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AVALIACAO DA Spondias tuberosa A. COMO ANTIMICROBIANA E MODULADORA
DA RESISTENCIA EM CEPAS DE Staphylococcus aureus E Escherichia coli

SANTOS, Jocimar da Silva'

RESUMO

A evolugdo de cepas resistentes aos antibidticos convencionais ¢ preocupante no ambito
hospitalar. A resisténcia microbiana exige a pesquisa ¢ o desenvolvimento de novas formas de
tratamento de infecgdes, nesta perspectiva os metabdlitos secundarios sdo vistos como base de
substancias ativas e bastante promissoras. Spondias tuberosa (Anacardiaceae) ¢ indicada pela
medicina popular na prevencdo de aterosclerose ¢ no tratamento de doengas como infec¢des
parasitarias e microbianas. Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar uma prospecgdo da
atividade e modulacdo antimicrobiana da S. tuberosa contra cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. A partir do extrato etanolico de S. tuberosa foram determinadas a presenca
de polifenois totais, flavonoides e taninos por espectrofotometria na regido do visivel. A a¢do
antimicrobiana e a capacidade do extrato de modular a resisténcia foi observada pelo método
de microdilui¢do em caldo, de forma a observar a concentragdo inibitéria minima (CIM) ¢ a
alteracdo que a presenga do extrato causa na agdo do antimicrobiano, para isso foram
utilizadas cepas ATCC e clinicas multirresistentes. Para avaliar a interferéncia da S. fuberosa
na curva de crescimento bacteriano das cepas, utilizou-se 0 método de contagem de unidade
formadora de colonias em um periodo de tempo. No extrato foi observado grandes
concentragdes de taninos e a atividade antimicrobiana pode estar relacionada com a presenca
desses compostos fenolicos. O extrato de S. tuberosa foi capaz de diminuir a CIM dos
antibioticos ampicilina, amoxicilina, eritromicina frente a S. aureus e dos antibidticos
gentamicina, cefalotina e levofloxacino frente a cepa de E. coli. A curva de crescimento
microbiano demonstrou que o extrato possui agdo bactericida frente a S. aureus e
bacteriostética frente a E. coli. A espécie S. tuberosa ¢ uma espécie com agdo antimicrobiana e
moduladora da resisténcia a antibidticos, podendo ser uma espécie promissora para o
desenvolvimento de fitoterapico antimicrobiano, necessitando de estudos posteriores para sua
utilizacao segura.

Palavras-chave: Resisténcia Microbiana. Planta Medicinal. Fitoquimica. Spondias tuberosa.
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1- INTRODUCAO

A adaptacdo dos microrganismos aos antibioticos ¢ um problema que preocupa
profissionais de diversas areas por representar maior mortalidade por infecgdes, aumento do
custo de tratamento e um desafio a clinica médica (TEILLANT et al. 2015). A resisténcia
microbiana ¢ caracterizada pela acomodagdo por parte dos microrganismos frente aos
antimicrobianos utilizados convencionalmente na clinica (MENEZES et al. 2015). Entende-se
que as bactérias possuem grande capacidade de propagar suas caracteristicas genéticas
facilitando a sua sobrevivéncia (PURRELLO et al. 2014).

Staphylococcus aureus sao patdogenos responsdveis por causar doengas como
pneumonia, osteomielite, endorcardite, entre outras. Esta bactéria ¢ amplamente estudada
quanto ao seu crescimento, viruléncia e seus mecanismos de resisténcia, portanto diversas
cepas e diversos mecanismos de resisténcias sdo conhecidos (PURRELLO et al. 2014). Assim
como cepas de Escherichia coli, causadoras de infec¢do urindria, septicemia e apendicite, por
exemplo, também tém demonstrado um perfil de resisténcia a diversos antimicrobianos
utilizados na clinica (MOURA ef al. 2013).

Algumas iniciativas com a finalidade de solucionar esse problema tém sido tomadas,
como a regulamenta¢do do uso dos antimicrobianos, a contencdo da disseminagdo de cepas
resistentes e a pesquisa de novas formas de combater estes microrganismos (JONES et al.
2002).

Diversas substancias oriundas de fontes naturais mostram atividade contra muitas
espécies de bactérias, um exemplo € a Spondias tuberosa (Anacardiaceae). Ela ¢ indicada pela
medicina popular na preven¢do de aterosclerose, carcinomas e no tratamento de infec¢des
parasitarias e microbianas (OMENA et al. 2012; SILVA et al. 2012). A casca do caule ¢ a
principal parte utilizada em infusdes, decocgdes e garrafadas. Estas atividades sdo atribuidas a
grande quantidade de metabdlitos secundarios como alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas e esteroides (SILVA et al. 2012).

Uma outra opgdo viavel € a associacdo de plantas e antibidticos, uma vez que os
constituintes vegetais podem atuar como auxiliares na acdo antibidtica, potencializando em
proporcao satisfatoria a acdo dos antimicrobianos. Esta associa¢do pode atuar aumentando a
atividade de antibidticos, diminuindo ou inibindo os mecanismos de resisténcia (COUTINHO
et al. 2012; LANGEVELD et al. 2014).

A espécie em questdo estd presente no bioma Caatinga e possui risco de extingdo,

estudo cientificos podem agregar valor e incentivar a preservacdo da mesma. Portanto, o



objetivo deste estudo ¢ realizar uma prospec¢do da atividade antimicrobiana da Spondias
tuberosa frente as cepas de S. aureus e E. coli, determinando seus principais componentes

quimicos.

2- REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Resisténcia Microbiana
Os microrganismos possuem diversos mecanismos para se defender da acdao de

antimicrobianos. Esses mecanismos permitem a adaptacdo das bactérias aos ambientes e
componentes quimicos que sdo expostos. Deste modo, as cepas sdo selecionadas de forma que
as mais resistentes persistem e isso contribui para a ineficacia da terapia antibidtica atual
(GOMEZ et al. 2014).

As estirpes tornam-se resistentes aos antimicrobianos utilizando diferentes elementos.
Podem ser citadas pelo menos cinco maneiras gerais para uma bactéria adquirir resisténcia
antimicrobiana: a muta¢do no local alvo do antibidtico; uma modificacdo enzimatica com
degradacdo do antibidtico; efluxo ativo dos antibidticos para fora da célula; resisténcia através
da redugdo da permeabilidade aos antibiodticos; e a aquisicdo de vias metabodlicas alternativas
(VRANAKIS et al. 2014).

Devido a essa caracteristica ¢ em resposta ao uso indiscriminado de antimicrobianos, a
cada dia, surgem diversos microrganismos resistentes, dentre eles Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE);
Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenens (PCR); Acinetobacter resistentes a
carbapenens (ARC) e a mais recente Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)
(MORAES et al. 2013).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria patogénica associada com uma vasta gama de
infeccdes em humanos, incluindo infecgdes da pele, pneumonia e septicemia (GOLDSTEIN
et al. 2012). As cepas de S. aureus podem ser classificadas como a segunda causa mais
comum de infecgdes da corrente sanguinea e sdo associados com aumento da mortalidade e
tempo de internagdo hospitalar (PURRELLO et al. 2014). De forma semelhante, cepas de
Escherichia coli sio amplamente encontradas em casos de infecgdes que nao respondem a
tratamentos com antibidticos convencionais. Os mecanismos de resisténcia expressados por
essas cepas ainda ndo estdo totalmente elucidados, porém investigacdes a respeito dos
assuntos sao bastantes disseminados (KONG et al. 2015).

Diversas cepas resistentes sdo encontradas principalmente no ambiente hospitalar,

porém devido a répida disseminacdo bacteriana passaram também a habitar fora destes



ambientes, tornando-se graves problemas de satide publica (TEILLANT et al. 2015). Os
orgdos governamentais responsaveis pela satide, como a ANVISA, tomaram medidas como a
RDC N°20 que aponta diretrizes para o controle dos antimicrobianos e inibe o surgimento de

novas cepas resistentes (BRASIL, 2011).

2.2 — Plantas Medicinais como Agente Antimicrobiano

As associagdes entre antibidtico e extrato vegetal podem ser feitas para obter uma
otimizacdo da acdo do antibidtico, ou seja, uma maior poténcia com a diminui¢do da
concentragdo inibitoéria minima. Nesta perspectiva, as associagcdes podem ser classificadas em:
sinergismo, quando os dois compostos interagem de forma positiva diminuindo
significantemente a concentragdo do antibidtico resistido; indiferente, quando a interacao dos
compostos ndo apresenta mudancas significativas na acdo do antibidtico; e antagonismo,
quando a associagdo causa um efeito negativo podendo dificultar a agdo do antibidtico
(MATIAS et al. 2013).

Desta forma, diversas espécies vegetais possuem acdo moduladora, de forma positiva,
sobre a acdo de antimicrobianos resistidos por cepas clinicas. Como exemplos, podemos citar
as espécies Spondias mombin, Spondias purpurea ¢ Murraya paniculata (ALENCAR et al.
2015; MENEZES et al. 2015).

Um desafio para o entendimento da agdo antibidtica dos extratos vegetais ¢ a
compreensdo das vias metabodlicas de producdo dos metabolitos secundarios, por parte da
planta, bem como os mecanismos de a¢do de cada composto. As plantas produzem compostos
e substancias em variedades e concentracdes diversas, isto ¢ visto de acordo com o ambiente
em que o organismo vegetal ¢ exposto (VRANAKIS et al. 2014).

As plantas possuem uma capacidade inata para perceber sinais de potencial patdogenos
além de reprogramar os sistemas de defesa adequadamente para superar tais ameacas. A
grande variedade de compostos produzidos pelas plantas, em especial os metabdlitos
secundarios, desempenham uma importante fungdo para a sobrevivéncia da espécie e de

moldar as respostas de defesa contra microbios (SARMA et al. 2015).

2.3 — Spondias tuberosa A.

S. tuberosa ¢ uma espécie pertencente da familia Anacardiaceae, apresenta-se
distribuida por regides tropicais como o norte e nordeste do Brasil, sendo bem adaptada a
florestas secas como no Bioma Caatinga. Esta espécie € conhecida popularmente como
umbuzeiro e seus frutos sao utilizados pela comunidade com importancia nutritiva, econdmica

e ecologica (ALMEIDA et al. 2011).



Apresenta forma biologica e estacional de uma planta arborea. A altura varia de 4 m a
6 m e copa umbeliforme (que se assemelha a um guarda-chuva), com didmetro em torno de 10
m a 15 m. A madeira do umbuzeiro é leve, naturalmente trabalhada, no entanto e de baixa
durabilidade (LINS NETO et al. 2013). Os frutos de S. tuberosa sao os 6rgaos vegetais mais
comuns no cotidiano da populagdo e varios dos seus metabolitos t€ém sido elucidados, tais
como compostos volateis que conferem sabor citrico (GALVAO et al. 2011).

A Spondias tuberosa (Anacardiaceae) ¢ utilizada pela medicina popular, para diversas
doengas sistémicas (OMENA et al. 2012; SILVA et al. 2012). Estudos realizados por Omena
et al. (2012) demonstraram que a S. tuberosa apresenta capacidade antioxidante, agdo
inibidora da acetilcolinesterase e citotoxica. Silva ef al. (2012) também observou a atividade
antibacteriana desta espécie, corroborada por Alencar et al. (2015) que comprovou a agao de
espécies do género Spondias sobre cepas de S. aureus, além de possuir atividade moduladora
da acdo antimicrobiana da eritromicina.

Essas atividades sao devidas a grande quantidade de metabolitos secundarios que essa
espécie produz. Omena et al. (2012) e Almeida et al. (2011) observaram mais de 20 estruturas
quimicas com possiveis agdes farmacologicas, além de estudos realizados por Silva et al.
(2012) que observaram a presenca de grandes concentracdes de compostos pertencentes as

classes de alcaloides, taninos, saponinas, esteroides e flavonoides.

3- REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1- Coleta do Material Vegetal

A casca do caule de S. ruberosa foi coletada na Fazenda Farinha, zona rural do
municipio de Pocinhos (07°04°37, 36°03°3”W), no estado da Paraiba, sendo a exsicata
confeccionada e depositada no Herbario Arruda Camara da Universidade Estadual da Paraiba,
sob o numero ACAMO00176.

O material vegetal foi seco em estufa de circulacao de ar, com temperatura de 40 °C (+
1°C), posteriormente foi pulverizado em moinho de facas e peneirado em tamis de 10 mesh.
O po da planta foi submetido a extracdo com etanol (96%) por percolacdo, até exaustao da
extracdo. A propor¢ao inicial de planta-solventes utilizada foi de 1:5, ou seja, 20g de p6 da
planta para cada 100 mL de etanol. A solucdo resultante foi entdo roto-evaporada para retirada

de todo o solvente.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Arb%C3%B3rea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Madeira

3.2- Analise de Metabolitos Secundarios

Nos testes foram utilizadas reagdes colorimétricas, com visualizagdo da absorbancia
em comprimento de onda na regido do visivel, utilizando um espectrofotometro UV mini -
1240/Shimadzu®. Os padrdes foram fornecidos pela Sigma/Aldrich®.

A quantificagdo foi realizada ap6s a constru¢ao de uma curva de calibragdo, onde
obteve-se as absorbancias espectrofotométricas de solugdes com concentragdes crescentes dos
padrdes. As concentragdes e absorbancias foram utilizadas na constru¢do de um grafico linear
para avaliagdo da precisdo, exatidao, limite de quantificagao, limite de deteccdo e linearidade

com valor de R? superior a 0,98.

3.2.1- Quantificacao de Polifendis Totais

Foi utilizada a metodologia adaptada de Chandra; Mejia (2004), onde uma solugdo do
extrato em agua deionizada, com concentragdo conhecida, foi posta em contato com o
reagente Folin-Ciocalteu (1:1), apés 2 min foi utilizado o carbonato de sédio (20 %) como
segundo reagente. A absorbancia da amostra foi requerida no comprimento de onda de 750

nm. O padrdo utilizado para a curva de calibracao foi o acido galico.

3.2.2- Quantificacdo de Flavonoides

De acordo com Meda et al. (2005) prosseguiu-se da seguinte forma: uma solugdo do
extrato metanol, de concentraciao conhecida, foi posta em contato com uma solugdo de cloreto
de aluminio (2%), para reagdo colorimétrica que evidencia os flavonoides. O comprimento de

onda utilizado para as leituras das amostras foi 415 nm. Utilizou-se a quercetina como padrao.

3.2.3- Quantificacao de Taninos
Foi utilizada a metodologia descrita por Makkar; Becker (1993), onde os reagentes
utilizados foram a vanilina (4 %) e o acido cloridrico (37%). O comprimento de onda

utilizado para observagdo da absorbancia foi 500 nm. O padrao utilizado foi a catequina.

3.3- Atividade Antimicrobiana
3.3.1- Cepas, Suspenciao Microbiana e Antimicrobianos

Foram utilizadas cepas padronizadas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e de
Escherichia coli (ATCC 25922). Também foram utilizadas cepas clinicas das mesmas
espécies provenientes de exames laboratoriais cedidas pelo LAC/UEPB. As cepas foram
isoladas, identificadas e avaliadas qualitativamente quanto a resisténcia a antimicrobianos,

através de antibiograma pelo método de disco-difusdo em &gar, recomendado pelo Clinical



and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012). A estirpe clinica de S. aureus apresentou
resisténcia a penicilina, ampicilina, amoxicilina, cefalexina, eritromicina e ciprofloxacino, ja a
estirpe de E. coli apresentou resisténcia a amoxicilina, cloranfenicol, cefalotina, tetraciclina,
gentamicina e levofloxacino.

Os microrganismos foram isolados em placa de Petri com agar Mueller Hinton, por
24h, em estufa com temperatura controlada em 37 °C (£1 °C). Apo6s, foi produzida uma
suspen¢do microbiana padronizada em 10° UFC.mL™, obtida através da observagdo da
absorbancia espectrofotométrica de uma suspensao de microrganismo em solucdo salina
(0,9%), no comprimento de onda 625nm, de modo a obter uma absorbancia entre 0,08 e 0,1
(CLSI, 2012).

Todos os antimicrobianos utilizados foram obtidos pela Sigma-Aldricht Chemical

Corp., Louis, MO, USA.

3.3.2- Concentraciao Inibitéria Minima (CIM)

O extrato foi diluido em DMSO 10% e os antibioticos em agua deionizada, os dois na
concentracio de 2 mg.mL. Realizou-se uma diluicdo seriada do extrato sozinho, do
antibidtico sozinho ¢ da combinagdo extrato-antibidtico de forma a obter um intervalo de
diferentes concentragdes testadas entre 125 a 0,008 pg.mL’!. Foi entdo adicionada uma
aliquota de 10uL da suspencdo microbiana produzida anteriormente. Em seguida, as
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C (=1 °C). Apds 24 horas, foi realizada a leitura
CIM (CLSI, 2012). Para visualizar a CIM foram utilizados 20uL da solugcdo aquosa de
resazurina (Sigma-Aldricht) a 0,01% em cada poco. Foi considerada como CIM a menor

concentragdo que inibiu o crescimento microbiano (SARKER et al. 2007; ANG et al. 2010).

3.3.3- Modulacio da Atividade Antimicrobiana
A avaliagcdo do extrato como modulador da resisténcia microbiana foi avaliada apds

observa¢do da CIM do antibidtico, na presenca do extrato em concentracdo sub-inibitoria

(%) (COUTINHO et al. 2012). Os resultados foram expressos como médias geométricas e

graficamente, também foi realizada a andlise de duas vias de variancia (ANOVA two-way)

seguida do pos-teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

3.4- Determinacao da Cinética de Inibicao do Crescimento Microbiano
Foram determinadas as curvas de crescimento de S. aureus e E. coli em presenca do
extrato de S. tuberosa, de um antibiodtico padrdo (controle positivo) e da associacdao

extrato/antibidtico padrao, pelo método adaptado de Peyret (1990).
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As cepas ATCC de S. aureus e E. coli foram inoculadas em caldo nutritivo (BHI),
incubadas a 37 °C (£1 °C) por 24 horas e cultivadas em caldo Mueller Hinton. Produziu-se
uma suspengdo microbiana em solugdo salina a 9% na concentragio de 10® UFC.mL'. O
extrato de S. tuberosa foi utilizado na concentragdo Img.mL!, utilizando como solvente o
dimetilsulfoxido (10%). Transferiu-se 9 mL da cultura bacteriana e adicionou-se 1 mL da
solugdo do extrato. Como controle negativo foi utilizado solu¢do salina e como controle
positivo foi utilizado o antibidtico cefalotina para S. aureus e gentamicina para E. coli. As
diluicdes foram mantidas em estufa com temperatura controlada a 37 =1 °C por 24 horas, ¢
aliquotas foram retiradas apos 0, 2, 4, 8, 12 e 24 horas de incubacdo e semeadas em placas
com agar Mueller Hinton pelo método de pour-plate.

A cinética microbiana foi avaliada através da contagem de unidades formadoras de
colonias (UFC). Para a andlise da média geométrica e analise do grafico utilizou-se o software
estatistico OriginPro 8. Como modelo matematico, foi utilizado o célculo da constante de
inativagdo microbiana (K), sendo possivel calcular o D (death), que representa o tempo de

exposi¢do necessario para reducdo em 90 % da populacdo microbiana. O D pode ser definido

graficamente utilizando a equacdo D = % (CHATTERIEE et al. 2015).

4- DADOS E ANALISES DA PESQUISA

4.1- Analise de Metabolitos Secundarios

Ao observar a tabela 1, constata-se as concentracdes dos metabolitos secundarios da S.
tuberosa, identificando os taninos em maior concentracao. Portanto, estudos de determinacao
do composto majoritario, de isolamento e purificagdo de substancias podem ser direcionados

para metabolitos pertencentes a estas classes, em especial os taninos.

Tabela 1. Principais metabolitos secunddrios e suas

concentracdes no extrato da S. tuberosa.

Metabolitos Secundarios Concentracio
Polifenois 17,47 pgEAG.g"!
Flavonoides 8,51 ugEQU.g"
Taninos 47,17 ugECA.g"!

EAG: equivalentes de acido galico; QUE: equivalentes de
quercetina; ECA: equivalentes de catequina.

Estudos realizados por Silva et al. (2012) demonstram a presenga de compostos como

rutina, quercetina e acido elagico na S. fuberosa, pertencentes as classes de metabolitos
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secundarios flavonoides e taninos. Esses compostos sdo formados a partir da necessidade do
organismo vegetal em se defender ou se adaptar ao ambiente em que estd exposto. O
organismo vegetal produz compostos com atividade antimicrobiana quando ¢ atacado por
microrganismos como fungos e bactérias (COWAN, 1999).

Estudos utilizando a S. tuberosa mostram também a presenca de esteroides, saponinas,
terpenos, 0leos essenciais, alcaloides e compostos fendlicos, onde a agdo antimicrobiana desta
espécie pode ser atribuida aos mecanismos de agdo desses compostos (OMENA et al. 2012).

Os metabolitos secundarios podem ser utilizados de forma combinada ou de forma
isolada. Sao bastantes promissores quando associados a outros metabdlitos secundarios, bem
como associados a moléculas sintéticas, podendo potencializar o efeito das mesmas, pois seus
mecanismos de acdo sugerem agdes coadjuvantes sobre a acdo de um agente quimioterapico
(ALENCAR et al 2015).

Os polifenois totais sdo potentes antioxidantes e antibacterianos, atuando sobre a
membrana plasmatica causando a diminuicdo de adesinas, enzimas e polipeptideos da parede
celular das bactérias (COUTINHO et al. 2012). Os taninos podem atuar sobre o metabolismo
nos microrganismos através da inibicdo de enzimas e da inativa¢do de proteinas do envelope
celular (SCALBERT, 1991; COWAN, 1999). Os flavonoides podem atuar na inibicdo de
sintese de acidos nucléicos impedindo a formacdo de pontes de hidrogénio entre bases
nitrogenadas, além de perturbar as bicamadas lipidicas penetrando diretamente e
interrompendo a fun¢do de barreira, como também podem provocar a fusdo da membrana,
resultando em vazamento de materiais intramembranosos (IKIGAI et al. 1993; CUSHNIE;
LAMB, 2005). Portanto, a atividade antimicrobiana da espécie estd intimamente ligada a
composi¢do quimica do extrato.

Com a intengdo de se produzir um medicamento, entende-se que a a¢ao farmacologica
de um fitoterapico ¢é caracterizada pela dindmica conjunta de todos os constituintes de um
orgdo vegetal, ndo necessitando o isolamento de moléculas quimicas para utilizagdo da
mesma, porém a determinacdo do composto majoritario com agao bioldgica pode fornecer
informagdes a respeito do mecanismo de acdo da droga, bem como confiabilidade aos
estudos, sendo indicado estudos posteriores com esta espécie para identificagdo e isolamento

de moléculas (COWAN, 1999).

4.2- Atividade Antimicrobiana e Moduladora de Resisténcia Microbiana
O extrato etandlico de S. tuberosa obteve a CIM igual a 250 pg.mL! frente as cepas

ATCC e clinica de S. aureus. Frente a cepa de E. coli, o extrato obteve CIM igual a 500
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pg.mL! para a ATCC e 1 mg.mL! para a cepa clinica. Isto comprova a a¢do antimicrobiana
da Spondias tuberosa e corrobora com o estudo realizado por Silva et al. (2012).

Frente a cepa de S. aureus os antimicrobianos ampicilina, eritromicina e amoxicilina
inibiram o crescimento nas concentragdes minimas de 992,13; 2500,00 e 787,45 pg.mL,
respectivamente. Quando associados com o extrato de S. tuberosa ¢ observado que as
concentragdes minimas necessarias para utilizagdo desses antibidticos sdo reduzidas para

393,73; 787,45 e 124,02 ng.mL!, respectivamente, como observado na figura 1.

Figura 1. Modulagdo da resisténcia microbiana pelo

extrato de S. tuberosa frente a cepa clinica de S. aureus.
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Para as cepas de E. coli, € observado que a concentragdo necessaria de amoxicilina
para inibir o seu crescimento foi de 2500 pg.mL™, e para levofloxacino, cefalotina e
gentamicina foi de 156,25 pg.mL™!. A associagio desses antimicrobianos com a o extrato de S.
tuberosa levou a uma concentra¢do de inibicdo de 2500, 124,02, 124,02 ¢ 39,06 pg.mL'l,
respectivamente, como apresentado na figura 2.

Os antimicrobianos sintéticos testados sdo pertencentes a diferentes classes de
antimicrobianos e possuem diferentes mecanismos de acdo, portanto, possuem diferentes
CIMs frente ao mesmo patdgeno. Observando a interagdo dos antimicrobianos com o extrato
de S. tuberosa existe uma reducdo da CIM dos mesmos, 0 que representa uma interagao

positiva entre as amostras.
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Figura 2. Modulagado da resisténcia microbiana pelo

extrato de S. tuberosa frente a cepa clinica de E. coli.
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De acordo com Rios; Recio (2005), a concentragdo efetiva de um extrato vegetal deve
ser menor que 1 mg.mL™!, para que esse extrato seja melhor utilizado como fitoterapico.
Porém, um composto vegetal pode ndo atuar com eficdcia e poténcia em doses tdo baixas,
desta forma, outros meios de utilizagdo sdo propostos para a utilizagdo da por¢do vegetal, um
exemplo ¢ a associagdo de plantas com antibioticos resistidos.

Estudos realizados por Coutinho ef al. (2012) abordando sinergismo, sugerem que 0s
extratos das plantas atuam na membrana da célula bacteriana, facilitando a agdo do
antibidtico. Da mesma forma, varias hipoteses podem estar relacionadas ao sinergismo, como
por exemplo, uma possivel interagdo quimica entre o extrato e o antibidtico, potencializando a
acao (BATISH et al. 2008).

Existem alvos celulares para a ac¢do de antimicrobianos sobre a bactéria. Os
antibioticos utilizados neste estudo atuam da seguinte forma: A amoxicilina, ampicilina e a
cefalotina atuam inibindo a sintese da parede celular da bactéria; A eritromicina e a
gentamicina atuam inibindo a sintese proteica da célula bacteriana; O levofloxacino atua
inibindo a sintese de DNA no material genético do microrganismo (LEMIRE et al. 2013).
Observando que os polifenois, os flavonoides e os taninos atuam, de forma geral, sobre
polipeptideos da parede celular, enzimas celulares e sintese de acidos nucléicos, acredita-se

que o extrato apresenta a¢do acessoria na acao dos antimicrobianos (ALENCAR et al. 2015).
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Existem diversos mecanismos de resisténcia ao antimicrobianos utilizados
convencionalmente na clinica e esses mecaniSmos se propagam por existir contato entre as
cepas microbianas transmitindo informacdes genéticas (VRANAKIS et al. 2014). Entre
outros mecanismos, as cepas de S. aureus podem resistir aos betalactdmicos por produzirem
enzimas B-lactamases que modificam a estrutura do antimicrobiano. Por sua vez os taninos
presentes na S. tuberosa podem atuar inibindo estas enzimas, tornando a associagdo
antibiotico e S. tuberosa eficaz na resisténcia de S. aureus, como ocorre com a amoxicilina e a
ampicilina (PURRELO et al. 2014; COWAN, 1999).

Estudos realizados por Alencar ef al. (2015) utilizando espécies do género Spondias,
demonstra que as espécies possuem acdo moduladora sinérgica em relacdo a atividade da
eritromicina frente a S. aureus, apontando que existem varias hipdteses para o extrato vegetal
modular a agdo do antibidtico, entre elas ¢ possivel citar a interagdo quimica entre o extrato e
o antimicrobiano, a a¢do em diferentes sitios de acdo com resultado farmacoldgico sinérgico,
bem como inativagdo de mecanismos de resisténcia. Essas hipoteses também se estendem as
cepas de E. coli (VRANAKIS et al. 2014).

As estirpes de E. coli apresentam perfil de multirresisténcia frente a diversos
antimicrobianos, como por exemplo, cefalotina e gentamicina. Elas resistem por apresentarem
sorotipos com diferentes mecanismos de resisténcia como a formagao de biofilme, a produgao
de enzimas, vias alternativas de metabolismos, entre outras (MOURA et al. 2013). O extrato
de S. tuberosa apresenta metabolitos secundarios que atuam de forma conjunta inativando
enzimas, perturbando bicamadas lipidicas e impedindo replicacdo do DNA, indicando a causa
da reducao da CIM nas associagdes entre o extrato e os antibioticos, apresentada na figura 2.

A redugdo da concentracdo minima eficaz causada pela presenca do extrato ¢ de
grande importancia para potencializar a acdo das drogas, pois a utilizagdo de substancias em
doses pequenas diminuem riscos de toxicidade, além de existir menores efeitos adversos e

proporcionar uma janela terapéutica maior do medicamento (LANGEVELD et al. 2014).

4.3- Cinética de Inibi¢ao do Crescimento Microbiano

O perfil de multiplicacdo dos microrganismos em fun¢do do tempo demonstra a
velocidade de acdo, que esta intimamente ligada com a poténcia do extrato de S. tuberosa. A
contagem de UFC feita apds a interagdo dos microrganismos com o extrato/antibidtico
fornece a classificagdo da agdo antimicrobiana em bacteriostatica ¢ bactericida (YATES;

SMOTZER, 2007).
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4.3.1- Cinética de Inibicao do Crescimento de Staphylococcus aureus

A agdo da S. tuberosa frente a S. aureus € bactericida, possuindo sua melhor atuagao
no periodo de tempo entre 2 e 8 horas apds o contato com o extrato (Figura 3). A agao
bactericida observada ap6s 2 horas de atuagdo indica a agdo do extrato na parede celular do
microrganismo ou, de acordo com Shelburne et al. (2004), isso acontece pela necessidade de
incorporagdo de quantidade suficiente de extrato no interior da bactéria.

Frente a S. tuberosa, a cepa de S. aureus apresentou crescimento microbiano expresso
graficamente por uma equacado linear, com constante de velocidade de inativagcdo microbiana
com inclinagdo negativa (-2,219), esse valor negativo ¢ devido a acdo bactericida do extrato
frente a cepa (CHATTERIJEE et al. 2014). Portanto, através do calculo de D, o tempo
necessario para redugdao em 90% da populagdo microbiana ¢ 1,04 h. Por se tratar de uma acao
bactericida, a representagdo grafica demonstrou-se de forma linear e decrescente, obedecendo

aequagao y =-2,219x + 11,988.

Figura 3. Curvas do tempo de susceptibilidade da cepa S.

aureus frente a S. tuberosa e cefalotina.
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De acordo com Jones et al. (2002) para uma substancia ter acdo bactericida, seja ela
uma molécula isolada ou um composto, o logaritmico da curva de crescimento do
microrganismo precisa cair pelo menos trés vezes em relacdo ao inodculo do logaritmico
inicial. Dessa forma, na curva de crescimento da cepa S. aureus, todos 0s microrganismos

foram inativados pela S. tuberosa, como observado na figura 3.
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A cefalotina foi utilizada como controle positivo, sendo um antibiodtico que atua
impedindo a formagdo da parede celular, sua acdo conjunta com o extrato apresentou uma
diminui¢do do tempo necessario para inativar todos os microrganismos (LEMIRE et al
2013). Além disso, a interagdo entre a cefalotina e o extrato de S. tuberosa proporcionou uma
redugdo total do nimero de UFC em aproximadamente 2h, o que aponta a associagdo como

eficaz e capaz de potencializar a agdo antimicrobiana.

4.3.2- Cinética de Inibicao do Crescimento de Escherichia coli

A acdo da S. tuberosa ¢ bacteriostatica frente a E. coli. Isto ¢ observado ao perceber
que nas primeiras 24 horas apos entrar em contato com o extrato, o crescimento dos
microrganismos nio ocorreu de forma logaritmica como esperado, como apresentado na
figura 4 (JONES et al. 2002); no entanto apresentou-se de forma exponencial, obedecendo a
equacdo y=3E+08e%6631x,
Figura 4. Curvas do tempo de susceptibilidade das cepas
E. coli frente a S. tuberosa e gentamicina.
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Frente a E. coli a S. tuberosa apresentou um crescimento exponencial com constante
de inativacdo microbiana de 0,6631. A agdo bacteriostatica da S. tuberosa necessita de um
tempo maior de exposicao para inativacdo da populagdo de células viadveis, mesmo estando
em concentracao constante (YATES; SMOTZER, 2007). O tempo necessario para diminuigao
em 90% da populag@o microbiana ¢ de 3,48 h.
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A gentamicina foi utilizada como controle positivo e possui agcdo bacteriostatica, a sua
presenca manteve constante o nimero de UFC apods 8 h de contato com a cepa de E. coli. No
entanto, a associagdo entre a gentamicina e o extrato de S. tuberosa apontou uma reducdo na
populagdo microbiana, mantendo os valores de UFC em niimeros inferiores.

Este resultado corrobora com o estudo apresentado por Gomez et al. (2014), onde
demonstrou que a presenca dos metabdlitos secundarios 4acido galico e catequina
proporcionou uma reducao significativa no namero de UFC de E. coli. O estudo fitoquimico
demonstrou que a S. tuberosa contém grandes concentragoes de polifendis, podendo apontar
para eles a acdo antimicrobiana da S. tuberosa frente a E. coli.

Estudos mais detalhados de mecanismo de acdo da atividade antimicrobiana devem
ser feitos para comprovagao, porém a observagdo da acdo bactericida do extrato frente a cepas
gram-positivas e de a¢do bacteriostatica frente a gram-negativa pode indicar uma agdo na

parede celular do microrganismo (PURRELLO et al. 2014).
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5- CONCLUSAO

Os estudos fitoquimicos demostraram a concentracdo dos metabolitos secundarios
polifenois, flavonoides e taninos, sendo eles os possiveis responsaveis pela atividade
antimicrobiana apresentada pelo extrato de Spondias tuberosa frente as cepas de S. aureus e
E. coli. O extrato apresentou interacdo positiva em associagdo com o0s antibioticos
amoxicilina, ampicilina, eritromicina, gentamicina, cefalotina e levofloxacino, diminuindo
significantemente a concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos. Além disso, 0
extrato apresentou acdo bactericida frente a cepa gram-positiva e bacteriostatica frente a cepa
gram-negativa. Portanto, a associagdo extrato-antibidtico € uma alternativa para o tratamento
de infec¢Oes causadas por microrganismos resistentes, porém estudos mais detalhados e de

toxicidade devem ser realizados, para segura utilizacéo.
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ABSTRACT

The resistant strains evolution to conventional antibiotics is a concern in hospitals. Microbial
resistance requires research and development of new ways to treat infections. Thus, plants
components are regarded as basic and promising active substances. Spondias tuberosa
(Anacardiaceae) is indicated by folk medicine in the prevention of atherosclerosis and
treatment of diseases such as parasitic infections and microbial. Therefore, the aim of this
study is to conduct a survey of the antimicrobial activity of S. tuberosa towards to strains of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. From the extract of S. tuberose, it was
determined the presence of total polyphenols, flavonoids and tannins spectrophotometrically
in the visible region. The extract’s capacity to modulate the antimicrobial activity of
antibiotics it observed by the microdilution in broth method in order to observe the minimum
inhibitory concentration (MIC) and the change that the presence of the extract causes in the
antimicrobial action, ATCC strains were used and clinics. It also promoted the bacterial
growth curve of the strains, in presence of extract, by method counting of colonies forming
units in a time period. In the extract it was observed high concentrations of tannins and
antimicrobial activity that may be related to the presence of these phenolic compounds. S.
tuberous’ extract was able to decrease the effective concentration of ampicillin, amoxicillin
and erythromycin against S. aureus and gentamicin, cephalothin, and levofloxacin against E.
coli strain. The microbial growth curve showed that the extract has bactericidal action front S.
aureus and bacteriostatic against E. coli. S. tuberous is a species of antimicrobial activity and
modulating antibiotic resistance that may be a promising species for the development of

herbal medicines requiring further study for their safe use.

KEYWORDS: Microbial Resistance. Herbal. Phytochemistry. Spondias tuberosa.
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