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Atividade moduladora do extrato etanolico da
Schinus terebinthifolius Raddi sobre drogas antimicrobianas

Franklyn R. N. da Silva®.
Zilka N. Lima’.

RESUMO

Atualmente ha um interesse em avaliar a associacdo planta-antimicrobiano frente a bactérias
resistentes, na intencdo de encontrar um possivel efeito sinérgico entre esta interacdo. Este
estudo tem como objetivo, avaliar o possivel efeito modulador do extrato etandlico da aroeira
Schinus terebinthifolius (EEST), sobre drogas antimicrobianas usualmente utilizadas na
clinica. Os testes foram realizados através da técnica da microdiluigdo em caldo, utilizando
linhagens multirresistentes de Staphylococcus aureus MRSA e Escherichia coli ESBL.
Determinaram-se as concentragdes inibitérias minimas (CIMs) do EEST e dos antibidticos, e
em seguida realizou-se a analise do efeito modulador do EEST sobre os antimicrobianos, na
concentracdo subinibitoria de 32 pg/mL. O possivel efeito sinérgico do EEST foi observado
pela comparacdo da CIM do antibidtico isolado em relacdo a CIM combinada, extrato-
antimicrobiano. O extrato apresentou atividade antimicrobiana para ambas as cepas
multirresistentes com obten¢do de CIMs > 512 pg/mL. Foi presenciada apenas ag&do
antagbnica ou indiferente do extrato sobre o cloranfenicol e as drogas betalactamicas, porém
em relacdo aos antibidticos aminoglicosideos, este desempenhou um favoravel efeito
sinérgico. Portanto, 0 EEST apresentou-se propicio em modificar a acdo antibidtica dos
aminoglicosideos, sendo necessarias pesquisas que possam identificar as moléculas
responsaveis pelo efeito sinérgico e futuramente associa-las a antibioticos para uso terapéutico

no combate a infeccdes promovidas por bactérias multirresistentes.

PALAVRAS-CHAVE: Farmacologia. Microbiologia. Atividade antimicrobiana. Plantas
medicinais.
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1 - INTRODUCAO

Os medicamentos a base de plantas medicinais sdo usados desde a antiguidade como
remédios para o tratamento de diversas enfermidades (MICHELIN et al., 2005). O extrato de
plantas medicinais contém diferentes compostos com inimeras atividades bioldgicas, com
destaque para atividade antimicrobiana, sendo esta propriedade confirmada por testes in vitro
e in vivo (OLIVEIRA et al., 2013). De acordo com Newman e Cragg, mais de 75% das novas
substancias antimicrobianas aprovadas para 0 consumo humano, compreendendo o periodo
1981-2006, sdo medicamentos a base de produtos naturais (TAYLOR, 2013). Dessa forma,
varias substancias naturais vém sendo isoladas e testadas com sucesso contra 0

desenvolvimento de bacteérias resistentes a multiplas drogas (FOUOTSA et al., 2013).

O estudo das propriedades antimicrobianas das plantas se faz necessario mesmo para
aquelas que possuem a referida atividade comprovada, pois a utilizacdo de extratos com essa
acdo tem se mostrado com baixo risco de aumentar a resisténcia, por ter em sua constituicao
misturas complexas de constituintes fitoquimicos, que torna mais dificil a adaptacdo
microbiana (MATIAS et al., 2012; ZAGO et al.,, 2009). Estudos ainda discretos tém
demonstrado que o uso de plantas medicinais e ou seus fitoconstituintes podem agir como
modificadores da atividade de diversos farmacos incluindo os antimicrobianos por modularem
ou mesmo reverterem a resisténcia bacteriana (CANTON; ONOFRE, 2010; COSTA et al.,
2008).

A Schinus terebinthifolius Raddi, pertencente a familia Anacardiaceae ¢ uma planta
nativa da América do Sul, e esta distribuida no Brasil em toda a sua faixa litoranea, além de
Argentina e Paraguai (FREIRES et al., 2013; KWEKA et al., 2011). Possui varias sinonimias
cientificas como Schinus mole Lineu, Schinus aroeira Vell., Schinus anthartica Veloso,
Schinus mucromulata Mart. e Schinus rhoifolus Mart. (LIMA et al., 2004). E popularmente
conhecida por aroeira, aroeira-pimenteira, aroeira da praia, aroeira vermelha, aroeira mansa e
careiba (JOHANN et al., 2010; MOURA et al., 2011; LIMA et al., 2009). Apresenta-se como
uma arvore de porte médio, mondica, recoberta por uma casca grossa e escura, com folhas
compostas, flores pequenas amarelo-palidas e seus frutos sdo pequenos e carnosos (CERUKS
et al., 2007; LIMA et al, 2004).



Diversos compostos fitoquimicos ja foram isolados da Schinus terebinthifolius, a
exemplo dos taninos e polifendis que sdo marcadores para o controle de qualidade dessa
espécie, além dos terpenos, flavonoides, antraquinonas, xantonas, esterdides livres, saponinas,
galato de etila, miricetrina, quercitrina, galato de metila e miricetina que também fazem parte
da constituicdo quimica (CARVALHO et al., 2003; CERUKS et al., 2007; MOURA et al.,
2011).

A S. terebinthifolius sdo atribuidas diversas propriedades farmacoldgicas, dentre as
quais, atividade antimicrobiana frente a bactérias de interesse clinico como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, antiflngicas, anti-inflamatérias, antidiarréica, antiulcerogénica e
antioxidante, além de ser utilizada popularmente para o tratamento de infec¢des do sistema
respiratorio e geniturinario, gastrite, dispepsia, reumatismo, artrite, gota, tumor, lesdes e
Ulceras de pele e mucosas; também sdo atribuidas aces adstringente, tonica, estimulante,
homeostatica, balsdmica e inibidora da enzima fosfolipase A, (FREIRES et al., 2013 ; LIMA
et al., 2009; LINS et al., 2013; SILVA et al., 2010).

Os agentes antimicrobianos foram introduzidos pela primeira vez na década de 1940,
sendo considerados na época como “drogas milagrosas”, por serem capazes de curar diversas
doencas, a exemplo da pneumonia pneumocdcica, meningite e tuberculose (LEE et al., 2011).
Porém, o uso irracional dos antimicrobianos, facilitou a selecdo de micro-organismos
resistentes devido a aquisicdo de genes que codificam diferentes mecanismos bioguimicos
impedindo a acdo efetiva destas drogas. (CARD et al., 2013; MATIAS et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais as bactérias expdem resisténcia aos antimicrobianos sao
variados, que inclui a modificacdo do sitio alvo do antibiotico, degradacdo da molécula do
antibiotico por enzimas hidroliticas, acdo de bombas de efluxo que promovem a extrusao do
antibiotico e, dessa forma, diminui sua concentracdo no espaco intracelular e diminuicdo da
permeabilidade devido a alteracdo na conformacdo dos canais protéicos (KUMAR;
SCHWEIZER, 2005; MENEGOTTO; PICOLI, 2007).

O evento da resisténcia disseminou-se tanto nos grupos de bactérias Gram-positivas, a
exemplo do Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés Methicilin
Resistant S. aureus), quanto nas Gram-negativas que compreendem, entre outras, a da familia
enterobacteriaceae, destacando-se a Escherichia coli produtora de betalactamase de espectro

ampliado (ESBL, do inglés Extended Spectrum Beta Lactamases), tornando-se assim escassas



as opcdes terapéuticas para o tratamento de infecgOes ocasionadas por esses micro-
organismos (DUBEY; PADHY, 2012; SILVEIRA et al., 2006).

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), de origem hospitalar ou
comunitéria, representa grave ameaca em todo o mundo, devido a rapida disseminagdo e
diversificacdo de clones pandémicos de MRSA com viruléncia e resisténcia antimicrobiana
cada vez maior aos antibidticos betalactamicos e a outros como macrolideos, lincosaminas,
clindamicina, aminoglicosideos, tetracilinas e sulfas (DUBEY; PADHY, 2012; TAVARES,
2000). Dentre a familia das enterobactérias as principais espécies e géneros produtoras de
ESBL sdo a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp., Providencia spp. e
Enterobacter spp., que séo capazes de produzirem enzimas que hidrolisam a cadeia oximino-
betalactamica, degradando penicilinas, cefalosporinas e monobactdmicos, com excecdo dos
carbapenens (LAGO et al., 2010; MEYER; PICOLI, 2011).

Dessa forma, este estudo tem como objetivo a realizacdo de procedimentos in vitro,
gue envolvam a associacéo entre o extrato da Schinus terebinthifolius Raddi e os antibioticos
utilizados na terapéutica, visando identificar um possivel efeito modulador frente aos micro-

organismos multirresistentes.



2-METODOLOGIA

Material Botanico

As cascas do caule da Schinus terebinthifolius foram adquiridas na forma de pé
(SANTOS FLORA®), acompanhada pelo seu respectivo laudo técnico de identificacdo. Esta
forma de aquisicdo é descrita por alguns autores (LINS et al., 2013; MICHELIN et al., 2005).

Obtencao do Extrato Etandlico

O extrato etanolico da Schinus terebinthifolius (EEST) foi obtido através do processo
de maceragdo por exaustdo, submergindo-se o material vegetal em etanol 99,3°GL e
deixando-o0 em repouso por 72 h. A solugéo extrativa proveniente da filtragcdo foi concentrada
em evaporador rotativo acoplado a um sistema de banho-maria (TE 211 Tecnal®) sob
temperatura de 48°C.

Micro-organismos

Para o desenvolvimento da pesquisa foram empregadas as cepas Staphylococcus
aureus MRSA A420 e Escherichia coli ESBL C507, ambas de origem clinica e com 0s seus
perfis de resisténcia identificados no QUADRO 1. Os micro-organismos foram cedidos pelo
Laboratorio de Analises Clinicas da Universidade Estadual da Paraiba. As bactérias foram
reativadas em Brain Heart Infusion caldo (Himedia, India) a 35+2°C por 24 h. A
concentracdo bacteriana utilizada no experimento foi padronizada a 0,5 da escala McFarland e
posteriormente diluida em caldo Mueller Hinton (Difco, EUA) para obter densidade de

células correspondente a 10° unidades formadoras de colénias/mL (CLSI, 2012).

Micro-organismo Perfil de resisténcia
Staphylococcus aureus A420 Amc; Amp; Cfo; Cip; Cli; Eri; Gen; Pen;Oxa.
Escherichia coli C507 Amc; Amp; Cfl; Cfz; Cip; Cro; Nor; Tet; Ofx.

QUADRO 1: Perfil de resisténcia dos micro-organismos multirresistente aos antibidticos usados na clinica.
Legenda: Amc (amoxicilina + &cido clavulanico); Amp (ampicilina); Cfl (cefalotina); Cfo (cefoxitina); Cfz
(cefazolina); Cip (ciprorfloxacino); Cli (clindamicina); Cro (ceftriaxona); Eri (eritromicina); Gen (gentamicina);

Nor (norfloxacina); Pen (penicilina); Ofx (ofloxacina); Oxa (oxacilina); Tet (tetraciclina).
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Antimicrobianos

Os antibidticos testados foram os betalactdmicos: ampicilina, oxacilina, cefalotina,
ceftriaxona. Os aminoglicosideos: amicacina e gentamicina, além do cloranfenicol,
representante do grupo dos fenicdis. As drogas antimicrobianas foram diluidas em &gua
destilada estéril seguindo as recomendacGes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012).

Avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e modulacdo da atividade das

drogas antimicrobianas

As concentracdes inibitérias minimas (CIM) do extrato etanolico e dos antibiéticos
foram determinadas pelo método da microdiluicdo em caldo, usando concentragdes crescentes
e dobradas que variaram de 0,5 pg/mL a 1.024 pg/mL. A CIM foi determinada como a menor
concentracdo que é capaz de inibir completamente o crescimento do micro-organismo
(COUTINHO et al., 2009).

Para a verificacdo da atividade moduladora do extrato foi utilizada uma concentracéo
sub-inibitdria deste a 32 pg/mL, ao qual foi adicionado aos pocos da microplaca previamente
preparados com as diluicdes dos antibioticos. O efeito modulador do extrato foi percebido
com a modificacdo da CIM em associagdo extrato-antimicrobiano, em relacdo da CIM isolada
do antibiético (COUTINHO et al., 2010).

Os controles utilizados foram o negativo em DMSO 10% e o da viabilidade dos micro-

organismos em caldo Mueller Hinton (Difco, EUA).

Em ambos os procedimentos adicionaram-se aos po¢os 10 pl da suspensdo bacteriana
e em seguida as microplacas foram incubadas por 24 h a 35+2°C. Os testes foram realizados
em triplicata. Por fim, 20 pl do corante cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) 0,5% que €
incolor foi acrescido as placas e estas reincubadas por mais trés horas. A leitura foi
proporcionada pela visualizacdo da coloracdo vermelha das células microbianas viaveis que
reduzem o TTC; dessa forma, a auséncia de cor indica a efetividade das substancias testadas
(NCUBE et al, 2011).
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3-RESULTADOS

Os resultados apresentados na TABELA 2 demonstram a atuacéo do extrato etandlico
da S. terebinthifolius (EEST) em relacdo a sua atividade antibacteriana e modulatéria de

antibioticos, frente a linhagens bacterianas resistentes a multiplas drogas.

Ao analisar as concentragdes inibitorias minimas (CIMs) do EEST, observa-se que a
atividade antimicrobiana desempenhada pelo extrato proporcionou valores de CIMs,

igualitérios para ambas as cepas multirresistentes.

Quanto a avaliacdo da atividade moduladora do extrato, constatou-se que houve
praticamente, acdo antag6nica a todos os antibioticos betalactamicos. Porem, ao associar o
EEST os antibioticos amicacina e gentamicina frente aos micro-organismos E. coli C507 e S.
aureus A420 respectivamente, foi identificado um possivel efeito sinérgico do extrato sobre

estes antimicrobianos, percebido pela reducdo de suas CIMs isoladas.

Os resultados também demonstraram que houve um possivel efeito antagbnico e

indiferente do EEST quando em combinacdo com o cloranfenicol.

S. aureus A420 E. coli C507

A B A B
EEST 512 * 512 *
Ampicilina 64 > 1024 > 1024 > 1024
Cefalotina 32 >1024 256 >1024
Ceftriaxona 1024 1024 64 64
Oxacilina 512 1024 * *
Amicacina 64 >1024 16 2
Gentamicina 256 128 <0,5 *
Cloranfenicol 512 1024 256 256

TABELA 1: Valores das concentragdes inibitorias minimas e da modulacgéo do extrato. Legenda: EEST (extrato
etandlico da Schinus terebinthifolius); A (CIM do extrato e antibiéticos isolada em pg/mL); B (CIM do efeito
modulador do extrato em pg/mL); S. aureus (Staphylococcus aureus); E. coli (Escherichia coli).
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4 — DISCUSSAO

Muitos dos extratos vegetais sdo conhecidos por possuirem atividades antimicrobianas
que podem ser de grande importancia para o desenvolvimento de novos farmacos. Ao partir
desse pressuposto, o extrato etandlico da Schinus terebinthifolius (EEST) foi confrontado
frente aos isolados clinicos de Staphylococcus aureus A420 e Echerichia coli C507
apresentando efetividade para ambos 0s micro-organismos.

De acordo com Braga (2008) mesmo com os diversos estudos realizados com plantas,
ainda ndo existem valores estabelecidos de CIM que as caracterizam como antimicrobianas,
porém Aligianis et al. (2001) e Satoratto et al. (2004) vdo mais além e propdem uma
classificagdo que atribui forte atividade com concentragbes inibitorias até 500 pg/mL,
moderada quando estes valores variam entre 600 a 1500 pg/mL e fraca com valores
superiores a 1600 pug/mL. Entdo, ao analisar estas proposicdes, pode-se inferir que o0 EEST é
possuidor de uma moderada atividade apresentando concentracdo inibitoria minima > 512
pg/mL para ambas as cepas multirresistentes.

Lima et al. (2006) ao trabalharem com 0 mesmo extrato, contra cepas resistentes de S.
aureus identificaram uma excelente atividade, sendo também confirmado com os resultados
encontrados. Ao usarem extratos hidroalcolicos de quinze espécies de plantas medicinais pela
técnica de microdiluicdo em caldo, Ahmad e Agil (2007) obtiveram resultados positivos para
a familia Anacardiaceae frente a diferentes cepas resistentes de E. coli ESBL. O mesmo
ocorreu com o EEST que é parte integrante da familia Anacardiaceae.

A interrupcdo do crescimento bacteriano por intermédio da acdo do extrato de plantas
medicinais é indicado por varios mecanismos segundo Tintino et al. (2013). Um deles baseia-
se na interacdo dos compostos hidrofébicos dos extratos com a dupla camada lipidica dos
micro-organismos, afetando a cadeia respiratoria e a producdo de energia. Essa forma de
atuacdo pode ser uma das justificativas de como o EEST agiu sobre as cepas resistentes de S.
aureus e E. coli.

Em pesquisas recentes as plantas medicinais ndo estdo sendo avaliadas apenas por sua
atividade antimicrobiana, mas também como agentes modificadores da resisténcia bacteriana,
devido a estratégia de combinacdo planta-antibiético que podem afetar ndo somente um Unico
alvo, mas varios alvos, onde os diferentes componentes podem agir de forma sinérgica,
indiferente ou antagbnica a essa interacdo (MATIAS, 2012; TINTINO, 2013).
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Dessa forma, entre as diferentes classes de antimicrobianos testados, os amiglicosideos
apresentaram uma boa resposta ao efeito modulador do extrato etandlico da Schinus
terebinthifolius, apesar de terem sidos encontrados resultados dicotdmicos entre o0s
antibidticos amicacina e gentamicina frente aos micro-organismos multirresistentes testados.
Esses achados também foram relatados por varios pesquisadores que trabalharam com a
mesma classe de antimicrobianos (CANTON et al., 2010; COUTINHO et al., 2009;
COUTINHO et al., 2010; LEANDRO et al., 2013; OLIVEIRA, et al., 2006).

Os micro-organismos sdo capazes de elaborar diferentes mecanismos de resisténcia
aos aminoglicosideos, e o principal deles, constitui-se na producéo de enzimas que degradam
estes antibioticos e, portanto, mesmo que o isolado clinico pertenca a mesma espécie, este
pode apresentar resposta de resisténcia diferenciada a essa classe devido a variedade de
enzimas modificadoras (HARDMAN; LIMBIRD, 2006). S. aureus e E. coli sdo susceptiveis
ao desenvolvimento de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (LIMA, 2002;
PATERSON, 2006). Entdo, a atuagdo individualizada do EEST sobre os antibioticos
aminoglicosideos, pode ser justificada pelo fato que o extrato proporcionou uma inibicédo das
enzimas que deterioram estas drogas.

Segundo Figueredo et al. (2013), o efeito significativo da acdo moduladora dos
metabolitos secundarios de plantas medicinais sobre os aminoglicosideos pode ser uma
alternativa para minimizar as reagdes adversas causadas por esses antimicrobianos, visto a
interacdo planta-antibiotico ser capaz de diminuir a CIM destas drogas e consequentemente
reduzir a dose necessaria para 0 uso terapéutico.

A Schinus terebinthifolius apresenta em sua constituicao fitoquimica polifendis, que
de acordo com Aiyegoro et al. (2011), estes constituintes agem na membrana celular
bacteriana causando perturbacdes e, associado a antibioticos betalactamicos, promove um
efeito melhorado dessas drogas. Hatano et al (2005) ao investigaram a atividade sinérgica de
plantas do género Ziziphus, que possuem polifendis em sua constituicdo quimica, frente a
cepa resistente de S. aureus foram capaz de reduzir a CIM para a oxacilina, entrando em
confronto com os resultados obtidos pelo EEST, visto a oxacilina ter apresentado efeito
antagbnico na presenca do mesmo micro-organismo.

Schmidt et al (2008), ao utilizarem o extrato etandlico de plantas que possuem
fitoconstituintes semelhantes ao do extrato da Schinus terebinthifolius, encontraram resultados
sinérgicos a ampicilina, frente ao S. aureus MRSA. Entretanto, os resultados apresentados
neste estudo, em relagdo a acdo moduladora do EEST sobre a ampicilina e os demais

antibioticos betalactamicos demonstram apenas atuacdo antagonista, sendo corroborado em
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parte com o trabalho de Cavalcante (2010), que usou ampicilina e cefalexina associado ao
EEST frente ao S. aureus encontrando apenas efeito antagonico.

O uso do cloranfenicol é descrito por poucos autores em relagdo ao possivel efeito
modulador dos produtos naturais. Dessa forma, Canton e Onofre (2010) e Olajuyigbe e
Afolayan (2012) afirmam que a combinagdo extrato-cloranfenicol foi proveitosa, ocorrendo a
diminuicdo da CIM do antibiético, porém Oliveira et al (2006) e Zago et al (2009)
encontraram resultados desfavoraveis, com a permanéncia da CIM do antimicrobiano isolado,

assemelhando-se em parte com a atuacdo do EEST sobre esta droga.

5 - CONCLUSAO

O extrato etanolico da S. terebinthifolius (EEST) mostrou-se capaz de inibir o
crescimento bacteriano das linhagens multirresistentes de S. aureus e E. coli, sendo esta
atividade antimicrobiana considerada satisfatoria. O EEST desempenhou apenas atividade
antagbnica ou indiferente em relagdo ao cloranfenicol e as drogas betalactamicas, porém
apresentou-se favoravel em modificar a atividade antibidtica dos aminoglicosideos. Desta
forma, este estudo instiga futuras pesquisas em que possa identificar na S. terebinthifolius,
moléculas que possam agir sinergicamente a antibidticos e consequentemente ser uma

alternativa no combate a infeccdes promovidas por bactérias resistentes a multiplas drogas.



Modulatory activity of the ethanol extract of

Schinus terebinthifolius Raddi on antimicrobial drugs

Franklyn R. N. da Silva®.
Zilka N. Lima’.

ABSTRACT

Currently, there is interest in evaluating the plants-drug association against resistant bacteria,
hoping to find a possible synergistic effect between this interaction. This study aimed to
evaluate the possible modulating effect of ethanol extract of Schinus terebinthifolius (EEST)
on antimicrobial drugs commonly used in the clinic. The tests were performed by broth
microdilution technique using multi-resistant strains of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibiotics and EEST
were determined, then there was the analysis of the effect of the modulator on the
antimicrobial EEST in a sub-inhibitory concentration of 32 mg/mL. The possible synergistic
effect of EEST was observed by comparing the MIC of the antibiotic isolated from the
combined extract-antimicrobial MIC. The extract showed antimicrobial activity against both
multi-drug resistant strains with MICs > 512 mg/ mL. It was only witnessed antagonistic or
indifferent action of the extract on the chloramphenicol and betalactams drugs, but in relation
to aminoglycoside antibiotics, this played a positive synergistic effect. Therefore, the EEST
was able to modify the action of the aminoglycoside antibiotic, and researchs are needed to
identify the molecules responsible for the synergistic effect and in the future associate them to

antibiotics for therapeutic use to reduce infections caused by multiresistant bacteria.
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