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ATIVIDADE MODULADORA DO EXTRATO DE Spondias mombin L. SOBRE A
RESISTENCIA DE CEPAS DE Escherichia coli A ANTIBIOTICOS

ARAUJO, René Monteiro!

RESUMO

Algumas plantas possuem atividade antimicrobiana e, portanto, sdo capazes de modular
a acdo de antibidticos. Essa atividade deve-se a presenca de compostos fitoquimicos
sintetizados pelo wvegetal. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato de Spondias mombin L. sobre a resisténcia de cepas de
Escherichia coli ATCC e resistente a quatro diferentes antibidticos, amoxicilina,
levofloxacina, cefalotina e gentamicina. A concentracdo inibitoria minima bem como a
capacidade de modular a resisténcia das cepas de E. coli aos antibioticos foram
avaliadas por microdiluicdo em caldo. Verificou-se que a associacdo do extrato de
Spondias mombin L. com levofloxacina e gentamicina apresentou efeito sinérgico
quando testado com a cepa ATCC de E. coli. Ja com a cepa resistente, o sinergismo foi

observado com os antibidticos amoxicilina e levofloxacina.

PALAVRAS-CHAVE: Spondias mombin L. Resisténcia. Atividade Moduladora.
Antibioticos.
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1 INTRODUCAO

Spondias mombin L., conhecida popularmente como Cajazeira, € uma arvore
frutifera pertencente & familia Anacardiacae. Pode ultrapassar 20 metros de altura e 60 a
75 centimetros de didmetro no tronco, o qual apresenta uma casca grossa e com incisdes
profundas. As folhas sdo compostas (20-45 cm de comprimento) pinadas, alternas, que
caem, em sua maioria na época de floracdo. O fruto é uma drupa amarela, ovoide, ou
oblongo aroméatico com 3-4 c¢cm de comprimento e até 2,5 cm de largura e sabor exotico
(Ayoka et al., 2008; Morton, 1987).

Esta planta pode ser encontrada em diversos paises das Américas Central e do
Sul e na Africa (Assis et al, 2006; Okwu and Okwu, 2004). Todas as partes dessa
arvore sdo medicinalmente importantes nos sistemas de medicina tradicional (Ayoka et
al, 2006). Entre os principais usos, pode-se destacar o diurético, antipirético,
antianémico, emético, antidiarreico, para gonorreia, conjuntivite, leucorreia e para
aliviar hemorroidas e dores de estdmago (Ayoka et al., 2005, 2006; Albuguerque et al.,
2007; Cartaxo et al., 2010).

Em virtude dessas propriedades medicinais, diversos pesquisadores tem buscado
determinar as propriedades fitoquimicas e medicinais de S. mombin L. Triagens
fitoquimicas demonstraram a presenca de substancias como fendis, taninos,
proantocianinas, saponinas, antraquinonas, berberina, naftoquinonas, sesquiterpenos,
alcaloides inddlicos e quinolinicos e flavonoides na planta (Ayoka et al, 2005, 2006;
Caraballo et al, 2004; Corthout et al, 1994). SB-202742, um derivado de &cido
anacardico inibidor de beta-lactamase foi isolado por Coates et al., (1994), enquanto
Corthout et al (1992), isolaram dois elagitaninos (geraniin and galloylgeraniin), e dois
ésteres cafeoil (2-0-cafeoil-(+)-acido alo-hidroxicitrico e acido clorogénico éster
butilico) com atividade antiviral, respectivamente. Quanto as atividades bioldgicas,
foram determinadas as propriedades antiepiléptica, antipsicotica (Ayoka et al, 2006),
antiviral (Corthout et al, 1992, 1994), antifertilidade (Raji et al, 2006), anti-helmintica
(Ademola et al, 2005), anti-malarica (Carabolla et al, 2004), ansiolitica (Ayoka et al,
2005), inibidora de beta-lactamase (Coattes et al, 1994), hipnotica e sedativa (Ayoka et
al, 2006).

Devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos, tem-

se aumentado a busca por plantas que apresentam atividade antimicrobiana e sejam



capazes de modular a acdo de antibidticos (Gurib-Fakim, 2006). A utilizacdo de
medicamentos advindos de recursos naturais possui diversos componentes fitoquimicos,
apresentando baixo risco de resisténcia microbiana e uma melhor alternativa para
potencializar o efeito dos antimicrobianos. (Daferera et al; 2003).

Assim, este estudo objetivou analisar a atividade antimicrobiana de Spondias
mombin L. bem como, sua capacidade de modular a acdo de antibidticos frente a cepas

de Escherichia coli.

2 REFERENCIAL TEORICO

Sabe-se que, desde os tempos mais remotos, as plantas medicinais sdo utilizadas
pelos mais diversos povos, que, através de seus conhecimentos, buscavam a cura para
suas enfermidades. Nos dias de hoje, essa pratica ainda € bastante difundida,
principalmente entre a populacdo mais carente, que, sendo desprovida financeiramente,
acaba por fazer uso das plantas para o tratamento de suas enfermidades (Mengue et al.,
2001). Nos paises desenvolvidos, o uso de plantas medicinais também é bastante
consideravel, porém, sob a forma de medicamentos fitoterapicos (Veiga Jr et al., 2005).

Tanto nos paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos o0 consumo
elevado de produtos a base de fontes naturais se deve, em parte, ao apelo feito pelos
meios de comunicacdo que prometem saude e vida longa, baseando-se no argumento de
que plantas usadas hd milénios ndo trardo qualquer mal ao paciente. Contudo, na Europa
e em paises como os Estados Unidos, existem normas para comercializagdo, bem como
controle de qualidade rigido para essas prepara¢des (Junior e Pinto, 2005).

E importante ressaltar que a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos néo
é algo a ser desconsiderado, caracterizando-se como um problema de salde publica
(Jdnior e Pinto, 2005).

3 REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Material vegetal e extracéo etandlica

As cascas de Spondias mombin L. foram coletadas na regido semiérida do
Estado da Paraiba, com a exsicata preparada e identificada no herbario Professor Jayme
Coelho de Morais, da Universidade Federal da Paraiba, sob o nimero EAN-100493. O



material vegetal foi seco em estufa de circulacdo de ar a 40 + 1 °C e moido em moinho
de facas com um tamanho de particulas de 10 mesh. Apds, o p6 (100 g) foi extraido
com 1000 mL de etanol 96% por percolagdo, durante cinco dias e, em seguida, foi
realizada a concentragdo num evaporador rotativo, a 40 °C. O exirato em bruto (EEXa)

foi armazenado num refrigerador para uso posterior.

3.2 Testes fitoquimicos
3.2.1 Determinacéo de polifendis totais

O conteldo total de polifendis do extrato da planta foi medido por
espectrofotometria na regido do espectro visivel pelo método de Folin-Ciocalteu
descrito por Chandra e Mejia (2004), com pequenas modificagfes. O extrato foi
dissolvido em 4gua destilada para se obter uma concentracdo final de 200 pg.mL?1. A
partir de cada solucdo, uma aliquota de 1 mL foi adicionado em 1 mL de reagente 1
mol.L? de Folin-Ciocalteu. Esta mistura permaneceu em repouso durante 2 minutos
antes da adicdo de 2 mL de 20% (p/v) de solucdo de Na.COs e deixado em repouso
durante 10 minutos. Depois disso, a leitura foi realizada espectrofotometro Shimadzu
modelo UV-mini-1240, a 757 nm. A curva de calibracdo foi obtida com uma solucéo de
estoque de acido galico (1 mg.mL?), a partir da qual foram feitas diluicdes a
concentragdes entre 1 e 40 pg.mil. O conteldo total de polifendis foi expresso em

microgramas equivalentes da norma utilizada.

3.2.2 Determinagéo de flavondides totais

Os flavonoides totais foram determinados pelo método descrito por Meda et al.
(2005). Os extratos foram diluidos com metanol a 1000 pg.mL-1. Para os 5 mL de cada
solucdo teste foi adicionado o mesmo volume de AICkL 2% (p/v) em metanol. Esta
mistura permaneceu em repouso durante 10 minutos antes da leitura espectrofotométrica
no UV a 415 nm. Os flavonoides totais foram determinados pela curva de calibracdo
utilizando quercetina (Sigma-Aldrich), como padrdo em concentragdes entre 2 e 30

Lg.mL1 e, expressos em mg de equivalente quercetina.

3.3 Atividade Moduladora e Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM)
Os extratos foram testados contra isolados clinicos de Escherichia coli (EC2),

bem como cepa ATCC da mesma (25922). Os microrganismos foram cultivados em



10

agar Mueller-Hinton a 37 °C, durante 24 horas, e mantidas em tubos de ensaio contendo
agar Nutriente. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 cavidades. Os
in6culos foram normalizados em tubos contendo 5 mL de solucdo salina estéril a 0,9%.
A suspensdo foi ajustada espectrofotometricamente a 625 nm, que é equivalente a 106
UFC.mL1. 100 pL de extrato (concentracdo inicial de 10 mg.mLt em DMSO a 10%)
foram diluidas em série no caldo estéril de Mueller Hinton numa microplaca de 96
pocos, para cada estirpe de microrganismo estudado. 10 pL de cada cultura de
microrganismos foram adicionados a cada poco. DMSO a 10% foi incluido como
controle negativo. As microplacas foram incubadas a 37 °C + 1 °C durante 24 horas. O
crescimento bacteriano foi indicado pela adicdo de 20 pL de solugdo aquosa de
resazurina (Sigma-Aldrich) a 0,01%, com uma incubacdo adicional a 37 °C = 1 °C
durante 2 horas. Bactérias viaveis foram responsaveis pela mudanca de cor do corante,
de azul para cor-de-rosa. O mesmo procedimento foi adotado para a determinacdo da
CIM dos antibioticos amoxicilina, levofloxacina, cefalotina e gentamicina.

Para o ensaio de modulacdo da resisténcia, a CIM combinada foi definida na
presenca dos antibidticos e da concentracdo subinibitoria do extrato (CIM/8). O célculo
da concentracdo inibidora fracionada (FIC) foi realizado para obter um coeficiente que
ndica se a associagdo do extrato com o antibidtico produzirda efeito sinérgico (FIC <
0,5), indiferente (4,0> CIF> 0,5) ou antagonista (CIF > 4,0) de acordo com a formula
descrita por Mackay et al. (2000). Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

CIM em concentragdo subinibitéria

CIF =
CIM do antibi6tico isolado

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes fitoquimicos
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Os testes fitoquimicos realizados com o extrato vegetal de Spondias mombin L.
evidenciaram a presenca dos dois fitocompostos pesquisados, sendo 6,47 pg.mL! de
flavondides totais e 41,44 pg.mL1 de polifendis totais.

4.2 Atividade moduladora

Avaliou-se a atividade moduladora do extrato de Spondias mombin L., associado
a antibidticos, frente as cepas de E.coli ATCC e resistente, a fim de determinar se
houveram efeitos sinérgicos.

A cepa de E. coli ATCC mostrou-se sensivel & atividade moduladora do extrato,
qguando avaliada com os antibidticos levofloxacina e gentamicina, com CIF 0,25 e 0,5
respectivamente. Ja na cepa E. coli resistente, a atividade moduladora foi evidenciada

com os antibiéticos amoxicilina e levofloxacina.

Tabela 01: Atividade moduladora do extrato de Spondias mombin L., frente a cepas de
E. coli resistentes.

E. coli E. coli 2
ATCC

Antibiotico CIM CIMc CIF Interpretacédo CIM CIMc CIF Interpretagdo

Amoxicilina 1,95 3,90 2,00 Indiferente 1000,00 500,00 0,50 Sinérgico

Levofloxacina 3,90 0,97 0,25 Sinérgico 31,25 7,8 0,25 Sinérgico
Cefalotina 1,95 1,95 1,00 Indiferente 62,50 62,50 1,00 Indiferente
Gentamicina 3,90 1,97 0,50 Sinérgico 31,25 31,25 1,00 Indiferente

.....

combinada; CIF - Concentragdo inibitéria fracionada.

A unidade de concentracdo para CIM e CIM combinada é pg.mL1.

O uso de extratos de plantas que possuem propriedades antimicrobianas é de
grande importancia cientifica, principalmente se a associacdo deste com o antibiotico
possuir uma melhor atividade terapéutica em caso de bactérias resistentes a antibidticos.
A atividade moduladora do extrato de Spondias mombin L. pode estar relacionada com
a presenca de fitocompostos presentes no extrato, aumentando a atividade antibiotica.

Os extratos podem inibir o desenvolvimento de microrganismos por meio de

diversos mecanismos. O carater hidrofébico de membros existentes na solucdo com
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maior interacdo da bicamada lipidica da membrana celular pode levar ao aumento da
fragilidade do microrganismo ao antibiotico. (Burt, 2004; Matias et al, 2013).

A juncdo dos antibidticos com extratos vegetais podem diminuir os efeitos
secundarios dos farmacos, visto que a atividade moduladora ¢ uma forma de reduzir a
CIM dos antibiéticos. (Figueiredo etal, 2013).
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, Spondias mombin L. apresenta uma
boa capacidade de modificar a acdo dos antibioticos levofloxacina, gentamicina e
amoxicilina, quando testada com cepas de E. coli, sendo uma possivel alternativa para o

combate a resisténcia microbiana apresentada por esse microrganismo.
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ABSTRACT

Due to the increase of bacterial resistance to antibiotics has been seen as a possible
alternative to the study of the medicinal plants possess some antimicrobial activity and
are capable of modulating the activity of existing antibiotics market. This activity is due
to the presence of phytochemical compounds synthesized by the plant. Therefore, the
aim of the study was to evaluate the antimicrobial activity of the extract of Spondias
mombin L. on resistance to strains of Escherichia coli ATCC and resistant to four
different  antibiotics, amoxicillin, levofloxacin, gentamicin and cephalothin.  The
minimum inhibitory concentration as well as the ability to modulate the resistance of E.
coli strains to antibiotics were assessed by broth microdilution. It has been found that
the combination of the extract of Spondias mombin L. levofloxacin and gentamicin
showed synergistic effect when tested with the strain of E. coli ATCC. However, with

the resistant strain, synergism was observed with amoxicillin and levofloxacin.

Keywords: Spondias mombin L. Resistance. Modulatory Activity. Antibiotics.
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