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ATIVIDADE MODULADORA DE EXTRATOS DE PLANTAS MEDICINAIS
SOBRE A RESISTENCIA DE CEPAS DE Staphylococcus aureus A
ERITROMICINA

BARBOSA, Alinne Sousal

RESUMO

O surgimento de resisténcia a maioria dos agentes antimicrobianos de uso difundido € um
problema que impulsiona a pesquisa, no sentido de buscar novas moléculas com essa
propriedade ou compostos que auxiliem no combate a cepas resistentes e 0s produtos
naturais tém se mostrado eficazes neste sentido, demonstrando capacidade de otimizar a
eficicia de antibidticos mesmo contra cepas a eles resistentes. Assim, foi avaliado a
eficacia in vitro de cinco plantas medicinais (Acanthospermum hispidum, Croton
campestris, Guapira graciliflora, Pseudobombax marginatum e Punica granatum) em
modular a resisténcia microbiana, frente a cepas ambulatoriais e ATCC de
Staphylococcus aureus resistentes a Eritromicina. Foram determinadas as concentracoes
inibitérias minimas (CIM) dos extratos etandlicos e do antibidtico pelo método de
microdiluicdo, e em seguida, determinadas as CIM do antibiotico na presenca de uma
concentracdo sub-inibitdria do extrato. A razdo entre a CIM do antibidtico na presenca
do extrato e a CIM do antibidtico foi usada para classificar a acdo do extrato como
sinérgica, indiferente ou antagbnica. Os resultados mostraram que todas as plantas
testadas mostraram a capacidade de modular a resisténcia dos microrganismos a
Eritromicina, sendo C. campestris e G. graciliflora as que mais se destacaram. Estes
dados indicam que estas plantas possuem capacidade de modulacdo da resisténcia
antimicrobiana a Eritromicina, sendo esta eficaz mesmo em doses minimas, ajudando a
reduzir a toxicidade do tratamento e mantendo a seguranca e eficicia deste agente

antimicrobiano.

Palavras-chave: Resisténcia microbiana, extratos vegetais, atividade moduladora,

sinergismo.

!Departamento de Farméacia. Centro de Ciéncias bioldgicas e da satde. Universidade Estadual da Paraiba.
alinnesousab@gmail.com



1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos, durante as ultimas décadas, é
tido como um dos principais fatores agravantes do problema da resisténcia microbiana,
uma vez que exercem uma forte presséo seletiva sobre microrganismos patégenos e da
microbiota natural (Frano et al., 2010).

A eritromicina, um agente bacteriostatico pertencente ao grupo dos macrolideos,
tem seu uso largamente difundido na clinica (Guimardes, Momesso e Pupo, 2010).
Entretanto, diversos mecanismos de resisténcia a este grupo de agentes tém sido
reportados, principalmente relacionados a modificacdo do sitio-alvo de ligacdo (0 RNA
ribossomal 23S da subunidade 50S), por meio de metilacdo, ou a sintese de bombas ativas
de efluxo para esse farmaco (Vasconcelos, 2006).

O risco da impossibilidade de tratar infecgdes resistentes vem despertando acées
de diversas fontes na busca de formas de tratamento e de evitar a disseminacdo de cepas
resistentes, como a monitoracdo de resisténcias e a regulamentacdo do uso de
antimicrobianos (Santos e Lauria-Pires, 2010).

Plantas medicinais, que desde sempre foram alternativas em diversas culturas para
o tratamento de infeccbes (Silva et al., 2012), tém sido intensamente estudadas nas
Gltimas décadas, tanto para a obtencdo de formulacdes fitoterapicas com este potencial
(Bezerra et al., 2012), como para auxiliar na acdo dos antimicrobianos (Aradjo e Onofre,
2011; Juiz, Alves e Barros, 2010).

Algumas plantas tém sido estudadas devido a sua capacidade de modular a
resisténcia de cepas a certos antimicrobianos, tornando-os eficazes no combate a
microrganismos contra os quais nao tinham eficécia satisfatéria (Ribeiro et al., 2012).
Assim, este estudo buscou verificar a atividade moduladora de Croton campestris A.,
Punica granatum L., Acanthospermum hispidum DC., Guapira graciliflora e
Pseudobombax marginatum, sobre diversas cepas resistentes de Staphylococcus aureus a

eritromicina.



2. REFERENCIAL TEORICO

Segundo a OMS (OMS, 2014), tornou-se crescente a resisténcia de
microrganismos patogénicos aos antibioticos, sendo este fato considerado uma "ameaca
global" a saude publica, ja que 114 paises se encontram em situacdo alarmante, frente a
resisténcia bacteriana em todas as regides do mundo. A resisténcia microbiana representa
maior dificuldade e custos no tratamento de infec¢des, aumentando o risco de mortalidade
em pacientes. (MATIAS, et al 2010)

A principal causa da resisténcia bacteriana tem sido o uso desmedido e
inapropriado de antibioticos, resultando em mecanismos de resisténcia intrinsecos como
alteracdo da permeabilidade da membrana (alteracdo nas proteinas da membrana);
alteracdo do sitio de acdo do antimicrobiano (mutacdo onde o gene codifica um novo
produto resistente ao antibidtico) e Bomba de efluxo (antibioticos sdo retirados do meio
intracelular para o extracelular). (BRASIL, 2007)

Bactérias gram positivas, como algumas espécies de Staphylococcus séo
frequentemente consideradas agentes de infeccdes oportunistas que acometem animais e
humanos (Nostro et al. 2004, Coutinho et al. 2009). InfeccGes causadas pela espécie
Staphylococcus aureus sdo comuns em ambientes hospitalares e alguns estudos apontam
resisténcia deste patdgeno a diversos antibioticos, entre eles oxacilina, aminoglicosideos
e macrolideos. (OLIVEIRA, et al 2011)

O uso de plantas com intuito terapéutico é umas das praticas mais antigas
utilizadas pela populacdo para tratamento e cura de enfermidades. Os extratos de plantas
medicinais tem sido uma alternativa para eventos de resisténcia microbiana, pois estes
instituem uma extraordindria e produtiva fonte de substancias para novas drogas
antimicrobianas, além de apresentarem uma diversidade molecular mais significante que
aquela derivada dos processos de sintese quimica, tornando mais dificil a adaptacao
microbiana. (JUNIOR, 2005; SILVA, et al 2007; DAFERERA et al 2003).

Neste sentido, diversas plantas vém sendo avaliadas por demonstrarem atividade
antimicrobiana, além de serem testadas quanto sua capacidade de modular a acdo de
antibioticos, modificando o espectro de resisténcia microbiana por inibir bombas de
efluxo. (GIBBONS, 2004).

Diversas espécies vegetais da regido semiarida do Brasil sdo utilizadas
frequentemente pela populagdo como antimicrobianos e algumas ja apresentam atividade

terapéutica comprovada. Estudos envolvendo o Velame-do-Campo (Croton campestris



A.), planta popularmente utilizada no tratamento de inflamagdes e gripe, demonstraram
capacidade moduladora de resisténcia a antibidticos como norfloxacina e
aminoglicosideos (Coutinho et al., 2011; Junior et al., 2011).

A Punica granatum L. (Roma) também € conhecida e popularmente utilizada por
sua acdo antiinflamatoria (Lee et al., 2010), além de sua eficacia contra diversos
microrganismos patogénicos, inclusive sobre bactérias resistentes (Choi et al., 2011) e
fungos (Dahham et al., 2010). O Espinho-de-Cigano (Acanthospermum hispidum DC.),
uma planta nativa da América Tropical, dotada de atividade antimicrobiana, antiviral,
antidiarréica, antielmintica e antitumoral (Chakraborty, Gaikwad e Singh, 2012; Edewor
e Olajire, 2011), tambeém j& demonstrou efeito sobre microrganismos resistentes (Adu et
al., 2011).

Guapira graciliflora (Jodo-Mole) e Pseudobombax marginatum (Embiratanha),
sdo frequentemente utilizadas pela populagéo, devido as suas propriedades cicatrizantes
(a primeira) e analgesica (a segunda); porém ndo ha, na literatura, informacdes vastas

acerca de suas provaveis outras atividades farmacologicas.

3. REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1. Material vegetal e preparacao do extrato

As plantas foram coletadas na regido semiarida do estado da Paraiba. A exsicata
foi preparada e identificada no herbario Professor Jayme Coelho de Morais, na
Universidade Federal da Paraiba, e no herbario Dardamo de Andrade Lima, do Instituto
Agrondmico de Pernambuco.

Realizou-se a secagem do material vegetal em estufa de circulacdo de ar a 40 °C
e sua pulverizacdo em moinho de facas com granulometria de 10 mesh. A extracao foi
realizada através de percolacdo em etanol 96% por cinco dias, seguida de concentragédo

em evaporador rotativo a 40°C, obtendo-se o extrato etandlico bruto.

3.2. Cepas microbianas

Os microrganismos testados foram cepas ambulatoriais isoladas de
Staphylococcus aureus (SA01, SA02, SA03, SA04, SA05 e SA06) resistentes a
Eritromicina (ERI), além de uma cepa nao-resistente de S. aureus (ATCC 25923). Os
organismos foram conservados em Agar Nutriente, e antes do ensaio, foram cultivadas

por 24 horas & 37 °C em Agar Mieller-Hinton.
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3.3. Teste de susceptibilidade microbiana e determinacgéo da concentracao inibitoria
fracionada (CIF)

As concentracdes inibitorias minimas do extrato e do antibiético foram
determinadas em caldo BHI através do método de microdiluicdo. Os extratos foram
diluidos em solucdo de dimetilsulfoxido 10% (DMSO), e a Eritromicina (matéria-prima)
foi diluida em solucdo salina 0,9%. O ensaio foi realizado usando suspensdes de
microrganismos a 10° UFC/mL (CLSI, 2005), e um intervalo de concentracdo de 125
mg/mL a 1 pg/mL.

Para a verificacdo da CIM, utilizou-se 20 pL de solugdo aquosa de Resazurina
(Sigma-Aldricht) a 0,01% em cada po¢o, seguido de incubagdo por 2 horas a temperatura
ambiente (Palomino et al., 2002; Sarker, Nahar e Kumarasamy, 2007; ANG et al., 2010).
Foi considerada como CIM a menor concentracdo que inibiu o crescimento microbiano
evidenciado pela cor azul (proveniente do corante) inalterada.

Para a avaliacdo da atividade moduladora de resisténcia do extrato, determinou-
se a CIM do antibidtico na presenca de uma concentracdo sub-inibitéria (1/8 da CIM) do
extrato. O calculo da concentracdo inibitoria fracionada (CIF) foi realizado para a
obtencdo de um coeficiente que indicasse se a associacdo do extrato ao antibiotico
produzira efeito sinérgico (CIF<0,5), indiferente (4,0>CIF>0,5) ou antagonico (CIF>4,0).

Este célculo foi realizado atraves da seguinte formula (Mackay, Milne e Gould, 2000):

CIM do antibiotico em combinag¢do com o extrato
CIM do antibiotico isolado

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e as placas foram incubadas durante
24 horas a 37 °C.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos mostram que quatro dos extratos testados, foram capazes de
modular a resisténcia dos microrganismos a eritromicina, sendo Punica granatum o que

demonstrou esta capacidade sobre o maior nimero de cepas, conforme a tabela 01.
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Tabela 01: Concentrac@es Inibitdrias Minimas (CIM) obtidas nos ensaios e efeitos dos
extratos sobre as cepas de S. aureus.

CIM mg/mi
CEPA ERI EXT SUB E+E CIF EFEITO
A. hispidum
ATCC 0,0070 4,16 0,52 0,0007 0,10 SINERGICO
SA01 83,33 4,16 0,52 125,00 1,50 INDIFERENTE
SA02 0,6 8,33 1,04 0,80 1,33  INDIFERENTE
SA03 42,32 16,66 2,08 104,17 2,46  INDIFERENTE
SA04 26,04 8,33 1,04 31,24 1,20 INDIFERENTE
SA05 20,83 8,33 1,04 31,25 1,50 INDIFERENTE
SA06 3,9 2,08 0,26 2,76 0,71 INDIFERENTE
C. campestres
ATCC 0,0070 8,33 1,04 0,0003 0,05 SINERGICO
SA01 83,33 8,33 1,04 125,00 1,50 INDIFERENTE
SA02 0,6 16,66 2,08 0,00 0,00 SINERGICO
SA03 42,32 8,33 1,04 125,00 2,95 INDIFERENTE
SA04 26,04 8,33 1,04 31,24 1,20 INDIFERENTE
SA05 20,83 4,16 0,52 31,24 1,50 INDIFERENTE
SA06 3,9 2,08 0,26 3,90 1,00 INDIFERENTE
G. graciliflora
ATCC 0,0070 2,08 0,26 0,0160 2,29 INDIFERENTE
SA01 83,33 16,66 2,08 125,00 1,50 INDIFERENTE
SA02 0,6 16,66 2,08 0,48 0,80 INDIFERENTE
SA03 42,32 16,66 2,08 125,00 2,95 INDIFERENTE
SA04 26,04 4,16 0,52 0,81 0,03 SINERGICO
SA05 20,83 4,16 0,52 0,24 0,01 SINERGICO
SA06 3,9 1,04 0,13 2,60 0,67 INDIFERENTE
P. marginatum
ATCC 0,0070 1,04 0,13 0,0040 0,57 INDIFERENTE
SA01 83,33 1,04 0,13 41,67 0,50 INDIFERENTE
SA02 0,6 2,08 0,26 1,60 2,67 INDIFERENTE
SA03 42,32 2,08 0,26 1,30 0,03 SINERGICO
SA04 26,04 1,04 0,13 10,42 0,40 SINERGICO
SA05 20,83 1,04 0,13 31,24 1,50 INDIFERENTE
SA06 3,9 1,04 0,13 3,25 0,83 INDIFERENTE
P. granatum
ATCC 0,0070 1,04 0,13 0,0033 0,48 SINERGICO
SA01 83,33 1,04 0,13 12,04 0,14 SINERGICO
SA02 0,6 1,04 0,13 0,31 0,51 INDIFERENTE
SA03 42,32 1,04 0,13 3,25 0,08 SINERGICO
SA04 26,04 1,04 0,13 31,25 1,20 INDIFERENTE
SA05 20,83 1,04 0,13 31,25 1,50 INDIFERENTE
SA06 3,9 1,04 0,13 1,95 0,50 INDIFERENTE

ERI: Eritromicina; EXT: Extrato; SUB: Subinibitoria; E+E: Jungdo do extrato e eritromicina; CIM:

Concentracdo inibitoria minima; CIF: Concentracdo inibitdria fracionada.
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A Eritromicina € um macrolideo de ampla utilizac&o, cuja resisténcia por cepas
de S. aureus principalmente clinicas é crescente, necessitando estar em altas
concentragdes para uma efetiva agéo (Celenza et al., 2012). Entretanto, quando utilizada
em altas dosagens, pode provocar efeitos como irritacdo gastrica, vomitos e colestase
hepética (Oliveira et al., 2011).

Diante disto, é importante buscar maneiras de reduzir dose minima eficaz deste
antibiético, mantendo sua seguranca e eficAcia mesmo para organismos resistentes. A
utilizacdo de agentes ndo-letais a microrganismos, capazes de agir sobre seus mecanismos
de resisténcia, tornando-as susceptiveis a um antibiético, pode ser uma alternativa para o
tratamento de doencas causadas por cepas resistentes. Em estudos abordando sinergismo,
Coutinho et al. (2012) sugerem que extratos vegetais atuaram na membrana da célula
bacteriana, facilitando a acdo do antibidtico.

De maneira semelhante, nos resultados obtidos, observa-se uma reducédo da
concentragdo inibitoria minima (CIM) da Eritromicina quando a mesma é usada em
associagdo ao extrato de Guapira graciliflora (Vell.) Reitz. Resultados semelhantes sdo
encontrados para o extrato de P. marginatum, também mostrou sinergismo, frente a duas
cepas de S. aureus. Estes resultados indicam a presenca de atividade moduladora para
estas plantas.

Coutinho et al. (2009) detectou atividade moduladora da resisténcia microbiana
em Croton campestris, frente a cepas de S. aureus resistentes a norfloxacina. Os
resultados apresentados corroboram com os desse estudo. Os autores indicam que o
extrato desta planta age de forma a reduzir o efluxo do antibidtico na célula bacteriana. O
mesmo poderia ser inferido no caso da eritromicina, uma vez que bombas de efluxo séo
um dos mecanismos mais recorrentes de resisténcia a este antibiotico.

Os resultados apresentados ndo indicaram atividade moduladora de resisténcia
para o extrato de A. hispidum DC, que demonstrou sinergismo apenas na cepa padrao de
S. aureus. Entretanto, Mothana et al. (2009) evidenciou a atividade do extrato de A.
hispidum DC em diferentes microrganismos, entre eles S. aureus multirresistentes. Adu
et al. (2011) também apresentou efeitos sinérgicos de A. hispidum DC em associacdo com
antibioticos (amoxicilina e ciprofloxacina), frente a diferentes microrganismos, entre eles
S. aureus.

Dos extratos estudados, o de P. granatum foi o que demonstrou atividade
moduladora sobre o maior nimero de cepas. Braga et al. (2005) avaliou a atividade

moduladora do extrato de Punica granatum junto a alguns antibiéticos (cloranfenicol,
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gentamicina, ampicilina, tetraciclina e oxacilina), utilizando cepas resistentes de S.
aureus. A atividade sinérgica foi detectada para os cinco antibioticos testados,com
percentual variando de 38 a 73%. Além disso, o0 extrato demonstrou potencial para reduzir
o efluxo do farmaco, concluindo que o extrato aumenta a atividade antimicrobiana de
todos os antibioticos testados.

Batish et al. (2008) indicam que a acdo antimicrobiana dos vegetais esta
intimamente ligada a composicdo quimica da planta e mostra que compostos fendlicos
presentes em plantas podem ser tdxicos para microrganismos devido a inibicdo
enzimatica. Os flavonodides podem se complexar com proteinas extracelulares, e 0s
flavondides lipofilicos, romper a membrana plasméatica microbiana. J& compostos
polifendlicos como os taninos, podem inativar enzimas e proteinas transportadoras da
parede celular (Fabri e Costa, 2012).

Assim, podemos inferir que compostos desta natureza poderiam facilitar a entrada
do antibiotico na célula bacteriana, inibir a acdo de enzimas que o inativem, ou bloquear
mecanismos que expulsem o farmaco do interior da célula bacteriana.

A indiferenca da acdo do extrato perante a resisténcia a eritromicina ocorrida
frente as cepas ambulatoriais pode ser devida aos diferentes mecanismos intrinsecos e
adquiridos de resisténcia de cada uma, uma vez que € comum a transferéncia de genes de

resisténcia de uma bactéria para outra.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que os extratos testados possuem certo potencial
modulador da resisténcia de cepas de Staphylococcus aureus a Eritromicina, sendo um
potencial aliado no combate a microrganismos resistentes, sem que represente risco
significativo de toxicidade pelos seus constituintes o que contribui para manter a

seguranga e eficacia da terapia microbiana com este antibiotico.
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6. ABSTRACT

The emergence of microbial resistance to most widespread use antimicrobial agents is a
problem that drives research in order to search for new molecules with this property, or
compounds that help to combat resistant strains. Medicinal plants have also been shown
to be effective in this regard, demonstrating ability to optimize the effectiveness of
antibiotics even against strains resistant to them. The capacity of five plants
(Acanthospermum hispidum, Croton campestris, Guapira graciliflora, Pseudobombax
marginatum and Punica granatum) in modulating microbial resistance was evaluated in
this study, compared to six outpatient strains of erythromycin-resistant Staphylococcus
aureus and one ATCC. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of the antibiotic
and ethanol extracts were determined by the microdilution method, and then determined
the MIC of the antibiotic in the presence of a sub-inhibitory concentration of the extract.
The ratio between the MIC of the antibiotic in the presence of the extract and the MIC of
the antibiotic was used to classify the activity of the extract as synergistic, indifferent or
antagonistic. The results showed that all plants tested showed the ability to modulate the
erythromycin resistance of microorganisms, being C. campestris and G. graciliflora the
most outstanding. These data indicate that these plants are capable of modulating the
antimicrobial resistance to erythromycin, and may be allies in the combat to drug-resistant
strains, helping to reduce treatment toxicity and maintaining the safety and effectiveness

of the antimicrobial agent.

Keywords: Microbial resistance, plant extracts, modulatory activity, synergism.
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