.E. Study of interactions "in vitro" between hydroalcoholic extracts of
medicinal plants andantimicrobial drugs on multidrug-resistant strains of
Staphylococcus sp. — Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso),
Universidade Estadual da Paraiba - UEPB, Campina Grande, 2011.

The use of natural products with pharmacological purposes is as old as history. The
antimicrobial property of the plants can be explained by the active composite
production during the secondary metabolism. Currently, the knowledge, sometimes
empirical, of this property have been proven scientifically, showing the enormous
potential of the plants to control infectious illnesses, while there is an increase in
cases of pathogens resistant to conventional antibiotics. Plant extracts have shown
effects against strains of micro-organisms suggesting therapeutically use of these
products. The present work considers the study of the associative use of the
hydroalcoholic extract of medicinal plants: Stryphrodendron adstringens (Mart.)
(barbatiman), Anadenanthera macrocarp (angico), Ximenia americana L. (Wild
Plum), Myracodruom urundeuva (Schinus) and Anacardium occidentale (Cashew
Tree) with antimicrobials, against 11 strains of a multiresistant Staphylococcus sp. of
nosocomial origin with the purpose to observe possible interactions presented by
this combination. For the study of the interaction, it was determined Minimal
Inhibitory Concentration (CIM) for each extract performed by the diffusion in solid
medium method using filter paper discs, adapted from Kirby & Bauer. The tests were
performed with discs of penicillin G (10 Ul) and tetracycline (30 pg) absorbed in 50
uL of hydroalcoholic extracts, in raw concentrations (100%) and CIM. The results
has shown to the positive interference of penicillin G and the tetracycline on all
hydroalcoholic extracts of tested plants against strains of Staphylococcus sp. was
observed the development of zones of inhibition of growth with different diameters
when applied isolated extracts or in combination with antimicrobials. These results
had proven that the associated use of medicinal plants and conventional drugs can
produce interactive effect. In such a way, the potential of use of the natural products
as an adjuvant in the treatment of infectious illnesses must be better established.

Keywords: Medicinal plants, antimicrobials, associated use, interaction.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € uma pratica antiga e atualmente é
predominante em paises em desenvolvimento (SARTORATTO et al., 2004). Estudos
mostram que grande parte da populacdo (80%) utiliza apenas 37% dos
medicamentos disponiveis, dependendo quase que exclusivamente dos produtos de
origem natural (SILVA, 2010).

As plantas tradicionais utilizadas como solucéo alternativa no cuidado a saude
compdem uma importante fonte de novos compostos que servem como base para a
farmacologia moderna, sendo que grande parte das drogas sintéticas tem origem de
forma direta ou indiretamente nas plantas medicinais (ZAGO et al., 2009; OLIVEIRA
et al., 2005).

No Brasil, véarios estudos ja evidenciaram que um numero significativo de
plantas medicinais € usado na forma de extratos brutos visando o tratamento de
processos infecciosos. No entanto, ainda sao relativamente poucos os estudos que
comprovam a eficacia desse tratamento. Algumas pesquisas demonstraram que ha
um elevado indice de uso associado de plantas medicinais com drogas
antimicrobianas, porém, as consequéncias dessas associacdes ainda ndo séao
totalmente elucidadas.

A importancia do estudo sobre a interacdo de plantas com drogas
antimicrobianas de uso convencional também se deve ao fato de que ha um
aumento de cepas microbianas resistentes, muitas vezes, devido ao uso inadequado
destes antimicrobianos, ocasiona uma diminui¢cao nas alternativas de drogas para o
combate das infeccgdes.

Assim, o0 estudo in vitro dessas associacdes sobre as linhagens resistentes,
pode ser uma estratégia bem sucedida para o tratamento de infeccdes,
possibilitando que seja retomada a prescricdo de drogas que antes eram ineficazes
de forma isoladas, mas que agora em conjunto com outras substancias possam ser
retomadas ao grupo de opc¢des para a terapia medicamentosa.

A escolha do Staphylococcus sp. como cepa teste ocorreu devido a elevada
frequéncia de infecgBes comunitarias e nosocomiais produzidas por esse micro-
organismo, como também devido a grande resisténcia adquirida por esta linhagem.

De modo que, o estudo da combinacdo de plantas medicinais e drogas

antimicrobianas convencionais torna-se relevante devido a significancia a cerca do

Luanne Eugénia Nunes
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tema que os beneficios com os resultados obtidos na pesquisa poderdo propiciar a
populacdo que faz uso indiscriminado e muitas vezes irracional de plantas e de
drogas, além de que, estudos que abordam o tema em questdo, ainda sao
escassos, porém com resultados promissores.

Dai, a importancia de novas pesquisas sobre a atividade das plantas
medicinais usadas habitualmente pela populacdo, possibiltando maiores
conhecimentos sobre seus efeitos, permitindo que sejam esclarecidos e assim, seu
uso correto seja especificado.

O presente trabalho propdée um estudo do uso associativo de plantas
medicinais com drogas antimicrobianas, frente a cepas multirresistentes de
Staphylococcus sp., tendo como propdsito, observar as possiveis interacdes

sinérgicas ou antagdnicas apresentadas por essa combinacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro as interacdes entre extratos hidroalc6olicos de plantas
medicinais: Anadenanthera macrocarpa (angico), Anacardium occidentale (cajueiro),
Ximenia americana (ameixa-do-mato), Stryphodentron adstringens (barbatiméo) e
Myracodruom urundeuva (aroeira) sobre drogas antimicrobianas de uso
convencional, frente a cepas multirresistentes de Staphylococcus sp. de origem
nosocomial e a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar o perfil de sensibilidade das cepas de Staphylococcus sp. frente a

antimicrobianos convencionais.

e Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcéolicos supra citados

frente a cepas de Staphylococcus sp. e S.aureus ATCC 25923.

e Determinar a concentragao inibitoria minima — CIM dos extratos ativos frente a

cepas de Staphylococcus sp. e S.aureus ATCC 25923.

e Avaliar in vitro as interacbes causadas pela associagdo dos extratos
hidroalcoolicos com diferentes classes de antimicrobianos, sobre cepas de
Staphylococcus sp. multirresistentes e S.aureus ATCC 25923.

Luanne Eugénia Nunes
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O uso de plantas medicinais

A utilizacdo de produtos naturais pelo homem € tdo antiga quanto sua prépria
histéria. No processo de evolugdo ocorrido na Terra, o reino dos vegetais sempre
ocupou lugar de destaque, devido a capacidade da sua utilizacdo em fins
alimenticios e terapéuticos (ARRUDA, 2006).

Da observacéo individual e comunitaria, como no caso dos animais que
utilizavam as plantas com fins medicamentosos, 0 homem primitivo experimentou e
elegeu varias espécies biologicamente ativas, que o acompanharam desde a pré-
histéria e evoluiram com ele ao longo dos anos e constituiram a medicina do homem
primitivo (VON POSER; MENTZ, 2000; COUTINHO et al., 2004).

A medicina popular é uma tradicdo, onde os individuos repassam as
informacdes de um para outro, de geracdo para geracdo. Esse conhecimento
transmitido no decorrer do tempo € o responsavel pela diversidade da medicina
popular (ARRUDA, 2002; CATAO et al., 2006).

Vérios registros histéricos foram encontrados sobre a utilizacdo das plantas
para tratamento de doengas desde 4.000 a.C. O primeiro registro médico depositado
no Museu da Pensilvania é datado de 2.100 a.C. e inclui uma colecdo de formulas
de trinta diferentes drogas de origem vegetal, animal ou mineral (DUARTE, 2006).

No Egito, um manuscrito encontrado Georg Ebers, em 1875, denominado de
“Ebers Papirus” (1.500 a.C.), contém 811 prescricbes e 700 drogas. Na China, o
primeiro texto sobre plantas medicinais (500 a.C.) relata nomes, doses e indicactes
de uso de plantas para tratamento de doencas. Algumas dessas plantas ainda séao
utilizadas, como Ginseng (Panax spp), Ephedra spp, Cassia spp e Rheum palmatum
L., inclusive como fontes para industrias farmacéuticas (ARRUDA et al., 2006;
DUARTE, 2006).

Atualmente, aproximadamente 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos, dependem das plantas como primeira opcao
para suas necessidades priméarias de salude (CAETANO et al., 2002; PILLA et al.,
2006; CATAO et al., 2010), como também o uso de plantas como uma fonte de
medicamentos € predominante em paises em desenvolvimento como uma solucéo

alternativa para problemas de saude (DUARTE, 2006).

Luanne Eugénia Nunes
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A utilizacdo de fitoterapicos no Brasil constitui uma forte alternativa econdmica
guando relacionada aos medicamentos alopaticos, sendo resultado da forte
influéncia cultural dos indigenas, das tradicbes africanas e da cultura europeia
trazida pelos colonizadores (ALMEIDA, 2000; CATAO et al., 2010).

As condi¢cBes econbmicas muitas vezes precérias, aliadas ao grande uso de
plantas medicinais contribuem para que haja um grande comércio das mesmas em
varias regides do Brasil. Em algumas destas regides este comeércio representa o
sustento para muitas familias, o que permite que elas continuem em suas
comunidades, sem precisar buscar outros centros urbanos (DOURADO et al., 2005;
ALVES et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009).

O Brasil € 0 pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo, contando
com um numero estimado de mais de 20% do numero total de espécies do planeta.
O Pais possui flora bastante diversificada, nimero superior a 55.000 mil espécies
catalogadas, o que corresponde a 22% do total mundial. Muitas destas espécies sao
inerentes de uma regido e ainda ndo foram examinadas sob o ponto de vista
fitoquimico e farmacoldgico (CATAO et al., 2010).

Grande parte dos medicamentos empregados na terapéutica advém, direta ou
indiretamente, de produtos naturais, especialmente de plantas medicinais que
permanecem uma importante fonte para obtencdo de medicamentos (CARVALHO et
al., 2007).

3.2 Plantas medicinais estudadas

As plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais de grande interesse
cientifico por proporcionarem grandes chances de obterem-se moléculas protétipos,
devido a diversidade de seus constituintes (DUARTE et al., 2004; MICHELIN et al.,
2005; LIMA et al., 2006; PALMEIRA et al., 2010).

Dentre as diversas plantas medicinais conhecidas, foram utilizadas, as
espécies de Anacardium occidentale L., Anadenanthera macrocarpa Benth.,
Myracrodruon urundeuva Allemao, Stryphrodendron adstringens (Mart.) Coville,

Ximenia americana Linn.
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3.2.1 Cajueiro
Espécie: Anacardium occidentale L.
Familia: Anacardiaceae

Sinonimia popular: Acajl, acajuiba, caju-manso, acajueiro, acajaibeiro, anacardeiro
(CORREA, 1926; DANTAS, 2007).

O cajueiro (Figura 1) € uma arvore de origem brasileira, possui pequeno
porte, altura variando de 5 a 10 metros, e, com boa fertilidade em solos argilosos
(CORREA, 1926; LORENZI, 1992; DANTAS, 2007). A planta se apresenta com as
seguintes caracteristicas morfolégicas: folhas glabras, de cor ré6sea quando jovens
(LORENZI; MATOS, 2002).

O pedudnculo (pseudofruto) se desenvolve formando uma baga arredondada,
suculenta e de sabor agradavel, aparece nas cores vermelho, amarelo e amarelo
avermelhado e com carne branca ou creme é geralmente confundido com o fruto, no
entanto, a castanha neste afixada, que lembra um rim lateralmente, € o verdadeiro
fruto (DINIZ et al., 1998; ARRUDA, 2002).

Figura 1. Anacardium occidentale L. (cajueiro)

Fonte: www.saaja.be

A planta é decidua, helidfita e com maior ocorréncia hos campos e dunas da
costa norte e nordeste do pais, principalmente Maranhé&o e Piaui, floresce a partir de
junho, prolongando-se até novembro, ja os frutos amadurecem entre 0os meses de
setembro e janeiro (LORENZI; MATOS, 2002).

Luanne Eugénia Nunes



Estudo de interagdes “in vitro” entre extratos hidroalcdolicos de plantas medicinais 23
e drogas antimicrobianas sobre linhagens multirresistentes de Staphylococcus sp.

O cajueiro é uma planta comumente utilizada na medicina tradicional por suas
conhecidas caracteristicas terapéuticas, em processos inflamatérios e infecciosos.
Sobre a planta também sao conhecidas atividades como o alivio da dor de dente e
efeitos terapéuticos sobre: bronquites, artrites, colicas intestinais, ictericia, asma e
até mesmo usado como afrodisiaco (ARRUDA, 2002; MOTA, 2004; OLAJIDE et al.,
2004; MORAIS et al., 2005; AGRA et al., 2007).

Na literatura encontram-se atividades farmacolégicas comprovadas, da
atividade anti-inflamatéria do cajueiro (OLAJIDE et al., 2004; FALCAO et al., 2005),
antidiabética (SALTO, 1989; Kamtchouing et al., 1998; Barbosa-Filho et al., 2005);
inibidor da enzima acetilcolinesterase (Barbosa-Filho et al., 2006) e substancias

isoladas do fruto demonstraram ser inibidora de tirosinase (Kubo et al., 1994).

3.2.2 Angico
Espécie: Anadenanthera macrocarpa Benth.
Familia: Leguminosae — Subfamilia Mimosoideae

Sinonimia popular: Angico-vermelho, angico de casca (AGRA, 1996). (Figura 2)

Figura 2. Anadenanthera macrocarpa Benth. (Angico)
Fonte: http://vamossalvarnossoplaneta.blogspot.com/2008_06_08_archive.html

O angico é uma éarvore de grande porte, apresenta caule tortuoso e mediano,
e, sua casca varia de uma forma quase lisa e clara até rugosa ou muito fissurada e
preta (BRAGA, 1960; LORENZI; MATOS, 2002). Seus ramos novos podem se
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apresentar espinhosos. é uma planta decidua, pioneira, heliéfita e seletiva xerofita,
caracteristica das capoeiras e florestas secundarias situadas em terrenos arenosos.
Ocorre preferencialmente em terrenos altos e bem drenados, floresce de setembro a
novembro com a planta quase sem folhas, os frutos e as vagens amadurecem de
agosto a setembro (LORENZI; MATOS, 2002).

Na medicina popular, o angico, em preparacdo de xaropes, € usado no
tratamento das tosses, coqueluches e bronquites. Através da maceracdo da casca, €
utilizado no tratamento de inflamagbes e leucorréias. Ja quando a preparagdo é
realizada com alcool ou cachacga, pode utiliza-lo em ferimentos externos, agindo
como hemostatico e cicatrizante (MATOS, 1997; PALMEIRA et al.,, 2010). O
ferimento de sua casca libera uma goma-resina, usada no tratamento de problemas
infecciosos de pele (MORS et al., 2000). Porém, seus frutos sao considerados
venenosos, 0 que impossibilita sua utilizagdo na medicina popular para
enfermidades (AGRA, 1996).

A atividade antimicrobiana da planta, provavelmente, € devido a grande
presenca de flavonoides, taninos e terpenos em suas folhas e frutos, os flavonoides
complexam-se com a parede celular bacteriana, ocasionando sua ruptura (SOUSA
et al. 1991; TSUCHIY et al. 1996; GONCALVES, 2007).

3.2.3 Aroeira
Espécie: Myracrodruon urundeuva Alleméao
Familia: Anacardiaceae

Sinonimia  popular: Urundelva, arindelUva, aroeira-do-sertdo, caracuramira
(LORENZI; MATOS, 2002; DANTAS, 2007).

Planta de origem brasileira, € uma arvore de grande porte possui altura
variavel entre 6 e 14 metros, inflorescéncias paniculados terminais, com flores de cor
amarelada, frutos aquénicos (seco, com uma Unica semente presa ao pericarpo)
com as sépalas persistentes (Figura 3). Planta decidua, heliofita, seletiva xerofita,
com caracteristicas de terrenos rochosos e secos (CRUZ, 1985; LORENZI; MATOS,
2002).
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Floresce durante os meses de junho e julho, geralmente com a planta
desfolhada. A maturacdo dos frutos inicia-se no final do més de setembro,
prolongando-se até outubro (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 3. Myracrodruon urundeuva Alleméo (aroeira)

Fonte: http://www.pontoterra.org.br/flora/caatinga/aroeira.htm

No Brasil, a planta ocorre desde o Ceara até o estado do Parana e Mato
Grosso do Sul, sendo mais frequente no nordeste do pais (CRUZ, 1985; LORENZI;
MATOS, 2002). A aroeira € uma planta de grande valor para a flora brasileira, pelas
suas inumeras utilidades, como o reflorestamento, pois cresce com rapidez além de
produzir madeira de primeira qualidade (CRUZ, 1985).

A aroeira possui agdo antimicrobiana (MARTINEZ et al., 1996),
antiulcerogénica (RAO et al., 1987; SOUZA et al., 2007; CARLINI et al., 2010) e anti-
inflamatéria e analgésica (VIANA et al., 2003;. DEHARO et al., 2004) e antidiarreica
(CHAVES et al.,, 1994), sendo utilizada como antisséptico e no tratamento de
estomatites (MARTINEZ et al., 1996; DINIZ et al., 1998).

3.2.4 Barbatiméo
Espécie: Stryphrodendron adstringens (Mart.) Coville
Familia: Leguminosae - Subfamilia Mimosoideae

Sinonimia popular: Ubatinol, casca-da-virgindade, uabatenor, verna e picarna
(COIMBRA, 1994).
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E uma arvore tortuosa, de pequeno porte, com altura entre quatro e 5 metros,
apresentando casca bastante rugosa e com fissuras (CRUZ, 1985). E uma planta
decidua, heliofita, pioneira e seletiva xerdfita, caracteristica de formacfes abertas
como o cerrado e o campo (Figura 4). Apresenta nitida preferéncia por solos
arenosos e de drenagem rapida, como os situados em encostas suaves e topos de
morros. Floresce a partir de setembro, prolongando-se até novembro. Os frutos
amadurecem no periodo de julho a setembro. Tem ocorréncia do Para a S&o Paulo
e Mato Grosso do Sul, no cerrado (BRAGA, 1960; LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 4. Stryphrodendron adstringens (Mart.) Coville (barbatiméo)

Fonte: http://lwww.iesambi.org.br/iesambi_arquivos/projetos/especies/barbatim%E30.htm

O barbatimdo € uma planta bastante conhecida na medicina popular. Possui
acao cicatrizante, anti-inflamatoéria, hemostéatica, sendo amplamente utilizada como
antisséptico (CAMARGO, 1985), como anti-séptico e bactericida, no tratamento de
varias infeccBes cutaneas, além de ainda ser empregada no tratamento de
gonorréia, leucorréia, hérnia, feridas hemorragicas, diarréias, gastrite, dores de
garganta, hemorréidas e em forma de gotas sua utilizacdo para conjuntivite
(ALMEIDA et al., 1998; CRUZ, 1985; NUNES et al., 2003; MACEDO et al., 2007).

3.2.5 Ameixa-do-mato
Espécie: Ximenia americana Linn

Familia: Olacaceas
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Sinonimia popular: ameixa da Bahia, ameixa espinho, espinheiro de ameixa, sandalo
do Brasil, umbu-bravo (BRASILEIRO et al., 2008).

E um arbusto espinhoso, de casca avermelhada, lisa, muito adstringente com
folhas compridas, ovais e opostas, ostentando um espinho na extremidade inferior
ou na base (BRAGA, 1960; CRUZ, 1985). Apresenta-se com flores em cachos, de
cor amarela e peluda (Figura 5). Os frutos cilindricos, amarelos e brilhantes, contém
uma substancia mole e aromatica de gosto acido (CRUZ, 1985).

E uma arvore encontrada nas costas arenosas e nas savanas de todos os
paises tropicais. Ja no Brasil, encontra-se esta planta, em especial nos estados do
Pard, Ceard, Pernambuco, Goias, Bahia e Minas Gerais (CRUZ, 1985; SCHULTZ,
1970).

Figura 5. Ximenia americana Linn (ameixa-do-mato)
Fonte: http://www.ask.com/wiki/Ximenia_americana

O decocto da casca € utilizado para tratar Ulceras cutédneas e estancar
sangramentos. O azeite extraido das sementes tem acdo antisséptica quando
aplicado nas cavidades formadas apés extracbes dentérias, ja as raizes sao
mascadas para tratar doencas venérias e diarreias (ARRUDA, 2002; BRASILEIRO et
al., 2008).

3.3 Atividade antimicrobiana das plantas medicinais

Embora uma imensa variedade de antibiéticos tenha sido produzida nos

altimos anos, é notavel o crescimento de micro-organismos resistentes a multiplas
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drogas, o que induz a busca de novas alternativas terapéuticas (ANTUNES et al.,
2006; SILVA et al., 2007;).

Dentre os produtos naturais, as plantas medicinais sdo de grande interesse
cientifico, por proporcionarem grandes chances de obtencdo de novas substancias
bioativas, que sirvam como modelo para a sintese de moléculas de interesse
medicinal (NASCIMENTO et al, 2000; LIMA et al., 2006).

As plantas possuem componentes quimicos responsaveis por sua acao
terapéutica que podem variar de acordo com o local e as caracteristicas de cultivo e
processamento a qual sdo submetidas, tornando-as impréprias para 0 consumo
(SILVA et al., 2003; FRANCO et al., 2007).

Plantas superiores (angiospermas, produtoras de flores) e aromaticas sao
amplamente utilizadas na medicina popular, uma vez que apresentam amplo
espectro de atividade e inibicAo comprovada contra bactérias e fungos. A maioria
dessas propriedades é conferida por produtos do metabolismo secundario, como
fendis, terpenos, alcaloides, lecitinas, polipeptideos e poliacetilenos (DUARTE et al.,
2004; CATAO et al, 2010; NASCIMENTO et al., 2010).

3.4 Micro-organismo estudado

Varios sdo os géneros de micro-organismos existentes no meio ambiente que
também podem colonizar o organismo humano, e serem relacionados a processos
infecciosos, dentre esses micro-organimos, destaca-se o género Staphylococcus,
pela sua patogenicidade que é responsavel por um numero elevado de infec¢des

comunitarias e nosocOmiais.

3.4.1 O género Staphylococcus

As bactérias pertencentes a esse género estdo classificadas no filo
Firmicutes, sdo cocos Gram-positivos, que ocorrem isoladas ou em grupos que se
assemelham a cachos de uva, dai a denominacdo Staphylococcus, Staphyle
(cachos de uva) e coccus (semente). Sao seres anaerobios facultativos, piogénicos,
imoveis e ndo esporulados (FRANCO; LANDGRAF, 1996; TORTORA et al.,, 2005;
SILVA, 2010).
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Crescem comparativamente bem sob condi¢Bes de alta pressdo osmotica e
pouca umidade, o que explica seu crescimento e sobrevivéncia e secre¢des nasais
na pele e em alguns alimentos (TORTORA et al.,, 2005).

O género Staphylococcus esta subdividido em 40 espécies, que se dividem
de acordo com a sintese ou ndo da enzima coagulase, sendo a maioria, coagulase-
negativa, com excec¢ao do S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. intermedius,
S. hyicus e S. delphini (BANNERMAN et al. 2003; BUERIS et al., 2008). Dentre as
espécies desse género, S. aureus € considerada a mais importante em funcao da

sua maior patogenicidade ao homem (VON EIFF et al., 2001).

Sobre a classificacdo, sdo divididos em coagulase positiva e coagulase
negativa, no primeiro, se destaca o Staphylococcus aureus, jA no segundo o

Staphylococcus epidermidis.
e Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é assim denominado devido a pigmentacéo
amarela e da formacdo de um halo ao redor de suas col6nias (aureus=dourado)
(TORTORA et al., 2005).

Mesmo com relativa frequiéncia, como membro da microbiota normal do corpo
humano, o Staphylococcus aureus € uma das bactérias patogénicas mais
importantes devido ao grande numero de infec¢des, localizadas geralmente nas
membranas superficiais ou entdo disseminadas pelo organismo, estas com elevada
gravidade (TEIXEIRA et al., 2008).

Os principais fatores de viruléncia deste micro-organismo Sao 0S
componentes da superficie celular, com destague para as toxinas e enzimas
(TEIXEIRA et al., 2008). Entretanto, a presenca de capsula, do peptidoglicano, de
acidos teicoicos, de adesinas e da capacidade de sintese de enzimas e toxinas
extracelular sdo alguns dos outros atributos relacionados a viruléncia do S. aureus
(NOSTRO et al., 2004).

Além de causar diferentes tipos de intoxicacdes, o S. aureus foi o agente
etiologico mais comum das infec¢des purulentas que atacam diferentes tecidos e
orgaos. Pode ser a causa de: furanculo, carbunculo, abscesso, pneumonia,
miocardite, endocardite, meningite e artrite bacteriana (VERHOEFF et al, 1999;
PEREIRA et al., 2004; GELATTI et al.,, 2009). Praticamente qualquer sistema de
orgaos é propensa a infeccao pelo S. aureus, as infecgdes mais importantes séo a
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bacteremia, endocardites e infec¢des do trato respiratério (KANAFANI; FOWLER,
2006; GELATTI et al., 2009). As bacteremias e endocardites sdo frequentemente
associadas a sérias complicacdes e alta taxa de morte (PETTI et al., 2003).

O S. aureus é uma das causas mais comuns de infec¢cdes hospitalares e
comunitarias, que podem apresentar altos niveis de morbidade e mortalidade
(GELATTI et al., 2009).

3.5 Antibidticos

As infecgbes bacterianas sao bastante comuns e, devido sua elevada
incidéncia tornam-se responsaveis por elevados indices de morbidade e
mortalidade. Elevando consideravelmente a importdncia dos agentes
antimicrobianos, no combate a proliferacéo e ao efeito devastador que estes micro-
organismos podem causar (CHAMBERS, 2005).

Tradicionalmente, o termo antibiético refere-se as substancias produzidas por
micro-organismos para suprimir o crescimento de outros micro-organismos. No
entanto, atualmente o termo antibiético vem sendo substituido pelo termo agente
antimicrobiano, uma vez que este compreende as substancias sintetizadas em
laboratérios, bem como as naturais produzidas por micro-organismos (STEINBERG,
2006).

A descoberta dos antibidticos e o desenvolvimento dessa terapia €
considerado um dos avancos mais importantes na histéria da medicina, sendo eleita
como uma das maiores descobertas terapéuticas do século XX. A eficacia e a
relativa seguranca desses medicamentos levaram ao seu uso difundido, excessivo e
até desnecessario (CHAMBERS, 2005).

A importancia da resisténcia ao antimicrobiano deve ser sempre considerada.
A habilidade das bactérias de desenvolverem resisténcia a todo o arsenal de drogas
existente ameaca muitos 0s avangos quimioterapicos da era antimicrobiana. Existem
varias consequéncias para o0 surgimento da resisténcia, no entanto, a de maior
notoriedade é o tratamento de um paciente com uma droga ineficaz, levando a uma
falha terapéutica ou a reincidéncia (CHAMBERS, 2005; STEINBERG, 2006).

O uso intensivo de antimicrobianos € um fator crucial no desenvolvimento da
resisténcia bacteriana, tanto a cromossémica quanto a plasmidial. A utilizagdo de

agentes gque tém ampla atividade, ao contrario dos agentes direcionados, ocasionam

Luanne Eugénia Nunes



Estudo de interagdes “in vitro” entre extratos hidroalcéolicos de plantas medicinais 31
e drogas antimicrobianas sobre linhagens multirresistentes de Staphylococcus sp.

alteracdes na flora bacteriana normal levando ao desenvolvimento de patdégenos
resistentes (KOBAYASHI et al., 2009).

A utilizacdo de antimicrobianos seja em um paciente individual ou em um
ambiente hospitalar, permite a proliferacdo de bactérias que sao intrinsecamente
resistentes ou que passaram a ser. Assim, o ideal para o inicio da terapia é o
conhecimento ou um possivel indicio do patdégeno, sendo assim, o clinico s6 deve
iniciar o uso de antimicrobianos em casos excepcionais, Como nas meningites ou em
pacientes clinicamente instaveis (CHAMBERS, 2005; GELATTI et al., 2009).

3.5.1 Classificagéo

Os antimicrobianos sédo classificados seguindo critérios como estrutura
quimica e o alvo onde exercem seu mecanismo de acdo primaria nos caminhos
bioquimicos celulares.

Segundo Tavares (1999) e Schaechter et al. (2002), os antimicrobianos
podem ser classificados em cinco classes: Inibidores da sintese da parede celular
peptideoglicana, onde estéo incluidos os B-lactamicos e glicopeptideos. Dentre os [3-
lactamicos, destaca-se as penicilinas, cefalosporinas, carbapenéns,
monobactamicos e inibidores da [B-lactamase, no grupo dos glicopeptideos se
sobressai a vancomicina e a bacitracina; Inibidores da sintese da membrana
citoplasmatica, como as polimixinas e a anfotericina B; Modificadores da sintese de
acidos nucleicos como as quinolonas, a rifampicina e nitrofurantoinas; Inibidores da
sintese proteica, como 0s aminoglicosideos, as tetracilcinas, o clorafenicol, as
eritromicinas, a clindamicina, as esreptograminas, a linezolida e a mupirocina;
Modificadores do metabolismo energético, como as sulfonamidas, o trimetoprima, a

dapsona e a isoniazida.

3.5.2 B-lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos agem pela inibicdo da sintese da parede celular
bacteriana. Dentre eles, a penicilina € o antibiotico mais conhecido desta classe. Foi
descoberta em 1929, pelo médico e bacteriologista Alexandre Fleming, que
observou que a contaminagdo de -culturas de estafilococos por fungos do

género Penicillium inibia o crescimento dos micro-organismos. No entanto, sé
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conseguiu desenvolver a droga terapéutica em 1940, recebendo posteriormente, em
1945, o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina (TAVARES, 1999).

Todos os antibidticos B-lactamicos possuem uma estrutura anelar, que
consiste em um anel de quatro membros e uma amida ciclica, o B indica que a
amida esta no segundo carbono do carbonil (Figura 6) (ROSARIO; GRUMACH,
2006).
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Figura 6. Anel B-lactamico e estrutura quimica da penicilina
Fonte: Roséario & Grumach, 2006.

O anel possui baixa estabilidade e, por ser pequeno, sua estrutura
normalmente é forcada. Isto explica por que algumas penicilinas tém facilidade de
sofrer hidrolise e, devido a alta acidez do estdbmago, ndo sao eficazes quando
ingeridas por via oral (GOULD; STEINBERG; 2006).

Os antimicrobianos [-lactdmicos se ligam a proteinas que participam da
sintese da parede celular, chamadas PBPs (proteinas ligadoras de penicilina), estas
impedem a formacéo da parede celular que tem como resultado a lise bacteriana
(GELLATI et al., 2009).

Os B-lactamicos constituem a principal classe de antimicrobianos utilizada na
pratica clinica. Assim, a resisténcia a B-lactamicos € um problema clinico continuo, e
esta crescendo dramaticamente. Esta pode ser mediada por 3-lactamases, proteinas
aderentes a penicilina (PAPSs) alteradas ou permeabilidade reduzida ou efluxo ativo
das drogas por bactérias resistentes (DEL PELOSO et al., 2003; MENEZES et al.,
2008).

As penicilinas sdo classificadas de acordo com suas principais atividades
antibacterianas. A penicilina G e a penicilina V sdo ativas contra cocos gram-
positivos e gram-negativos, exceto 0S micro-organismos que produzem f3-
lactamases ou que possuem PAPs altamente alteradas, como no caso dos
pneumococos (GOULD; STEINBERG; 2006).
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Desde o inicio do uso da penicilina, muitas cepas bacterianas tornaram-se
resistentes ao antibiotico. Apés duas décadas do primeiro uso disseminado de
penicilina G, a maioria das cepas de Staphylococcus aureus mostrou resisténcia a
droga (JANEBRO et al., 2008). Atualmente, mais de 95% dos estafilococos sao
resistentes a penicilina G e a ampicilina (ALMEIDA et al., 2007). No entanto, o
tratamento de infec¢gBes por estafilococos ja pode ser realizado utilizando penicilinas

resistentes a B-lactamases, que sdo mais eficazes ho combate ao micro-organismo.

3.5.3 Tetraciclinas

A primeira tetraciclina foi descoberta em 1948, por Benjamin Duggar, em
amostras de solo. As tetraciclinas sdo uma familia constituida de produtos naturais
(clortetraciclina e tetraciclina) e semissintéticos (minociclina), sendo todas derivadas
de diferentes espécies de Streptomyces sp. (SANCHEZ-SALDANA et al., 2004;
VICENTE; PEREZ-TRALLERO, 2010;).

As tetraciclinas naturais sdo consideradas de primeira geracdo, ja as
semissintéticas, apresentam maio lipossolubilidade e melhor absor¢éo intestinal, séo
consideradas de segunda geragdo. Atualmente foram sintetizadas as glicilciclinas,
gue sao tetraciclinas mais potentes, classificadas como de terceira geracao
(GARCIA et al., 2006).

Sao drogas bacteriostaticas, com atividade contra uma variedade de micro-
organismos, que se tornaram comumente utilizada em seres humanos e animais, e
também em algumas éareas da agricultura (KING, 2006; VICENTE; PEREZ-
TRALLERO, 2010).

As Tetraciclinas constituem um grupo de substéancias cristalinas de natureza
anfotérica, que contém um esqueleto comum, hidronaftacénico. Seu nome é
derivado de sua estrutura de quatro anéis de benzeno fundidos, como mostra a
figura 7 (GARCIA et al., 2006;).
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OH O OH O O

Figura 7. Estrutura quimica da tetraciclina
Fonte: COUTO et al., 2000.

As tetraciclinas pertencem a classe de antibiéticos inibidores da sintese
proteica das bactérias. Atuam ligando-se as subunidades 30s dos ribossomos,
impedindo a ligacdo da aminoacila do RNAt ao seu local ligacdo (Figura 8). Dessa
forma, impede o acréscimo de aminoacidos para a cadeia peptidica que esta sendo
sintetizada (KING, 2006).

cadeia polipeptidica nascente
local P_local A

dire¢édo da tradugao
et ——
do mRNA

local da
transferase

" modelo

‘ subunidades

ribossémicas
amino-
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Figura 8. Mecanismo de acao das tetraciclinas
Fonte: Goodman & Gilman, 2005

A diferencga na atividade das tetraciclinas esta relacionada a sua solubilidade
em membranas lipideas bacterianas. Essas drogas penetram o citoplasma de
bactérias através de porinas por difusdo passiva e alcangcam o citoplasma por meio
de um processo dependente de energia (KING, 2006).

Ha véarios mecanismos de resisténcia a tetraciclinas. O mais comum
encontrado tanto em bactérias Gram positivas quanto em Gram negativas, €

mediado por plasmidio ou transposon. Ocorre, principalmente, ao impedir a unido
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do antibidtico para o alvo (protecdo ribossomal) ou por expulsdo do antibiotico para
fora da célula através de bombas efluxo, que resultam da acdo de uma proteina
produzida pela bactéria (KING, 2006; VICENTE; PEREZ-TRALLERO, 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

Foram utilizados extratos hidroalc6olicos das plantas: Anadenanthera
macrocarpa (angico), Anacardium occidentale (cajueiro), Stryphodentron coriaceum
(barbatimao), Myracodruom urundeuva (aroeira) e Ximenia americana (ameixa-do-
mato), que foram cedidos gentilmente pelo Professor Thalio Antunes de Arruda, do
Departamento de Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, e
preparados segundo as recomendacdes da Farmacopéia Brasileira 22 edi¢cdo (1959),
no Laboratério de Fitoterapia da UEPB.

4.2 Micro-organismos utilizados

Utilizou-se como micro-organismos testes a cepa padrdo proveniente da
American Type Culture Collection (ATCC), Staphylococcus aureus ATCC 25923, e
cepas de Staphylococcus sp., gentilmente cedidas para estes testes por um hospital
da rede privada da cidade de Campina Grande — PB. Estes isolados foram obtidos
de secrecdo nasal de funcionarios assintomaticos, do referido hospital. As cepas
foram estocadas em Agar Mueller-Hinton até o momento da realizacdo dos testes de
atividade antimicrobiana, quando entéo foram reativadas em caldo BHI e semeadas
em meio de Agar Sangue para verificar a viabilidade e a pureza da amostra.
Também foram realizados testes bioquimicos como, coagulase, DNase e
fermentacdo do manitol para confirmar a identificagdo das espécies.

Suspensdes das cepas testes foram preparadas em solucdo salina (NaCl a
0,85%), as quais foram padronizadas de acordo com o tubo 0,5 da Escala de
McFarland, correspondendo & concentracdo de aproximadamente 10°® Unidade
Formadoras de Colonia - UFC/mL (CLSI,2005). A partir dessas suspensoes realizou-
se os antibiogramas e o estudo da avaliagdo da atividade antimicrobiana e da
interacdo entre os extratos e drogas antimicrobianas de acordo com a técnica
adaptada do método de disco-difusdo (BAUER, 1966; CLSI, 2005).

Luanne Eugénia Nunes



Estudo de interagdes “in vitro” entre extratos hidroalcéolicos de plantas medicinais 38
e drogas antimicrobianas sobre linhagens multirresistentes de Staphylococcus sp.

4.3 Determinacdo da Atividade Antimicrobiana e Concentragdo Inibitéria

Minima (CIM) dos extratos hidroalcéolicos

Os extratos brutos e suas respectivas diluicdes foram testados
simultaneamente. Os extratos foram diluidos progressivamente, em alcool a 70% e
mantidos em frascos ambar até o0 momento do uso. Foram realizadas 6 diluicdes de
cada extrato. Em seguida adicionou-se 20uL de cada concentracdo do extrato
diluido em discos de papel de filtro estéril (Cecon) com 6 mm de diametro,
previamente identificados.

Cada suspenséo bacteriana foi semeada em Agar Mueller-Hinton onde discos
impregnados com o extrato bruto e em suas diferentes concentracdes foram
colocados sobre a superficie da camada do Agar, utilizando o0 mesmo procedimento
do antibiograma (BAUER, 1966; CLSI, 2005).

As placas foram incubadas a 37°C/24horas e lidas apés este periodo. Foram
considerados ativos 0s extratos que apresentaram halos de inibicdo de crescimento
= 8 mm de diametro (SAKAR et al., 1988; WONG-LEUNG, 1988; NAQUI et al., 1991;
CATAO , 2007; CATAO et al., 2010; PALMEIRA et al., 2010).

4.4 Antimicrobianos utilizados na avaliacdo do perfil de sensibilidade aos

antimicrobianos (antibiograma)

O antibiograma foi realizado em Agar Mueller-Hinton, seguindo as
recomendacdes e padronizacbes de Bauer (1966) e do CLSI (2005). Os
antimicrobianos testados foram os contidos no polidisco (Cefar®) da série Gram

positiva.

4.5 Antimicrobianos utilizados no estudo de interacdo

Para o estudo de interagdo de extratos hidroalcéolicos de plantas medicinais
com antimicrobianos convencionais, utilizou-se a penicilina G, antimicrobiano
pertencente a classe dos B-lactamicos e a tetraciclina, pertencente ao grupo dos

inibidores da sintese protéica.
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4.6 Estudo de interferéncia dos extratos sobre o efeito dos antimicrobianos

convencionais

O estudo de interferéncia dos extratos sobre a efetividade dos
antimicrobianos foi realizado através da técnica de difusdo em meio soélido utilizando
discos de papel de filtro (BAUER, 1966; CLSI, 2005).

O procedimento foi realizado em placa de Petri estéril, contendo Agar Mueller-
Hinton onde o inéculo bacteriano foi distribuido uniformemente sobre a superficie do
Agar com o auxilio de um swab estéril. Os discos contendo os antimicrobianos
convencionais, em suas respectivas concentragdes, foram embebidos em 20uL do
extrato testado em sua concentracao bruta e CIM. Em seguida, com o auxilio de
uma pinca esterilizada, foram colocados uniformemente sobre a superficie do Agar.
As placas foram incubadas em estufa bacteriolégicas a 37°C por 24 horas. Os halos
de inibicdo do crescimento formados, ap0s esse periodo, foram medidos com o
auxilio de um halémetro.

O efeito foi considerado positivo (sinérgico), quando ocorreu a formacdo de
halo de inibicdo de crescimento apdés a aplicacdo combinada do extrato
hidroalcéolico e do antimicrobiano, com diametro = que 2mm, quando comparado
com o halo de inibicdo formado pela acdo do extrato isoladamente. Quando o halo
de inibicdo formado decorrente da acdo combinada do extrato com a droga
apresentou diametro menor que o halo desenvolvido pela acéo isolada da droga, o
efeito foi considerado antagonico. Em casos que nao houve alteracdo no diametro
do halo de inibicdo formado a partir da interacdo do extrato com a droga, o efeito foi
considerado indiferente (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

Todas as andlises foram realizadas em duplicatas e os resultados obtidos

foram expostos através da média dos resultados dos dois ensaios paralelos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacdo do perfil de sensibilidades aos antimicrobianos das cepas

de Staphylococcus sp.

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas 11 cepas de Staphylococcus sp.
de origem nosocomial e a cepa padrdo Staphylococcus aureus ATCC 25923. Para
determinar a sensibilidade das cepas, utilizou-se a série de polidiscos da Cefar®
destinada a micro-organismos Gram positivos. A Tabela 1 apresenta o

comportamento das cepas frente aos antimicrobianos.

Tabela 1. Perfil de sensibilidade das cepas de Staphylococcus sp. frente aos
antimicrobianos

Antimicrobianos testados e os respectivos halos (mm) apresentados pelas cepas
Identificacdo de

= 1) ) o0 oo oo
Cepas de > ¥ ¥ ¥ w 3 2 2 2 ¥ I 2 2 2w
Staphylococcus S 3 W & & 323 & 8 7 o a = 2 n
=~ = 2 Z2 r o N = o - o
sp. Z X o = =3 b 5 < S i =
¥ © 6 w © £ ¥ 3 o©o & 5 s 2 §E ©

S. aureus ATCC S

w
(7]
w
w
wn
w
w
wn
&
w
wn
w
w
w

25923
1 R R S R R S S S R 10R R S S S S
2 R R S R R S S S R OR S R S R S
3 S R S R S S S S S 10R S S S S S
4 S S S S S S S S S 16R S S S S S
5 R R | | R S R S S 20S R R R S S
6 R S S R S S S S S 18S R R S S S
7 S S S S S S S S S 12R S S S S S
8 S R S R I S S S S 8R S S S S S
9 S R S R S S S S S 14R S S S S S
10 S R S S S S S S S 10R S S S S S
11 R S S R S S S S S 20S R S S S S

Legenda: PEN — Penicilina G; OXA — Oxacilina; CFL — Cefalotina; ERI — Eritromicina; CLI — Clindamicina; VAN — Vancomicina; GEN —
Gentamicina; SUT — Cotrimoxazol; CLO — Cloranfenicol; CAZ — Ceftazidima; AMP — Ampicilina; AMI — Amicacina; TOB —
Tobramicina; TET — Tetraciclina; CIP — Ciprofloxacina. R = resisténcia; S = sensibilidade; I=intermediario.

Segundo Lambert (2002), as bactérias Gram positivas normalmente possuem

uma maior sensibilidade aos antimicrobianos devido a constituicdo da parede
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celular. No entanto, neste trabalho, a maioria das cepas de Staphylococcus sp.
apresentaram elevado grau de resisténcia frente aos antimicrobianos, sendo
classificadas como multirresistentes.

O perfil destas cepas evidencia plausivel histérico de uso irracional das
drogas antimicrobianas. A Figura 9 apresenta a analise do perfil de sensibilidade das

cepas frente aos antimicrobianos.

O Sensiveis B Resistentes O Intermediério

100,0 100,0 100,0
100,0

90,9 90,9 90,9 90,9
90,0 | | | | —
81,8
80,0 W I
72,7 72,7

63,6

6,4

Percentual (%)

27, 7.3

p,1 D,1 p,1
,0,0 iro ,0,0 ,0 ,0 ,0 ,0 i,o i,o p,00,0
T T T T T T T T T 0
TET

VAN GEN sut CLO CAZ AMP AMI TOB CcP

Antimicrobianos

Figura 9. Perfil de sensibilidade se cepas de Staphylococcus sp. frente a

antimicrobianos de uso clinico
Legenda: PEN G — Penicilina G; OXA — Oxacilina; CFL — Cefalotina; ERI — Eritromicina; CLI — Clindamicina; VAN — Vancomicina; GEN —
Gentamicina; SUT — Cotrimoxazol; CLO — Cloranfenicol; CAZ — Ceftazidima; AMP — Ampicilina; AMI — Amicacina; TOB —
Tobramicina; TET — Tetraciclina; CIP — Ciprofloxacina.

A penicilina G apresentou elevado indice de resisténcia, 45,5%, sendo um
dos maiores valores obtidos entre as cepas. Em estudo de Menegotto e Picoli
(2007), o indice de resisténcia a penicilina G, apresentado por cepas de S. aureus
nosocomiais também foi elevado, 72,7% de resisténcia. Em estudo semelhante,
Almeida et al. (2007), apresentou dado similar, sendo que 98% das cepas de S.
aureus foram resistentes a penicilina G. A ampicilina, B-lactamico semi-sintético,
também apresentou indice de resisténcia equivalente, 36,4%.

Observa-se um alto grau de resisténcia das cepas a oxacilina, 63,6%. Em
estudo, Kobayashi et al., (2009) apresentou indice semelhante de cepas de S.
aureus resistentes a oxacilina, 68,5%. Considera-se que uma determinada cepa de
Staphylococcus aureus que se apresentar resistente a oxacilina, é classificada como
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (FDA, 2002).
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A resisténcia a oxacilina resulta em resisténcia cruzada a todos os antibioticos
B-lactamicos, como as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (MARK et al.,
2002; SADER, 2003; BERETTA et al., 2004).

Quanto a eritromicina, 63,6% das linhagens mostraram-se resistentes ao
antimicrobiano. Como apresentado neste estudo, Kobayashi et al. (2009) também
observaram uma taxa elevada de resisténcia de cepas de Staphylococcus sp. ao
antimicrobiano (70,4%). Segundo Hernandez et al. (2001), a resisténcia elevada a
eritromicina pode ser explicada devido ao excessivo uso desta droga no tratamento
de infec¢des humanas causadas por S. aureus.

A resisténcia a ceftazidima foi bastante elevada, 72,7%. Segundo Tavares
(2000), linhagens de Staphylococcus sp. resistentes a oxacilina, sdo igualmente
resistentes as cefalosporinas, embora possam haver discrepancias na sensibilidade
revelada ao antibiograma.

O indice de resisténcia a amicacina foi de 27,3%. No entanto, este percentual
€ menor do que o encontrado por Almeida et al. (2007) onde foi descrito percentual
de resisténcia de 67%.

Os demais antimicrobianos apresentaram valores percentuais menores de
cepas resistentes, clindamicina (27,3%), Gentamicina (9,1%), cloranfenicol (18,2%),
Tobramicina (9,1%) e tetraciclina (9,1%).

Todas as cepas de Staphylococcus sp. foram sensiveis ao cotrimoxazol, a
ciprofloxacina e a vancomicina. No entanto, Bernardes et al., (2004), mostrou que
cerca de 80% das infecgBes estafilocécicas vem sendo tratadas com vancomicina.
No entanto, uso prolongado e em larga escala da vancomicina, pode induzir o
aparecimento de linhagens resistentes (TAVARES et al., 2000; MURRAY, 2004).

A América do Sul apresenta um dos indices mais altos de resisténcia
bacteriana em infec¢cdes hospitalares (SADER, 2003). A identificacdo de cepas
MRSA em instituicbes hospitalares é uma ferramenta epidemiolégica importante,
pois estas linhagens atuam como marcadores para outros grupos de antimicrobianos
como os aminoglicosideos e as cefalosporinas (OLIVEIRA et al., 2001; PEREIRA,
2002; BERETTA et al., 2004).
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5.2 Screening da Atividade antimicrobiana dos Extratos Hidroalcoolicos

A descoberta da penicilina despertou o interesse pelas plantas que produzem
substancias antibidticas. Varias pesquisas foram realizadas com o objetivo de
confirmar a utilizagcdo empirica de plantas medicinais a partir da presenca dos seus
metabdlicos secundarios e suas atividades biologicas (ARRUDA, 2002).

Os valores obtidos da atividade antimicrobiana frente as cepas de

Staphylococcus sp., sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Atividade Antimicrobiana dos Extratos Hidroalc6olicos Brutos Frente as
Cepas de Staphylococcus sp.

Extratos brutos/Halo de inibigdo (mm)

Identificagao Ameixa-do-

das cepas Barbatimao Angico - Aroeira Cajueiro
S. aureus ATCC 25923 17 19 16 15 11
1 12 14 16 13 12
2 13 14 17 14 12
3 13 14 14 13 12
4 18 14 16 18 12
5 12 14 16 13 14
6 24 24 24 24 18
7 16 14 15 18 12
8 16 14 16 18 12
9 12 14 15 12 12
10 18 14 16 18 12
11 12 18 18 14 10

Segundo Silver e Bostian (1993), as diferencas observadas no tamanho dos
halos de um mesmo extrato para cepas diferentes, podem ocorrer devido a
resisténcia especifica de cada cepa, a difusdo do extrato no meio de cultura, a
composicao dos principios ativos e a particularidade no mecanismo de acdo de cada
extrato.

Com os dados da Tabela 2, observa-se que os extratos hidroalcoolicos das
plantas testadas apresentaram atividade frente a todas as cepas de Staphylococcus
Sp. e a cepa padrao S. aureus ATCC 25923. O extrato foi considerado ativo quando
mostrou halos de inibicdo de crescimento superiores a 8 mm (NASCIMENTO et al.,
2000).
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O extrato hidroalcéolico do barbatiméo apresentou atividade frente a todas as
cepas de Staphylococcus sp. Foram observados halos de inibicdo que variaram
entre 12 e 24 mm. Estudos descrevem que o extrato de barbatimdo apresenta
atividade antimicrobiana sobre linhagens de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa. Bacillus subtilis (ALVES et al., 2000).

Com relacdo ao S. aureus, este trabalho demonstrou que o barbatimao
apresentou atividade antimicrobiana, estando em concordancia com dados da
literatura (ALMEIDA et al., 1998; ORLANDO, 2005). Segundo Cowan (1999), a
atividade antimicrobiana apresentada pelo extrato hidroalcéolico de barbatimao
deve-se principalmente ao alto teor de taninos encontrados em sua casca.

O extrato hidroalcéolico de angico foi ativo para todas as cepas de
Staphylococcus sp. testadas. Os halos de inibicdo formados variaram entre 14 e 24
mm. Palmeira et al. (2010), realizou trabalho semelhante com linhagens de S.
aureus, no entanto os halos de inibicado variaram entre 19 e 25 mm.

Apesar de relatos na literatura indicarem uma evidente atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcéolico do angico, Gongalves et al. (2005), néo
comprovaram essa atividade frente as linhagens bacterianas por eles avaliadas. E
provavel que existam diferencas entre as espécies vegetais estudadas (PALMEIRA
et al., 2010).

O extrato hidroalcéolico da ameixa-do-mato apresentou atividade para todas
as cepas testadas. Os halos de inibicdo variaram entre 14 e 24 mm. Em estudo,
James et al., (2007), comprovou a atividade antimicrobiana do extrato frente a S.
aureus e Erah et al. (1996), propds que a atividade antimicrobiana do angico, se
deve a presenca de taninos e flavonoides.

O extrato hidroalcéolico da aroeira foi ativo para todas as cepas de
Staphylococcus sp. testadas. Os halos de inibicdo variaram entre 12 e 24 mm.
Martinez Guerra et al., (1996), evidenciou a atividade antimicrobiana da planta frente
as bactérias Gram positivas, como o S. aureus.

O extrato hidroalcoéolico do cajueiro apresentou atividade antimicrobiana para
todas as cepas testadas. Os halos de inibicdo variaram entre 11 e 18 mm. Os
resultados obtidos corroboram com Silva et al., (2007), neste estudo os halos de

inibicdo variaram entre 10 e 20 mm.
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Segundo Akinpelu (2001), a atividade antimicrobiana positiva do extrato
hidroalcéolico do cajueiro frente a cepas de Staphylococcus sp. € devido a presenca

de compostos como taninos e alcaloides previamente encontrados na planta.

5.3 Determinacgéo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A Tabela 3 apresenta a atividade antimicrobiana e a determinacdo da CIM
dos extratos hidroalcoolicos de barbatiméo, angico, ameixa, aroeira e cajueiro, frente
as cepas de Staphylococcus sp.

Todos os extratos foram testados nas seguintes concentracdes: bruto (100%),
50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,125%. A CIM determinada foi a 90, pelo método de
disco difuséo.

O extrato hidroalcéolico do barbatiméo foi ativo para todas as cepas de
Staphylococcus sp. na concentracdo de 100%. Nas demais concentracdes, o extrato
nao conseguiu unanimidade entre as cepas para determinar a CIM 90%. No entanto,
definiu-se a CIM deste extrato como sendo a diluicdo de 50%, devido ao percentual
de cepas que apresentaram inibicdo de crescimento quando expostas ao extrato
nesta concentracao.

Porém, o extrato quando testado na cepa padrdo S. aureus ATCC 25923,
apresentou atividade até a concentracdo de 12,5%, com a formacao de halo de
inibicdo de crescimento de 9 mm. Este resultado difere dos valores obtidos em
outros estudos como o de Ferreira et al. (2010), onde o valor encontrado para a CIM,
foi bem inferior, 1,56%, para todas as cepas testadas.

Esta discrepancia entre os resultados se deve provavelmente a variacdes da
resisténcia das cepas testadas e/ou a parte da planta utilizada para o preparo do
extrato.

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico do angico foi observada
até a concentracdo de 25%, que foi determinada como a CIM do extrato para todas
as cepas de Staphylococcus sp., testadas. Nesta concentracdo (25%) os valores dos
halos de inibicdo variaram entre 8 e 18 mm.

Para a cepa padrao S. aureus ATCC 25923, o resultado da CIM foi 0 mesmo
para as outras cepas, atividade antimicrobiana do extrato de angico so foi observada

até a concentracdo de 25%.
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Palmeira et al., (2010), em estudo semelhante, obteve uma CIM de 3,12%,
valor bem inferior ao obtido neste trabalho. A diferenca pode ser devido a variagdes
de resisténcia das cepas testadas.

A determinagé&o de atividade antimicrobiana da ameixa-do-mato foi observada
até a concentracdo de 12,5%, para todas as cepas testadas. Sendo esta
considerada a CIM para o extrato. Nesta concentracdo, 12,5% os halos variaram
entre 8 e 16 mm.

Frente a cepa padrao S. aureus ATCC 25923, a atividade foi observada até a
concentracéo de 6,25%. O resultado pode ser devido ao fato da cepa padréo nao
possuir mecanismos de resisténcias como as outras cepas testadas.

Arruda (2002), em estudo semelhante, obteve uma CIM de 25%, valor
superior ao obtido neste trabalho para cepas de Staphylococcus sp. No entanto,
frente a cepa padrdo a CIM obtida foi de 1,56%, resultado inferior ao deste estudo
(6,25%).

O extrato hidroalcoolico da aroeira foi ativo para todas as cepas, até a
concentracdo de 25%, sendo esta considerada a CIM do extrato. Nesta
concentragcdo o diametro dos halos variou entre 8 e 20 mm. No entanto, quando o
extrato foi testado sobre a cepa padréo, a CIM foi obtida com uma concentragéo
menor, 6,25%, nesta concentracdo houve a formacdo de um halo de 8 mm de
diametro. Este resultado € equivalente ao encontrado por Arruda (2002), frente a
cepa padréao.

Com relagdo ao extrato de cajueiro, a atividade foi observada até a
concentracdo de 25% para todas as cepas de Staphylococcus sp., sendo esta
considerada a CIM do extrato. Nesta concentracdo os diametros dos halos de
inibicdo variaram entre 8 e 15 mm. Este valor é contrario ao resultado encontrado
por Silva et al. (2007), que foi de 6,25%, com halos de inibigdo variando entre 10 e
13 mm. Frente a cepa padréo, o extrato de cajueiro foi ativo até a concentracéo de
25%, a mesma observada nas outras cepas testadas.

A Figura 10 mostra a atividade antimicrobiana dos extratos de barbatiméao,
angico e ameixa, em diferente concentragbes, frente a uma amostra de
Staphylococcus sp. A Figura 11 mostra a atividade antimicrobiana dos extratos de

aroeira e cajueiro frente a uma amostra de Staphylococcus sp.
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Tabela 3. Determinacado da CIM dos extratos hidroalcoolicos frente as cepas de Staphylococcus sp.

. - Cepas de Staphylococcus sp e seus respectivos halos (mm) para cada concentrac¢ido dos extratos
Extratos Hidroalcéolicos P phy P P ( )p (o

(concentragao)

S. aureus

1 2 4 7 1 11
ATCC 25923 3 > 6 8 9 0
Bruto (100%) 17 12 13 13 18 12 24 16 16 12 18 12
2 50% 12 0 0 0 14 0 18 12 14 0 12 8
-§ 25% 10 0 0 0 12 0 14 12 10 0 10 0
.g 12,5% 9 0 0 0 8 0 14 0 0 0 8 0
a 6,25% 0 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0
3,125% 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0
Bruto (100%) 19 14 14 14 14 14 24 14 14 14 14 18
o 50% 15 13,5 14 14 14 12 24 14 14 12 14 18
2 25% 12 11 12 12 10 10 18 8 10 12 12 14
& 12,5% 0 8 10 8 8 0 16 0 8 0 8 12
6,25% 0 8 0 0 0 0 12 0 0 0 0 10
3,125% 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0
Bruto (100%) 16 16 17 14 16 16 24 15 16 15 16 18
e 50% 12 14,5 14 14 14 14 24 14 14 14 14 18
© 25% 10 13 10 12 12 14 18 12 13 13 14 16
<Et 12,5% 10 11 10 9 10 12 16 8 10 9 12 14
6,25% 10 8 8 0 8 9 12 0 8 8 8 8
3,125% 0 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bruto (100%) 15 13 14 13 18 13 24 18 18 12 18 14
© 50% 12 11,5 13 13 18 13 20 16 18 12 17 14
- 25% 10 8 11 10 16 10 20 12 16 10 12 12
<2 12,5% 8 9 11 0 8 8 16 0 8 8 8 10
6,25% 8 8 8 0 8 0 10 0 0 0 0 0
3,125% 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0
Bruto (100%) 11 12 12 12 12 14 18 12 12 12 12 10
° 50% 9 10 12 10 12 11 18 10 10 10 12 8
S 25% 8 9 10 8 8 10 15 8 8 10 8 0
',% 12,5% 0 8 10 8 8 0 12 0 0 8 0 0
© 6,25% 0 0 9 0 0 0 10 0 0 0 0 0
3,125% 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Legenda

A — Barbatim&o (100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%)

B — Angico (100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%)

C — Ameixa (100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%)

Figura 10. Atividade antimicrobiana e CIM dos extratos de barbatim&o, angico e
ameixa, respectivamente, frente a uma amostra de Staphylococcus sp.

Legenda

D — Aroeira (100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%)

E — Cajueiro (100%. 50%.

Figura 11. Atividade antimicrobiana e CIM dos extratos de cajueiro e aroeira,
respectivamente, frente a uma amostra de Staphylococcus sp.
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5.4 InteracOes entre extratos hidroalcoolicos de plantas medicinais e drogas

antimicrobianas

No estudo de interacdo dos extratos hidroalcoolicos das plantas medicinais e
antibioticos de uso convencional, foram selecionados seis extratos hidroalcoolicos
de plantas (barbatimdo, angico, ameixa, aroeira e cajueiro) e duas drogas
antimicrobianas, a penicilina G e a tetraciclina, que foram escolhidas devido a
importancia do seu papel na histéria das infec¢des.

A escolha da penicilina se deu devido o alto indice de resisténcia observado
por cepas estafilococicas e a tetraciclina, por ser um importante marcador de
resisténcia bacteriana. O estudo de interacdo foi realizado frente a linhagens de
Staphylococcus sp.

Os extratos foram testados nas concentracdes de 100% (bruto) e na CIM
determinada para cada extrato frente as linhagens de Staphylococcus sp. utilizadas
no estudo. Os antimicrobianos foram usados em suas concentracdes padrdo para
uso clinico, penicilina G (10 Ul) e tetraciclina (30p).

Os resultados da interacdo do extrato de barbatimdo com a penicilina podem
ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de

barbatimdo e do efeito interativo com a penicilina frente a cepas de
Staphylococcus sp.

Produtos testados

Identificacao

das Cepas PEN Barbatiméo Barbatiméo + PEN 10Ul
10Ul (100) (50) Barb (100) Barb (50)
ATCC 25923 S 17 12 32 34
2 R 13 0 19 17,5
11 R 12 8 23,5 245
S 16 14 28 31
S 18 14 30 30

Legenda: PEN = Penicilina G

Observou-se que houve interacdo da penicilina com o extrato de barbatimao,
em ambas as concentracdes testadas. Houve um considerado aumento no diametro
dos halos de inibicdo do crescimento em todas as cepas testadas frente ao extrato
nas diferentes concentracoes.

No caso especifico da cepa 2, pode-se analisar que quando o extrato foi

testado na concentracdo de 50%, ndo houve formagédo de halo. Porém quando
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testado nesta mesma concentragdo combinado com a penicilina, observou-se a
formacdo de um halo de 17,5mm. Este fato indica que a conjugacéo do extrato com
a droga comercial apresenta efeito positivo.

Nas cepas 4 e 11, houve um considerado aumento no diametro dos halos de
inibicdo de crescimento formados a partir da conjugagao do extrato com a penicilina.
No entanto, o didmetro dos halos foi o mesmo para ambas as concentracdes
testadas.

O efeito interativo sobre a cepa padrdao se apresentou semelhante aos
observados nas outras cepas. Eller (2010) observou que o efeito interativo produzido
a partir da combinacéo de extratos hidroalcoolicos era antagbnico, ndo favorecendo
o potencial antimicrobiano das plantas. Entretanto, o resultado obtido da conjugacéao
do barbatimdo com a penicilina foi positivo, e potencializou o efeito antimicrobiano
do extrato.

A figura 12 apresenta a interacdo do extrato de barbatimdo na concentracéo
bruta (100) e em sua CIM (50%) com a penicilina, frente a uma cepas de

Staphylococcus sp.

Legenda:

A — Penicilina G

B — Barbatimé&o (100%)

C — Barbatiméo (100%) + PEN
D — Barbatiméo (50%) + PEN

Figura 12: Efeito interativo da penicilina sobre o extrato hidroalcéolico do
barbatiméo frente a cepa de Staphylococcus sp.

O efeito interativo da penicilina sobre o extrato de angico € mostrado na
tabela 5. Pode-se observar que a interacdo nao foi determinada pela concentracéo
do extrato.

O extrato de angico foi usado na concentragao bruta (100%) e CIM (25%). O
efeito interativo pode ser observado em ambas as concentra¢cfes, no entanto, a

variacdo nos diametros dos halos de inibicdo do crescimento ndo é significativa.
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Constatando-se assim, que a concentracdo do extrato ndo é fator determinante para

acao da penicilina sobre eles.

Tabela 5. Avaliacao da atividade antimicrobiana do extrato hidroalc6olico de angico
e do efeito interativo com a penicilina frente a cepas de Staphylococcus

sp.
Cepas Pr.odutos testados .
testadas PEN Angico Angico + PEN10UI
10U (100) (25) Ang (100) Ang (25)
ATCC 25923 S 19 12 32 34
2 R 14 12 20 20
11 R 18 14 23,5 24,5
8 S 14 10 28 31
S 14 10 30 30

Legenda: PEN = Penicilina G

O efeito interativo sobre a cepa padrao foi diferente do ocorrido com as outras
cepas, a concentracdo do extrato influenciou na interacdo, o diametro do halo de
inibicdo apresentou maior dimensédo quando a droga foi combinada com a CIM do
extrato.

Na tabela 6 encontram-se os resultados da combinagédo do extrato de ameixa
com a penicilina. E visto que, a combinag&o resultou em um efeito interativo positivo.
Porém, a variacdo no diametro dos halos de inibicdo foi bastante sutil apos a

combinacéo do extrato, em diferentes concentragdes, com a droga.

Tabela 6. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de
ameixa-do-mato e do efeito interativo com a penicilina frente a cepas de
Staphylococcus sp.

Produtos testados

tecs'igjzs PEN Ameixa Ameixa + PEN 10Ul
10UI (100) (12,5) Amei (100)  Amei (12,5)
ATCC 25923 s 16 10 30 36
2 R 17 10 21 19
11 R 18 14 24 25
s 16 10 32 34,5
s 16 10 34,5 34,5

Legenda: PEN = Penicilina G

Porém, o efeito da interacdo sobre a cepa padrdo, foi dependente da

concentracdo do extrato. Sendo que, o halo de inibicdo formado foi maior quando a
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combinagéao foi feita com a CIM (12,5%) do extrato e a penicilina. Zago (2009), em
estudo semelhante, apresentou a interferéncia de 6leos esséncias sobre o poder
antibacteriano das drogas frente a cepas de S. aureus.

O extrato de aroeira mostrou resultados semelhantes aos do extrato de

ameixa quando combinado com a penicilina, como pode ser observado na tabela 7.

Tabela 7. Avaliacédo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico de aroeira
e do efeito interativo com a penicilina frente a cepas de Staphylococcus

sp.
Cepas Prpdutos testados _
eSS PEN Aroeira Aroeira + PEN 10Ul
1oul (100) (25) Aro (100) Aro (25)
ATCC 25923 S 15 10 30 36
2 R 14 11 19 20
1 R 14 12 22,5 24
S 18 16 29,5 36
S 18 16 34,5 34,5

Legenda: PEN = Penicilina G

O efeito interativo foi positivo. Para a maioria das cepas, o efeito da interacao
foi igual para ambas as concentracdes do extrato. A combinacdo da penicilina com o
extrato bruto (100%) e com a CIM (25%) resultou em halos de inibicdo com
variacdes de diametros diminutas.

No entanto, no caso especifico da cepa 8, pode-se observar que o efeito
interativo, mostrou-se diferenciado. Onde, o didmetro do halo formado apés o
tratamento do extrato bruto (100%) com a penicilina foi menor que quando tratado

na CIM (25%). Esse mesmo comportamento foi observado na cepa padrao.

Tabela 8. Avaliagéo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de cajueiro
e do efeito interativo com a penicilina frente a cepas de Staphylococcus

sp.
Cepas _Prc_)dutos testados -
testadas PEN Cajueiro Cajueiro+ PEN 10 Ul
10Ul (100) (25) Caj (100) Caj (25)
ATCC 25923 S 11 8 30 36
2 R 12 10 19 20
1 R 14 12 22,5 24
S 12 8 29,5 36
s 12 8 34,5 345

Legenda: PEN = Penicilina G
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Os resultados da interacdo do extrato do cajueiro com a penicilina foram
semelhantes ao do extrato de aroeira, como pode ser observado na tabela 8. Todos
os resultados interativos foram positivos. O efeito interativo foi semelhante para a
maioria das cepas, a variacdo no diametro dos halos de inibicdo apds o tratamento
com a droga foi pouco significativa para ambas as concentragfes do extrato.

Entretanto, o efeito interativo frente a cepa 8 e a cepa padréo foi diferente das
demais. Uma vez que, quanto menor a concentracdo do extrato, maior foi a
interacdo com a penicilina. Segundo Silva (2010) os O6leos essenciais possuem
melhor potencial interativo com antimicrobianos que o0s extratos vegetais. No
entanto, no presente trabalho, todos os extratos que foram associados com a
penicilina, apresentaram seu efeito antimicrobiano potencializado.

A figura 13 mostra a interacdo do extrato de cajueiro na concentracéo bruta
(100%) e na CIM (25%) com a penicilina, frente a uma cepa de Staphylococcus sp.

Legenda:

A — Penicilina G

B — Cajueiro (100%)
C — Cajueiro (100%) + PEN
D — Cajueiro (25%) + PEN

Figura 13: Efeito interativo da penicilina sobre o extrato hidroalcéolico do cajueiro

frente a cepa de Staphylococcus sp.

O estudo interativo dos extratos com a tetraciclina seguiu a mesma
metodologia dos ensaios com a penicilina. Os resultados da interacao do extrato de
barbatim&o com a tetraciclina sdo mostrados na tabela 9.

Todas as cepas testadas apresentaram interacdo positiva. Pode-se observar
gue quando o extrato de barbatimdo foi testado na concentracdo de 50%, sem
combinacdo, nao foi observado atividade para as cepas 1 e 2, porém, quando

combinado com a tetraciclina nesta mesma concentracao, torna-se ativo.
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Tabela 9. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de
barbatimdo e do efeito interativo com a tetraciclina frente a cepas de
Staphylococcus sp.

Produtos testados

Identificacéo

das Cepas TET Barbatimao Barbatimao+ TET 30ug
30ug (100) (50) Barb (100) Barb (50)
ATCC 25923 S 17 12 20 20
S 12 0 26 22
R 13 0 13,5 11
S 24 18 25 24
11 S 12 8 29,5 31

Legenda: TET = Tetracilcina

Nas cepas 6 e 11, o extrato foi ativo em ambas as concentracoes, e quando
combinado a tetraciclina o efeito potencializou-se. Entretanto, o diametro dos halos
de inibicdo formados ap6s a combinacao do extrato com a droga, foi similar. O efeito
interativo sobre a cepa padrdo foi positivo, no entanto, o didmetro dos halos
formados ap6s a combinacdo do extrato com a droga foi igual em ambas as
concentragoes.

Oliveira et al. (2006), observou a interferéncia de 0leos essenciais sobre o
poder antibacteriano dos antibiéticos frente a cepas de S. aureus. E verificou que a
interferéncia foi maior para os antimicrobianos ampicilina, cefalotina e tetraciclina. Os
resultados obtidos neste estudo evidencia o efeito interativo da tetraciclina sobre o
extrato de barbatiméo.

O efeito interativo do extrato de angico com a tetraciclina pode ser observado
na tabela 10. O efeito interativo do extrato de angico combinado com a tetraciclina

foi positivo para a maioria das cepas.

Tabela 10. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalc6olico de
angico e do efeito interativo com a tetraciclina frente a cepas de
Staphylococcus sp.

Produtos testados

Identificacéo

das Cepas TET Angico Angico + TET 30pg
30ug (100) (25) Ang (100) Ang (25)

ATCC 25923 S 19 12 26 30

S 14 11 30 34

R 14 12 12 12

S 24 18 27 30

11 S 18 14 33 30

Legenda: TET = Tetracilcina
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No entanto, no caso especifico da cepa 2, o efeito interativo ocorreu de
forma sutil sobre a cepa, ndo havendo diferenca entre os diametros dos halos de
inibicdo formados quando a cepa foi tratada com o extrato puro, ou quando foi
tratada com a combinagé&o do extrato com a droga.

Nas cepas 1 e 6, o efeito interativo pode ser observado com clareza, onde o
efeito interativo foi maior quando o extrato foi utilizado em sua CIM (25%). Outro
resultado observado é o da cepa 11, onde o efeito interativo foi maior quando o
extrato foi utilizado na concentracdo bruta (100%). O efeito interativo sobre a cepa
padrdo foi positivo, sendo que a intensidade da interacdo ocorreu inversamente a
concentracdo do extrato.

Na Tabela 11 estdo dispostos os resultados da interacdo do extrato de

ameixa-do-mato com a tetraciclina.

Tabela 11. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalc6olico de
ameixa-do-mato e do efeito interativo com a tetraciclina frente a cepas de
Staphylococcus sp.

Produtos testados

Identificacéo

S8 B 3ToEuTg (100) Amelﬁlzﬁ) AmeiA?i?)lc))(;Jl ’ TE/Imsgipl (ng,5)
ATCC 25923 S 16 10 24 30
S 16 11 30 34

R 17 10 15,5 11

S 24 16 28 31

11 S 18 14 36 30

Legenda: TET = Tetracilcina

O efeito interativo do extrato de ameixa-do-mato com a tetraciclina foi positivo
frente a maioria das cepas testadas. No caso da cepa 2, o efeito interativo acontece
de forma sutil, pois, quando a cepa € tratada com o extrato puro e/ou combinado, a
diferenca entre os didmetros dos halos de inibicdo formados é muito pequena
(menor que 2 mm), dessa forma, a interacdo nao é considerada.

No caso das cepas 1 e 6, o efeito da interacdo do extrato com a droga €
positivo. No entanto, o efeito € potencializado quando o extrato € utilizado em sua
CIM (12,5%). O efeito interativo também é observado sobre a cepa padréo, sendo
gue o efeito € mais intenso quando o extrato é utilizado na menor concentragdo. Em
estudo interativo, Silva (2010) observou sinergismo entre o extrato de camomila e a

tetraciclina, frente a cepas nosocomiais de S. aureus.
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Os resultados da atividade interativa do extrato de aroeira com a tetraciclina
estdo ordenados na tabela 12. A interacdo foi positiva para a maioria das cepas
testadas, com excecado da cepa de 2, onde o efeito interativo foi observado apenas
guando o extrato bruto (100%) foi utilizado na combinagdo. Sendo que, houve
reducao no didmetro do halo de inibicdo formado, quando comparado com o halo de

inibicdo formado quando a cepa foi testada apenas com o extrato.

Tabela 12. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de
aroeira e do efeito interativo com a tetraciclina frente a cepas de
Staphylococcus sp.

Produtos testados

Identificacéo

das Cepas TET Aroeira Aroeira + TET 30ug
30ug (100) (25) Aroe (100) Aroe (25)

ATCC 25923 S 15 10 24 24

S 13 9 30 30

R 14 10 11 11

S 24 20 26 29

11 S 14 12 28 32

Legenda: TET = Tetracilcina

Sobre as cepas 6 e 11, o efeito interativo é positivo, sendo este é
potencializado quando o extrato é utilizado em sua CIM (25%). J& frente a cepa
padrdo e cepa 1, o efeito também €& positivo, no entanto, ndo houve variagdo no
tamanho dos halos, ap0s a associacdo do extrato, em diferentes concentracfes

(100% e 25%), com a tetraciclina.

Tabela 13. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico de
cajueiro e do efeito interativo com a tetraciclina frente a cepas de
Staphylococcus sp.

Produtos testados

Identificacéo

das Cepas TET Cajueiro Cajueiro + TET 30ug
30ug (100) (25) Caj (100) Caj (25)

ATCC 25923 S 11 8 24 26

S 12 9 29 31

R 12 10 10 10

S 18 15 26 28

11 S 11 8 24 26

Legenda: TET - tetraciclina
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A interacdo do extrato de cajueiro com a tetraciclina foi em sua grande maioria,
sinérgica. Os resultados estdo dispostos na tabela 13. Com excecdo da cepa 2,
onde ndo foi observada interacdo, a combinacdo do extrato com a droga foi
interativamente positiva frente as cepas. A interacdo com a tetraciclina mostrou ser
potencializada, quando o extrato foi utilizado em sua CIM (25%).

O efeito da interacdo sobre a cepa padrao foi positivo, no entanto, a diferenca
nos diametros dos halos foi pequena, porém, houve um discreto aumento do halo,
guando a concentracao do extrato usada na combinacao, foi a CIM (25%).

A figura 14 mostra o efeito interativo do extrato de aroeira na concentragéo
bruta (100%) e em sua CIM (25%), frente a uma cepa de Staphylococcus sp. Betoni
et al. (2006), em um estudo interativo, observou que houve uma incidéncia maior de
sinergismo para as drogas com acdo sobre a sintese de proteinas das bactérias,
como as tetraciclinas. Esse resultado confirma o efeito interativo positivo obtido apés

a conjugacao dos extratos com a tetraciclina.

Legenda

A — Tetraciclina

B — Aroeira (100%)

C — Aroeira (100%) + TET
D — Aroeira (25%) + TET

Figura 14: Efeito interativo da tetraciclina sobre o extrato hidroalcoolico de aroeira
frente a cepa de Staphylococcus sp.

Segundo Silva (2010), o tipo de derivado vegetal (6leo essencial ou extrato
bruto) influencia no comportamento dos antimicrobianos. Dessa forma, em estudos
desta natureza, a caracterizacdo fitoquimica torna-se crucial para o melhor
entendimento dos fendbmenos observados nos ensaios de interacdo entre o0s
produtos naturais e as drogas convencionais.

Nos estudos de interacdo tem-se observado um elevado indice de efeitos
interativos frente a cepas Gram positivas. Este fato pode ser devido a composi¢ao
guimica da membrana celular dessas bactérias. Dessa forma, € esperada uma
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eficacia maior no uso de produtos naturais durante uma terapia combinada com
antimicrobianos, quando se trata de infeccdes por S. aureus (OLIVEIRA et al., 2006;
ZAGO et al., 2009; SILVA, 2010).
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6 CONCLUSAO

Os extratos hidroalcoolicos analisados promoveram efeito interativo sobre o
efeito dos antimicrobianos ensaiados, frente as cepas de Staphylococcus sp. de
origem nosocomial e a cepa padrao ATCC 25923. As interacdes analisadas foram
em sua maioria, positivas.

O estudo revela a importancia dos extratos de plantas na pesquisa de novos
agentes antimicrobianos, assim como, a analise do uso combinado destes extratos
com as drogas convencionais.

Compete lembrar que os resultados concernem a atividade de um extrato cuja
composicdo é uma combinacdo de varias substancias, que ndo se encontram
totalmente elucidadas, o que dificulta a compreensdo sobre os fendmenos
interativos observados.

Porém, vale salientar que os estudos foram realizados in vitro e isto presume
a necessidade de estudos futuros, utilizando modelos in vivo que reportem a
conclusBes mais proximas de uma utilizacdo eficaz destes derivados vegetais em
associacdo com antimicrobianos convencionais, para que sejam estabelecidos o0s
riscos potenciais da citotoxicidade dos compostos presentes nos derivados vegetais
durante sua utilizacdo como coadjuvante no tratamento de doencas infecciosas.
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