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RESUMO

OLIVEIRA, M. S. Atividade antimicrobiana e efeito interativo in vitro de produtos
de cranberry (Vaccinium macrocarpon) e quinolonas

Vaccinium macrocarpon, planta origindria do hemisfério norte e popularmente
conhecida como cranberry apresenta na sua composicao, varios fitoconstituintes, dentre
eles antocianidinas e proantocianidinas responsaveis por diversas atividades biologicas,
destacando-se a atividade antioxidante contra células microbianas. Assim, o objetivo
deste estudo foi determinar in vitro a atividade antimicrobiana e a interacao de produtos
comercializados (suco concentrado e extrato seco) de cranberry e quinolonas, sobre
cepas de Escherichia coli. Foram testadas 4 cepas de Escherichia coli, sendo uma cepa
padrdo American Type Culture Colletion — ATCC 25922 e 3 cepas multirresistentes,
cedidas por um laboratério da rede privada de Campina Grande — PB, e com perfil de
resisténcia antimicrobiana pré determinado através do antibiograma. Para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana, discos estéreis foram embebidos com 20 pL da solucdo de
cada produto teste. Foram utilizados dois extratos secos (ES1 e ES2) e um suco
concentrado (SC), obtidos no comércio local. A partir dos ES solubilizados em alcool
etilico a 40% foram preparadas solucGes de 800 mg/mL, enquanto o SC foi testado sem
diluicdo. Os testes de interacdo foram realizados com as quinolonas, acido nalidixo,
ciprofloxacino, levofloxacino e norfloxacino. Observou-se que o ES2 e o SC
mostraram-se ativos, apresentando respectivamente, halos de inibicdo de crescimento
com didmetros de 12 e 15 mm, para E. coli ATCC 25922, enquanto para as cepas
multirresistentes, apenas o ES2 se mostrou ativo para duas delas. Foram realizadas
diluicBes sucessivas e seriadas dos produtos ativos, determinando suas CIMs 12,5%
(SC) e 800 mg/mL (ES2). Através da adicdo das solucdes de ES e SC sobre os discos de
antimicrobianos pode-se observar o efeito interativo comparando-se o diametro dos
halos de inibicdo das quinolonas isoladas e apds associacdo com o0s produtos de
cranberry em diferentes concentracdes pré definidas. Os resultados in vitro mostraram
que o uso associado de produtos de cranberry com quinolonas interfere sobre didametro
dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano entre os antimicrobianos testados.
Entretanto, ndo foram capazes de modificar o efeito das quinolonas sobre o perfil de
resisténcia das cepas. Porém, estes resultados in vitro, permitem supor que in vivo estes
produtos possam ser capazes de interagir modificando o efeito destes farmacos. Os
testes foram realizados em duplicata e os resultados reportados sdo a média aritmética
dos dois ensaios.

PALAVRAS-CHAVE: Cranberry. Atividade Antimicrobiana. Fitoterapicos. Efeito
interativo.



ABSTRACT

OLIVEIRA, M. S. Antimicrobial activity and interactive effect in vitro of
cranberry products (Vaccinium macrocarpon) and quinolones

Vaccinium macrocarpon, a native plant from the northern hemisphere and popularly
known as cranberry has shown in its constitution a number of phytochemicals, including
anthocyanins and proanthocyanidins responsible for many biological activities,
especially the antioxidant activity against microbial cells. This study’s goal was to
evaluate the antimicrobial activity in vitro and the interactive effect between
commercialized cranberry and quinolone products (concentrated juice and dry extract)
on Escherichia coli strains. Four strains of Escherichia coli were tested: one standard
strain being the American Type Culture Collection - ATCC 25922 and 3 multidrug-
resistant strains, which belonged to the collection of a private network laboratory
located in Campina Grande - PB, and with the antimicrobial resistance profile
determined by an antibiogram. For the evaluation of the antimicrobial activity, sterile
discs were soaked with 20 pL of the solution derived from each test product. Two dry
extracts (ES1 and ES2) and a concentrated juice (SC) obtained in a local pharmacy were
used. From the ES solubilized in ethyl alcohol 40%, 800 mg/mL solutions were
prepared, while the SC was tested without being diluted. Interaction tests were
performed only with quinolones, nalidixic acid, ciprofloxacin, levofloxacin and
norfloxacin. It was observed that the ES2 and SC were shown to be active, presenting
growth inhibition halos of 12 and 15 mm diameters (respectively), for E. coli ATCC
25922; for the multidrug-resistant strains, only the ES2 has presented itself resistant to
two of them. Successive dilutions of the active products were performed to determine
the MICs 12.5% (juice) and 800 mg / ml (ES2). Through the addition of SE and SC
solutions over antimicrobial discs we were able to observe the interactive effect by
comparing the diameter of inhibition halos in the isolated antimicrobials and after the
association with cranberry products in pre-defined concentrations. The in vitro results
showed that the combined use of cranberry products with antimicrobial agents is able to
interfere in the diameter of the microbial growth inhibition halos of the tested
antimicrobians. It was observed that the tested cranberry products were not able to
modify the effect of quinolones on the resistance profile of the strains. However, the in
vitro results suggest that these products in vivo may be able to interact, thus modifying
the effect of these drugs. Tests were performed in duplicate and the results reported are
the average of two tests.

KEYWORDS: Cranberry. Antimicrobial activity. Phytotherapics. Interactive effect.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais foram utilizadas no inicio da producéo de medicamentos e
no tratamento farmacoldgico de diversas patologias que acometiam a populacéo, porém,
foi com a evolucdo da ciéncia e de diversos métodos experimentais que as atividades
terapéuticas das plantas comecaram a ser estudadas. As plantas foram estudadas sob o
aspecto dos seus constituintes quimicos, a fim de isolar principios ativos que poderiam
ser usados no organismo animal e assim pesquisar 0s efeitos que essas substancias
exerciam (FREITAS et al., 2014).

Desta forma, a fitoterapia vem sendo a medicina integrativa que mais cresce ao
longo dos anos, pelo fato da evolucdo dos estudos cientificos comprovarem a eficacia de
plantas medicinais, principalmente, as utilizadas pela populacdo com finalidade
terapéutica, através dos estudos quimicos e farmacoldgicos. Um dos fatores que mais
contribuiu para a pesquisa do potencial bioativo de plantas ¢ a problematica da
resisténcia a antibioticos convencionais adquiridas por diversos microrganismos
(SANTOS et al., 2011; FREITAS et al., 2014).

Esta resisténcia provém do uso inadequado desses medicamentos por parte da
populacdo. A resisténcia de bactérias e fungos a antibi6ticos convencionais constitui um
problema de saude publica e requer ndo somente a pesquisa para o desenvolvimento de
novas substancias antimicrobianas, mas também o desenvolvimento de novas
abordagens para o tratamento de infecces bacterianas. Logo, a busca de propriedades
antibacterianas de extratos de plantas e de substancias mais especificas tem sido
incentivada e intensificada (FREITAS et al., 2014; LIMA et al., 2014).

Vaccinium macrocarpon € um pequeno arbusto nativo dos Estados Unidos e do
Canada, com meio metro de altura, popularmente conhecido como arando vermelho
americano, mirtilo-vermelho e designado em inglés de Cranberry. O seu fruto, parte da
planta utilizada com fins terapéuticos em Fitoterapia, possui um sabor acido e tem de 1
a 2 cm de didmetro e pesa cerca de 1 a 2 gramas (TEIXEIRA, A, 2012).

O cranberry possui cerca de 80% de agua e 10% de carboidratos, aléem de outros
constituintes como taninos, flavonoides, antocianinas, catequinas, triterpendides, acidos

organicos e vitaminas A e C. Os Americanos foram o0s primeiros a utilizarem esta fruta
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com fins medicinais e a utilizavam para diversas patologias incluindo desordens
sanguineas, doencas no estdmago, problemas de figado, febre, além da diminuigdo do
namero de infecgBes urinarias, propriedade esta que tornou o cranberry conhecido
mundialmente (RAZ; CHAZAN; DAN, 2004).

A infeccdo do trato urinario (ITU) € uma patologia frequente que requer cada
vez mais atencdo. Esta é caracterizada pela presenca de micro-organismos em alguma
parte do trato urinario e é considerada a infeccdo hospitalar mais frequente,
representando 32% das infec¢des nosocomiais. Estes dados epidemioldgicos deixam
claro a importancia da ITU, bem como o custo envolvido no diagnostico e tratamento
dessas infeccbes (LOPES et al.,, 2012; PALMA, 2013). A maioria das ITUs sdo
causadas por espécies bacterianas da familia Enterobacteriaceae, principalmente a
Escherichia coli, sendo este, um micro-organismo recorrente em infeccdes comunitarias
(BORGES et al., 2014).

O tratamento e profilaxia utilizando antimicrobianos dessa e de outras infec¢bes
causadas por bactérias se tornou um problema que cresce significativamente, causando
incertezas, falhas na terapéutica e consequéncias negativas para 0S pacientes,
principalmente quando se trata de bactérias resistentes a maultiplos antibidticos.
Portanto, a busca por novos compostos com atividade antimicrobiana que possam ser
utilizadas como alternativa eficaz para combater esses micro-organismos é de extrema

necessidade.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

e Determinar in vitro a atividade antimicrobiana e a interacdo de produtos
comercializados (suco concentrado e extrato seco) de cranberry e quinolonas,

sobre cepas de Escherichia coli.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a atividade antimicrobiana de produtos comercializados a base de

cranberry frente a Escherichia coli ATCC 25922 e cepas multirresistentes.

e Determinar as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) dos produtos ativos

sobre as cepas.

e Auvaliar a interagdo de produtos a base de cranberry e quinolonas sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 e isoladas de urocultura.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Infeccdo do Trato Urinario (ITU)

A infec¢do urinaria pode atingir todas as pessoas, independentemente da idade e
do sexo, porém, durante o periodo neonatal acomete preferencialmente criancas do sexo
masculino devido ao maior numero de méas formacgdes congénitas. A partir deste
periodo, as meninas passam a ser mais acometidas por ITU, apresentando em torno de
10 a 20 vezes mais infec¢Oes que os meninos. Na vida adulta, o sexo feminino continua
sendo mais susceptivel, sendo afetadas cerca de 30% das mulheres com idade entre 20 e
40 anos, uma prevaléncia 30 vezes maior do que em homens (HEILBERG; SCHOR,
2003; OLIVEIRA, 2011).

Essa maior prevaléncia pode ser explicada por conta das diferencas anatdmicas,
devido ao fato das mulheres possuirem sitios que sdo mais susceptiveis as ITUs, como
ter a uretra mais curta e a bexiga maior, podendo desta forma armazenar a urina por
mais tempo. A proximidade entre a vagina e 0 anus, associada ao alto grau de umidade
local, favorece o acesso dos micro-organismos ao sistema urinario feminino, além da
auséncia de fluidos prostaticos que estdo presentes na urina dos homens, e conferem
maior atividade antibacteriana. Desta forma cerca 48% das mulheres apresentardo pelo
menos um episddio de ITU ao longo da vida (HEILBERG; SCHOR, 2003; OLIVEIRA,
2011; LOPES et al., 2012).

CondicbGes que favorecam o desenvolvimento bacteriano no trato urinario
facilitam a instalacdo de uma infeccdo urinaria, podendo esta ser contraida por
diferentes vias, mas tendo como principal acesso a via ascendente através da uretra. A
miccdo e a urina sdo consideradas os principais mecanismos de defesa das vias
urinérias. A micgdo por ajudar na remoc¢do dos micro-organismos que ascenderem pela
uretra, e a urina por possuir uma constituicdo que atua como defesa desses micro-
organismos, caracterizada por sua elevada osmolaridade e baixo pH que inibem assim o
desenvolvimento destes (OLIVEIRA, 2010).

A ITU pode ser classificada como ndo complicada ou complicada. Essa diferente
classificacdo esta relacionada ao ambiente onde a infeccdo foi adquirida e a condigéo
clinica do paciente. Em pessoas com estrutura e funcdo do trato urinario normais, que

adquiriram a infeccdo fora do ambiente hospitalar essa ITU € considerada néo
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complicada. Porém as que foram adquiridas por causas obstrutivas, anatomofuncionais,
metabdlicas, uso de cateter de demora ou outro tipo de instrumento, séo incluidas como
complicadas (HEILBERG; SCHOR, 2003).

A ITU esta entre as mais frequentemente encontradas infecgcdes bacterianas na
pratica clinica. Além disso, é uma importante causa de admissdo hospitalar, sendo
responsavel por significante morbidade e mortalidade e, consequentemente, um alto
custo financeiro (NISHIURA; HEILBERG, 2009). Segundo Heilberg e Schor (2003),
grande nimero de consultas clinicas no Brasil est4 relacionado a ITU. O principal
agente etiolégico dessas infeccdes € a E. coli que é responsavel por mais de 85% das
ITU comunitarias e 50% das hospitalares, sendo que outras bactérias séo
frequentemente isoladas, como Klebsiella spp., outras Enterobacteriaceae e
Staphylococcus saprophyticus (CORREIA et al., 2007).

3.2 Resisténcia Microbiana

De acordo com Terrivel (2013), dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
apontam para a proliferacdo descontrolada das resisténcias microbianas aos antibioticos
convencionais, que perdem gradualmente eficécia clinica, complicando o tratamento de
futuros doentes e exigindo a utilizacdo de antibidticos de amplo espectro na terapéutica
de infeccBes mais simples. O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos
é um fendbmeno natural que surge como resultado da pressao seletiva exercida pelo uso
de antibioticos. No entanto, este fendmeno tem sofrido uma expansdo muito acelerada
devido a utilizacdo inadequada de antibioticos, sendo que, existe uma correlagdo clara
entre um maior consumo de antibioticos e niveis mais elevados de resisténcia
microbiana (LOUREIRO, 2012).

A prevaléncia de resisténcia bacteriana a maltiplos antibioticos nas infec¢des
comunitarias vem crescendo, e esse crescente aumento representa um grande desafio no
tratamento dessas infeccBes (SANTANA et al., 2012). A resisténcia antimicrobiana é
considerada um grave problema de saude publica no mundo, visto que ameaca a eficécia
terapéutica empregada para as doencas infecciosas de etiologia bacteriana. O uso
indiscriminado e irracional de medicamentos, problemas quanto ao diagnostico correto
das infeccOes e auséncia de um sistema global de vigilancia epidemioldgica, sdo alguns
dos problemas que contribuem para aquisicdo da resisténcia, que possui como

consequéncia direta a presenca de infeccbes cada vez mais agressivas e de dificil
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controle tanto na comunidade quanto no ambiente hospitalar (ARANTES; ANDRADE;
BARACHO, 2013).

O crescente numero de cepas bacterianas cada vez mais resistentes a
quimioterapia disponivel aumenta o tempo de internacéo, exige medicamentos caros de
dificil acesso e aumenta a morbidade e mortalidade na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) e nos servigos de salde em geral. As infeccBes hospitalares sdo consideradas 0s
riscos mais antigos e temidos. Pacientes hospitalizados estdo predispostos a uma
variedade de infeccbes nosocomiais, especialmente causadas por esses micro-
organismos multirresistentes. Tal problematica, amplamente discutida na literatura
cientifica, promove o aumento da permanéncia nosocomial e contribui efetivamente na
elevacdo dos custos nas organizagOes hospitalares. No Brasil entre 5 e 15% dos
pacientes hospitalizados e 25 a 35% dos pacientes admitidos em UTI’s adquirem
infeccdo hospitalar, sendo ela a quarta causa de mortalidade (COIMBRA; FILHO;
LIMA, 2012; REIS et al., 2013).

A resisténcia microbiana é um problema crescente e a perspectiva futura do uso
de drogas antimicrobianas, incerta. Desta forma, ha uma necessidade urgente de adotar
medidas para enfrentar esse problema, entre elas um controle mais rigido no uso de
antibidticos, o desenvolvimento de pesquisas para uma melhor compreensdo dos
mecanismos genéticos da resisténcia microbiana e uma série de estudos como a
Etnofarmacologia que tem se mostrado uma fonte de novos medicamentos a fim de
buscar o desenvolvimento de novas drogas sintéticas e naturais (LOGUERCIO et al.,
2005; ARANTES; ANDRADE; BARACHO, 2013).

3.3 Quinolonas e Fluoroquinolonas

As quinolonas e fluoroguinolonas sdo farmacos bactericidas muito utilizados no
tratamento de infec¢des do trato urinério, assim como em infecgdes causadas por micro-
organismos resistentes a outros agentes antibacterianos disponiveis (TEIXEIRA, M,
2012).
enzimas responsaveis e essenciais a replicacdo e transcricdo do DNA bacteriano: a DNA
girase, também conhecida como topoisomerase | e a topoisomerase IV, presentes
respectivamente em bacterias Gram positivas e Gram negativas. Estas enzimas sé&o
responsaveis por produzirem um supernovelo negativo no DNA, permitindo a
transcricdo do DNA bacteriano (RANG et al., 2007; PRIMANI, 2014).
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As quinolonas incluem um farmaco de pequeno espectro usado nas infec¢des do
trato urinario o Acido nalidixo (a primeira quinolona nio fluorada), mas também
agentes de largo espectro denominados fluoroquinolonas, como o ciprofloxacino,

levofloxacino e norfloxacino (RANG et al., 2007).

3.3.1 Acido Nalidixico

A primeira quinolona foi sintetizada de forma acidental em 1962 a partir da
cloroquina, um produto secundério da sintese de um agente antimalérico. Viu-se que
este produto secundério possuia atividade antimicrobiana surgindo assim o Acido
Nalidixico. Essa € uma droga sintética derivada da 1,8-naftidrina e age contra muitas
bactérias gram-negativas. Foi introduzido na clinica médica em 1964, especialmente
para o tratamento de infec¢des provocadas por bactérias gram-negativas do trato
urinario. Estudos sistematicos de modificacdo em sua molécula produziram compostos
gue aumentaram a poténcia e o espectro de ac¢do, ampliando as aplicacdes terapéuticas
das quinolonas (RODRIGUES-SILVA et al., 2014.; REIS, 2014).

Figura 1: Estrutura molecular do Acido Nalidixo

Fonte: http//www.pharmacopeia.cn (2015)

3.3.2 Ciprofloxacino

O ciprofloxacino ou &cido 1-ciclopropil-6-fluor-1,4- dihidro-7-(piperazinil)-4-
oxoquinolona-3-carboxilico é um farmaco classificado quimicamente como uma
fluorquinolona (Figura 1). Sintetizada em 1983 pela Bayer, mostrou-se ser de 4 a 8
vezes mais ativa que demais antibioticos, principalmente contra enterobactérias e

Pseudomonas spp., sendo considerada entre as fluorquinolonas uma das mais potentes
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atualmente disponivel contra bactérias gram-negativas (DA SILVA, 2013; PRIMANI,
2014).

E considerado um antibiético de amplo espectro de acdo, agindo rapidamente
tanto contra patdgenos gram-positivos como para os gram-negativos. O ciprofloxacino é
atualmente um dos farmacos mais prescritos no mundo, por ser recomendado como
farmaco de primeira linha no tratamento da tuberculose e, além disso, no tratamento de
doencas sexualmente transmissiveis e nas infeccdes do trato urinario (DA SILVA,
2013).

Figura 2: Estrutura molecular do Ciprofloxacino

Fonte: http//www.pharmacopeia.cn (2015)

3.3.3 Levofloxacino

O Levofloxacino ou 4&cido (S)-9-fluoro-2,3-dihidro-3-metil-10-(4-metil-1-
piperazinil)- 7-oxo-7H-pirido[1,2,3-de]1,4-benzoxazina-6-carboxilico, pertence a 32
geracdo de fluorquinolona e quando comparada com seu predecessor mostra um tempo
de meia-vida mais longo, o que permite uma administracdo Unica durante o dia, e uma
poténcia maior, por ser cerca de duas vezes mais potente contra as bactérias gram-
negativas e gram-positivas (QUINTERO et al., 2012; PRIMANI, 2014).

Ele tem mostrado ser ativo in vitro e clinicamente eficaz em certo nimero de
infeccdes causadas por muitos micro-organismos entre eles a E. coli, apesar de que ao
ser comparado com outras fluoroquinolonas como o ciprofloxacino, o levofloxacino
apresenta grande atividade contra bactérias gram-positivas, mas pouca atividade contra
bactérias gram-negativas (QUINTERO et al., 2012; PRIMANI, 2014).
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Figura 3: Estrutura molecular do Levofloxacino
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Fonte: http//www.infoescola.com (2015)

3.3.4 Norfloxacino

O norfloxacino é um antibidtico sintético pertencente ao grupo das fluorquinolonas
de 2% geracdo (acido metil-7-(1-piperazinil)-6-fluoro-1,4-diidro-4-oxo-3- quinoleina
carboxilico). E uma droga de amplo espectro utilizada no tratamento de infecgdes
bacterianas do trato urinario, respiratorio e da pele. O dtomo de flior na posicao 6,
proporciona um incremento potencial contra organismos gram-negativos (DA SILVA,
2013; REIS,2014).

Figura 4: Estrutura molecular do Norfloxacino
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Fonte: http//www.pharmacopeia.cn (2015)
3.4 Fitoterapia

Segundo Santos et al. (2011), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) considera como medicamento fitoterapico aquele obtido exclusivamente de

matérias-primas de origem vegetal, com qualidade constante e reprodutivel e que tantos
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0S riscos quanto a eficacia seja caracterizada por levantamentos etnofarmacoldgicos,
documentacdes técnico cientificas em publicagdes ou ensaios clinicos.

Desde a antiguidade o uso terapéutico de plantas medicinais vem sendo
registrado por civilizagdes como China, India, Egito e Grécia, entretanto existem
evidéncias arqueoldgicas e histdricas que ha cerca de 10.000 anos atras as propriedades
curativas das plantas medicinais j& eram conhecidas, portanto, durante muitos séculos,
preparacdes a base de plantas constituiram os principais tratamentos contra as inimeras
doencas que acometiam a humanidade. Devido ao grande numero de doencas e a
dificuldade de acesso aos medicamentos nos paises em desenvolvimento, o uso popular
da fitoterapia ainda é amplamente praticada, sendo utilizada como guia para pesquisas
farmacoldgicas, e com o0 avango cientifico, muitos produtos naturais foram identificados
e isolados, possibilitando tratamentos mais eficazes. O Reino Vegetal fornece
aproximadamente 25% dos farmacos de origem natural utilizados atualmente, e por isso
ainda é considerado como uma fonte rica em compostos ativos devido a sua vasta
diversidade quimica (ANDRADE, 2013; LIMA et al., 2014).

As profundas raizes culturais da populacéo brasileira facilitaram a sobrevida da
Fitoterapia até os dias atuais, uma vez que a consciéncia popular reconhece a eficacia e
legitimidade desta modalidade terapéutica, visto que existem inimeras vantagens para
seu uso terapéutico, como o baixo custo e a grande disponibilidade para a populacéo de
baixa renda (SOARES et al., 2008; SANTOS et al., 2011).

Desta forma, as plantas sdo consideradas importantes aliadas na prevencao e
combate as doengas da populacdo em geral o que possibilitou que as pessoas
adquirissem um amplo conhecimento sobre plantas medicinais, e esse conhecimento é
utilizado como incentivo para pesquisas experimentais com a finalidade de identificar o
possivel potencial bioativo destas plantas, para que as mesmas possam ser empregadas
como principio ativo pela industria farmacéutica (FREITAS et al., 2014).

As plantas medicinais tem sido frequentemente alvo nas investigacoes
cientificas, alguns dos fatores que contribuem para isso sdo o grande numero de
espécies vegetais existentes e a comprovada atividade inibitoria de fungos e bactérias.
Essa agdo inibitoria é conferida pela atividade metabolica secundéria dos vegetais, que
0s tornam capazes de produzirem substancias antibidticas que sao utilizadas por essas
plantas como mecanismo de protecdo contra seus predadores (SOUZA et al., 2014).

As bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos representam um desafio no

tratamento de infecgdes, e por conta disso é notdria a necessidade de encontrar novas
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substancias com propriedades antimicrobianas para serem utilizadas no combate a esses
micro-organismos (PEREIRA et al., 2004). Por esses motivos, descobrir novas
moléculas com atividade antibacteriana quer sejam de origem sintética quer seja de
origem natural, tem sido prioridade de muitos estudiosos, e como as plantas possuem
uma grande diversidade de moléculas, elas sdo consideradas fontes promissoras de
novos agentes antimicrobianos (ANDRADE, 2013).

3.5 Escherichia coli

As bactérias do género Escherichia coli pertencem a familia Enterobacteriaceae
e sdo micro-organismos anaerdbios facultativos e gram-negativos em forma de
bastonete. Reduzem nitrato a nitrito, fermentam glicose, sdo oxidase-negativa e utilizam
glicose, amonia e nitrogénio como fontes de carbono. Uma ampla variedade de
substancias sdo metabolizadas por essas bactérias entre elas carboidratos, lipidios,
proteinas, aminoacidos e &cidos organicos. A E. coli possui como principal habitat o
trato intestinal dos humanos e de outros animais de sangue quente (SILVA, 2011,
ANDRADE, 2013).

Apesar da maioria de estirpes de E. coli ndo serem patogénicas, muitas delas
adquiriram caracteristicas que as tornam capazes de causar um grande numero de
doencas em humanos e animais. As cepas patogénicas de E. coli sdo responsaveis por
causar, além das infec¢des urinarias, outras infec¢des clinicas como doencas entéricas e
diarreicas, sepse e meningite (OLIVEIRA, 2011).

Muitos micro-organismos sdo capazes de causar ITU, porém, a E. coli é a
responsavel pela maioria dessas infecgGes, sendo isolada em cerca de 85% daquelas
adquiridas na comunidade. As cepas uropatogénicas de E. coli (UPEC) séo selecionadas
da microbiota fecal pela presenca de fatores de viruléncia, que aumentam a colonizagéo
das células vaginais e periuretais, a fixacdo ao uroepitélio e a invasdo dos tecidos
(WOLLHEIN, 2009).

A E. coli possui fimbrias ou pili que fazem com que a mesma se adere com mais
facilidade nas mucosas do hospedeiro. Elas também podem apresentar flagelos, que déo
mobilidade as mesmas (MACHADO, 2010). Por ser uma bactéria que apresenta
propriedades uropatogénicas especificas consegue facilmente invadir o trato urinario de
pessoas saudaveis ou naqueles que o sistema imunologico encontra-se fragilizado
(COSTA, 2011).
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3.6 Cranberry

O Vaccinium macrocarpon conhecido popularmente como cranberry, é um fruto
da familia Ericaceae e é amplamente cultivado no hemisfério norte. E um arbusto que
possui cerca de meio metro de altura, e o seu fruto é a parte da planta utilizada com fins
terapéuticos. Na sua composicdo esta presente a proantocianidina tipo A, uma
substancia com poténcia antioxidante 20 vezes maior que a vitamina C e 50 vezes mais
potente que a vitamina E. No Brasil, o cranberry pode ser encontrado na forma de suco,
comprimidos manipulados & base de extrato seco e também na forma de cépsulas
gelatinosas (PALMA, 2013).

Este fruto apresenta na sua composicao, componentes inorganicos, mas também
componentes de origem organica, como a glucose, frutose, vitaminas (A e C),
compostos polifendlicos (taninos) e &cidos organicos. O componente citado de maior
relevancia para o tratamento e prevencdo de infec¢fes urinarias sdo os taninos que
podem ser hidrolisaveis ou condensados também chamados de proantocianidinas ou
simplesmente, PAC (TEIXEIRA, A, 2012; JESUS, 2013)

Figura 5: Fruto do Vaccinium macrocarpon (Cranberry)

Fonte:http//www.naturofarma.com.br (2015)

Foi inicialmente apreciado pelos norte-americanos devido a seus efeitos
benéficos na dieta e como uma solucdo na desinfeccdo de feridas, reducdo da dor
causado por indigestdo e em higiene bucal e dental. Em diferentes paises e culturas o
cranberry foi utilizado no tratamento de pedras nos rins, outros problemas urinarios, e
também como remédio popular para ITU antes da introducdo de antibioticos, sendo
ainda amplamente usado para esta finalidade (DESSI; ATZEI; FANOS, 2011).



26

A sua atividade antisséptica e antimicrobiana foi durante muito tempo atribuida
a provavel capacidade de acidificar a urina, devido ao seu elevado teor de vitamina C e
pela sua capacidade de metabolizar o acido benzoico em &acido hiparico. Contudo, em
estudos mais recentes foi demonstrado que o suco do cranberry ndo altera de forma
significativa o pH da urina (ALFONSO; CORCOLES, 2010; DESSI; ATZEI; FANOS
2011).

Segundo Vieira et al. (2005), a ingestdo regular do suco de cranberry poderia
reduzir a recorréncia de infeccdo, causada pela E. coli, pelo fato dos frutos do
género Vaccinium possuirem PAC. E conhecido que esses compostos possuem
propriedades antivirais, antibacterianas, antiaderentes ou antioxidantes e que inibem a
atividade das moléculas de adesdo. O bloqueio da adesdo fimbrial previne a E. coli e
outras bactérias gram-negativas de colonizar as células uroepteliais reduzindo
significativamente uma bacteriuria e consequentemente o consumo de antibioticos.

Outras pesquisas também atribuiram a eficicia do cranberry na prevencdo da
ITU a suas propriedades antiaderentes, visto que a E. coli, principal causa desse tipo de
infeccdo, possui adesinas fimbriais que sdo inibidas por compostos identificados nesse
fruto, sendo um deles a PAC. Essa propriedade antiaderente provavelmente ajuda na
prevencdo da ITU por impedir diretamente que a E. coli se adira as células uroepiteliais
(RAZ; CHASAN; DAN 2004).

Estudos confirmaram que as PACs do cranberry sdo bem absorvidas, sugerindo
que, uma vez absorvidas na corrente sanguinea elas passam a ser vulneraveis a outros
locais do corpo, podendo funcionar como agentes antiadesdo e/ ou antioxidantes,
confirmando que compostos do cranberry podem ser considerados ativos Vvisto que séo
responsaveis pela antiadesdo de micro-oganismos, como no trato urinario
(FREIXINHO, 2012).
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4. METODOLOGIA

4.1 Material

Os produtos que foram utilizados neste estudo, tanto o suco concentrado quanto
0s extratos secos de cranberry, sdo normalmente consumidos como suplemento
alimentar e foram adquiridos no comércio local, porém, suas marcas ndo serdo

divulgadas.
4.1.1 Suco concentrado de cranberry

O suco concentrado foi adquirido em uma loja de produtos naturais e foi
utilizado como solucdo padrdo [100%], sendo a partir dessa concentracdo, realizadas

diluicbes destinadas as avalia¢cBes microbioldgicas.
4.1.2 Extrato seco de cranberry

Os extratos secos (ES1 e ES2) foram adquiridos no comércio local e a partir
deles preparou-se solucdes teste pesando-se 800 mg dos ES1 e ES2 que foram diluidos

em 1,0 mL de alcool a 40%, obtendo-se duas solu¢cdes com concentracdo de 800mg/mL.

Quadro 1 - Composicdo dos produtos de Cranberry testados

PRODUTO *COMPOSICAO
Extrato Seco 1 70 mg de Extrato de Cranberry
30 mg de Proantocianidinas
Extrato Seco 2 465 mg de Extrato de Cranberry
35 mg de Proantocianidinas
Suco 3600 UTE de Antioxidantes

*De acordo com as informagdes contidas nos rétulos fornecidos pelos fabricantes.

4.2 Cepas microbianas

Foram utilizadas 3 cepas multirresistentes de Escherichia coli isoladas de
uroculturas cedidas por um laboratorio da rede privada de Campina Grande — PB, além
da cepa de Escherichia coli ATCC 25922. As cepas selecionadas foram estocadas e
mantidas em meios de culturas apropriados, de acordo com o CLSI (2012) e foram
reavaliadas quanto ao seu perfil de resisténcia frente aos antimicrobianos de uso
habitual.



28

4.3 Confirmacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos — Antibiograma

Os antibiogramas foram realizados pelo método de disco difuséo, seguindo as
recomendac¢des do CLSI (2012), utilizando-se os discos de antibioticos, série urinaria,
da Cefar®.

Quadro 2- Perfil de resisténcia das cepas de Escherichia coli aos antimicrobianos

Perfil de resisténcia
Antimicrobianos Identificacdo das cepas
E.coli MR 01 E.coli MR 02 E.coli MR 03
Acido Nalidixo S R R
Amicacina S S S
Amoxicilina + Ac. Clavulanico S S S
Cefalotina R S R
Cefepima R S S
Ciprofloxacino S R S
Cloranfenicol R R S
Levofloxacino S R S
Meropenen S S S
Norfloxacino S R S
Sulfametoxazol-trimetropim S R S
Tetraciclina R R R
Ampicilina S R R
Cefazolina R S R
Ceftriaxona R S S
Gentamicina S S S
Nitrofurantoina R S S

Legenda: S= Sensivel; R= Resistente; MR= Multirresistente.

4.4 Meios de cultura

Foram utilizados: caldo BHI (Brain Heart Infusion), a fim de se observar a
viabilidade dos micro-organismos e agar Mdeller-Hinton (MH) para o isolamento
bacteriano e testes de atividade antimicrobiana e interacdo. Estes meios de cultura foram

preparados de acordo com as instrugdes e recomendacdes do fabricante DIFICO®.

4.5 Preparo da suspensdo microbiana (indculo)

As cepas selecionadas foram semeadas em meios de culturas apropriados e

incubadas por 24h a 37°C. Apoés este periodo, os indculos foram preparados e
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padronizados em solucdo fisioldgica (NaCl 0,85%) esterilizada, comparando-se a
turbidez da suspensédo bacteriana com o tubo n° 0,5 da escala McFarland a fim de se
obter cerca de 10° UFC/mL (CLSI, 2012).

4.6 Ensaios de atividade antimicrobiana

Foi feita uma triagem da atividade antimicrobiana dos produtos: SC, ES1 e ES2
pelo método de disco difusdo, semeando-se a suspensdo bacteriana, com auxilio de
swab estéril, por toda superficie do Agar MH, de modo a se obter um crescimento
uniforme e confluente.

Utilizando-se uma pinca esterilizada os discos de papel de filtro Cefar®,
previamente impregnados com as solugdes em estudo, foram distribuidos
uniformemente sobre a superficie do &gar. Os discos foram dispostos equidistantes de
modo a ndo sobrepor as zonas de inibicdo. As placas foram incubadas invertidas a
37°C/24h e apos este periodo foram realizadas a leitura e interpretacdo dos resultados,
observando-se a presenca ou ndo de halos de inibicdo de crescimento (mm), medidos
através de um haldémetro.

Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados foram expressos pela
média aritmética dos diametros dos halos de inibi¢do de crescimento. O produto testado
é considerado ativo, quando a média dos halos de inibicao for igual ou superior a 8 mm
de diametro (NAQVI et al., 1991; CATAO et al., 2005).

4.7 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima - CIM

Os testes para avaliar a CIM dos produtos testes foram realizados utilizando-se
0s mesmos critérios empregados nos ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana.
Os produtos teste que apresentaram atividade antimicrobiana na concentracédo inicial
(100%), foram diluidos obtendo-se diferentes concentra¢fes as quais foram utilizadas
para impregnar novos discos de papel de filtro, previamente identificados.

Foi considerada a CIM, a menor concentragdo do produto capaz de inibir o
crescimento microbiano, ap6s incubacgéo por 24h/37°C.

Cada ensaio foi realizado em duplicata e o resultado foi expresso pela média

aritmética dos halos de inibi¢éo obtidos nos dois ensaios.

4.8 Avaliagdo do efeito interativo
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Os discos contendo os antibioticos (série urindria- CEFAR®) foram embebidos
com 20 pL dos produtos testes e em seguida colocados em placas de Petri estéreis
contendo agar MH inoculado com as suspensfes bacterianas descritas anteriormente,
com o auxilio de swabs estéreis. Apds o semeio as placas foram incubadas a 37°C por
24 horas, quando, entdo foram realizadas as leituras dos halos de inibicdo de
crescimento que foram comparados com o didmetro dos halos dos discos de antibidticos
isolados.

Considerou-se que houve interacdo quando a associacdo dos produtos testes com
os antibidticos alterou a zona de inibicdo (mm) referente a inibi¢do para cada antibidtico
isolado. O efeito interativo é considerado sinérgico quando o didmetro do halo de
inibicdo formado pela combinagdo do produto teste com o antimicrobiano apresentar
aumento de > 2mm ao ser comparado com o halo de inibicdo formado pela acéo do
antimicrobiano isoladamente. Quando a formacdo do halo decorrente da acgdo
combinada apresentar diametro inferior ao produzido pela acdo isolada do
antimicrobiano o efeito é considerado antagénico (OLIVEIRA et al., 2006; CATAO et
al., 2014; VIANA, 2014).
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5. RESULTADOS

Os resultados encontrados a partir do teste de disco difusdo demonstraram que o
ES2 e 0 SC apresentaram atividade antibacteriana frente a cepa de E.coli ATCC 25922,
pois foram capazes de formar halos de 10 e 15 mm respectivamente. Entretanto, o ES1
ndo apresentou atividade antibacteriana, assim como o alcool a 40% utilizado como
diluente, visto que nao foram formados halos de inibi¢do. Ao testar esses produtos sobre
as cepas multirresistentes foi observado que apenas o produto ES2 apresentou atividade
antimicrobiana, uma vez que foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, enquanto o

SC e 0 ES1 ndo apresentaram atividade frente as cepas testadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana de produtos a base de cranberry
frente a cepas de Escherichia coli

Produtos testados / diametro dos halos em mm

Identificacdo das cepas Produtos de cranberry

*Alcool 40%

ES1 ES2 SC
E.coli ATCC 25922 00 10 15 00
E.coli MR 01 00 12 00 00
E.coli MR 02 00 00 00 00
E.coli MR 03 00 12 00 00

Legenda: ES1= Extrato seco 1; ES2 = Extrato seco 2; SC = Suco concentrado; MR = Multirresistente;
*diluente utilizado para solubilizar a amostra = controle negativo.

Observou-se que o0 ES1 apresentou pouca solubilidade em relacdo ao ES2 sendo
por este motivo excluido dos demais ensaios.

A CIM dos produtos ES2 e SC, que foram o0s que apresentaram atividade frente
a cepa ATCC, foi determinada pelo método de disco difusdo, onde se observou que o
ES2 apresentou atividade apenas na concentragdo inicial [800 mg/mL], enquanto o SC
ainda manteve sua atividade nas diluigdes seguintes, considerando-se a CIM a

concentracdo de 25% (Tabela 02).
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Tabela 2 - Determinacdo da CIM dos produtos de cranberry frente a E. coli ATCC
25922

Produtos de cranberry/didmetro dos halos em mm
ES2 [mg/mL] SC [%]
Micro-organismo
testado 800 400 200 100 50 25 125
E.coli ATCC 25922 10 00 00 15 15 10 00

Legenda: ES2 = Extrato seco 2; SC = Suco concentrado.

Posteriormente, a fim de se observar o efeito interativo entre os produtos de
cranberry e alguns antibidticos da classe das quinolonas, os discos de antibidticos foram
embebidos com as solugdes preparadas a partir do ES2, mesmo com aquelas que nédo
tiveram atividade, [400mg/mL] e [200mg/mL] (Tabela 3), e com o SC (Tabela 4). Foi
constatado que os produtos em diferentes concentracfes agiram diminuindo o tamanho
do halo dos quatro antibidticos testados sobre a cepa ATCC.

Tabela 3 - Avaliacdo do efeito interativo in vitro entre diferentes concentracdes da

solucdo hidroalcoodlica do extrato seco de cranberry (ES2) e quinolonas, frente a E. coli
ATCC 25922

Produtos testados Diadmetros dos halos de inibi¢cdo de crescimento
(mm)

NOR [10 pg] 30 (*VR= 28-35mm)
NOR + ES2 [800mg/mL] 29
[400mg/mL] 29
[200mg/mL] 30

LEV [5ug] 31 (*VR= 29-37mm)
LEV + ES2 [800mg/mL] 30
[400mg/mL] 30
[200mg/mL] 30

CIP [5ug] 35 (*VR= 30-40mm)
CIP + ES2 [800mg/mL] 32
[400mg/mL] 32
[200mg/mL] 32

NAL [30ug] 24 (*VR= 22-28mm)
[800mg/mL] 23
NAL + ES2 [400mg/mL] 22
[200mg/mL] 22

Legenda: NOR = Norfloxacino; LEV = Levofloxacino; CIP = Ciprofloxacino; NAL = Acido
Nalidixo; ES2 = Extrato seco 2. *VR = Valor de referéncia do didmetro do halo de inibig8o para a

E.coli ATCC 25922.
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Tabela 4 - Avaliagdo do efeito interativo in vitro entre diferentes concentragdes do suco
concentrado de cranberry e quinolonas frente a E. coli ATCC 25922

Produtos testados Diametros dos halos de inibi¢ao de crescimento
(mm)

NOR [10 pg] 30 (*VR=28-35mm)
[100 %] 29
NOR + SC [50 %] 27
[25 %] 26

LEV [5ug] 31 (*VR=29-37mm)
[100 %] 30
LEV +SC [50 %] 29
[25 %] 27

CIP [5ug] 35 (*VR= 30-40mm)
[100 %] 30
CIP+SC [50%] 30
[25 %] 30

NAL [30ug] 24 (*VR=22-28mm)
[100 %] 24
NAL + SC [50 %] 24
[25 %] 24

Legenda: NOR= Norfloxacino; LEV= Levofloxacino; CIP = Ciprofloxacino; NAL= Acido
Nalidixo; SC= Suco concentrado. *VR = Valor de referéncia do didmetro do halo de inibi¢do para
a E.coli ATCC 25922.

Os produtos utilizados foram testados in vitro em suas concentragdes iniciais
sobre cepas de E. coli multirresistentes. Os resultados encontrados foram semelhantes
aos encontrados sobre a cepa ATTC, visto que em sua maioria 0s produtos interferiram

diminuindo os halos dos antibiéticos. Os resultados estdo descritos nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Avaliacdo do efeito interativo in vitro entre a solucdo hidroalcodlica do
extrato seco de cranberry e quinolonas, frente as cepas de E.coli multirresistentes

Produtos testados Micro-oganismos testados / Didmetros dos halos de
inibicdo de crescimento (mm)

E.coli MR 01 E.coli MR 02 E.coli MR 03

NOR [10 ug] 25 0 25
NOR + ES2 [800mg/mL] 17 0 20
LEV [5ug] 26 0 22
LEV + ES2 [800mg/mL] 19 0 13
CIP [5 pg] 25 0 26
CIP + ES2 [800mg/mL] 20 0 20
NAL [30ug] 20 0 13
NAL + ES2 [800mg/mL] 18 0 11

Legenda: NOR= Norfloxacino; LEV= Levofloxacino; CIP = Ciprofloxacino; NAL= Acido Nalidixo;
ES2: Extrato seco de cranberry 2.
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Tabela 6 - Avaliacéo do efeito interativo in vitro entre o suco concentrado de cranberry
e quinolonas frente as cepas de E. coli multirresistentes

Micro-oganismos testados / Didmetros dos halos de
Produtos testados inibicéo de crescimento (mm)

E.coli MR 01 E.coli MR 02 E.coli MR 03

NOR [10 pg] 25 0 25
NOR + SC [100%] 20 0 20
LEV [5ug] 26 0 22
LEV + SC [100%] 25 0 21
CIP [5 ug] 25 0 26
CIP + SC [100%)] 24 0 25
NAL [30ug] 20 0 13
NAL + SC [100%)] 10 0 10

Legenda: NOR= Norfloxacino; LEV= Levofloxacino; CIP = Ciprofloxacino; NAL= Acido
Nalidixo; SC= Suco concentrado.
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6. DISCUSSAO

Os resultados da atividade antimicrobiana in vitro encontrados neste estudo
estdo em concordancia com os encontrados por Coté et al. (2011), uma vez que
utilizaram em seu trabalho diferentes extratos, além do suco natural de cranberry, e
estes obtiveram diferentes respostas sobre a E. coli ATCC 25922. Apesar do referido
estudo ter encontrado atividade antimicrobiana utilizando produtos a base de cranberry,
houve uma diferenca em relacdo aos produtos que apresentaram atividade ao comparar
com a presente pesquisa, visto que Coté et al. (2011), observaram que o suco de
cranberry mesmo utilizado em diferentes concentragfes ndo foi capaz de inibir o
crescimento das bactérias utilizadas, enquanto os dois extratos secos testados
apresentaram atividade antimicrobiana.

Os compostos fendlicos, como os taninos poliméricos, sdo considerados 0s
componentes com maior relevancia no tratamento contra bactérias patogénicas (JESUS,
2013). Porém, de acordo com os achados de Cote et al. (2011), o extrato de cranberry
contendo maior numero de compostos fendlicos apolares, entre eles taninos
poliméricos, ndo foi eficiente em inibir os micro-organismos utilizados, enquanto o que
possuia uma menor gquantidade, mas entre eles os flavonoides, apresentou maior
propriedade antibacteriana.

Ibahim et al. (2015), também afirmaram que ao utilizar diferentes solventes os
extratos de cranberry apresentam diferentes atividades. Foi observado que o extrato
metandlico inibiu de maneira mais significativa o crescimento bacteriano in vitro do que
0 extrato aquoso, enquanto no presente estudo a solugdo hidroalcodlica apresentou uma
consideravel atividade antimicrobiana. Resultado semelhante foi encontrado por Rahbar
e Diba (2010) que comprovaram o efeito antimicrobiano do extrato metandlico de
cranberry em diferentes concentragdes, visto que foram capazes de inibir o crescimento
de micro-organismos uropatogénicos dentre eles a E. coli.

Entretanto, segundo estudo realizado in vitro por Monroy-Torres e Macias
(2005) foi observado que o suco de cranberry ndo apresentou um efeito bacteriostatico
sobre as cepas de E. coli testadas, sugerindo-se que os efeitos benéficos do cranberry
estariam relacionados ndo com a inibicdo da multiplicacdo bacteriana e sim com

aderéncia das bactérias ao trato urindrio.
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Devido a dificuldade de solubilizacdo apresentada pelo ES1, este produto foi
excluido dos demais ensaios de atividade antimicrobiana, que foram realizados apenas
com os demais produtos (ES2 e SC).

A padronizacdo de produtos a base de plantas, fundamentada na analise quimica
é uma avaliacdo indispensavel no controle de qualidade, visto que as matérias primas
vegetais podem apresentar variabilidade na composicdo quimica dependendo de
diversos fatores como ritmo circadiano, sazonalidade, desenvolvimento do vegetal,
temperatura, nutrientes, altitude, disponibilidade hidrica, entre outros. Se esses aspectos
ndo estiverem adequados, muito possivelmente a concentracdo de constituintes
quimicos dos vegetais ira sofrer alteragdes comprometendo a qualidade do produto e
consequentemente a sua atividade (NEIVA et al., 2011).

Considerando que os produtos utilizados nessa pesquisa foram adquiridos em
diferentes locais, provenientes de diferentes fornecedores, as diferencas climaticas e
ambientais de onde o fruto foi retirado para a producdo do extrato, podem ter
influenciado na atividade antibacteriana do produto. Por isso, ressalta-se a importancia
do controle de qualidade fitoterapico.

Estes dados estdo compativeis com os relatados por Sanchez-Patan et al. (2012),
que analisaram 19 produtos comerciais de cranberry adquiridos nos mercados
americanos e europeus, por diferentes métodos de determinacdo de compostos
fenolicos, além de testes in vitro para avaliar a capacidade antioxidante e a atividade de
antiadesao bacteriana. E, concluiram que os produtos disponiveis no mercado possuem
uma ampla diferenca no seu contetdo, alguns, inclusive, completamente desprovidos de
proantocianidinas e outros com elevada quantidade. Este fato ocasiona diferencas
significativas na atividade de antiadesdo do produto, o que pode justificar as
disparidades encontradas nos resultados de diversos estudos, também a respeito da
atividade antimicrobiana do cranberry.

Evidentemente, estudos in vitro diferem bastante dos in vivo, porém, em ambos
os tipos de modelos muitas vezes ressaltam-se as atividades biolégicas do cranberry,
quer seja reduzindo a carga microbiana ou a aderéncia de micro-organismos. De acordo
com Palma (2013), em diversos estudos incluindo grande ndmero de mulheres, foi
concluido que a utilizacdo do cranberry pode reduzir significativamente a quantidade de
ITU de repeticdo. Nesse mesmo estudo, foi constatado que o extrato de cranberry na
dose de 500 mg/dia durante 12 meses demonstrou eficacia significativa com relagdo ao
risco de desenvolvimento de ITU, quando comparado com o controle ou placebo.
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Caljouw et al. (2014), avaliaram a eficacia de capsulas de cranberry para
prevenir a ITU em pacientes idosos. Foi observado que naqueles com alto risco de
infeccdo do trato urinério, a ingestdo de duas doses diarias de cdpsulas de cranberry de
500mg resultou em uma incidéncia 26% inferior do que nos que usaram placebo.
Resultado semelhante foi encontrado por Pina et al. (2011), que em quatro estudos com
779 participantes, destes 85% do sexo feminino, o cranberry na forma de suco ou
capsulas mostrou efeito na prevencéo da recorréncia de ITU.

Outro estudo que afirma que o cranberry apresenta atividade antimicrobiana foi
realizado por Raz, Chasan e Dan, (2004), que forneceram cépsulas de cranberry
[400mg] e capsulas placebo durante trés meses a mulheres que apresentavam quadro de
ITU de repeticdo. Foi observada uma diminuigao consideravel nos casos de ITU entre as
mulheres que utilizavam a capsulas de cranberry.

Entretanto, Tavares et al. (2011) avaliaram mulheres com dois ou mais
episodios de ITU nos ultimos 12 meses, submetidas a terapéutica com uso do extrato de
cranberry na dose de 500 mg/dia ou trimetoprim 100mg/dia pelo periodo de seis meses.
Foi observado que o tempo médio de recorréncia da ITU apresentou-se menor mediante
uso de cranberry, enquanto os pacientes em uso do trimetoprim demoraram um pouco
mais a apresentar nova recorréncia, constatando que o cranberry ndo foi tdo efetivo
quanto o medicamento na prevencao da ITU.

Apesar de muitos estudos afirmarem a atividade antibacteriana dos produtos de
cranberry sobre cepas de E. coli, ndo se ressalta as interacGes desses produtos com
antimicrobianos. Esse fato é de extrema relevancia, visto que a utilizacdo de cranberry
como forma de tratamento vem crescendo significativamente, e a populacdo muitas
vezes utiliza os antimicrobianos prescritos associados aos produtos naturais, por
acreditarem que desta forma vao obter um melhor resultado.

Segundo Oliveira et al. (2006), as plantas sdo muito utilizadas
concomitantemente ao uso de medicamentos convencionais, e desta forma as plantas
medicinais ou os produtos provenientes delas, podem atuar inibindo ou intensificando o
efeito terapéutico de medicamentos convencionais, como também ndo interferir na
resposta esperada.

Estudos in vivo realizados por Li et al. (2009), que avaliaram a absorcao de dois
antimicrobianos, a amoxicilina e o ceflacor, quando tomados associados ao cranberry,

observaram que apesar de atrasar um pouco a absorcao, esse atraso ndo foi considerado
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clinicamente significativo, concluindo que na concentracdo utilizada ndo houve
interagdo do suco de cranberry com os antibidticos.

Porém, ao associar in vitro a solugdo de cranberry com discos dos antibidticos,
tobramicina, gentamicina e sulfonamida, Viana et al. (2012) constataram que houve
reducao nos diametros dos halos de inibicdo na maioria das cepas testadas. Fato também
observado em outro estudo, ao adicionar um produto a base de cranberry, a discos de
nitrofurantoina e testado frente a E. coli ATCC 25922 (VIANA, 2014).

Os produtos de cranberry utilizados neste estudo mostraram interferéncia in vitro
na acdo de alguns antimicrobianos rotineiramente utilizados na clinica médica,
reduzindo discretamente o diametro dos halos de inibicdo de crescimento, quando
comparados aos halos formados pelos antibidticos testados isoladamente, indicando
interacdo antagOnica. Resultados semelhantes foram encontrados por Catdo et al.
(2012), ao avaliarem a interacdo entre solucdes de cranberry e as
quinolonas: ciprofloxacino, norfloxacino, levofloxacino e lomefloxacin. Resultado
compativel aos encontrados nesse estudo onde se constatou que as solugdes de
cranberry testadas, também, induziram um efeito redutor sobre a atividade in vitro das
quinolonas.

Diferentes efeitos interativos entre antimicrobianos associados a uma solucdo de
cranberry [200mg/mL] foram relatados por Catdo et al. (2014), que destacaram a presenca
de efeito antagbnico na associacdo com a tobramicina em 100% das cepas de E. coli testadas.
No entanto, relataram presenca de efeito sinérgico, nas associacdes com cloranfenicol,
ceftazidima, meropenen, em respectivamente 40, 20 e 10% das cepas testadas.

Os efeitos interativos sugerem que apesar dos produtos a base de cranberry e 0s
antibidticos apresentarem atividade antibacteriana isoladamente, quando associados, a
eficacia destes pode ficar comprometida, dificultado o tratamento das infecgdes. Os

mecanismos pelos quais estes fatos ocorrem in vitro ainda precisam ser esclarecidos.



39

7. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste estudo in vitro permitiram concluir que:

o As amostras de cranberry analisadas possuem diferencas em suas
composicdes, visto que apresentaram atividades distintas frente as linhagens de E. coli
ensaiadas;

o O efeito interativo entre as amostras de cranberry e as quinolonas
testadas, demonstrou que houve uma discreta reducdo no didmetro dos halos de inibi¢ao
de crescimento;

o As interagBes antagbnicas podem reduzir a eficicia de antibidticos
amplamente utilizados no tratamento de infec¢des urinérias, dificultando os tratamentos

convencionais e contribuindo para 0 aumento da resisténcia bacteriana.

Desta forma, sugere-se que novos estudos sejam realizados, visando determinar
0s constituintes quimicos presentes nos produtos a base de cranberry e 0s mecanismos
envolvidos na inibicdo do crescimento bacteriano e diminuicdo dos halos inibi¢do dos
antibidticos, de forma que sejam obtidas informagdes que minimizem problemas que
possam ser provocados pelo uso inadequado de antimicrobianos associados a produtos
naturais e possam comprovar a utilizacdo do V. macrocarpon como alternativa
terapéutica, profilatica, segura e eficaz.

Apesar do trabalho em questdo ndo abranger controle de qualidade, ficou claro a
importancia de uma padronizacdo de produtos fitoterapicos, uma vez que produtos
vendidos como sendo a base de cranberry apresentaram diferentes respostas quando
testados in vitro frente a micro-organismos isolados de urocultura e a cepa de E. coli
ATCC 25922.
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