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RESUMO

E crescente o aumento de casos de micro-organismos resistentes a mltiplos farmacos,
principalmente bactérias, o que tem sensibilizado pesquisadores do mundo inteiro a buscar
nas plantas, recursos que possam mitigar as consequéncias causadas por estes micro-
organismos. Uma das estratégias atuais tem sido associar plantas com antimicrobianos ja
licenciados e utilizados na terapéutica, na tentativa de encontrar acdes sinérgicas que
possam driblar os mecanismos de resisténcia bacteriana. O presente trabalho buscou
avaliar o efeito modulador de plantas medicinais sobre a atividade de dois antibidticos
betalactamicos, ampicilina e cefriaxona, e um aminoglicosideo, a gentamicina; através da
técnica da microdiluicdo em placas, utilizando-se uma cepa de Staphylococcus aureus
meticilina-resistente - MRSA. Os resultados apontam para um provavel sinergismo entre
Schinus terebinthifolius e Punica granatum com o aminoglicosideo gentamicina, o que
oferece novas oportunidades para futuros estudos em busca do composto ativo destas
plantas e assim melhorar a atividade e eficacia de tratamentos terapéuticos envolvendo os
aminoglicosideos em infec¢bes causadas por micro-organismos multirresistentes.

Palavras-chave: Aroeira; Roma; Resisténcia bacteriana; MRSA.
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ABSTRACT

There has been an increase in cases of resistant microorganisms to multiple drugs, mainly
bacteria, which has sensitized researchers around the world to seek resources in plants, that
can mitigate the consequences caused by these microorganisms. One of the current
strategies has been associate plants with antimicrobials, in attempt to find synergistic
actions that could reverse bacterial resistance mechanisms. This study aimed to evaluate
the modulatory effect of medicinal plants on the activity of two beta-lactam antibiotics,
ampicillin and ceftriaxone, and an aminoglycoside, gentamicin; by microdilution
technique, using a strain of methicillin-resistant S. aureus - MRSA. The results point to a
possible synergism between Schinus terebinthifolius and Punica granatum with the
aminoglycoside gentamicin, which offers new opportunities for future studies in search of
the active compound of these plants, would improve the activity and efficacy of treatments
involving aminoglycosides in infections caused by multiresistant microorganisms.

Key words: Aroeira; Pomegranate; Bacterial resistance; MRSA.

INTRODUCAO

A resisténcia a antimicrobianos tem aumentado rapidamente nos Gltimos anos no
Brasil e no mundo, gerando a necessidade crescente do conhecimento do perfil de
sensibilidade das bactérias que mais frequentemente causam infeccbes e do modo de
disseminacdo da resisténcia. (MEYER; PICOLI, 2011). Dessa forma, a rapida propagacao
de patdgenos multirresistentes representa uma séria ameaca, aliada aos fatores ja
existentes, como as altas taxas de mortalidade e a escassez de opcdes terapéuticas para o
tratamento de infeccdes ocasionadas por bactérias resistentes (ZANOL et al., 2010).

Dentre os principais micro-organismos que causam infeccdes em humanos, tem-se
destacado cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes (MRSA, do inglés
Methicilin-resistant S. aureus), as quais desenvolveram por mutacbes genéticas
mecanismos de defesa aos antimicrobianos usuais, e posteriormente por recombinacdes
genéticas (aquisicdo do gene mecA que codifica uma proteina ligadora de penicilina de
baixa afinidade aos betalactamicos, a PBP2A), tornando-se resistentes a substancias como
penicilinas e cefalosporinas. (EUMKEB et al., 2010; TAYLOR, 2013).

Deparando-se com tais problematicas, tornam-se necessarias pesquisas voltadas ao
estudo e avaliacdo de produtos naturais com propriedades antimicrobianas, como fonte
para o desenvolvimento de novos compostos relacionados a producdo de medicamentos
inovadores para préatica clinica. (OLIVEIRA et al., 2008; RETTA et al., 2012). A
necessidade de se utilizar plantas como alternativa para o controle microbiolégico se da
pelo fato de drogas naturais possuirem uma maior diversidade molecular quando
comparadas a produtos isolados sintéticos, o que pode promover a diminuicdo da inducéo
de microrganismos resistentes. (SANTOS, 2011).

A existéncia da preocupac¢do com 0 avanco da resisténcia microbiana motivou 0s
pesquisadores a iniciarem estudos envolvendo sinergismo de plantas com antimicrobianos
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sintéticos. (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009). Assim, pesquisas atuais tém
avaliado as plantas medicinais ndo somente através da sua atividade antimicrobiana, mas
também como meios onde possam ser encontradas moléculas ativas capazes de agirem
como modificadoras da atividade de antibidticos, modulando-0s ou mesmo revertendo a
resisténcia bacteriana. (COSTA et al., 2008; RIOS et al., 2005).

O sinergismo ocorre quando dois ou mais compostos interagem de maneira que ha
aumento, potenciagdo ou amplificagdo do efeito esperado. (NCUBE; FINNIE; VAN
STADEN, 2012). O objetivo de estudos com esta atividade sinérgica é comparar, por meio
de provas cientificas, os efeitos observados com o0s extratos isolados e associados a outras
substancias. (VERAS et al., 2012).

Nesse contexto, o presente trabalho buscou avaliar comparativamente, o efeito dos
extratos de plantas, tradicionalmente utilizadas popularmente no nordeste brasileiro,
testados isoladamente e apds associacdo com antimicrobianos, licenciados e usados
clinicamente, sobre linhagem de MRSA, buscando assim novas ferramentas no estudo das
plantas medicinais como modificadoras de mecanismos de resisténcia bacteriana ou
moduladoras de atividade antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados os extratos etanolicos das
plantas medicinais Schinus terebinthifolius, Stryphnodendron barbatiman, Anacardium
occidentale e Punica granatum, preparadas seguindo metodologia de Perianayagam et al.
(2012), com algumas modificacdes, onde os materiais vegetais foram submergidos em
alcool etilico 99,3°GL, deixados em repouso e apOs 72h foram obtidas as solucbes
extrativas, as quais foram concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e
temperatura de 48°C, para a obtencao do extrato bruto. (SARAIVA et al., 2013).

Neste estudo, foi usada uma cepa multirresistente de Staphylococcus aureus MRSA
A420, um isolado hospitalar de cultura de sangue. Ajustou-se a turbidez da cultura em
caldo Mueller Hinton, apds 24 horas de incubacdo e com crescimento ativo, com solucéo
salina estéril, de modo a obter turbidez comparavel a da solucdo padrdo de McFarland de
0,5. Isso resulta numa suspenséo contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10® UFC/mL de
Escherichia coli ATCC® 25922. Para realizar essa operacdo corretamente, empregou-se
um espectrémetro, seguindo instrucdes do National Committee for Clinical Laboratory
Standards. (NCCLS, 2003).

Pela técnica da microdiluicdo determinaram-se as concentracdes inibitdrias
minimas (CIM), dos seguintes antimicrobianos: ampicilina, ceftriaxona e gentamicina em
concentragdes que variaram de 0,5 pg/me a 1.024 pg/me. A concentracdo inibitoria
minima foi definida como sendo a menor concentra¢do onde nao se detectou visivelmente
crescimento bacteriano. (MABONA et al., 2013).

A fim de determinar o efeito modulador, foi empregado uma concentracdo sub-
inibitoria do extrato, 32 pg/mt, como proposto por Coutinho et al. (2010). As microplacas
foram preparadas, com a realizacdo de diluigdes seriadas dos antibioticos, em seguida
acrescentou-se 50 pt do extrato, e por fim adicionados 10 pt do inoculo. Incubaram-se as
placas a 35+2°C por 24 horas, sendo a leitura destas realizadas com a adicédo de 20 pt de
uma solugdo de 2,3,5 de cloreto de trifeniltetrazolio a 0,5%. (VOGEL et al., 2011). O
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efeito modulador dos extratos foi percebido com a modificacdo da CIM em associagédo
extrato-antimicrobiano, em relacdo da CIM isolada do antibidtico. (Coutinho et al., 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos envolvendo efeitos sinérgicos entre extratos de plantas e antibioticos vém
sendo realizados por inameros pesquisadores (AHMED et al.,, 2010). Tais estudos
decorrem da necessidade de se buscar novas opgdes de tratamento e controle de micro-
organismos multirresistentes. Os resultados dos testes de atividade antibacteriana frente a
S.aureus MRSA A420 estédo apresentados na figura 1.

Figura 1 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antibidticos licenciados testados
isoladamente, e em associagdao com extratos de plantas medicinais frente a uma cepa de
Staphylococcus aureus MRSA A420
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Staphylococcus aureus possui cinco tipos de proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs). As PBPs sdo enzimas que catalisam a etapa terminal da sintese da parede
bacteriana e se localizam na membrana celular da bactéria. As PBP 1, 2 e 3 sdo essenciais
e tém alta afinidade (sitios-alvo) com os antibidticos beta-lactamicos, unindo-se a esses por
ligacbGes covalentes. A resisténcia a meticilina em estafilococos € devida a producao de
uma PBP adicional, anbmala, denominada PBP 2a, que apresenta baixa afinidade com
0s antibioticos beta-lactamicos. Esta proteina alterada é codificada por um gene
cromossdmico denominado mecA, que € responsavel pela resisténcia intrinseca dos
estafilococos MRSA a todos os antibioticos beta-lactdmicos. (CHAMBERS, 1988).

Esse estudo buscou verificar se o comportamento de antibidticos licenciados
quando testados “in vitro” junto com extratos de plantas medicinais é modificado. Os
resultados apontaram inicialmente para a presenca de forte antagonismo entre extratos com
0s antibidticos betalactamicos (ampicilina e ceftriaxona). Antibidticos desse grupo sdo
naturalmente ineficazes frente a cepas de S. aureus meticilina-resistentes (MENDES,
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2010), ja explicado anteriormente; percebendo-se também que a associagdo entre as plantas
aqui testadas acentuou ainda mais a ineficiéncia destes. Resultados semelhantes foram
obtido por Cavalcante (2010), também testando antibidticos betalactamicos com as
mesmas plantas. Ainda, Aqil et al. (2005) também verificaram a ineficacia do extrato de P.
granatum em melhorar a atividade do antibidtico ampicilina.

Em relacéo aos testes realizados com o aminoglicosideo gentamicina, observou-se
uma discreta reducdo dos valores de CIM para as associagdes com os extratos de S.
terebinthifolius e P. granatum. Os demais extratos mostraram-se indiferentes a acdo do
antibidtico.

Os micro-organismos sdo capazes de elaborar diferentes mecanismos de resisténcia
aos aminoglicosideos, e o principal deles, constitui-se na producdo de enzimas que
degradam estes antibioticos e, portanto, mesmo que o isolado clinico pertenca a mesma
espécie, este pode apresentar resposta de resisténcia diferenciada a essa classe devido a
variedade de enzimas modificadoras. (HARDMAN; LIMBIRD, 2006). S. aureus e passivel
ao desenvolvimento de enzimas modificadoras de aminoglicosideos. (LIMA, 2002;
PATERSON, 2006). De modo que, a atuagdo da S. terebinthifolius e P. granatum sobre os
antibioticos aminoglicosideos, pode ser justificada pelo fato que os extratos possivelmente
proporcionaram a inibi¢do das enzimas que degradam estas drogas.

Aminoglicosideos sdo bactericidas potentes, que basicamente inibem a sintese
proteica ligando-se a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, e mecanismos de
resisténcia ja sdo observados nesta classe. (VIDAL et al., 2012). A reducdo da CIM da
gentamicina quando associada aos extratos de S. terebinthifolius e P. granatum é relevante,
visto que antibioticos desta classe possuem acdo dose-dependente; além de terem
capacidade de provocar nefrotoxicidade e alteracdes auditivas. (DURANTE-MANGONI et
al., 2009). Dessa maneira, a associacdo do extrato da planta com aminoglicosideo reduz a
concentracdo necessaria ao efeito bactericida, possivelmente permitindo que a gentamicina
tenha chance de ser terapeuticamente ativa em cepas com fenotipo de resisténcia ao
aminoglicosideo citado, além de ser mais dificil a bactéria desenvolver resisténcia a
associagdo do extrato da planta com o aminoglicosideo.

Segundo Figueiredo et al. (2011), o efeito significativo da acdo moduladora dos
metabolitos secundarios de plantas medicinais sobre os aminoglicosideos pode ser uma
alternativa para minimizar as reacdes adversas causadas por estes antimicrobianos, visto a
interacdo entre extrato da planta-aminoglicosideo ser capaz de diminuir a CIM destas
droga e conseguentemente reduzir a dose necessaria para 0 uso terapéutico.

CONCLUSAO

As combinacdes testadas entre os antibioticos betalactdmicos e 0s extratos
apresentaram forte antagonismo, com elevacdo de suas concentrac6es inibitorias minimas.
No entanto, a associacdo feita entre a S. terebinthifolius e P. granatum junto ao
aminoglicosideo proporcionaram uma discreta reducdo de sua CIM, sendo necessarios
estudos mais aprofundados para descobrir qual(is) molécula(s) foi(foram) capazes de
induzir tal efeito.

A atividade em diminuir a CIM do antibiotico detectou-se associando extrato da
planta e antibiotico, sendo relevante para as combinagdes: S. terebinthifolius + gentamicina
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e P. granatum + gentamicina. A CIM do antibi6tico isolado foi 512 pg/mt , j& para a
associagbes com ambos os extratos, a CIM diminui para 128 pg/m¢. E importante
ressaltar que os resultados encontrados nesse estudo, mesmo sendo relevantes, refletem
apenas o comportamento frente a uma cepa meticilino-resistente de S. aureus isolada
clinicamente de hemocultura hospitalar.

Desta forma, este estudo instiga futuras pesquisas em que se possa identificar nos
extratos etandlicos de S. terebinthifolius e P. granatum moléculas que possam agir
sinergicamente quando em combinacdo com aminoglicosideos e, consequentemente ser
uma alternativa ao combate de infecgdes causadas por bactérias multirresistentes.
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